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RESUMO

Melaleuca leucadendron (L.), conhecida popularmente como “arvore da casca de papel”,
“Cajeput” ou “Kayu putih”, é uma arvore pertencente a familia Myrtaceae usada na medicina
tradicional em paises como Taiwan, Vietnd, Indonésia, Filipinas e Senegal. O seu 0leo
essencial, j& conhecido pelas propriedades repelentes, antimicrobianas e antioxidantes, além
de possuir aplicacdes industriais relevantes como aromatizante de alimentos e na composicado
de perfumes, ja vém sendo abordados em revisdes de literatura que descrevem o0s
componentes bioativos caracterizados e isolados, atividades biol6gicas e aspectos
toxicologicos. Entretanto, ainda ndo ha estudos que se dediquem a reunir as principais
descobertas e relevancias cientificas para extratos e fracdes dessa espécie. Sendo assim, 0
objetivo deste trabalho é realizar uma revisdo de literatura sobre M. leucadendron,
contemplando a identificacdo e avaliagdo de metabdlitos secundarios, das atividades
bioldgicas e da toxicidade de seus extratos e fracbes. A partir da revisao, identificaram-se
como componentes majoritarios dos extratos de M. leucadendron, acido ursolico, acido
betulinico, piceatanol, quercetina, oxiresveratrol, friedelina, entre outros. Também foram
identificados componentes bioativos inéditos para a espécie, como as leucadenonas A-D,
melaleucadinas A e B, leumelaleucols A-L, além de novos triterpendides pentaciclicos do tipo
lupano, do tipo oleaneno e do tipo ursano. Entre as principais atividades bioldgicas descritas
estdo as atividades antioxidante, antimicrobiana, antiviral, antiparasitaria, antitumoral,
antidiabetes, antiobesidade, inibitéria de enzimas microssomais hepaticas, inseticida e
neuroprotetora. Alguns estudos também descrevem a citotoxicidade dos extratos, além da
toxicidade in vivo e do potencial alergénico dos mesmos. Com base nos dados compilados,
destaca-se a importancia de novos estudos com os extratos de M. leucadendron, em especial
estudos in vivo e estudos clinicos, para investigar as atividades bioldgicas ja descritas na

literatura, além de definir informacdes acerca da seguranca e efetividade do uso dos extratos.

Palavras-chave: Melaleuca leucadendron, Melaleuca leucadendra, extratos, fracoes,

atividades bioldgicas, composicao fitoquimica.



ABSTRACT

Melaleuca leucadendron (L.), popularly known as “paper bark tree”, “Cajeput” or “Kayu
putih”, is a tree belonging to the Myrtaceae family used in traditional medicine in countries
such as Taiwan, Vietnam, Indonesia, Philippines and Senegal. Its essential oil, already known
for its repellent, antimicrobial and antioxidant properties, in addition to having relevant
industrial applications as a food flavoring and in the composition of perfumes, has already
been addressed in literature reviews that describe the characterized and isolated bioactive
components, biological activities and toxicological aspects. However, there are still no studies
dedicated to gathering the main discoveries and scientific relevance for extracts and fractions
of this species. Therefore, the objective of this work is to carry out a literature review on M.
leucadendron, contemplating the identification and evaluation of secondary metabolites, the
biological activities and the toxicity of their extracts and fractions. From the review, ursolic
acid, betulinic acid, piceatanol, quercetin, oxiresveratrol, friedelin, among others, were
identified as the major components of M. leucadendron extracts. New bioactive components
for the species were also identified, such as leucadenones A-D, melaleucadins A and B,
leumelaleucols A-L, in addition to new lupane, oleanene and ursane pentacyclic triterpenoids.
Among the main biological activities described are antioxidant, antimicrobial, antiviral,
antiparasitic, antitumor, antidiabetes and antiobesity, inhibitory of hepatic microsomal
enzymes, insecticidal and neuroprotective activities. Some studies also describe the
cytotoxicity of the extracts, in addition to their in vivo toxicity and allergenic potential. Based
on the compiled data, the importance of new studies with M. leucadendron extracts is
highlighted, especially in vivo studies and clinical studies, to investigate the biological
activities already described in the literature, in addition to defining information about safety

and effectiveness of the use of extracts.

Keywords: Melaleuca leucadendron, Melaleuca leucadendra, extracts, fractions, biological

activities, phytochemical composition.
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1. INTRODUCAO

Plantas medicinais sdo espécies vegetais, cultivadas ou ndo, utilizadas com propositos
terapéuticos, podendo estar frescas, onde sdo coletadas no momento do uso, ou secas, onde
passam por secagem e estabilizacdo, equivalendo a droga vegetal (BRANDELLI;
MONTEIRO, 2017). O uso de plantas para fins medicinais é realizado desde os tempos
remotos, com registros cientificos iniciando-se na era paleolitica, onde o pdlen de plantas
medicinais foi identificado em sitios arqueoldgicos, e perpassando pelas civilizacGes pré-
cristds, como as da India, China, Grécia antiga, América pré-colombiana e Egito, até chegar
aos dias atuais (SAAD et al., 2018).

A atividade medicinal das plantas esta relacionada principalmente a presenca de
metabolitos secundarios, que correspondem ao produto das rotas biossintéticas as quais 0s
metabdlitos primarios vegetais sdo submetidos. O objetivo da producdo de metabdlitos
secundarios em uma planta é o de promover mecanismos de defesa as mesmas em condicGes
ambientais ricas em micro-organismos, insetos e animais, ou em condi¢Ges de adaptacdo e
regulacao. Porém, quando as matérias-primas vegetais sdo consumidas por outros seres Vvivos,
os metabdlitos secundarios presentes podem apresentar propriedades terapéuticas e promover
o tratamento de doencas (BRANDELLI; MONTEIRO, 2017; SIMOES et al., 2017).

Entre os metabdlitos secundarios obtidos das plantas, destacam-se os 6leos essenciais,
gue compdem uma classe de misturas complexas de substancias volateis, em geral odoriferas
e liquidas, soltveis em solventes organicos apolares, e com solubilidade limitada em agua
(SIMOES et al., 2017). Os 6leos essenciais vém sendo amplamente utilizados na area da
salde, devido as suas propriedades antimicrobianas naturais, mas também apresentam grande
potencial para aplicacdo na area de alimentos como agentes conservantes e aromatizantes, e
na agricultura, como pesticidas naturais (MEHDIZADEH; MOGHADDAM, 2018).

Além dos Oleos essenciais, tem-se como derivados vegetais, 0leos fixos, extratos,
fracOes, ceras, exsudatos, tinturas, alcoolaturas, entre outros, extraidos da planta in natura ou
da droga vegetal (BRASIL, 2014). Os extratos sdo preparagdes liquidas, semissélidas ou
solidas, obtidas utilizando métodos extrativos e solventes apropriados (BRASIL, 2019). Em
geral os extratos costumam ser fracionados, ja que podem conter compostos que precisam ser
separados a fim de obter fragcbes de compostos bioativos mais puros (JUSTINO et al., 2014).
Metabolitos secundarios como alcaloides, antraquinonas, flavonoides, saponinas, taninos,

entre outros, podem ser obtidos a partir do fracionamento e enriquecimento de extratos
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vegetais, sendo estes metabdlitos os principais responsaveis pelas atividades bioldgicas
descritas para as plantas medicinais (SIMOES et al., 2017).

A familia Myrtaceae possui pelo menos 133 géneros e mais de 3.800 espécies
identificadas (WILSON et al., 2001). O género Melaleuca é um dos géneros pertencentes a
familia Myrtaceae, sendo este amplamente distribuido de forma natural pela Australsia,
Oceania e Sudeste Asiatico, apresentando uma rica diversidade de espécies, com mais de 260
plantas ja catalogadas, incluindo Melaleuca leucadendron (L.) L. (TRAN; DARGUSCH,;
MOSS, 2013). Conhecida popularmente como “arvore da casca de papel”, “Cajeput” ou
“Kayu putih”, é usada na medicinal tradicional em paises como Taiwan, Vietnd, Indonésia,
Filipinas e Senegal (SHARIFI-RAD et al., 2017).

Alguns 6leos essenciais de M. leucadendron, como por exemplo aqueles ricos em
metil-eugenol ou 1,8-cineol, possuem aplicacdes industriais relevantes, como aromatizante de
alimentos e na composicdo de perfumes, além de apresentarem propriedades
anticonvulsivantes, anestésicas, analgésicas e relaxantes musculares, podendo, no entanto, ser
citotoxicos e genotoxicos (BARBOSA et al., 2013). Ja extratos e fracdes de M. leucadendron
apresentam como principais componentes majoritarios , triterpenos e triterpenoides,
compostos fendlicos, flavonoides e taninos, 0s quais apresentam grande potencial
farmacoldgico a partir da comprovacédo de atividades como: anti-inflamatéria (SURH; YUN,
2012), antioxidante (PUJIARTI; OHTANI; ICHIURA, 2012; SURH; YUN, 2012),
antibacteriana (FARAG et al., 2004), anti-hialuronidase (PUJIARTI; OHTANI; ICHIURA,
2012), antiviral (FARAG et al.,, 2004), antifungica (FARAG et al., 2004; PUJIARTI,
OHTANI; ICHIURA, 2012), fotoprotetora topica (SILVA et al., 2020) e antitumoral (UEDA
etal., 2002; ALMOSNID et al., 2018).

Os oOleos essenciais de M. leucadendron ja vém sendo abordados em revisdes de
literatura de varios estudos que os caracterizam e que pontuam bem as suas atividades
bioldgicas e potenciais toxicologicos. Entretanto, até outubro de 2020, ndo haviam estudos
que se dedicassem a reunir as principais descobertas e relevancias cientificas para extratos e
fracOes dessa espécie, exceto estudos que abordam de forma pontual tais informagdes
(KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2016; SHARIFI-RAD et al., 2017). Por este
motivo, estudos de revisao sobre extratos e fracdes de M. leucadendron sdo necessarios e 0
objetivo deste trabalho foi realizar uma revisdo de literatura sobre M. leucadendron,
contemplando a identificacdo e avaliagdo de metabdlitos secundarios, das atividades

bioldgicas e da toxicidade de seus extratos e fracoes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. DESCRICAO DA ESPECIE E USOS GERAIS DA PLANTA

Pertence a familia Myrtaceae e ao género Melaleuca, sendo aceitos 0s nomes
cientificos Melaleuca leucadendra (L.) L. ou Melaleuca leucadendron (L.) L., considerados
sinbnimos homotipicos (BRASIL, [s.d.]). As sinonimias para a espécie sdo Myrtus
leucadendra L., Cajuputi leucadendron (L.) A. Lyons, Leptospermum leucodendron (L.)
J.R.Forst. & G.Forst., Meladendron leucocladum St.-Lag., entre outros (TROPICOS, c2022).
E conhecida popularmente como “arvore da casca de papel”, “cajeput”, “kayu putih”
(SHARIFI-RAD et al., 2017); “river tea-tree”, “weeping tea-tree” (TROPICQOS, c2022);
arvore-do-papel”, “corticeira”, “cajeput-tree”, “cajuputi”, “arvore-branca”, “arvore-do-6leo-
de-cajeput” e “melaleuca” (BRASIL, [s.d.]).

Apresenta-se como uma arvore, cuja altura varia de 15 a 40 metros, com uma copa
longa, frequentemente verde, com ramos menores e galhos e folhas geralmente longos,
delgados e caidos (Figura 1A), apresentando flores brancas a branco-cremosas (Figura 1B)
que nascem em qualquer época do ano, mas principalmente entre 0s meses de maio a
setembro (BLAKE, 1968) (Ver ANEXO C para mais figuras da planta). Todas as espécies do
género Melaleuca possuem em comum a presenca de casca espessa em camadas, muitas delas
dispostas de forma semelhante a folhas de papel, além de serem muito resistentes a condi¢bes
extremas, como inundag@es, secas, condi¢cdes salinas leves, incéndios, altas concentracdes de
aluminio, entre outras condi¢des (TRAN; DARGUSCH; MOSS, 2013).

M. leucadendron possui aplicabilidade e/ou é alvo de estudos na producdo de
biomassa e biocombustiveis (AHMED et al. 2013), na silvicultura (HUNTE et al., 2019;
MORAKINYO et al.,, 2017), na ciéncia de materiais (SUPRIYANTO et al.,, 2019), na
entomologia (DAVIES; GIBLIN-DAVIS, 2004; YE et al., 2007), na producdo de produtos
repelentes e inseticidas (NOOSIDUM et al., 2008; SONG et al., 2016), na area de alimentos
(OSWELL; THIPPAREDDI; PEGG, 2018; TRIPATHI; DUBEY, 2004), e, assim como as
outras espécies do género Melaleuca, como isolante térmico, lenha e material de construgéo
(BRINKMAN; XUAN et al., 1991).
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Figura 1 — Arvore da espécie M. leucadendron (A) com detalhe das flores, frutos e folhas do respectivo espécime
(B) localizada no Campus Morro do Cruzeiro da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP).
Fonte: o autor (2020).

2.2. USOS NA MEDICINA TRADICIONAL

As folhas e/ou cascas de M. leucadendron possuem vérias aplicacOes relatadas na
medicina tradicional de alguns paises, como por exemplo para o tratamento da gota no Vietna;
tratamento de vertigens, dor de dente, reumatismo, obesidade e hiperlipidemia na Indonésia;
tratamento da psoriase em paises da América do Sul; antimalarico nas Filipinas; tratamento de
doencas respiratdrias, inflamacGes e dermatite no Senegal; e tratamento para alivio da dor em
Taiwan (SHARIFI-RAD et al., 2017). Uma revisdo de literatura sobre intervencdes
complementares alternativas no tratamento de dermatite atopica identificou o uso de M.
leucadendron na terapéutica do eczema, cujas propriedades farmacoldgicas analgésicas,
antissépticas, diaforéticas e estimulantes também sdo relatadas (BIELORY; KANUGA,
2002).

Na Indonésia, M. leucadendron pode ser encontrada em medicamentos fitoterapicos
denominados Jamu, cuja formula é composta por plantas medicinais inteiras, fragmentadas ou
cortadas, que sdo selecionadas e misturadas para a obtencdo da eficacia terapéutica (WHO,
2017 apud SUPARMI et al., 2018). O fitoterapico, que se apresenta sobre a forma de pd,
liquido e/ou plantas simples, geralmente é consumido imediatamente ap6s 0 preparo em agua



16

quente e aplicado para o tratamento de varias condi¢bes de saude, como distarbios
respiratdrios, distarbios musculoesqueléticos e do tecido conjuntivo, doengas metabdlicas (em
especial Diabetes Mellitus), distdrbios gastrintestinais, disturbios cardiovasculares, leucorreia
e dismenorreia, purificacdo do leite materno em mulheres puérperas, reducdo do odor
corporal, entre outros (SUPARMI et al., 2018). Na Indonésia também sdo encontradas outras
praticas na Medicina Tradicional que contemplem o uso de M. leucadendron, entre elas a
Bakera e o Oukup, sendo que a Bakera é aplicada na recuperacdo de mulheres apds o parto, e
0 Oukup é usado para promover relaxamento e melhora da circulacdo sanguinea e até mesmo
auxiliar no tratamento de doencas como reumatismo, colesterol alto, hipertenséo, dores de
cabeca, derrames, entre outros (SILALAHI et al., 2015; ZUMSTEG; WECKERLE, 2007).

Na China, M. leucadendron esta entre as 104 espécies mais usadas rotineiramente pelo
povo tradicional Yao, sendo estas espécies inclusas entre as 1.392 espécies catalogadas dentro
da Medicina Tradicional Chinesa do povo Yao, usadas principalmente para a desintoxicagéo,
tratamento de disturbios causados pela exposicéo ao vento e a umidade, além de regulacdo da
circulacdo sanguinea (JIA; LI, 2005b apud ALMOSNID et al.,, 2018). Almosnid e
colaboradores (2018) também citam o uso ja conhecido na Medicina Tradicional Chinesa de
M. leucadendron para o tratamento de congestdo nasal, lesbes cuténeas purulentas, gota e

insonia.

2.3. OLEOS ESSENCIAIS

2.3.1. Composicao fitoquimica

Os 6leos essenciais das folhas de M. leucadendron apresentam diferengas qualitativas
e quantitativas entre 0s compostos quimicos majoritarios presentes, conforme estudos
realizados em diferentes regides de cultivo da espécie, sendo que, no Paquistdo, por exemplo,
0 composto majoritéario isolado foi o metil-eugenol (SIDDIQUE et al., 2020). Ja em outras
regides, foram identificados como compostos majoritarios o 1,8-cineol no Vietnd (CUONG et
al., 1994), Senegal (FALL et al., 2017) e Indonésia (PUJIARTI; OHTANI; ICHIURA, 2012);
limoneno no Brasil (BAUTISTA-SILVA et al., 2020), e viridiflorol em Cuba (PINO et al.,
2002).

Silva e colaboradores (2019) estudaram os 6leos essenciais das folhas, caules, flores e
frutos de M. leucadendron e todos apresentaram como composto majoritario o (E)-nerolidol,
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seguido de 1,8-cineol para o 6leo das folhas, epi-a-bisabolol para o 6leo dos caules e frutos, e
espatulenol para o 6leo das flores. Os Oleos essenciais de folhas, galhos e flores de M.
leucadendron foram analisados em um outro estudo, onde o composto majoritario também foi
0 (E)-nerolidol, seguido de B-cariofileno nas folhas, galhos e flores (PADALIA et al., 2015).
Por fim, os dleos essenciais de folhas e frutos da planta foram estudados e identificaram o 1,8-
cineol como composto majoritario do dleo das folhas e viridiflorol no 6leo dos frutos,

seguidos de viridiflorol e globulol, respectivamente (PINO et al., 2010).

2.3.2. Principais atividades bioldgicas e aspectos toxicoldgicos descritos

Os 0leos essenciais de M. leucadendron apresentaram acdo inseticida e repelente em
varios estudos com a planta. Um estudo com o 6leo essencial das folhas de M. leucadendron
foi realizado, onde constataram que 0 mesmo apresentou propriedades irritantes e repelentes
contra Aedes aegypti, apesar de ndo ter causado mortalidade dos insetos (NOOSIDUM et al.,
2008). O 6leo essencial da folha de M. leucadendron foi testado em uma das principais pragas
do milho armazenado do Brasil, a espécie Sitophilus zeamais, onde identificou-se propriedade
inseticida de 92,5% (COITINHO et al., 2011).

Os 06leos essenciais das folhas de M. leucadendron foram estudados quanto as suas
propriedades antibacterianas. O Oleo essencial de M. leucadendron apresentou excelente
atividade antibacteriana contra Bacillus spizizenii, moderada atividade contra Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, atividade contra Pseudomonas aeruginosa, Salmonella entérica,
Klebsiella pneumoniae, bactérias Gram negativas, e atividade apreciavel contra Enterobacter
aerogenes; verificando a sua poténcia bactericida para potencial uso como conservante de
alimentos (SIDDIQUE et al., 2020). Outro estudo analisou a atividade antibacteriana do 6leo
essencial das folhas de M. leucadendron e propds seu mecanismo de acdo, cujos resultados
apresentados incluem um amplo espectro de acédo especifico para cada cepa contra bacterias
Gram-positivas e Gram-negativas (BAUTISTA-SILVA et al., 2020).

Os oleos essenciais das folhas de M. leucadendron também foram avaliados quanto a
sua atividade antifingica, mostrando que os mesmos foram eficazes contra Fomitopsis
palustris, Trametes versicolor, Cladosporium cladosporioides e Chaetomium globosum
(PUJIARTI; OHTANI; ICHIURA, 2012). Os 6leos essenciais das folhas de M. leucadendron
também apresentaram atividade antifungica consideravel contra varios fungos causadores de

bolores de origem alimentar em um estudo realizado com sementes de grdo-de-bico, podendo
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ser aplicados para proteger tais sementes por até seis meses quando armazenadas em
recipiente fechado (PRAKASH et al., 2016).

Estudos sobre a acdo antioxidante dos Oleos essenciais da espécie também foram
conduzidos. Em um estudo com 6leos essenciais da folha da espécie, foram demonstrados que
eles possuem atividade antioxidante moderada e atividade anti-hialuronidase (PUJIARTI;
OHTANI; ICHIURA, 2012). A capacidade antioxidante do Oleo essencial de M.
leucadendron variou conforme localizacdo geogréfica, estacdo de colheita e idade da planta
(PINO et al., 2010; SIDDIQUE et al., 2017).

2.4. REVISOES DE LITERATURA ENVOLVENDO A ESPECIE

Barbosa e colaboradores (2013) abordam em sua revisdo a composic¢éo fitoquimica de
6leos essenciais, aplicacfes medicinais e morfoanatomia foliar das principais espécies do
género Melaleuca, incluindo M. leucadendron, destacando as relacGes entre a composicdo dos
Oleos essenciais e importantes atividades biologicas e parametros Uteis para a certificacdo dos
Oleos essenciais. Sharifi-Rad e colaboradores (2017) apresentam também uma revisdo de
literatura sobre plantas do género Melaleuca, a qual inclui M. leucadendron, detalhando sobre
0 habitat e cultivo, usos na medicina tradicional, composi¢do quimica de extratos e Oleos
essenciais, atividade antimicrobiana e ensaios clinicos registrados para as principais espécies
do género.

Os oleos essenciais de M. leucadendron também s&o citados em varias revisdes de
literatura, que abordam temaéticas como a atividade antimicrobiana (GAUTAM; SAKLANI;
JACHAK, 2007), a atividade bioldgica (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010), a atividade
inseticida e repelente (LUPI; HATZ; SCHLAGENHAUF, 2013); a aplicacdo na industria
alimenticia (OSWELL; THIPPAREDDI; PEGG, 2018); a taxonomia das espécies de
Melaleuca (BLAKE, 1968); estudos ecologicos (TRAN et al., 2013); os usos na medicina
tradicional (GARCIA-GONZALEZ; MORALES, 2005), a composicdo fitoquimica (BANIK
et al., 2020; KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2016); a aplicacdo na silvicultura
(SZULECKA,; OBIDZINSKI; DERMAWAN, 2016), entre outros.
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3. JUSTIFICATIVA

Estudos de revisdo sdo muito importantes, pois permitem fornecer um panorama
histérico sobre um tema ou assunto, considerando as publicac6es realizadas em um campo de
pesquisa, além de comparar pesquisas sobre temas semelhantes ou relacionados, apontar a
evolucdo de teorias, indicar procedimentos metodoldgicos utilizados nas areas, podendo
contribuir no direcionamento, encaminhamento ou mudanca de configuracdo em determinada
area do conhecimento (VOSGERAU; ROMANOWSKI, 2014). Revisdes da literatura, além
de apontarem problemas especificos de uma determinada &rea, contribuem para a obtencao de
uma ideia precisa sobre o estado atual dos conhecimentos acerca de um tema, de forma a
compreender as suas lacunas e contribuir na investigacdo para o desenvolvimento do
conhecimento (BENTO, 2012).

Revisfes envolvendo M. leucadendron com uma abordagem mais completa sobre os
seus Oleos essenciais podem ser encontradas na literatura, mesmo ndo sendo estes trabalhos
focados na espécie em questdo. Porém, até outubro de 2020, ndo existiam revisdes de
literatura exclusivas sobre extratos e fracbes de M. leucadendron que contemplem uma
compilacdo de informagbes sobre os metabdlitos secundérios isolados e caracterizados,
atividades bioldgicas da planta ou de seus compostos quimicos e aspectos toxicol6gicos. Por
isso, faz-se necessario obter tais informacdes acerca dessa espécie.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo de revisdo narrativa sobre M. leucadendron, discutindo as
principais atividades bioldgicas, caracteristicas fitoquimicas e aspectos toxicologicos descritos

para seus extratos e fragoes.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma busca a partir de bases de dados de artigos cientificos cujas tematicas
envolvam extratos e/ou fragOes de M. leucadendron;

e Realizar revisdo narrativa da literatura a partir dos artigos cientificos selecionados
envolvendo extratos e/ou fragOes de M. leucadendron;

e Quantificar os trabalhos realizados com extratos e/ou fracdes de M. leucadendron e
comparar o resultado com os trabalhos realizados com o 6leo essencial da espécie;

e ldentificar e discutir sobre os aspectos fitoquimicos, identificacdo e isolamento dos
principais metabolitos secundarios descritos para os extratos e/ou fragbes da planta;

e Identificar e discutir sobre as atividades biologicas descritas para os extratos, fraces e
compostos isolados da espécie;

e Identificar e discutir sobre o potencial toxicolégico descrito para os extratos, fracoes e

compostos isolados de M. leucadendron.
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5. METODOLOGIA

5.1. DEFINICAO DA METODOLOGIA DE PESQUISA

5.1.1. Metodologia aplicada

A metodologia aplicada foi a de revisdo narrativa da literatura, realizada de forma

retrospectiva, buscando-se artigos cientificos envolvendo o objeto de estudo.

5.1.2. Bases de dados

Foram acessadas as seguintes bases de dados on-line: SciElo, Science Direct, Scopus e
PubMed. Tais plataformas englobam uma grande quantidade de trabalhos cientificos e podem
ser acessadas virtualmente a partir dos Periddicos CAPES, cujo acesso é fornecido

gratuitamente pela Universidade Federal de Ouro Preto para a comunidade académica.

5.1.3. Estratégias de busca

A busca dos artigos cientificos foi realizada utilizando as palavras-chave: “Melaleuca
leucadendron” ou “Melaleuca leucadendra”, aplicando as aspas como operador Booleano, ja
que cada palavra-chave se trata de um nome composto e tal operador evita que a base de
dados pesquise os termos de cada palavra-chave em separado. O campo de busca utilizado foi
0 de pesquisa avangada, ndo se aplicando filtros de selecédo para a busca. Cada palavra-chave
foi inserida individualmente no campo de busca das bases de dados e foram conferidos
individualmente e sucessivamente, titulo, resumo, metodologia, resultados e discussdo de
cada resultado de pesquisa apresentado, a fim de identificar entre os trabalhos a presenca das
seguintes palavras-chaves: “extrato”, “fracdo”, “extract”, “fraction”, “extracto”, “fraccion”,

“Melaleuca leucadendron” e/ou “Melaleuca leucadendra”.

5.2. CRITERIOS DE SELECAO

5.2.1. Critérios de inclusao
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Ap0s a aplicagdo das estratégias de busca nas bases de dados e na avaliagdo de cada
resultado de pesquisa, foram selecionados artigos cientificos originais na lingua espanhola,
inglesa ou portuguesa cujas tematicas envolvam extratos e/ou fracbes de M. leucadendron,
sem critério de periodo inicial de publicacdo e com periodo final de publicacdo até outubro de
2020.

5.2.2. Critérios de exclusao

N&o foram incluidos os artigos cientificos cuja tematica envolva o 6leo essencial de M.
leucadendron ou que envolva extratos compostos onde a planta estd presente. Além disso, ndo
foram incluidos os artigos cientificos que apresentam dados sobre a espécie que ndo
envolviam diretamente extratos e/ou fracdes. Tais trabalhos foram quantificados apenas para
comparagdo com 0 objeto de estudo. Também ndo foram incluidos artigos cientificos
duplicados, capitulos de livros, revisdes, papers, entre outros tipos de resultados de pesquisa

disponibilizados pelas bases de dados durante a busca.

5.3. DELINEAMENTO DA PESQUISA

Todos os artigos incluidos e selecionados foram lidos individualmente e
sucessivamente. Em seguida, foi realizada a separacédo entre trabalhos envolvendo a obtencédo
de extratos de M. leucadendron, trabalhos envolvendo a obtencdo de fracGes de M.
leucadendron e, por fim, quais partes da planta foram utilizadas para a extragcdo. Os extratos
ou fracOes de cada estudo foram classificados quanto a descricdo da composicao fitoquimica,
atividades bioldgicas e aspectos toxicologicos.

Os metabolitos secundéarios descritos foram classificados de acordo as suas classes,
tipo de solvente de extracdo e parte da planta da qual foram extraidos. As atividades
bioldgicas de extratos, fracdes e/ou compostos isolados descritos para cada orgao da planta
foram investigadas quanto aos tipos de ensaio avaliado (in vitro, in vivo e/ou in silico); quais
foram as formas de veiculacdo do material; a existéncia de testes e/ou relatos clinicos, uso
popular; entre outros. Quanto aos aspectos toxicologicos, foram verificados quais 0s
mecanismos de acdo e efeitos nocivos dos extratos, fracbes e/ou metabdlitos descritos sobre

o0s sistemas bioldgicos avaliados.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. SELECAO DOS ARTIGOS PARA A REVISAO

Foram encontrados 918 resultados de pesquisa nas bases de dados analisadas (Scielo,
Science Direct, Scopus e PubMed), sendo selecionados 76 resultados com estudos na lingua
espanhola e inglesa envolvendo extratos e/ou fracGes de M. leucadendron. Destes, 31 eram
duplicados e foram excluidos da pesquisa, restando 46 estudos para a leitura (Ver Quadro 2).
Dos 46 artigos avaliados, 38 foram selecionados para a construcdo da revisao de literatura,
enquanto os oito artigos restantes foram excluidos da pesquisa (Figura 2). Os artigos

excluidos do estudo estédo listados no Quadro 1, quanto ao motivo da exclusao.

Quadro 1 — Estudos excluidos da pesquisa sobre extratos de M. leucadendron.

Titulo Autores Ano Motivo da exclusédo

Isolation and partial purification of allergenic
Hunter, S. L. et .
components of the pollens Paspalum | 1996 Paper académico
al.

notatum and Melaleuca leucadendron

Sakasegawa, M; Extracdo de 6leos

Composition and antitermite activities of

o ) Hori, K; Yatagai, 2003 essenciais de M.
essential oils from Melaleuca species
M. leucadendron
Herbal extracts and compounds active against L
) ) Thompson, K. D. 2006 Estudo de reviséo
herpes simplex virus
o o Chattopadhyay,
Ethnomedicines and ethnomedicinal phytophores . .
) ] D.; Khan, M. T. 2008 Capitulo de livro
against herpesviruses H
) o . Extrato composto,
Microarray based IgE detection in poly-sensitized .
) ) ) o contendo vérias plantas
allergic patients with suspected food allergy: an Vieira, T. et al. 2012 )
) o além de M.
approach in four clinical cases
leucadendron.
) . o Elfahmi;
Jamu: Indonesian traditional herbal medicine L
) ) Woerdenbag, H. 2014 Estudo de reviséo
towards rational phytopharmacological use
J.; Kayser, O.

Extrato composto,

Natural occurrence of genotoxic and carcinogenic .
contendo varias plantas

alkenylbenzenes in Indonesian jamu and
evaluation of consumer risks

Suparmi, S. et al.

2018

além de M.

leucadendron.
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Prise en charge des hypersensibilités retardées

aux plantes médicinales: Management of delayed | Niang, S. O. et al.

hypersensibilities in medicinal plants

2020

Artigo em Francés

Estudos identificados nas bases de dados (n=918)

“Melaleuca leucadendron™:

Science Direct: 162 resultados
Scopus: 464 resultados

PubMed: 20 resultados

Scielo: 6 resultados Scielo: 1 resultado

Pesquisa usando a palavra-chave | Pesquisa usando a palavra-chave
“Melaleuca leucadendra”:

Science Direct: 70 resultados
Scopus: 182 resultados

PubMed: 13 resultados

v

76 artigos selecionados apds analise do texto completo quanto a presenca dos

termos “extrato e/ou fragcdo” e “Melaleuca leucadendron / Melaleuca leucadendra”

v

:[ Duplicados (n=31) ]

46 artigos selecionados para
analise do texto completo

:[ Excluidos (n=8) ]

38 artigos incluidos na pesquisa

Figura 2 —Fluxograma da pesquisa nas bases de dados sobre os extratos e fragdes de M. leucadendron.
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Os 38 artigos incluidos tiveram o seu conteudo avaliado por completo e foram
investigados dados acerca da composicdo fitoquimica dos extratos/fracdes estudados,
atividades bioldgicas testadas para os mesmos e/ou aspectos toxicologicos descritos. Os

resultados desta avaliacdo sdo descritos nos topicos a seguir.

6.2. COMPOSICAO FITOQUIMICA

6.2.1. Triagem fitoquimica e componentes majoritarios

Os extratos de M. Leucadendron apresentam como componentes bioativos,
carboidratos, triterpenoides, fitoesterois, compostos fendlicos, taninos, saponinas, cumarinas e
flavonoides (SHAH et al., 2013; SILVA et al., 2020) (Ver Tabela 1). Entre os componentes
bioativos majoritarios encontrados nos frutos de M. leucadendron, destacam-se 0s
triterpenoides &cido betulinico, &cido ursélico e acido piracrénico, além do sesquiterpeno
globulol, isolados a partir de extratos em cloroférmio. O acido ursolico correspondeu a 5,6%
do extrato de cloroférmio. J& extratos metandlicos dos frutos apresentaram como compostos
majoritarios o flavonoide quercetina e os compostos fenolicos piceatanol, oxiresveratrol,
estilbeno escirpusina B e &acido galico (TSURUGA et al., 1991). Os extratos em éter de
petréleo das folhas apresentaram como componentes bioativos, os triterpenoides friedelina,
betulina e uvaol, além do fitoesterol B-sitosterol; enquanto os extratos do caule apresentaram
os triterpenoides friedelina, taraxerona e betulina, além do fitoesterol B-sitosterol (HUI; LI,
1976). Nos extratos aquosos das folhas também foram encontradas altas concentracdes de
carboidratos, incluindo frutose, sacarose e glicose, além dos aminoacidos arginina, alanina,
glutamato, serina, glutamina, asparagina, histidina, prolina e valina; e dos acidos organicos
acido malico, &cido ascorbico, acido citrico e &acido succinico (SAIFUDIN et al., 2016). O
ANEXO A traz as estruturas quimicas dos componentes majoritarios presentes na espeécie.

Com base nos estudos avaliados, observa-se que os extratos de M. leucadendron sdo
ricos em triterpenoides e triterpenos, flavonoides e compostos fendlicos. Quanto ao conteudo
fenolico total e o teor de flavonoides totais, a tabela 2 e tabela 3 trazem as concentracfes
encontradas pelos trabalhos avaliados, respectivamente. O extrato etanolico das flores
estudado por Silva e colaboradores (2020) apresenta a maior concentracdo de compostos
fenolicos entre os estudos avaliados, enquanto os extratos apresentados por Surh & Yun

(2012) apresentam os menores valores. Quanto ao teor de flavonoides totais, apenas dois
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estudos exploram tais dados, sendo que Perera e colaboradores (2016) encontraram a maior
concentracdo em extratos das folhas. Entretanto, os dados para contetdo fendlico total e de
flavonoides totais para o Gltimo autor citado ndo apresenta valores de desvio padrdo, assim

como apresentado pelo restante dos estudos.

Tabela 1 — Componentes bioativos encontrados em extratos de M. leucadendron a partir de triagem fitoquimica.

Componente bioativo Parte da planta Tipo de solvente de extracao

] Agua, etanol, éter de petréleo, cloroférmio,
Carboidratos Folhas, Flores.

metanol.
Agua, metanol, etanol.

Compostos fenolicos Folhas, Flores.

Cumarinas Flores. Etanol.

Flavonoides Folhas, Flores. Metanol, etanol.

Saponinas Folhas, Flores. Agua, metanol, etanol.
Taninos Folhas, Flores. Agua, metanol, etanol.

Triterpenoides e esterois Folhas, Flores. Cloroférmio, metanol, etanol.

Fonte: SHAH et al. (2013); SILVA et al. (2020).

Tabela 2 — Conteldo fendlico total de extratos de M. leucadendron, expressos em miligramas de &cido galico
equivalente (mg GAE/Q).

Conteudo fenolico total

Parte da planta Solvente de extracgéo (mg GAE/qg) Referéncia
Partes secas Metanol 0,28923 + 0,00521* SURH; YUN (2012).
Partes secas Butanol 0,50843 + 0,00233* SURH; YUN (2012).
Partes secas Cloroférmio 0,10736 + 0,00188* SURH; YUN (2012).
Partes secas Agua 0,12272 + 0,00371* SURH; YUN (2012).

Frutos Tetra-hidrofurano 9,28 £ 0,37 FU et al. (2010).
Frutos Metanol + &cido acetico 16,4+ 1,22 FU et al. (2010).

+ 4gua
Folhas Etanol 26,37** PERERA et al. (2016).
Flores Etanol 153,8+1,9 SILVA et al. (2020).

* Dados disponibilizados originalmente em pg GAE/g e convertidos para mg GAE/g.

** N4o foi indicado o desvio padrdo para esse valor.
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Tabela 3 — Teor de flavonoides totais de extratos de M. leucadendron, expressos em miligramas de equivalentes
de quercetina (mg QE/q).

Teor de flavonoides

Parte da planta Solvente de extracéo totais (mg QE/g) Referéncia
Folhas Etanol 11,59* PERERA et al. (2016).
Flores Etanol 753+x1,1 SILVA et al. (2020).

*N4&o foi indicado o desvio padrao para esse valor.

6.2.2. Isolamento e caracterizacdo de componentes bioativos

Dentre os estudos encontrados, alguns isolaram e caracterizaram novos componentes
bioativos nos extratos de M. leucadendron, além de identificarem a presenca de componentes
bioativos ja conhecidos. O ANEXO B traz as estruturas quimicas de todos os componentes
bioativos isolados pela primeira vez na espécie. Em um estudo realizado com o extrato
etandlico-aquoso, na propor¢do 3:1, das folhas de M. leucadendron, um novo flavonol
glicosideo, a miricetina 3-O-B-*Ci-galactopiranuronoide, foi identificado, além de quinze
compostos fendlicos, entre eles, noreungenina 8-C-glucosil, acido galico, catequina, acido
cafeico, miricetina 3-O-ramnosideo, metilgalato, acido elagico 3-monometiléter-4-O-
glicosideo, quercetina 3-O-glicosideo, caempferol-3-O-glicosideo, miricetina 3-O-glicosideo,
quercetina 3-O-ramnosideo, quercetina 3-rutinosideo, miricetina 3-rutinosideo, miricetina e
quercetina (HASHIM et al., 2018). Foram isoladas a partir de fracGes de extratos de acetona
das folhas de M. leucadendron, quatro novas [-tricetonas flavanonas, denominadas
Leucadenonas A-D (LEE, 1999).

Em um trabalho realizado com os frutos secos de M. leucadendron, estes foram
homogeneizados com acetona-agua, na proporcdo 7:3, e filtrados, de forma a obter um
homogenato que, apos extraido com metanol e analisado via CLAE, levou a identificagdo de
um novo tanino hidrolisavel, caracterizado como 1,2-di-O-galoil-3-O-digaloil-4,6-O-(S)-
hexahidroxidifenoil-B-D-glicose. Além disso, identificaram-se nas fra¢fes analisadas o0s
compostos taninos telimagrandina 11; 1,2,3,6-tetra-O-galoil--D-glicose e penta-O-galoil-f-O-
glicose; e os compostos fendlicos acido protocatecuico; acido brevifolincarboxilico; acido
elagico, piceatanol-4'-O-B-D-glicopiranosideo e piceatanol-4'-O-(6"- O- galoil)-p-D-
glicopiranosideo. O precipitado foi extraido com acetato de etila, alcool etilico e butanol,

levando a obtencdo dos taninos rugosina D; oenoteina B; grandinina; castalagina; casuarinina;
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1,2,3-tri-O-galoil-p-D-glicose e 1,2,3,6-tetra-O-galoil-p-O-glicose (YOSHIDA et al., 1996).
Al-Sayed e colaboradres (2020) também identificou a presenca de taninos em um
experimento realizado com extratos etanolicos das folhas de M. leucadendron, onde 0 mesmo
foi liofilizado para ser fracionado em coluna cromatografica. O extrato foi eluido com agua
seguida por misturas de dgua-metanol de polaridades decrescentes, sendo a fragdo obtida em
metanol a 60% selecionada para o isolamento e purificagdo do elagitanino casuarinina, cuja

pureza obtida foi de 85%.

Tabela 4 — Flavonoides e Taninos isolados pela primeira vez em extratos de M. leucadendron.

. Parte da o
Classificacao Nome do composto Referéncia
planta
. L ) . HASHIM et al.
Flavonol glicosideo miricetina 3-O-B-*Cs-galactopiranuronoide Folhas (2018)
B-tricetonas flavanonas Leucadenonas A até D Folhas LEE (1999).
) ) o 1,2-di-O-galoil-3-O-digaloil-4,6-O-(S)- YOSHIDA et al.
Tanino hidrolisavel ] o ) ) Frutos
hexahidroxidifenoil-B-D-glicose (1996).

Entre os terpenoides e terpenos encontrados nos extratos de M. leucadendron (Tabela
5), destaca-se a presenca de triterpenos e triterpenoides ja conhecidos e também alguns
isolados pela primeira vez na espécie. Lee (1998a) isolou e caracterizou a partir da fracdo em
acetato de etila dos extratos em acetona das folhas de M. leucadendron, trés novos ésteres
triterpenoides pentaciclicos do tipo ursano, denominados acido 3B-cis-p-cumaroiloxi-2a-
hidroxiursa-12,20(30)-dien-28-6ico, acido cis-3B-cis-p-cafeoiloxi-2a-hidroxiurs-12-en-28-
0ico e acido trans-3p-cis-p-cafeoiloxi-2a-hidroxiurs-12-en-28-0ico, respectivamente, além de
cinco compostos ja conhecidos, entre eles, ursoaldeidos triterpenos, acido ursolico, acido 2a-
hidroxiursolico, acido 3p-cis-p-cumaroiloxi-2a-hidroxiurs-12-en-28-6ico e acido trans-3f-
cis-p-cumaroiloxi-2a-hidroxiurs-12-en-28-0ico.

O mesmo autor identificou em mais outros dois trabalhos o 28-norlup-20(29)-ene-
3pB,17p -diol, um novo nortriterpeno do tipo lupano isolado a partir do extrato em cloroférmio
das folhas de M. leucadendron (LEE, 1998b), e trés novos compostos derivados de triterpenos
2 e 3-O-metilados do tipo oleaneno, isolados a partir da fracdo orgéanica do extrato em
cloroférmio do cerne triturado de M. leucadendron, entre eles acido 23-trans-p-cumaroiloxi-
2a,3B-di-hidroxioico-12-en-28-dico, acido 3B-trans-cafeoiloxi-2a,23-di-hidroxioleano-12-en-

28-6ico e seu isomero acido 3f-cis-cafeoiloxi-2a,23-di-hidroxioleano-12-en-28-6ico (LEE,
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1998c). Além disso, foram encontrados os compostos ja conhecidos (2E,6E)-farnesol, fitol,
esqualeno, aloaromadendreno, ledeno, palustrol, viridiflorol, ledol, betulinaldeido, &cido
betulinico, 3B-acetil-lup-20(29)- acido en-28-dico, acido 3-oxolup-20(29)-en-28-6ico, acido
platanico (LEE, 1998b), B-sitosterol, B-sitostenona, 6-hidroxi-4,6-dimetil-3-hepten- 2-ona,
naftaleno, esqualeno, acido 2a3p-dihidroxiurs-12-en-28-6ico, acido 3p-hidroxilup-20(29)-en-
27,28-didico, acido 2a,3B-dihidroxioleano-12-en-28-6ico, acido 3p,23-dihidroxioleano-12-en-
28-0ico, acido 2a,3p,23-trihidroxioleano-12-en-28-0ico, acido 3B-trans-p-cumaroiloxi-2a,23-
di-hidroxioleano-12-en-28-6ico (LEE, 1998c). Outro trabalho realizado com o cerne triturado
de M. leucadendron também identificou um novo triterpenoide pentaciclico do tipo oleaneno,
0 acido 3o-hidroxi-13(18)-oleaneno-27,28-didico, além de trés novos triterpenoides
pentaciclicos variados, entre eles, eufa-7,24-dieno-3f,22p-diol; 20-taraxasteno-3a,28-diol;
30,27-dihidroxi-28,20 [B-taraxastanolida, todos extraidos a partir da fracdo sollvel em
cloroférmio do extrato em acetona (LEE; CHANG, 1999).

Além dos triterpenos e triterpenoides, também foram identificados outros tipos de
terpenos e terpenoides, como o alcool sesquiterpeno (E,S) nerolidol, isolado a partir da fracdo
soltvel em hexano do extrato etandlico das folhas de M. leucadendron (DOSKOTCH et al.,
1980); os terpenos benzilicos do tipo floroglucinol leumelaleucols A-L, que s&o hibridos do
composto 5-metoxi-4-metil-benzil-floroglucinol-terpenoide isolados a partir do extrato em
diclorometano dos frutos de M. leucadendron (WU et al., 2020), e as melaleucadinas A e B,
isoladas a partir de extratos etandlicos de ramos e folhas de M. leucadendron (XIE et al.,
2019); e os triterpendides taraxastenona e acetato de epi-taraxeril, isolados a partir de extratos

em éter de petrdleo das folhas e ramos (HUI; LI, 1976).
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Tabela 5 — Terpenoides e Terpenos isolados pela primeira vez em extratos de M. leucadendron.

Classificacao

Nome do composto isolado

Parte da planta

Referéncia

Lupano-nortriterpenos
Floroglucinol-terpenos
benzilicos
Floroglucinol-terpenos
benzilicos
Oleaneno-triterpenoides
pentaciclicos
Oleaneno-triterpenoides
pentaciclicos
Oleaneno-triterpenoides
pentaciclicos
Oleaneno-triterpenoides
pentaciclicos
Ursano-triterpendides
pentaciclicos
Ursano-triterpendides
pentaciclicos
Ursano-triterpendides
pentaciclicos
Outros triterpenoides
pentaciclicos
Outros triterpenoides
pentaciclicos
Outros triterpenoides
pentaciclicos
Outros triterpenoides
pentaciclicos
Outros triterpenoides

pentaciclicos

28-norlup-20(29)-ene-3p,17p -diol

Leumelaleucols A até L

Melaleucadinas A e B

Acido 3a-hidroxi-13(18)-oleaneno-
27,28-didico
Acido 23-trans-p-cumaroiloxi-
20,3B-di-hidroxioico-12-en-28-dico
Acido 3p-trans-cafeoiloxi-2a,23-di-
hidroxioleano-12-en-28-dico
Acido 3p-cis-cafeoiloxi-2a,23-di-
hidroxioleano-12-en-28-dico
3B-cis-p-cumaroiloxi-2a-
hidroxiursa-12,20(30)-dien-28-6ico
Acido cis-3B-cis-p-cafeoiloxi-20-
hidroxiurs-12-en-28-6ico
Acido trans-3B-cis-p-cafeoiloxi-20-
hidroxiurs-12-en-28-6ico

Eufa-7,24-dieno-3p,223-diol

20-taraxasteno-3a,28-diol

30,27-dihidroxi-28,20 B-

taraxastanolida

Acetato de Epi-taraxeril

Taraxastenona

Folhas

Frutos

Folhas e ramos

Cerne

Cerne

Cerne

Cerne

Folhas

Folhas

Folhas

Cerne

Cerne

Cerne

Folhas e ramos

Folhas e ramos

LEE (1998b).

WU et al. (2020).

XIE et al. (2019).

LEE; CHANG
(1999).

LEE (1998c).

LEE (1998c).

LEE (1998c).

LEE (1998a).

LEE (1998a).

LEE (1998a).

LEE; CHANG
(1999).
LEE; CHANG
(1999).
LEE; CHANG
(1999).

HUI; LI (1976).

HUI; LI (1976).
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6.3. ATIVIDADES BIOLOGICAS

6.3.1. Atividade antioxidante, anti-inflamatoria e fotoprotetora

Assim como os 0leos essenciais, 0s extratos de M. leucadendron também apresentam
atividade antioxidante e, entre os estudos analisados, foi a atividade mais avaliada pelos
autores. Fu e colaboradores (2010) testaram a atividade antioxidante dos extratos em tetra-
hidrofurano e em mistura metanol-acido acético-agua 50:3,7:46,3 (v/v) de 56 frutos
consumidos no Sul da China, entre eles os de M. leucadendron, a partir de ensaios de FRAP e
de TEAC. O valor de FRAP para o extrato em tetra-hidrofurano foi de 146,0 £+ 5,38 umol Fe
(IN)/g, enquanto que para a mistura metanol-acido acético-a4gua, o valor foi de 68,1 + 3,48
umol Fe (I1)/g. O extrato em tetra-hidrofurano de M. leucadendron foi considerado um dos
oito extratos com melhor atividade antioxidante baseada no FRAP. O valor de TEAC para o
extrato em tetra-hidrofurano foi de 323,0 + 2,17 umol Trolox/g e para a mistura metanol-
acido aceético-agua foi de 138,0 + 4,71 umol Trolox/g, sendo a atividade antioxidante baseada
no TEAC de ambos os extratos consideradas uma das maiores entre os oito frutos com maior
valor de TEAC (FU et al., 2010).

Um estudo avaliou a capacidade antioxidante, a partir de ensaio DPPH, do extrato das
folhas de dez espécies de plantas da familia Myrtaceae, entre elas M. leucadendron, usando
acido ascorbico como substancia padrdo. As folhas de M. leucadendron foram extraidas com
n-hexano, acetato de etila e metanol. Os valores de 1Cso obtidos para M. leucadendron foram
de 22,46 + 0,69 pug/mL para o extrato metandlico, 69,04 + 1,64 ug/mL para 0 extrato em
acetato de etila, e 289,53 £ 3,70 pg/mL para o extrato em n-hexano, enquanto que para o
acido ascorbico, os valores de foram de 1Cso obtidos foram de 3,94 + 0,09 pg/mL em extrato
metandlico, 100,47 + 1,34 pg/mL em extrato em acetato de etila, e 693,30 + 21,06 pg/mL em
extrato em n-hexano (RAMADHANIA et al., 2017).

Hashim e colaboradores (2018) avaliaram a capacidade antioxidante do extrato
etandlico das folhas de M. leucadendron e do composto flavonoide isolado a partir do mesmo,
denominado miricetina 3-O-p-*Ci-galactopiranuronoide, por meio de ensaio de ORAC, além
do ensaio de DPPH, cujos controles positivos usados foram, respectivamente, acido ascorbico
e Trolox. Para a atividade DPPH os valores de ICso obtidos foram de 7,32 + 2,71 pg/mL para
0 extrato e 5,21 + 0,87 pg/mL para o composto isolado, enquanto que para o acido ascorbico
o0 valor de ICso obtido foi de 1,8 + 1,41 pug/mL. Para o ensaio de ORAC, os valores de ICso
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obtidos foram de 8,25 £ 3,22 ug/ml para o extrato e 4,56 + 0,82 pg/mL para 0 composto
isolado, enquanto que para o Trolox o valor de ICso obtido foi de 27,0 = 13,41 pg/mL.

Em um estudo realizado com o extrato etanolico das flores de M. leucadendron, um
ensaio in vitro com células HaCaT foi executado para a avaliacdo da atividade antioxidante e
fotoprotetora do extrato. Em relacdo a atividade antioxidante, o ensaio DPPH, selecionado
para a andlise, apresentou ICsg de 3,47 £ 0,1 ng/mL, atividade esta considerada como potente
pelos autores. Ja a atividade fotoprotetora foi avaliada a partir de alguns fatores envolvidos no
estresse oxidativo celular e molecular induzido pela radiagdo UVB em HaCaT, entre eles a
atividade da CAT, os niveis de GSH e EROs, e a expressdo de proteinas de sinalizacdo
relacionadas as EROs, entre elas a SOD1, GPx, CAT e COX-2 (SILVA et al., 2020). Quanto
a avaliacdo da atividade das SOD1, GPx e CAT, uma analise de Western Blot revelou
alteracdo de expressao destas proteinas em HaCaT, ap0s tratamento com o extrato e irradiacdo
com radiagdo UVB, com aumento de todas as enzimas antioxidantes em comparagao ao grupo
controle (1,13 + 0,08 pg/mL de SOD1 vs. 0,87 £ 0,05 ug/ mL do controle; 0,87 £ 0,06 ug/mL
de GPx vs. 0,42 £ 0,04 pg/mL do controle; 0,55 + 0,03 pg/mL de CAT vs. 0,15 + 0,02 pg/mL
do controle) (SILVA et al., 2020).

Apos testes de citotoxidade para o extrato e definicdo de faixa de concentragdo para 0s
ensaios entre 3,9 pug/mL a 15 pg/mL, Silva e colaboradores (2020) verificaram que a
expressdo de proteinas SOD1 na concentracdo de extrato de 7,5 pg/mL foi a menor,
alcancando 0,78 + 0,11 pg/mL contra 1,13 + 0,08 pg/mL do grupo irradiado com radiagdo
UVB. Assim como para proteinas GPx a expressdo foi menor na concentracdo de extrato de
3,9 ug/mL, alcangando 0,37 + 0,06 pg/mL contra 0,87 £ 0,06 do grupo irradiado com
radiacdo UVB. Quanto as proteinas CAT, sua expressdo aumentou ap0s exposi¢do aos
extratos, sendo maior com o extrato a 15 pg/mL, onde apresentou concentragdes de 1,02 +
0,06 pg/mL vs. 0,55 + 0,03 pg/mL do grupo irradiado com radiagdo UVB. Em relagdo as
proteinas COX-2, houve aumento em até trés vezes dos seus niveis, 24 horas apds a exposi¢do
a irradiacdo com radiacdo UVB, enquanto que este aumento foi suprimido na presencga do
extrato nas concentracdes de 7,5 pg/mL e 15 pg/mL.

Silva e colaboradores (2020) também realizaram a investigacdo das EROs, a partir de
ensaio com sonda contendo DCFDA, onde observou-se aumento em 0ito vezes nos niveis de
EROs intracelular de HaCaT ap0s irradiacdo com radiacdo UVB comparado ao controle,
enquanto que em HaCaT contendo extrato houve prevengdo do aumento dos niveis de EROs
intracelular induzidas por radiagdo UVB. Em relacdo a atividade da CAT, esta foi depletada

pela irradiacdo com radiacdo UVB, enquanto seus niveis aumentaram na presenca do extrato.
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Em relagdo aos niveis de GSH, estes foram praticamente iguais ao grupo controle na presenca
do extrato na concentracdo de 3,9 pug/mL, ou seja, atingiu valores semelhantes aos basais,
onde ndo ha exposicdo a irradiacdo com radiacdo UVB. Portanto, em baixas concentracdes o
extrato etandlico das flores de M. leucadendron apresentou uma grande propriedade
fotoprotetora para prevenir danos induzidos pela radiagdo ultravioleta aos queratindcitos.

Em outro estudo, a capacidade antioxidante e anti-inflamatdria dos extratos de dez
plantas medicinais do Sri Lanka foram avaliadas. Entre as plantas analisadas estad M.
leucadendron, cuja extracdo foi realizada a partir do pé das folhas com etanol. Quanto a
atividade antioxidante, esta foi avaliada a partir de testes DPPH, FRAP, ORAC e um teste ndo
citado em outros trabalhos, denominado FIC. Para a atividade DPPH o valor de ICsp obtido
foi de 145,0 £ 3,2 ug/mL, enquanto o controle positivo trolox apresentou valor de 1Cso igual a
5,29 £ 0,09 pg/mL. Para a atividade FRAP o valor obtido foi de 280,3 £ 5,9 mg TE/g. Para a
atividade ORAC o valor obtido foi de 412,7 + 84,0 mg TE/g. E, por fim, para a atividade FIC
o0 valor de ICso obtido foi de 9,15 £ 0,31 pug/mL, enquanto o controle positivo EDTA-Naz 0
valor de ICsp obtido foi de 13,07 + 0,64 pg/mL (PERERA et al., 2016).

Em relacdo a atividade anti-inflamatdria, Perera e colaboradores (2016) realizaram
ensaios in vitro em macrdfagos RAW 264.7 ativados por LPS, onde foram realizados testes de
inibicdo das enzimas A5-LOX, hialuronidase e XO, além de inibicdo da producdo de NO.
Para a atividade anti-A5-LOX o valor de ICso obtido foi de 48,71 + 1,15 pg/mL, enquanto o
controle com baicaleina apresentou 1Cso de 76 + 0,15 pg/mL. Em relagdo a atividade anti-
hialuronidase ocorreu inibigdo de 55,77% com o extrato & 500 pg/mL, enquanto o controle
acido tanico apresentou 90,28% de inibicdo enzimatica. Para a atividade anti-XO, o extrato
inibiu 8,40% a 250 pug/mL enquanto o controle alopurinol inibiu 99,87%. Por fim, em relagéo
a atividade anti-NO, esta foi igual a 5,14 + 0,20 % com extrato a 500 pug/mL, enquanto o
padrdo de referéncia L-NMMA apresentou 97,10 £ 0,56% de inibi¢do do NO.

Ja Surh & Yun (2012) avaliaram a atividade antioxidante e anti-inflamatéria do
espéecime isoladamente, a partir de extratos metandlicos de partes secas de M. Leucadendron e
de fracBes do extrato em cloroférmio, butanol e agua. A capacidade antioxidante foi avaliada
a partir de testes de eliminacdo de DPPH, cujos valores de 1Cso foram 5,1 pg/mL para o
extrato metandlico, 55,7 pug/mL para a fracdo do extrato metandlico em cloroférmio, 4,8
pug/mL para a fracdo do extrato metanolico em butanol, 60,0 ug/mL para a fragdo do extrato
metanolico em agua, 3,9 pg/mL para a-tocoferol) e 2,3 pg/mL para BHT. Como testes
complementares, foram realizados o teste de atividade de eliminacdo de radicais &nion

superdxido e o teste de atividade na oxidacdo do &cido linoléico, tendo como controles
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positivos o0 a-tocoferol e o BHT. Os valores de 1Cso encontrados para a atividade de
eliminacdo de radicais anion superoxido foram de 14,5 pg/mL (extrato metandlico), 50,3
pug/mL (fracdo do extrato metandlico em cloroféormio), 10,1 pg/mL (fracdo do extrato
metanolico em butanol), 51,0 ug/mL (fracdo do extrato metandlico em agua), 5,7 ug/mL (o-
tocoferol) e 4,2 pg/mL (BHT). Ja os valores de ICsg encontrados para a atividade na oxidacdo
do &cido linoléico foram de 6,2 pg/mL (extrato metandlico), 18,1 ug/mL (fracdo do extrato
metanolico em cloroférmio), 3,2 ug/mL (fracdo do extrato metanolico em butanol), 20,4
ug/mL (fracdo do extrato metanolico em agua), 3,7 pg/mL (a-tocoferol) e 2,88 ug/mL (BHT).

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria, também foram aplicados ensaios in
vitro com macréfagos RAW 264.7 ativados por LPS, porém para a investigacao dos efeitos do
extrato nas producdes de NO e PGE, inibi¢do das proteinas COX-2 e iNOS induzidas por
LPS, além da inibicdo da fosforilacdo e degradacdo de proteinas IkBa do NF-xkB. A fracdo
butandlica do extrato a 0,01 pg/mL associada ao LPS inibiu em 66,1% a produgdo de NO,
enquanto o LPS isolado aumentou em 7,6 vezes a sua producdo em comparagdo ao controle.
A fracdo butandlica a 0,01 ug/mL associada ao LPS inibiu 60,3% a producdo de PGEa,
enguanto o LPS isolado aumentou em 15 vezes a sua producdo em comparagdo ao controle.
Além disso, causou a inibicdo dependente da dose da expressao de COX-2 e iNOS, sugerindo
que a atividade supressora na producdo de PGE; e NO pode bloquear a expressao génica e
proteica de INOS e COX-2. Em um ensaio de determinacdo de niveis citoplasméticos das
proteinas fosfo-IkBa e IkBa, constatou-se que a concentracdo de fosfo-IkBao aumentou apos o
tratamento com LPS, mas diminuiu apds o tratamento com o extrato, com bloqueio completo
de degradacdo de IxkBa nas fracBes butandlicas a 1 pg/mL, indicando que o extrato de M.
leucadendron pode inibir a ativagdo de NF-«B por suprimir a fosforilacdo e degradacéo de
IxBa em células RAW264.7 induzidas por LPS (SURH; YUN, 2012).

Nguyen e colaboradores (2004) realizaram um estudo com 96 plantas medicinais
usadas na medicina tradicional para tratar a Gota e sintomas relacionados, entre elas M.
leucadendron. Os extratos metandlico e metanol-agua (1:1) do tronco e frutos de M.
leucadendron a 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL e 10 mg/mL foram avaliados
individualmente quanto a atividade inibitoria da XO. Os valores de ICso encontrados foram de
76,7 pg/mL para o extrato metanolico e 78,9 ug/mL para o extrato metanol-agua (1:1),
enquanto que para a substancia referéncia alopurinol o valor obtido foi de 0,28 pg/mL. Os
extratos metandlico e metanol-agua (1:1) de M. leucadendron a 100 mg/mL apresentaram
64,6% e 64,2% de inibicdo de XO, respectivamente. Entretanto, os extratos da espécie em

concentragdes inferiores apresentaram atividade inibitoria da XO inferior a 50%. A partir dos
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resultados encontrados, os autores realizaram uma triagem entre todos o0s extratos,
selecionando aqueles cujo valor de ICsq foi inferior a 20 pg/mL, para o fracionamento guiado
por atividade e avaliacdo da atividade inibitoria da XO dos compostos isolados, e 0s extratos
de M. leucadendron foram excluidos do estudo a partir de entdo.

Um estudo realizado com os extratos aquosos a 100 ug/mL de quatro plantas
medicinais, entre elas Combretum micranthum G. Don, Euphorbia hirta L., Guiera
senegalensis Lain e M. leucadendron, avaliou a influéncia dos mesmos na biossintese de
PGl,, PGE2 e PGD, em um ensaio ex vivo com tiras de estdbmago de rato, usando
indometacina 1 pg/mL como controle. Foram usadas as partes aéreas de M leucadendron.
Entretanto, apenas o extrato de E. hirta apresentou reducdo de PGl2, PGE2 e PGD> marcados
com valores proximos ao do controle indometacina, sendo E. hirta escolhida, a partir da
triagem entre os extratos, para prosseguir nos testes de agregacdo plaquetaria e edema de pata
de ratos induzido por carragenina (HIERMANN; BUCAR, 1994).

Tabela 6 — Valores de atividade de eliminagdo de radicais 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) encontrados em
extratos de M. leucadendron.

Tipo de solvente

Valores de I1Cso (ng/mL) Parte da planta Referéncia
de extracéo
51* Partes secas Metanol SURH; YUN (2012)
22,46 + 0,69 Folhas Metanol RAMADHANIA et al. (2017)
69,04 + 1,64 Folhas Acetato de etila RAMADHANIA et al. (2017)
289,53 £ 3,70 Folhas n-hexano RAMADHANIA et al. (2017)
7,32+2,71 Folhas Etanol HASHIM et al. (2018)
145,0 £ 3,2 Folhas Etanol PERERA et al. (2016)
347+0,1 Flores Etanol SILVA et al. (2020)

*Qs autores ndo apresentaram valor de desvio padrdo para o estudo.

Entre os estudos avaliados, observa-se que ha uma variacdo consideravel entre os
valores encontrados para o0s ensaios de determinacao da capacidade antioxidante, em especial
0s ensaios de determinacdo de DPPH (Tabela 6), o que demonstra que o solvente de extracéo,
a parte da planta utilizada, a metodologia aplicada pelos autores e até mesmo caracteristicas
de cultivo podem influenciar nos resultados de capacidade antioxidante, como ja é observado
para os 0leos essenciais da espécie (PINO et al., 2010; SIDDIQUE et al., 2017).

Outro ponto importante a se destacar € a correlacdo entre a capacidade antioxidante e

0s compostos bioativos encontrados na espécie, que foi realizada por Hashim e colaboradores
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(2018), a qual identificou uma capacidade antioxidante significativa de um flavonol
glicosideo isolado a partir do extrato estudado, demonstrando o que ja se conhece sobre a
capacidade antioxidante de flavonoides, assim como de compostos fendlicos. Entretanto, este
foi o unico estudo a trazer tal correlacdo, sugerindo uma necessidade de mais estudos que
correlacionem outros compostos frequentemente encontrados nos extratos da espécie com a
capacidade antioxidante.

O estudo de Perera e colaboradores (2016) foi o Unico a realizar correlacdes entre 0s
testes de capacidade antioxidante realizados, demonstrando, por exemplo, que ha uma
correlacdo positiva entre a atividade inibitoria de NO com o teste FRAP e com a atividade
inibitéria da XO, e que h&d uma correlacdo negativa entre a atividade inibitoria de NO e os
testes de conteudo fendlico total, o que pode ser indicativo de envolvimento significativo de
antioxidantes ndo fenolicos inibitorios da xantina oxidase na inibi¢éo da producao de NO. Ja o
estudo de Silva e colaboradores (2020) foi 0 primeiro a correlacionar a atividade antioxidante
dos extratos com a atividade fotoprotetora, demonstrando o potencial dos extratos de M.
leucadendron em reduzir a exposicao a radiacdo UVB.

Em relacdo a atividade anti-inflamatoria, apesar da provavel relacdo entre a inibicdo
de PGE:> e a reducdo na sintese de iNOS e COX-2 apresentada por Suhr & Yun (2012), o
estudo de Hiermann & Bucar (1994) ja demonstrava que a inibicdo de PGE> ocorria, mas de
forma muito menos intensa do que a inibicdo pela substancia controle, portanto mais estudos

seriam necessarios para investigar esta e outras atividades relacionadas.

6.3.2. Atividade anti-histaminica

Um ensaio in vitro realizado com mastocitos de ratos induzidos pelo composto 48/80 e
concanavalina A avaliou a atividade anti-histaminica dos extratos em hexano, cloroférmio,
acetona e metanol de frutos secos de M. leucadendron, assim como das fracbes em
cloroférmio, acetona e metanol obtidas a partir dos extratos mencionados. O extrato a 50
pug/mL com maior potencial inibitorio do composto 48/80 foi o extrato em acetona, com 40%
de inibicdo da liberacdo de histamina ap6s inducdo, enquanto que o extrato em acetona e
cloroférmio a 500 pg/mL inibiu completamente a inducéo pelo composto 48/80. Em relagéo a
concanavalina A, as porcentagens de inibi¢cdo foram maiores com extratos na concentragao de
500 pg/mL e o extrato em acetona apresentou o maior potencial inibidor, com 95% de
inibicdo da liberacdo de histamina apds indugdo (TSURUGA et al., 1991).
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A partir do fracionamento dos extratos e isolamento de alguns compostos bioativos,
Tsuruga e colaboradores (1991) observaram que o &cido ursolico, encontrado em maior
concentracdo no extrato em cloroférmio, inibiu em 95% a liberacdo de histamina ap6s a
inducio pelo composto 48/80 na concentragdo de 1x103 M. Outro composto com atividade
notdvel € a quercetina, isolada a partir da fracdo em acetato de etila obtida do extrato
metandlico, cuja inibicdo da liberacdo de histamina induzida por concanavalina A foi préxima
a 100% na concentracio de 10* M. Além da quercetina, foram detectadas atividades
inibitdrias elevadas da liberacéo de histamina, induzida tanto por concanavalina A e composto
48/80, também para os estilbenos piceatanol e oxiresveratrol, sendo comparada a de outros
flavonoides ativos.

Apesar de ser o Unico estudo a avaliar a atividade anti-histaminica dos extratos de M.
leucadendron, este correlaciona a atividade a compostos bioativos majoritarios presentes na
planta, como o &cido ursélico e a quercetina, demonstrando que triterpenos/triterpenoides e
flavonoides, podem influenciar na atividade anti-histaminica da espécie. Entretanto, mais

ensaios, tanto in vitro quanto in vivo, sdo necessarios para avaliar tal atividade.

6.3.3. Atividade anti-ulcerogénica

A atividade do composto casuarinina, previamente isolado do extrato metanolico das
folhas de M. leucadendron, foi avaliada in vivo em ratos machos com ulceracdo gastrica
induzida por etanol 95%, para avaliar a sua atividade gastroprotetora. Os ratos foram
divididos em seis grupos, sendo o primeiro aquele sem receber etanol e tratamento (controle
normal), o segundo grupo recebendo apenas etanol, o terceiro recebendo etanol e tratamento
com omeprazol 20 mg/kg, e do quarto ao sexto os grupos recebendo etanol e tratamento com
casuarinina nas concentracfes de 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente (AL-SAYED et al.,
2020).

A partir dos experimentos realizados, Al-Sayed e colaboradores (2020) notaram a
reducdo da &rea da Ulcera com casuarinina 25, 50 e 100 mg/kg em 45, 78 e 99%,
respectivamente, em comparacdo com 0 grupo sem tratamento. A casuarinina também
aumentou o teor de mucina em 1,8 vezes, reduziu a acidez estomacal em 42%, aumentou 0S
niveis de GSH reduzida em 194%, aumentou os niveis de CAT em 586%, reduziu os niveis de
PGE: ao seu nivel normal, atenuou os niveis de malondialdeido, aumentados por etanol, em
56%, atenuou os niveis de TNF-a em 58% e os niveis de caspase-3 em 87%. Na avaliagdo

histologica, observou-se que a casuarinina exibiu um efeito protetor contra alteracdes
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teciduais em resposta a Ulcera induzida por etanol. A casuarinina também suprimiu a
imunoexpressdo de NF-kB, COX-2 e Oxido nitrico sintase induzivel para seus valores
normais; e induziu a expressao da proteina de choque térmico-70, atingindo até 4,9 vezes em
comparagdo com o grupo ulcera.

O estudo em questdo também € o Unico a avaliar a atividade anti-ulcerogénica de M.
leucadendron. Destaca-se que os resultados encontrados sdo proximos a aqueles encontrados
por Surh & Yun (2012) e por Perera e colaboradores (2016), demonstrando possivel relacéo
entre a atividade anti-inflamatéria e a atividade gastroprotetora. Entretanto, Al-Sayed e
colaboradores (2020) ja partem para os testes com a fracdo isolada de casuarinina a partir dos
extratos da planta e ndo avalia o extrato em si, 0 que seria importante para demonstrar se ha

outros compostos bioativos presentes que também podem influenciar na atividade descrita.

6.3.4. Atividade antimicrobiana, antiparasitaria e antiviral

Em um trabalho realizado a fim de avaliar a atividade antimicrobiana, o extrato
etanolico das folhas de M. leucadendron foi obtido para o teste em ensaios in vitro com o
método de difusdo em &gar para determinacdo da CIM, e o método de diluicdo em meio
liquido para determinagdo da CMB e da CMF. Na avaliacdo da CIM do extrato em bactérias,
obteve-se 0,02 mg/mL para S. aureus, 0,05 mg/mL para Bacillus subtilis, e 0,5 mg/mL para P.
aeruginosa e E. coli. Para fungos, obteve-se 1,0 mg/mL para Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes e M. canis, 2,16 mg/mL para Epidermophyton floccosum,
Aspergillus fumigatus e A. niger, e, por fim, 21,6 mg/mL para C. albicans. J& para a CMB do
extrato, obteve-se 0,05 mg/mL para S. aureus e B. subtilis, e 1,0 mg/mL para P. aeruginosa e
E. coli. Por fim, na avaliacdo da CMF do extrato, obteve-se 2,16 mg/mL para T. rubrum, T.
mentagrophytes e M. canis, 21,6 mg/mL para E. floccosum, A. fumigatus e A. niger, e 216
mg/mL para C. albicans (PEREZ et al., 2010).

O perfil antimicrobiano e antiparasitario de trés plantas medicinais usadas em Cuba,
entre elas M. leucadendron, foi avaliado em ensaio in vitro com placas de 96 pogos contendo
os extratos etanolicos das plantas em uma faixa de titulacdo entre 64 pg/mL a 0,25 pg/mLe os
controles, médio, ndo tratado, tratado e referéncia. Foram testadas as atividades
antiprotozoaria, sendo que, para M. leucadendron o extrato etandlico dos ramos foi 0
escolhido para este estudo. Entre 0s protozoarios testados, incluem Trypanosoma b. brucei,
Trypanosoma cruzi, Leishmania infantum e Plasmodium falciparum. Os valores de 1Csp

encontrados para as cepas analisadas foram de 4,1 pg/mL para T. brucei vs. 0,033 pug/mL para
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0s controles positivos Suramina e Pentamidina; 18,0 pg/mL para T. cruzi vs. 0,841 pg/mL
para o controle positivo Nifurtimox; > 64 pg/mL para L. infantum vs. 0,54 pg/mL para o
controle positivo Anfotericina B; e 31,3 pg/mL para P. falciparum vs. 0,0165 pug/mL para o
controle positivo Artemeter (VALDES et al., 2008).

Valdés e colaboradores (2008) também testaram os extratos em bactérias e fungos.
Entre as bactérias testadas, incluem E. coli e S. aureus, cujos valores de ICso obtidos foram
de, respectivamente, > 64 pug/mL (0,527 pg/mL e 0,029 pg/mL para os controles positivos
Doxiciclina e Norfloxacino, respectivamente) e 36,0 pg/mL (0,342 pg/mL e 0,0805 pg/mL
para os controles positivos Doxiciclina e Rifampicina, respectivamente). Entre os fungos
testados, incluem Microsporum canis e Candida albicans, cujos valores de ICso obtidos
foram de, respectivamente, 13,0 pg/mL (0,161 pg/mL e 0,167 pg/mL para os controles
positivos Miconazol e Terbinafina, respectivamente) e > 64 ug/mL (3,5 pg/mL e 0,1627
pg/mL para os controles positivos Miconazol e Flucitosina).

A atividade esquistossomicida de 278 espécies de plantas, entre elas M. leucadendron,
foi avaliada em testes em meio de cultura especializado contendo Schistosoma mansoni
Sambon adultos retirados de hamsters infectados. A partir de M. leucadendron foram obtidos
extratos metandlicos das folhas, galhos e cascas secos, enquanto que para 0s controles
positivo e negativo foram utilizados DMSO e Praziquantel, respectivamente. Entre os extratos
com CLso consideravelmente alta (< 15 ug/mL) esta o extrato das folhas de M. leucadendron,
cujo CLso foi igual a 1,90 pug/mL, e o extrato dos galhos de M. leucadendron foi igual a 2,30
Hg/mL, enquanto o controle positivo apresentou CLsp de 0,2 pg/mL. Ja o valor de CLg foi de
2,50 pg/mL para o extrato das folhas e 6,20 pg/mL para o extrato dos galhos, em comparacao
com 0,3 pg/mL do controle positivo (YOUSIF et al., 2012).

O potencial antimalarico de extratos etandlicos das folhas de seis plantas, entre elas M.
leucadendron, foi avaliado in vitro em meios de cultura contendo a cepa F32/Tanzania de P.
falciparum, presente na forma assexuada em eritrocitos humanos do grupo sanguineo O*. A
faixa de titulacdo do extrato e controles positivos contendo cloroquina na concentracéo de 10
mg/kg foi de 3,1 a 50 g/mL. Com resultados, o extrato apresentou CIM de 25 pg/mL,
enquanto o controle positivo apresentou CIM de 100 ng/mL. Nas concentracGes de extrato de
M. leucadendron entre 25 a 50 ug/mL, a atividade inibitoria foi superior a 90% e inferior a
100%, enquanto que na concentragdo de 100 pg/mL, 100% do crescimento foi inibido
(RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2006).

Rodriguez-Pérez e colaboradores (2006) também realizaram testes com a cepa NK65

de Plasmodium berghei em ratas OF1 (albinas suicas) infectadas. A atividade inibitéria in
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vivo foi testada com extratos na concentracdo de 500, 250 e 100 mg/kg de peso, administrados
diariamente por via intraperitoneal nas ratas durante seis dias. Foram usados um controle
positivo com cloroquina 10 mg/kg, um controle negativo com etanol 20%, e um controle com
ratas ndo tratadas. Entre os extratos com as maiores atividades in vivo contra P. berghei esta o
extrato de M. leucadendron, que apresentou reducdo de 50% do crescimento na dose de 250
mg/kg, sendo considerado também um dos extratos menos toxicos para as ratas.

A atividade antiviral de extratos aquosos e metanolicos de 30 plantas da medicina
tradicional Indonésia, entre elas M. leucadendron, foram testadas in vitro quanto a sua
atividade contra 0 HSV-1. Destes, 0s extratos de oito espécies de plantas apresentaram
atividade potente na concentracdo de 100 pug/mL no ensaio de placa com cultura de células
Vero infectada com HSV-1. Entre os trés principais extratos aquosos com maior percentual de
formacdo de placa, estd o extrato aquoso dos frutos de M. leucadendron, que apresentou
44,4% de formacdo de placa. J& para o extrato metanolico dos frutos de M. leucadendron nédo
houve determinacéo da formacéo de placa (NAWAWI et al., 1999).

Foi realizado também, por Nawawi e colaboradores (1999), um ensaio in vivo com
camundongos BALB/c com 6 semanas de vida previamente infectados com HSV-1, para
avaliar a eficacia terapéutica dos extratos metandlicos de sete das 30 plantas estudadas, entre
elas a M. leucadendron, antes e trés dias apds a infec¢do por HSV-1. O extrato metandlico dos
frutos de M. leucadendron prolongou significativamente o desenvolvimento de lesdes de pele
(vesiculas na regido e lesBes zosteriformes leves). Para o extrato a 5g/camundongo, levou-se
500 = 0,21 dias para o desenvolvimento de vesiculas e 7,50 + 0,71 dias para o
desenvolvimento de lesdes zosteriformes leves, enquanto que para o controle positivo
Aciclovir na concentracdo de 0,05 mg/camundongo, levou-se 4,72 + 0,38 dias para o
desenvolvimento de vesiculas na regido e 6,30 £+ 1,15 dias para o desenvolvimento de lesdes
zosteriformes leves.

A aplicacdo antimicrobiana dos 6leos essenciais de M. leucadendron ja é conhecida e
bastante relevante, ja que existem varios estudos realizados e também na medicina tradicional
e no uso popular tal aplicagdo é muito conhecida. A partir dos estudos acima, verifica-se que
0s extratos da planta também apresentam potencial antimicrobiano contra bactérias e fungos
que sdo relevantes, porém mais ensaios seriam necessarios para identificar quais compostos
bioativos presentes nos extratos sao responsaveis pela atividade analisada, alem da realizacéo
de testes in vivo, que ndo foram encontrados na literatura.

J& em relacdo a atividade antiparasitéaria, quatro doengas parasitarias de relevancia,

entre elas malaria, doenca de Chagas, esquistossomose e leishmaniose, foram contempladas
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nos estudos, porém s existe um estudo in vivo direcionado para a maléria. Em relacdo a
atividade antiviral, apesar de existir apenas um anico estudo que realiza testes tanto in vitro
quanto in vivo, mais estudos sdo necessarios para avaliar o potencial dos extratos contra o

HSV-1 e outros virus de importancia clinica.

6.3.5. Atividade antitumoral

Em um estudo com 75 extratos metanolicos de 47 espécies de plantas, entre eles
extratos das folhas, galhos e cascas de M. leucadendron, as propriedades antitumorais foram
testadas a partir de ensaios in vitro. O primeiro deles foi um teste de citotoxicidade em
linhagem celular de carcinoma hepatocelular humano do tipo HepG2, avaliada pelo ensaio
usando MTT. Os extratos de M. leucadendron foram considerados candidatos ideais por
possuirem atividade pro-apoptética e por serem 0s mais promissores entre 0s extratos
avaliados. Isto porque no teste de citotoxicidade com HepG2, o extrato metanolico das cascas
de M. leucadendron apresentou 98,47% de citotoxicidade contra a linhagem celular,
considerada a mais alta entre os extratos de todas as plantas avaliadas, enquanto que o extrato
dos galhos apresentou 96,40% e o extrato das folhas apresentou 91,43% (EL-MANAWATY
etal., 2013).

El-manawaty e colaboradores (2013) também testaram os extratos quanto a atividade
pré-apoptética na linhagem celular de carcinoma de célon humano do tipo HCT-116, medida
pelo aumento do biomarcador de apoptose neo-epitopo M30 através de ensaio ELISA
sanduiche; bem como o realizam um ensaio BSL. O extrato da casca de M. leucadendron
induziu o aumento em 2,39 vezes no sinal de fundo apoptdtico a 100 ppm de células da
linhagem HCT-116, enquanto que o extrato dos galhos induziu tal aumento em 2,04 vezes e 0
extrato das folhas induziu o aumento em 3,98 vezes. Ja o controle positivo cisplatina induziu
0 aumento em 5,9 vezes. Entretanto, para a avaliacdo do BSL, observou-se que o extrato da
casca de M. leucadendron apresentou apenas 4% de letalidade, enquanto o extrato dos galhos
apresentou 20% e o extrato das folhas apresentou 40%, sendo tais resultados inferiores ao
preconizado para considerar 0 extrato ativo no teste, que considera, no minimo, 50% de
letalidade para os extratos.

Outro estudo realizado para a avaliacdo de propriedades antitumorais foi realizado
com 16 plantas usadas tradicionalmente pelo povo chinés Yao, entre elas M. Leucadendron,
onde investigou-se em ensaio in vitro o potencial anticancerigeno dos extratos em quatro

linhagens de células tumorais humanas, entre elas células de adenocarcinoma de pulméo
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(A549), de mama (BT20 e MCF-7) e 6sseo (U20S). O extrato de M. Leucadendron foi obtido
a partir do tronco seco e moido e extraido com éter de petroleo. Logo em seguida o material
ndo dissolvido foi extraido com acetato de etila, obtendo-se novamente uma porcdo de
material ndo dissolvido, que foi extraida com etanol. Por fim, o material ndo dissolvido
restante foi entdo extraido com agua. Os extratos em éter de petréleo, acetato de etila, etanol e
agua foram secos e ressuspensos em uma concentracao de 10 mg/mL em DMSO. Em seguida
os extratos foram testados em placas de 96 pocos contendo as células A549, BT20, MCF-7 e
U20S (ALMOSNID et al., 2018).

Almosnid e colaboradores (2018) observaram que todos os extratos da planta na
concentragdo de 100 pg/mL demonstraram mais de 90% de inibigdo, com atividades
antiproliferativas elevadas contra uma ou mais linhagens de células cancerigenas, sendo que
todos apresentaram mais de 90% de inibicdo da atividade proliferativa da linhagem de células
BT20. O extrato em acetato de etila apresentou mais de 90% de inibicdo da atividade
proliferativa em todas as linhagens de células, além de um baixo ICso, variando de 3,1 a 24,0
pg/mL. Para avaliar a capacidade dos extratos em induzir a apoptose em células da linhagem
tumoral, foi selecionada a linhagem U20S, cujos 10 extratos ativos selecionados
apresentaram atividade antiproliferativa. A linhagem foi submetida a ensaio de apoptose por
18 horas e foram observados diferentes estagios de apoptose, sendo que o extrato em acetato
de etila de M. leucadendron apresentou inducdo tardia de apoptose significativa nas
concentragdes de 12,5 pg/mL, 25 pg/mL e 50 pg/mL.

Hashim e colaboradores (2018) também realizam um ensaio in vitro para a
investigacdo das propriedades antitumorais do extrato em etanol-agua (3:1) das folhas de M.
leucadendron, além de investigar tal atividade a partir do composto isolado a partir do
mesmo, denominado miricetina 3-O-B-*Ci-galactopiranuronoide. Foi realizado um ensaio de
vermelho neutro (NRU) em linhagens celulares de carcinoma hepatocelular humano (Huh-7),
carcinoma de colon humano (HCT-116) e adenocarcinoma de mama (MCF-7). Os valores de
ICs0 encontrados para o extrato foram de 104 + 3,55 pg/ml para Huh-7; 83,08 + 0,71 pg/ml
para HCT-116 e 102,61 + 5,91 pg/ml para MCF-7. Para o composto isolado, a I1Cso obtida foi
de 35,76 + 2,51 pg/ml para Huh-7; 24,08 + 1,57 pug/ml para HCT-116 e 31,08 + 3,83 pg/ml
para MCF-7. Houve reducdo entre 40 a 60% da viabilidade das trés linhagens celulares
testadas e maiores indices de atividade citotoxica contra HCT-116, tanto para o extrato quanto
para o flavonol glicosideo.

Para a atividade antitumoral, os resultados in vitro sdo promissores, uma vez que mais

de 90% de uma ou mais linhagens de células tumorais em todos os estudos encontrados
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tiveram a sua viabilidade celular comprometida apds exposi¢do aos extratos da espécie. O
estudo de Hashim e colaboradores (2018) também permite associar a atividade antitumoral a
presenca de flavonoides entre 0s compostos bioativos da planta, ja& que o composto testado
também apresentou atividade citotdxica consideravel. Porém, sdo necessarios mais ensaios,
principalmente ensaios in vivo, para avaliar a atividade citotoxica do extrato tanto para as
células tumorais quanto para as células saudaveis. Também sd0 necessarios ensaios que
identifiguem o0s compostos bioativos presentes na planta, responsaveis pela atividade
antitumoral, a fim de contribuir para a descoberta de novas moléculas que podem ser

potenciais candidatas a farmacos antineoplasicos.

6.3.6. Atividade antidiabética e antiobesidade

Os extratos aquosos e metandlicos de 28 plantas usadas na medicina tradicional
indonésia, incluindo os frutos de M. leucadendron, foram investigados quanto a atividade
inibitéria da PTP1B. Tais plantas compdem uma formulacdo utilizada para tratamento de
diabetes e/ou obesidade na medicina tradicional indonésia, denominada Jamu. Foi realizado
um ensaio em placas de 96 pogos contendo cada extrato a 1 mg/mL, pNPP e tampd&o citrato. A
quantidade de p-nitrofenol produzida pela PTP1B nos pocos foi estimada a partir da medigéo
da absorbancia a 405 nm, realizada em um leitor de bioensaios, assim como a medi¢do da
absorbancia do conteudo de pocos contendo os controles positivos RK-682 e acido ursélico, e
dos pocos contendo apenas tampdo citrato e pNPP. O extrato aquoso de M. leucadendron
apresentou 95,6 + 3,6% de inibicdo da PTP1B, com ICso de 2,05 ug/mL, e 0 extrato
metandlico apresentou 96,4 + 3,3% de inibicdo da PTP1B, com ICso de 3,37 ug/mL. Ja 0
controle positivo RK-682 apresentou 84,0 £ 1,5 % de inibicdo da PTP1B, com ICso de 2,05
pug/mL (SAIFUDIN; KADOTA; TEZUKA, 2013).

Em outro trabalho, realizado por Saifudin e colaboradores (2016), extratos aquosos de
18 plantas que compdem o Jamu, incluindo as folhas de M. leucadendron, foram examinados
para avaliar a sua capacidade de inibir in vitro a PTP1B, a partir de um ensaio em placas de
96 pocos contendo 0,05 mg de PTP1B, 2 mmol/L de pNPP, 50 mmol/L de tampéo citrato, os
extratos na concentracdo de 25 pg/mL e os controles positivos RK-682 e acido ursolico. O
contetdo das placas foi medido em um leitor de bioensaio a 405 nm. A determinagéo de
valores ICso foi realizada para as amostras que possuiam mais de 80% de inibi¢do. O extrato
aquoso de M. leucadendron obteve 96,0% de inibicdo da PTP1B, enquanto os controles

positivos RK-682 e acido ursdlico apresentaram 98,8% de inibicdo. A inibicdo foi dependente
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da dose, com valor de ICs igual a 2,05 ug/mL, enquanto os controles positivos RK-682 e
acido ursolico apresentaram 1Csp de 2,05 pg/mL e 9,11 pg/mL, respectivamente.

Seguindo o estudo realizado anteriormente, Saifudin, Kadota & Tezuka (2016)
realizaram um ensaio in vitro para a avalia¢do da inibicdo da PTP1B dos extratos metandlicos
dos frutos de M. leucadendron. Tais extratos foram submetidos a fracionamento com acetato
de etila e diclorometano, sendo que, da fracdo em acetato de etila foram obtidos 32 subfracoes
as quais quatro foram selecionadas para o isolamento de &cido ursolico, enquanto que a partir
da fracdo em diclorometano foram obtidos 25 subfracBes as quais oito foram selecionadas
para o isolamento de &cido betulinico. As subfracdes selecionadas foram submetidas ao teste
de inibicdo da PTP1B, seguindo 0os mesmos critérios metodoldgicos dos estudos anteriores.

Como resultados da pesquisa, as subfracdes correspondentes ao acido betulinico
apresentaram 98,7% de inibicdo da PTP1B e as subfracdes correspondentes ao acido ursélico
apresentaram 97,6% de inibicdo, enquanto o controle positivo RK-682 apresentou 97,4% de
inibicdo. Quanto aos valores de ICso, as subfracBes correspondentes ao &cido betulinico
apresentaram concentracdo igual a 1,5 pg/mL e as subfragdes correspondentes ao acido
ursolico apresentaram concentracdo igual a 2,3 ug/mL, sendo este Gltimo superior ao 1Cso do
controle positivo RK-682, igual a 2,05 ug/mL. As subfracGes também foram submetidas a
teste in vitro de inibicdo da TCPTP, sendo que as subfragdes correspondentes ao &cido
betulinico alcancaram ICso de 2,4 ug/mL e as subfracfes correspondentes ao acido ursolico
alcangaram ICso de 3,1 ug/mL (SAIFUDIN; KADOTA; TEZUKA, 2016).

Em um estudo com 59 plantas usadas na medicina tradicional indonésia que compdem
o Jamu, entre elas M. leucadendron, foi investigada a capacidade de seus extratos metanoélicos
em aumentar a sensibilidade a insulina ap6s a sua inducdo em adipdcitos 3T3-L1. Foi
realizado um ensaio in vitro com pré-adipocitos 3T3-L1 murinos cultivados em placas com 48
pogos, a qual 50 pg/mL de cada extrato foi adicionado no oitavo dia apos a incubag¢do, usando
como substancia referéncia o farmaco rosiglitazona ul M, com agdo em PPARy. A avaliacdo
da estimulacéo insulinica e a captacdo de glicose foram realizadas no décimo segundo dia,
seguido pelo ensaio de fluorescéncia enzimatica. O extrato metandlico dos frutos M.
leucadendron apresentou apenas 46,7 + 6,7% de aumento na atividade de captacdo de glicose,
enquanto a substancia referéncia rosiglitazona apresentou 178% de aumento na atividade de
captacdo de glicose. Devido a atividade ter sido inferior a 50%, o extrato de M. leucadendron
ndo foi selecionado para o teste de supressdo lipidica e para o ensaio de citotoxicidade, de
acordo com a metodologia de triagem definida (LAHRITA; KATO; KAWABATA, 2015).
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Saifudin, Kadota & Tezuka (2013) ja haviam reforcado que a inibi¢cdo da PTP1B pode
contribuir no tratamento e/ou prevencdo de Diabetes Mellitus tipo Il e/ou obesidade, ja que a
sua presenca esta relacionada com inibicdo da sinalizacdo de insulina. Com base nos estudos
apresentados, existe um potencial dos extratos de M. leucadendron em inibir a atividade da
PTP1B. Tal atividade foi comprovada in vitro e também foi associada a presenca dos
triterpenoides &cido betulinico e &cido ursélico, sendo que o potencial antidiabético e anti-
obesidade dos extratos pode estar associado a esta atividade.

Apesar de o potencial antiobesidade estar relacionado a supressdo da producdo de
lipidios ap6s 0 aumento da captacdo de glicose em adipécitos 3T3-L1, o estudo de Lahrita;
Kato & Kawabata (2015) demonstra que tal atividade para os extratos de M. leucadendron
parece nao ser relevante, ja que o aumento na captacao de glicose foi inferior a 50%. Porém,
como a M. leucadendron compde o fitoterapico Jamu e este é conhecidamente usado como
agente antidiabético e antiobesidade na Medicina Tradicional Indonésia, faz-se importante
realizar mais investigacfes que correlacionem a presenca do extrato da espécie as atividades
antidiabética e antiobesidade. Isto porque tanto o Diabetes Mellitus quanto a obesidade sédo
consideradas doencas cronicas de importancia mundial e a descoberta de novos tratamentos é

importante para 0 manejo de tais doengas.

6.3.7. Atividade inibitoria de enzimas microssomais hepaticas

Um estudo in vitro realizado com 30 amostras de plantas medicinais indonésias
investigou a capacidade dos extratos em inibir o metabolismo pelas enzimas do citocromo
humano P450, CYP3A4 e CYP2D6. Foram obtidos extratos aquosos de todas as amostras,
entre elas as folhas de M. leucadendron, que, em seguida, foram submetidas a fracionamento
com metanol e testadas em microssomas de figado humano. Fragdes com inibicdo enzimatica
maior ou igual a 70% foram fracionadas em etanol para a avaliagéo dos valores de 1Csg, onde
microssomas de figado humano foram pré-incubadas por para avaliar atividade de CYP3A4 e
CYP2D6, usando cetoconazol e quinidina como controles positivos, respectivamente. Apds as
reacOes, as amostras foram submetidas a um ensaio radiométrico para a detec¢do do
percentual de inibicdo enzimatica. As fragdes em metanol de M. leucadendron apresentaram
atividade inibitoria superior a 50% sobre 0 metabolismo mediado pelas enzimas, mas, porém,
esta foi inferior a 70%, com 69% sobre a CYP3A4 e 68% sobre a CYP2D6, enquanto a acdo
do controle positivo cetoconazol sobre a CYP3A4 apresentou 77% de atividade inibitéria e o
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controle positivo quinidina sobre a CYP2D6 apresentou 88% de atividade inibitoria. Portanto
os valores de ICsp de M. leucadendron ndo foram investigados neste estudo (USIA et al.,
2006).

O extrato metanolico das folhas de M. leucadendron foi avaliado in vitro, entre trinta
amostras de plantas medicinais indonésias, quanto a sua inibicdo baseada em mecanismos das
enzimas do citocromo P450, CYP3A4 e CYP2D6. Foram realizados ensaios de inibigédo
dependente do tempo e dependente de NADPH. Para o ensaio de inibicdo dependente do
tempo, o extrato a 0,5 mg/mL foi testado em microssomas de figado humano a partir de
medicdo radiométrica, usando como controle positivo, troleandomicina e paroxetina,
respectivamente, e como controle negativo, cetoconazol e quinidina, respectivamente.
Também foi realizado um teste para investigacdo adicional com o extrato a 0,025 mg/mL, no
tempo de pré-incubacédo de 0, 10, 20 e 30 minutos para avaliar a relacdo entre concentracdo e
dependéncia do tempo (SUBEHAN et al., 2006).

Como resultados, Subehan e colaboradores (2006) encontraram 92,3% de atividade
residual de CYP3A4 ap6s pré-incubacdo com o extrato de M. leucadendron, enquanto o
controle positivo troleandomicina apresentou 62,1%. Ja para a CYP2D6, o extrato apresentou
49,5% de atividade residual apds pré-incubagdo, enquanto o controle positivo paroxetina
apresentou 39,3%. Observou-se que houve mais de 30% de inibigéo da atividade de CYP2D6
pelo extrato de M. leucadendron ao final do teste. No teste de investigacdo adicional notou-se
qgue o extrato de M. leucadendron apresentou forte atividade inibitéria em CYP2D6 com
atividade residual de 3,3%, e mesmo em 0,05 mg/mL ele demonstrou inibicdo da enzima de
forma dependente do tempo. Para o ensaio de inibicdo dependente de NADPH, microssomas
de figado humano foram pré-incubadas na presenca e auséncia de NADPH por 0, 10 e 20
minutos a 37° C, e observou-se que tanto os controles quanto os extratos apresentaram
inibicdo das enzimas dependente de NADPH, exceto os extratos de M. leucadendron, que ndo
foi um inibidor baseado em mecanismo de CYP2D6.

A avaliagdo da atividade inibitoria de extratos de plantas medicinais em enzimas do
citocromo P450 é muito importante para determinar possiveis interacdes entre as preparacfes
fitoterapicas da espécie e outros medicamentos convencionais que possam estar sendo usados
por uma pessoa em um tratamento. Porém, também sdo necessarios mais testes, tanto in vitro
quanto in vivo para a investigacdo da atividade inibitoria dos extratos de M. leucadendron
sobre tais enzimas, assim como para identificar quais compostos bioativos sdo responsaveis

por cada acéo inibitoria.
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6.3.8. Atividade inseticida

Em um estudo realizado com o extrato etanolico das folhas de cinco plantas, entre elas
M. leucadendron, foi avaliado o efeitor dissuasor de oviposicdo em Conopomorpha sinensis
Bradley, uma praga que causa danos em frutos de Litchi chinensis Sonn. e Euphoria longan
(Lour.) Steud., no Sudeste Asiatico e sul da China. Os frutos de L. chinensis, previamente
cobertos ou ndo com papel de postura embebido com os extratos, foram expostos a C. sinensis
adultos, onde foram realizados testes com escolha e testes sem chance de escolha de forma a
ver o efeito atrativo ou repelente de cada extrato. O extrato de M. leucadendron apresentou
dissuasdo efetiva de -2,3% no teste com escolha e de 2,7% no teste sem chance de escolha,
considerados um dos menores entre os extratos avaliados. Além disso, o indice de oviposi¢édo
para o extrato nos testes com escolha foi de 0,0, considerando um indice onde atividades de
oviposicdo > 0,3 sdo consideradas atrativas, enquanto em um indice < -0,3 as atividades de
oviposic¢do séo consideradas impeditivas (YAO et al., 2019).

O efeito dos extratos na fecundidade e fertilidade e a atividade ovicida também foram
avaliadas por Yao e colaboradores (2019). Na avaliacdo da fecundidade e fertilidade, os frutos
cobertos com papel de oviposicdo embebido com os extratos e os frutos sem o tratamento
foram expostos a C. sinensis, para avaliar a postura de ovos em cada um. Houve a postura de
12,9 ovos diarios por fémea, enquanto o grupo controle apresentou a postura de 13,2 ovos
diarios por fémea, ou seja, o nivel de reducdo de postura foi pequeno em relacdo aos outros
extratos testados. Por fim, para a investigacdo da atividade ovicida, a eclodibilidade dos ovos
de C. sinensis foi avaliada apds tratamento com os extratos nas concentragdes de 0,1 g/mL e
0,01 g/mL, observando-se que, com o extrato de M. leucadendron, a eclodibilidade dos ovos
ndo apresentou efeitos significativos em comparacdo com o grupo controle, ja que a
porcentagem de eclosdo de ovos na concentracdo de 0,1 g/mL foi de 87,9%, enquanto para o
grupo controle foi de 89,8%; e na concentracdo de 0,01 g/mL foi de 89,1%, enquanto para o
grupo controle foi de 91,8%.

Em outro estudo que avaliou o potencial inseticida dos extratos de M. leucadendron, o
extrato etanolico das folhas foi submetido a fracionamento com hexano para a obtencdo do
composto (E,S)-nerolidol, que por sua vez foi testado como inibidor de alimentacao das larvas
de Lymantria dispar L., conhecida como mariposa-cigana. Foi usado na dieta das larvas uma
concentracdo de 3,75 mg/mL do composto isolado, e também de &lcoois derivados do
nerolidol, entre eles, o farnesol e o geraniol. (E,S)-nerolidol obtido do extrato de M.

leucadendron apresentou resposta de 72%, enquanto o nerolidol utilizado comercialmente
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apresentou resposta de 51%. J& o composto farnesol, um isémero alilico de nerolidol,
apresentou resposta de 56%; e o geraniol, um analogo monoterpeno do farnesol, apresentou
resposta de 16%. Ambos apresentaram respostas consideradas mais altas que de (E,S)-
nerolidol (DOSKOTCH et al., 1980).

A atividade inseticida dos 6leos essenciais também ja € relatada na literatura, porém a
atividade inseticida dos extratos de M. leucadendron ndo se mostrou tdo significativa no
estudo de Yao e colaboradores (2019). Ja no estudo de Doskotch e colaboradores (1980), tal
atividade foi correlacionada a presenca de (E,S)-nerolidol, mas a diferenca de 20% no valor
da resposta alimentar observada entre o composto isolado e o nerolidol comercial néo foi
considerada significativa, pois esta pode ocorrer entre 0s testes repetidos. Entretanto, a
atividade inseticida encontrada pdde ser correlacionada a presenca de um composto bioativo,
0 que ja é considerado positivo. Como foram identificados apenas dois estudos com espécies
de pragas diferentes, seriam necessarias mais investigacdes com tais espécies, assim como

outras que podem ser importantes quanto ao seu impacto na agricultura e engenharia florestal.

6.3.9. Atividade neuroprotetora

Um estudo foi conduzido para a avaliacdo dos efeitos neuroprotetores in vitro de
compostos melaleucadinas, isoladas a partir de extratos dos ramos e folhas de M.
leucadendron. Foi realizado um ensaio MTT em placas de 96 pocos utilizando células de
neurdnios dopaminérgicos PC-12 previamente tratadas com corticosterona, considerada como
uma neurotoxina, que foram entdo pré-tratadas com as melaleucadinas A e B a 50 mM
durante 24 horas. Ap6s 48 horas, a viabilidade celular foi avaliada, resultando em 93,40% e
99,92% para os compostos melaleucadina A e melaleucadina B, respectivamente (XIE et al.,
2019).

Um outro estudo também para a avaliacdo dos efeitos neuroprotetores in vitro, foram
testados os compostos leumelaleucols, isolados a partir das fracGes obtidas de extratos dos
frutos de M. leucadendron. Foi realizado um ensaio MTT em placas de 96 pogos utilizando
células de neurdnios dopaminérgicos PC-12 previamente tratadas com corticosterona, que
foram entdo pré-tratadas com os leumelaleucols A, B, D, E, F e G nas concentracBes de 25
mM e 50 mM durante 24 horas. Os leumelaleucols B, D, E, F e G produziram aumento da

sobrevivéncia das células PC-12, sendo que com os compostos E e G, na concentracdo de 25
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mM, a viabilidade celular foi superior a 65%, com 67,57% e 74,61%, respectivamente,
demonstrando efeitos neuroprotetores (WU et al., 2020).

Ambos os estudos correlacionam a atividade neuroprotetora dos extratos de M.
leucadendron a presenca de triterpendides benzilicos do tipo floroglucinol, porém apresentam
apenas ensaios in vitro que, apesar de mostrarem resultados promissores, ainda ndo sdo
suficientes para comprovar a atividade neuroprotetora do extrato em si. Mais avaliagdes
também seriam necessarias, a partir de ensaios in vivo e também estudos clinicos que

comprovem a relacdo entre tais compostos e a capacidade neuroprotetora.

6.4. ASPECTOS TOXICOLOGICOS

6.4.1. Toxicidade in vitro dos extratos

Um ensaio in vitro em culturas duplicadas de células Vero (células derivadas do rim
de um macaco verde africano) foi realizado para avaliar a citotoxicidade do extrato aquoso e
do extrato metanolico de 30 plantas medicinais tradicionais coletadas na Indonésia, incluindo
os frutos de M. leucadendron. Os extratos foram aplicados em placas de pléastico de 60 mm na
concentragdo de 100 mg/mL e a citotoxicidade foi avaliada pela extenséo da omissdo de
células da superficie das placas coradas no ensaio de formacdo de placa (citotoxicidade
visivel). A citotoxicidade foi determinada comparando a camada de células da amostra com a
do controle, sendo classificadas como sem desprendimento de células; coloracdo espessa da
camada celular (menos de 10% de desprendimento celular); 10-50% de desprendimento
celular; mais de 50% de desprendimento celular; e descolamento celular completo. O extrato
aquoso de M. leucadendron ndo apresentou citotoxicidade na cultura de células avaliada, ja
gue ndo houve desprendimento de células, enquanto que o extrato metandlico apresentou forte
atividade citotoxica, com descolamento completo das células da superficie da placa
(NAWAWI et al., 1999).

Foi avaliada em um ensaio in vitro a atividade citotoxica do extrato etandlico de trés
plantas medicinais cultivadas em Cuba, entre elas M. leucadendron, em fibroblastos de
pulmao fetal humano, denominadas MRC-5. Foi definido como critério de ndo-citotoxicidade,
a CCso > 16 pg/mL, sendo que o extrato de M. leucadendron apresentou CCso igual a 20
ug/mL, considerado entdo como relativamente néo toxico (VALDES et al., 2008). Um ensaio
de viabilidade celular usando MTT foi realizado com a fragdo em n-butanol do extrato

metanolico de partes secas de M. leucadendron em macréfagos RAW264.7 estimulados por
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LPS. Observou-se que a fracdo butanodlica do extrato ndo exibiu citotoxicidade em
concentragdes inferiores a 1 ug/mL em comparagdo com um controle tratado com LPS
(SURH; YUN, 2012). Ja Perera e colaboradores (2016) realizaram um ensaio de viabilidade
celular com MTT em macrofagos RAW264.7 estimulados por LPS, que foram tratados com o
extrato etanolico das folhas de M. leucadendron e a viabilidade celular apds o tratamento com
0 extrato foi de 97,27 + 0,72 %, considerada alta.

A citotoxicidade do extrato etandlico das flores de M. leucadendron foi avaliada a
partir de ensaio de resazurina e ensaio com BrdU em queratindcitos da pele humana. No
ensaio de resazurina, houve reducdo de cerca de 20% da viabilidade celular na concentragéo
acima de 75 pg/mL de extrato, alem de elevado valor de ICso, 2435 + 8,87 pg/mL,
aumentando a densidade celular em baixas doses, numa concentragdo entre 4,7 e 9,4 pg/mL.
No ensaio com BrdU, concentrac¢fes do extrato entre 0 a 60 pg/mL foram testadas por 24h e a
proliferagéo celular foi medida, usando 10% de SFB como controle positivo. Houve atividade
proliferativa no controle positivo, entretanto nenhum dos grupos contendo os extratos houve
atividade proliferativa (SILVA et al., 2020).

Foi avaliada a citotoxicidade de 16 plantas medicinais usadas na medicina tradicional
chinesa, entre elas M. leucadendron, em duas linhagens de células humanas normais, entre
elas, células epiteliais do pulmdo periférico humano (HPL1A) e células endoteliais da veia
umbilical humana (HUVEC). Foram preparados extratos em éter de petr6leo do tronco de M.
leucadendron, que em seguida foi submetido a fracionamento levando a obtencdo das fracdes
em acetato de etila, etanol e &gua. Em todas as preparac@es a citotoxicidade contra HPL1A e
HUVEC foi considerada alta, variando entre 94,8 a 100%. Em relacdo aos valores de ICsp, 0
extrato em éter de petrdleo apresentou 3,3 £ 1,0 ug/mL para HPL1A e 10,7 + 1,5 ug/mL para
HUVEC; a fracdo em acetato de etila apresentou 6,4 + 1,5 ug/mL para HPL1A e 16,7 + 0,6
pg/mL para HUVEC; a fragcdo em etanol apresentou 7,4 + 1,8 ng/mL para HPL1A e 40,0 =
3,3 ng/mL para HUVEC,; e a fragdo em agua apresentou 16,9 + 3,0 ug/mL para HPL1A e 20,7
+ 3,5 ug/mL para HUVEC (ALMOSNID et al., 2018).

Todos os estudos apresentados reforcam que os extratos de M. leucadendron sdo
muito citotoxicos para linhagens celulares saudaveis, o que indica potencial atividade
citotoxica em modelos in vivo e até mesmo para humanos em estudos clinicos. Entretanto, é
importante estudar a citotoxicidade dos extratos tanto em ensaios in vitro quanto em ensaios
in vivo para estabelecer concentragdes seguras dos extratos para o uso em diversas situagoes,

antes de partir para ensaios clinicos.
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6.4.2. Toxicidade in vivo dos extratos

Os extratos etanolicos de 35 plantas medicinais cubanas, entre elas as folhas de M.
leucadendron, foram testados em larvas do crustdceo Artemia salina, para a determinacéo
preliminar da toxicidade. As larvas de A. salina foram expostas por 24 horas as concentracoes
de 1.000 pg/mL, 100 ug/mL, 10 ug/mL e 1 ug/mL dos extratos de cada planta para a
determinacdo da CLso, classificando os extratos como extremamente toxicos (CLsg < 10
pg/mL), muito toxicos (CLso entre 10 e 100 pug/mL), moderadamente toxicos (CLso entre 100
e 1.000 pg/mL), e ndo tdéxicos (CLsp > 1.000 pg/mL). O extrato de M. leucadendron
apresentou ClLso de 7,4 pg/mL, sendo classificado entdo como extremamente toxico
(VALDES et al., 2009).

Apesar de ser um estudo que relaciona o teste de toxicidade com o potencial
antiparasitario dos extratos, é importante destacar que, apesar de ser o Unico estudo que
apresenta ensaio de toxicidade in vivo até o momento, ele demonstra o elevado grau de
toxicidade dos extratos de M. leucadendron e ja reforca a necessidade de mais estudos para
investigar quais sdo 0os compostos bioativos responsaveis pela atividade toxica e quais sdo 0s
limites seguros para o0 uso dos extratos de M. leucadendron, uma vez que 0 Seu uso é muito

difundido em vérias regides do mundo.

6.4.3. Atividade alérgica dos extratos

Os extratos do polen das flores de trés plantas, entre elas M. leucadendron, foram
analisados quanto a reatividade cruzada antigénica e alergénica. O pélen de M. leucadendron
foi extraido com tampédo de bicarbonato de amonio 0,05M, de pH 7,8; e com o tampédo de
polimero Amberlite® XAD-4 1% + XAD-PVP, de pH 7,0. Os extratos obtidos foram injetados
em coelhos hiperimunes para a obtencdo dos anti-soros de coelho, e também foram usados em
um teste cutdneo com 55 pacientes alérgicos, nas concentracfes de 0,1%, 0,01% e 0,001%
(p/v), cujos soros foram coletados para andlise em pacientes com reagdes positivas aos
extratos analisados. Os extratos foram, entdo, submetidos a SDS-PAGE, transferéncia
eletroforética pelo método de Towbin, Eletroblotting e Immunoblotting com tiras de
nitrocelulose e avaliagdo da reatividade cruzada antigénica dos componentes dos polens das
plantas (SWEENEY et al., 1994).

Sweeney e colaboradores (1994) observaram que 0s componentes extraidos reagiram

com os anti-soros de coelho de todos os extratos testados, sugerindo alto grau de reatividade
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cruzada antigénica. Na avaliagdo da reatividade cruzada alergénica foram identificados sete
componentes proteicos do extrato XAD-PVP de M. leucadendron capazes de se ligar & IgE
humana testada. Na analise com Western Blot cada soro dos pacientes avaliados demonstrou
um padrdo Unico de ligacdo a IgE. Mais de 16 componentes de ligacdo de IgE foram
identificados para M. leucadendron, sendo que, em pelo menos 60% dos soros individuais,
um componente de ligagdo de IgE de M. leucadendron foi detectado. No teste cutaneo
observou-se que, dos pacientes alérgicos selecionados aleatoriamente com tampédo de
bicarbonato de aménio, 42% foram negativos para os trés extratos, enquanto 58% reagiram
positivamente a pelo menos um dos extratos. Desses pacientes com teste cutaneo positivo,
81% reagiram a todos os trés extratos de polen, 13% foram positivos a dois dos trés extratos

de pdlen e apenas 6% foram positivos a um extrato.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A M. leucadendron é uma espécie de grande importancia para os paises da regido do
Sudeste Asiatico e Oceania, tanto pelas suas aplicacdes na industria quanto pelo seu uso na
Medicina Tradicional dessas regides, sendo importante a conducdo de estudos que possam
investigar mais a fundo as suas propriedades farmacoldgicas e toxicidade. Até entdo, existem
poucos estudos que comprovem, através de evidéncias cientificas, alguns dos principais usos
da planta pelos povos tradicionais. S&o necessarios mais estudos in vitro para aprofundar as
investigagBes ja iniciadas nos estudos apresentados aqui e também estudos in vivo que
demonstrem em modelos animais como as atividades biologicas j& descritas in vitro se
comportam. Também sdo necessarios estudos etnofarmacologicos e ensaios clinicos, ja que
nenhum destes foi identificado na literatura, para confirmar se as propriedades farmacoldgicas
descritas corroboram com os principais usos tradicionais da planta e com as atividades
bioldgicas descobertas em testes in vitro e in vivo, assim como também identificar possiveis
novas aplicacdes. Além disso, os estudos clinicos também sdo de extrema importancia para
definir as concentracdes de uso seguras do extrato da planta.

O investimento em estudos com plantas medicinais é de extrema importancia para o
desenvolvimento de nacdes e também para a humanidade, uma vez que foram através das
plantas que a maioria dos farmacos usados atualmente na Medicina Contemporanea foram
descobertos, e também foi através das plantas que a Medicina evoluiu ao nivel em que esta
nos dias atuais. O investimento em estudos com planta medicinais faz-se essencial para
contribuir para a Fitoterapia Baseada em Evidéncias Cientificas, de forma a respeitar o
conhecimento difundido através da Medicina Tradicional e permitir a populacdo a chance de
também recorrer as plantas medicinais para o tratamento de suas condicGes de salde, com
seguranca e eficacia. Por fim, destaca-se a importancia de investir em novos estudos com 0s
extratos e/ou fracGes de M. leucadendron, em especial, estudos in vivo e estudos clinicos que
descrevam a sua atividade antioxidante, anti-inflamatoria, fotoprotetora, antimicrobiana,

antiviral, antiparasitaria, antitumoral, antidiabética, antiobesidade, entre outras.
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APENDICE UNICO - ETAPA DE SELECAO DE ARTIGOS COM ESTUDOS SOBRE EXTRATOS E FRACOES DO ESPECIME.

Quadro 2. Resultados de pesquisa selecionados ap6s analise de titulo e resumo da presenca de estudos sobre extratos de M. leucadendron.

Contetdo analisado a partir dos artigos selecionados com presenca dos
termos “extrato e/ou fragao” e “Melaleuca leucadendron / Melaleuca

leucadendra
Termo de busca Base de . .
A UIJZEED T o Autﬁgtleiséa(lagg)de Vvl s aiige Foi avaliada ilzjzh':?f?clzza;; Estudos ziéass%e
bases de dados | pesquisada P ¢ Extrato ou Parte da L . ¢ .
x a atividade | isolamento | toxicoldgicos
fragdo? planta usada? | | . ., .
bioldgica? dos ?
metabolitos?
In vitro anti-microbial activity of the
Melaleuca . Valdés, A. F. et al. Cuban medicinal plants Simarouba
1 leucadendron Sciklo (2008) glauca DC, Melaleuca leucadendron L extrato galhos X 10/06/2020
and Artemisia absinthium L
Melaleuca Science Diverse benzyl phloroglucinol-based
2 - WU, L. et al. (2020) meroterpenoids from the fruits of fracOes frutos X X 10/06/2020
leucadendron Direct
Melaleuca leucadendron
Melaleuca Science Melaleucadines A and B: Two rare alhos e
3 . XIE, X. et al. (2019) | benzylic phloroglucinol-terpene hybrids fracOes g X X 10/06/2020
leucadendron Direct folhas
from Melaleuca leucadendron
. . An hydrolysable tannin and
4 Melaleuca Sc!ence Yoshida, T. et al. accompanying polyphenols fragbes frutos X 10/06/2020
leucadendron Direct (1996)
from Melaleuca leucadendron
5 Melaleuca Sc!ence Lee, C. (1998a) Ursane triterpenoids from leaves of fracdes folhas X 10/06/2020
leucadendron Direct Melaleuca leucadendron
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6 Melaleuca Sc!ence Lee, C. (1999) flavanone from the leaves of Melaleuca fracOes folhas 10/06/2020
leucadendron Direct
leucadendron L
Melaleuca Science Hui, W; Li, M. Neutral triterpenoids from Melaleuca ~
! leucadendron Direct (1976) leucadendron fragdes folhas e caule 10/06/2020
Isolation and partial purification of
Melaleuca Science Hunter, S. L. et al. allergenic components of the ~
8 leucadendron Direct (1996) pollens Paspalum fragdes flores 10/06/2020
notatum and Melaleuca leucadendron
Melaleuca Science Subehan et al Mechanism-based inhibition of
9 - ' CYP3A4 and CYP2D6 by Indonesian extrato folhas 10/06/2020
leucadendron Direct (2006) L
medicinal plants
Melaleuca Science Hiermann. A - Influence of some traditional medi(_:inal
10 leucadendron Direct Bucar, F. (1994) plants of sen_egal on p.rostaglandln extrato partes aéreas 10/06/2020
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ANEXOS

ANEXO A - ESTRUTURAS QUIMICAS DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS

BIOATIVOS MAJORITARIOS ENCONTRADOS NOS EXTRATOS DE M.
leucadendron.

HO

Acido ursélico Acido betulinico Quercetina

OH

HO O ‘
HO
R OH AN
OH

HO

OH

OH

Piceatanol Oxiresveratrol Friedelina

OH

B-sitosterol Uvaol



71

ANEXO B - ESTRUTURAS QUIMICAS DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS

BIOATIVOS ENCONTRADOS PELA PRIMEIRA VEZ NOS EXTRATOS DE M.
leucadendron.

Melaleucadinas A e B (1 e 2). Fonte: Xie ef al. (2019).

Miricetina 3-O-B-4C1-galactopiranuronoide Taraxastenona
OH
HO R= —0¢ —oc¢
HO O 0—ocp. OH
HO R 5 @ O HO OH
€07 o oco OH oc OH Q
| ocC
N
ocC
OH

—5

—
HO OH

/OH
HO “oH
HO OH
OH
OH OH

OH

1,2-di-0-galoil-3-0-digaloil-4,6-O-(S)-hexahidroxidifenoil-p-D-glicose
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"

()1 IR1TR2'R4'S 31R1R2'R4'S6'S 4 1R1'S4'R
(-1 1IS1'S2'S4'R 5 1IR1R4'S
2 1R1'S2'S4'R

6 1IR1R2R4'S 9 1S4RS5STROS 12
7T1S1S2'R4'S 101S4'S5R1R9'S
81S1R2R4'S M 1R4RESTRIS

Leumelaleucois A até L (1 até 12). Fonte: Wu et al. (2020).

Leucadenonas A até D



1 OH OH trans-p-coumaroiloxi
2 OH  trans-cafeoiloxi OH
3 OH cis-cafeoiloxi OH

1- é&cido 23-trans-p-cumaroiloxi-20,3B-di-hidroxioico-12-en-28-dico
2 - Acido 3B-frans-cafeoiloxi-2a,23-di-hidroxioleano-12-en-28-6ico
3 - Acido 3B-cis-cafeoiloxi-2a,23-di-hidroxioleano-12-en-28-o6ico

Rl R2 R3 R4
1 OH H OH CH2
2 O0Ac H OH CH2
3 oH H CHO CH2

Acido 3a-hidroxi-13(18)-oleaneno-27,28-dioico 4 OH H COOH CH2

28-norlup-20(29)-ene-3p,17p -diol

R1 R2 R3 R1 R2
1 OH cis-caffeoiloxi COOH 3 cis-p-coumaroiloxi COOH

2 OH ftrans-cafeoiloxi COOH

1- Acido cis-3p-cis-p-cafeoiloxi-2a-hidroxiurs-12-en-28-oico
2 - Acido trans-3B-cis-p-cafeoiloxi-2a-hidroxiurs-12-en-28-6ico
3 - 3B-cis-p-cumaroiloxi-2¢-hidroxiursa-12,20(30)-dien-28-6ico
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ANEXO C - FOTOS DO ESPECIME PRESENTE NA ARBORIZACAO DO CAMPUS
MORRO DO CRUZEIRO DA UFOP.

'”, Ve =. -

b

Fonte: o autor (2020).

Fonte: o autor (2020).
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Fonte: o autor (2020).

Fonte: o autor (2020).



