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RESUMO

Eriobotrya japonica (Rosaceae) € uma planta que, por possuir metabolitos secundarios, como
fenolicos e flavonoides, pode atuar terapeuticamente em doencas, como a dermatite atdpica
(DA), que envolve, principalmente, a dishiose do microbioma cutaneo, alteragdes na barreira
epidérmica, processos inflamatdrios exacerbados e estresse oxidativo. Assim, 0 presente estudo
teve como objetivo caracterizar morfoanatomicamente e histoquimicamente folhas e sementes
de E. japonica, género que conta com 35 espécies, e extrair, via diferentes solventes (acetato
de etila, acetona e metanol) e métodos (banho ultrassénico e maceragdo), fenolicos e
flavonoides. O potencial antioxidante (ABTS™ e FRAP) e prebiodtico (Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228) também foram avaliados. Os resultados foram associados a analise
qualitativa realizada via cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de
arranjo de diodos (HPLC-DAD). As folhas apresentam nervacdo peninérvea, com superficie
glabrescente na face adaxial e lanuginosa na abaxial, apresentando estbmatos anomociticos
restritos a face abaxial. As células epidérmicas possuem paredes anticlinais retas e o mesofilo
¢ dorsiventral. Estriaches cuticulares perpendiculares aos estbmatos podem constituir
marcadores diagnosticos. Foram observados compostos lipofilicos neutros na cuticula, além de
mucilagem e compostos fenolicos no parénquima palicadico. O teste com lugol confirmou a
presenca de amido. A nervura central é plana-convexa, com feixes vasculares laterais, e 0
peciolo exibe organizacdo vascular semelhante. As sementes, exalbuminosas, variam de
globosas a oblongas e contém fendlicos, proteinas e amido, sendo este Gltimo seu principal
composto de reserva. Apos a quantificacdo dos niveis de fendlicos e flavonoides totais, a
amostra da folha obtida por maceragdo com acetona (FMacAcet) destacou-se, apresentando alto
contetido de compostos fendlicos (175,086 + 1,413 mg EAG.mL™?), sendo, em sua maioria,
acidos fendlicos hidroxicinamicos, correlacionados, diretamente, & capacidade antioxidante
total (CAT) dos extratos (ICso = 0,008 mg.mL™?), que apresentaram desempenho apenas 9,8
vezes inferior a quercetina no ensaio ABTS™. Resultado semelhante foi observado no FRAP
(0,143 + 0,029 pumol TE.g}). Sugere-se que a neutralizagio de radicais livres é o principal
mecanismo antioxidante da espécie. A analise cinética do crescimento microbiano demonstrou
alto potencial prebidtico da amostra FMacAcet frente a S. epidermidis, com resultados
estatisticamente semelhantes aos controles positivos (glicose 1% e inulina) (p > 0,05). Por outro
lado, os flavonoides da polpa apresentaram atividade bactericida e bacteriostatica. Sendo assim,
tais informacBGes oferecem aporte relevante para o controle de qualidade da espécie,
principalmente caso venha a ser empregada em formulagbes farmacéuticas. Ademais, 0S
achados refor¢cam o potencial de E. japonica como fonte de compostos fendlicos bioativos, com
atividade antioxidante e prebidtica, configurando-se como alternativa promissora para 0 manejo
de condicBes dermatoldgicas associadas a disbiose cuténea e ao estresse oxidativo, como a
dermatite atdpica.

Palavras-chave: Compostos fenélicos. Dermatopatias. Histoquimica. Morfoanatomia.



ABSTRACT

Eriobotrya japonica (Rosaceae) is a plant that, due to its secondary metabolites such as
phenolics and flavonoids, may have therapeutic effects on diseases like atopic dermatitis (AD),
which mainly involves dysbiosis of the cutaneous microbiome, alterations in the epidermal
barrier, exacerbated inflammatory processes, and oxidative stress. Therefore, this study aimed
to characterize morphoanatomically and histochemically the leaves and seeds of E. japonica, a
genus with 35 species, and to extract phenolics and flavonoids using different solvents (ethyl
acetate, acetone, and methanol) and methods (ultrasonic bath and maceration). The antioxidant
(ABTS™* and FRAP) and prebiotic potential (Staphylococcus epidermidis ATCC 12228) were
also evaluated. The results were associated with qualitative analysis performed via high-
performance liquid chromatography coupled to a diode array detector (HPLC-DAD). The
leaves have pinnate venation, with a glabrescent surface on the adaxial side and a lanuginous
surface on the abaxial side, and anomocytic stomata restricted to the abaxial side. Epidermal
cells have straight anticlinal walls, and the mesophyll is dorsiventral. Cuticular striations
perpendicular to the stomata may constitute diagnostic markers. Neutral lipophilic compounds
were observed in the cuticle, in addition to mucilage and phenolic compounds in the palisade
parenchyma. The Lugol's solution test confirmed the presence of starch. The midrib is plano-
convex, with lateral vascular bundles, and the petiole exhibits a similar vascular organization.
The exalbuminous seeds vary from globose to oblong and contain phenolics, proteins, and
starch, the latter being their main reserve compound. After quantifying the levels of total
phenolics and flavonoids, the leaf sample obtained by maceration with acetone (FMacAcet)
stood out, presenting a high content of phenolic compounds (175.086 + 1.413 mg GAE.mL™)
mostly hydroxycinnamic phenolic acids, directly correlated to the total antioxidant capacity
(TAC) of the extracts (IC50 = 0.008 mg.mL™), which showed performance only 9.8 times lower
than quercetin in the ABTS"* assay. A similar result was observed in the FRAP (0.143 + 0.029
umol TE.gh). It is suggested that the neutralization of free radicals is the main antioxidant
mechanism of the species. Kinetic analysis of microbial growth demonstrated a high prebiotic
potential of the FMacAcet sample against S. epidermidis, with results statistically similar to the
positive controls (1% glucose and inulin) (p > 0.05). Furthermore, the flavonoids in the pulp
showed bactericidal and bacteriostatic activity. Therefore, this information offers relevant
support for the quality control of the species, especially if it is to be used in pharmaceutical
formulations. In addition, the findings reinforce the potential of E. japonica as a source of
bioactive phenolic compounds with antioxidant and prebiotic activity, making it a promising
alternative for the management of dermatological conditions associated with cutaneous
dysbiosis and oxidative stress, such as atopic dermatitis.

Keywords: Histochemistry. Morphoanatomy. Phenolic compounds. Skin diseases.
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1 INTRODUCAO

Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl., conhecida popularmente como nespereira, é uma
arvore subtropical pertencente a familia Rosaceae (POWO, 2026a), e, embora nativa do oriente,
na China, é difundida por todo o ocidente, como na Espanha e, especialmente, no Brasil (Siméo-
Bianchini, 2024; Zhu et al., 2022; Ferreres et al., 2009).

A planta pode atingir de 3 a 6 m de altura, sendo que as folhas possuem até 25 cm de
comprimento e estdo dispostas ao longo do eixo caulinar. Os frutos, chamados de néspera,
ameixa-amarela ou ameixa-japonesa, por sua vez, possuem cerca de 5 cm e apresentam formato
ovoide a elipsoide, com coloracdo que varia de amarelo a alaranjado (Pawtowska et al., 2023).
Dentre os metabdlitos secundarios encontrados em E. japonica estdo os &cidos fendlicos,
flavonoides, carotenoides e triterpenoides, com atividades bioldgicas antioxidantes, antivirais,
hipoglicémicas, anti-inflamatdrias, dentre outras. A néspera, embora ndo seja amplamente
cultivada em escala comercial, € altamente popular no Brasil. Neste contexto, torna-se essencial
a realizacdo de estudos que explorem suas propriedades funcionais, a fim de evitar a perda e a
subvalorizagéo de seu potencial bioativo (Pawtowska et al., 2023; Costa et al., 2022).

A eficiéncia terapéutica de uma planta esta diretamente relacionada a forma de preparo
de seu extrato, uma vez que a extracdo eficiente depende da afinidade dos fitoconstituintes pelo
solvente e método utilizado. A atividade antioxidante de E. japonica resulta, majoritariamente,
de compostos fendlicos, estando, portanto, fortemente vinculada a utilizacdo de solventes
polares durante o processo extrativo (Mogole; Omwoyo; Mtunzi, 2020; Yokota et al., 2006).
Além da capacidade antioxidante, estudos demonstram que a néspera possui potencial
prebidtico sobre cepas de Lactobacillus rhamnosus e L. acidophilus, relacionado a presenca de
polissacarideos de baixo peso molecular e baixa viscosidade extraidos das folhas da planta (Fu
et al., 2020).

Diante destas propriedades, E. japonica surge como uma planta promissora no
tratamento de disturbios cutaneos inflamatdrios cronicos, como a dermatite atopica (DA). Esta
condicdo envolve interagbes complexas entre fatores ambientais e genéticos, estando associada
a alteracBes no microbioma cuténeo, barreira epidérmica e disfun¢bes no sistema imune que
resultam em respostas inflamatorias exacerbadas (Bieber, 2022; Zhang et al., 2022). O estresse
oxidativo, advindo da inducdo da resposta imune do tipo 2, agrava ainda mais a sintomatologia
da doenca, que tem como manifestacdes clinicas o prurido, eczema e multiplas lesdes epiteliais
(Girolomoni et al., 2021).
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Neste contexto, compostos fendlicos e polissacaridicos presentes na nespereira, que
possui reconhecida atividade antioxidante, anti-inflamatoria e potencial prebi6tico, tornam-se
possiveis aliados terapéuticos relevantes no manejo da DA, contribuindo para a modulacdo do
processo inflamatdrio e consequente restauracao da integridade cutanea.

Sendo assim, considerando que o género Eriobotrya compreende 35 espécies (POWO,
2026b), o presente trabalho buscou realizar, de forma integrada, a analise morfoanatdmica e
histoquimica de folhas e sementes de E. japonica. Foram descritas caracteristicas anatémicas e
morfologicas com o auxilio da microscopia Optica e eletrénica, com o objetivo de identificar
possiveis marcadores, fitoconstituintes e demais atributos relevantes que contribuam para a
autenticacéo e caracterizacdo desta planta medicinal, promovendo, assim, maior seguranga no
Seu uso terapéutico.

Adicionalmente, o estudo buscou correlacionar os teores de compostos fendlicos e
flavonoides com a atividade antioxidante e prebidtica, a partir da anélise de extratos obtidos
com solventes de diferentes polaridades, como acetona (polar aprético), metanol (polar prético)
e acetato de etila (moderadamente polar), utilizando dois métodos de extracdo (maceracao e
banho ultrassdnico) e quatro matrizes vegetais de E. japonica (folha, semente verde, semente
madura e polpa). A caracterizacdo do perfil fendlico visou fornecer subsidios para a
interpretacdo dos resultados obtidos. Por fim, foi avaliada a atividade prebidtica frente a cepas
de Staphylococcus epidermidis, visto que, até o presente momento, ndo ha relatos na literatura
acerca desta interacao.

Sendo assim, considerando que o estresse oxidativo e a disbiose do microbioma cutaneo
sdo fatores centrais na fisiopatologia da DA, os achados deste estudo podem contribuir para a
ampliacdo do conhecimento cientifico sobre esta espécie no contexto dos mecanismos

envolvidos nestas alteracdes fisiopatoldgicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar Eriobotrya japonica sob aspectos morfoanatdmicos, histoquimicos e
fitoquimicos, a partir da anélise de folhas, polpa e sementes, avaliando a atividade antioxidante
e 0 potencial modulador do microbioma cutaneo de seus extratos, bem como correlacionando,
de forma qualitativa e quantitativa, os compostos fenolicos e flavonoides com possiveis

aplicacdes na fisiopatologia da dermatite atopica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Revisdo de literatura
I.  Discutir o presente trabalho através da imersao na literatura cientifica e em outras fontes
atuais que abordem os seguintes temas: Eriobotrya japonica, compostos fendlicos e
flavonoides, bem como os métodos de extracdo destes metabdlitos secundarios a partir
de extratos vegetais, acdo antioxidante e prebidtica de compostos naturais,
caracteristicas anatomofisiopatoldgicas da pele e suas correlacbes com a dermatite

atépica e farmacoterapia alternativa para a contencdo dos sintomas desta doenga.

2.2.2 ldentificacdo morfoanatdmica e histoquimica de folhas e sementes de Eriobotrya
japonica
I.  Realizar anélises anatdbmicas e histoquimicas visando a histolocalizacdo de
fitoconstituintes;
Il.  Analisar, ultraestruturalmente, folhas por meio da microscopia eletrénica de varredura

por emisséo de campo (MEV-EC).

2.2.3 Preparo, padronizacao e caracterizagdo dos extratos
I.  Coletar e padronizar as folhas, sementes verdes e maduras e polpa da néspera, adotando
como critérios a integridade estrutural, auséncia de injurias visiveis e sinais de

deterioracéo;
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Aplicar dois métodos extrativos, maceracdo e banho ultrassénico, com utilizagdo de
solventes distintos (acetato de etila, metanol e acetona) para avaliar o tempo de extracéo
e 0 impacto de diferentes polaridades de solventes nos compostos extraidos;
Caracterizar os extratos a partir do teor de fendlicos e flavonoides totais, atividade
antioxidante, por meio dos métodos de captura dos radicais ABTS™ e de reducéo férrica
(FRAP), além da avaliacdo do potencial prebidtico frente as cepas de Staphylococcus
epidermidis através da cinética de crescimento em placa de 96 pogos;

Associar os resultados dos ensaios aos principais grupos de fenodlicos identificados
qualitativamente via cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
arranjo de diodos (HPLC-DAD);

Correlacionar os resultados obtidos nos ensaios anteriores com a possibilidade de

aplicacdo dos extratos na fisiopatologia da dermatite atdpica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CARACTERISTICAS GERAIS E BIOATIVIDADE DE Eriobotrya japonica

A nespereira (Eriobotrya japonica), pertencente a familia Rosaceae, € uma pequena
arvore perene, cultivada sob clima subtropical, originada no oriente ha mais de 2000 anos, que
foi expandida para mais de 30 paises, como Espanha, Estados Unidos, Japo, india e Turquia
(Figura 1) (Costa et al., 2022; Costa, 2019; Dhiman et al., 2021). Depois da China, a Espanha
detém a segunda maior producao de néspera, sendo que ambos o0s paises juntos possuem 84%
do total das exporta¢cbes mundiais (Dhiman et al., 2021).

Na Ameérica do Sul, sua primeira apari¢do ocorreu em 1867, ao sul do Brasil. Desde a
Antiguidade, extratos de néspera tém sido utilizados para tratar inimeras condi¢cGes médicas,
fato registrado na literatura tradicional como “Compéndio de Matéria Médica” (Costa et al.,

2022; Zhang et al., 2015; Dhiman et al., 2021).

Figura 1 — Principais regides que constataram a presenca de nespereiras
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Eriobotrya japonica possui de 3 a 6 m de altura (Siméo-Bianchini, 2024). Suas folhas,
que podem atingir até 25 cm de comprimento, apresentam textura coridcea e possuem &pice
acuminado, margem denteada, com limbo lanceolado, além de serem glabrescentes na face
adaxial e lanuginosas na face abaxial; seus frutos variam de 3 a 6 cm, contendo de 3 a 7
sementes marrons, que representam até 19% do fruto. Os carboidratos da planta estdo contidos,
principalmente, na polpa, que corresponde a 70% da néspera (Costa et al., 2022; Costa, 2019).

Fitoconstituintes sdo compostos de origem vegetal que produzem efeitos desejaveis a
saude. Eles surgem, principalmente, para proteger a planta contra o estresse ambiental, evitando
processos oxidativos e a agressao por patdgenos (Dhiman et al., 2021). Sendo assim, a folha da
nespereira possui cerca de 164 fitoconstituintes, sendo que os principais, até hoje identificados
e isolados, sdo triterpenos (47), sesquiterpenos (12), flavonoides (15), derivados da
megastigmana (13), fenilpropanoides (13) e acidos organicos (27) (Zhu et al., 2022). Ainda,
neste 6rgdo, podem ser encontrados compostos fenolicos, como os derivados do &cido
hidroxicinamico (Ferreres et al., 2009), como o &cido clorogénico (5-O-cafeoilquinico) e
neoclorogénico (3-O-cafeoilquinico) (Dhiman et al., 2021).

As sementes da néspera sdo consideradas um subproduto valioso, sendo ricas em
compostos fendlicos. Apesar da presenca de compostos bioativos, estas matrizes ainda sdo
pouco exploradas (Costa et al., 2022), o que pode contribuir para a geracéo de residuos solidos
(Costa, 2019). Sendo assim, utiliza-las nas analises contribui significativamente para a reducéo
do desperdicio, aproveitando de modo integral E. japonica, potencializando seu valor
terapéutico e, consequentemente, econémico.

Devido a presenca de metabdlitos secundarios e minerais, E. japonica apresenta
propriedades bioldgicas diversas, como atividade hipoglicemiante, antioxidante, anti-
inflamatdria, antiespasmaodica, broncodilatadora, expectorante, anticancer, antimetastatica,
antiosteoclastogénese, antiemética, gastroprotetora e hepatoprotetora (Zhu et al., 2022; Fu et
al., 2020; Dhiman et al., 2021). Além de constituintes bioativos, destacam-se minerais como o
calcio, fosforo, magnésio, ferro, manganés e potassio. Apesar de ndo ser rica em acido
ascorbico, a espécie também apresenta elevadas concentragdes de retinol, que esta associado a

manutencdo da integridade da pele (Costa et al., 2022).
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3.2 FISIOLOGIA DO TECIDO CUTANEO E HOMEOSTASE DA BARREIRA
EPIDERMICA

A pele é o maior e principal 6rgao de defesa do organismo contra fatores do expossoma,
sejam eles bioldgicos, fisicos e/ou quimicos. Ela é responsavel por 16% do peso corporeo e
pode atingir até 2 m2 de tamanho. Dentre suas fungdes, além da protecdo gerada pelo epitélio
queratinizado epidérmico, pode-se citar regulacdo de respostas imunes inatas e adaptativas,
cicatrizacdo, termorregulacdo, percepcdo sensorial, armazenamento de agua e sintese de
vitamina D (Shah; McKnight; Hargest, 2024; Wang, Z. et al., 2025; Wang, S. et al., 2025).

Trés niveis sdo observados na pele: a epiderme (camada mais externa), derme (camada
intermediaria) e hipoderme (camada mais profunda). Além disto, em determinadas areas do
tecido cutdneo observam-se estruturas acessorias como glandulas, unhas e pelos (Shah;
McKnight; Hargest, 2024). De acordo com as barreiras, a divisdo pode ser realizada em até
cinco niveis: fisico, quimico, microbiano, imune e neuronal (Wang, S. et al., 2025; Sakai;
Hatano, 2025).

A barreira fisica, presente no estrato corneo, comporta-se como a primeira linha de
defesa, especialmente contra danos e traumas (Sakai; Hatano, 2025). A barreira quimica,
também chamada de manto hidrolipidico, fornece protecdo contra agentes externos, como a
radiacdo UV, patdgenos e alérgenos. Ela é composta, principalmente, de AMPs (peptideos
antimicrobianos), que sdo produzidos por bactérias comensais e queratindcitos na camada
suprabasal e estrato basal da epiderme, e lipideos epidérmicos. Dentre os AMPs, pode-se citar
as B-defensinas humanas (hBDs) 1, 2, 3, 4, catelicidinas (LL-37), psoriasinas, proteinas S100,
ribonucleases (RN-ases) e dermicidinas (DCD) (Wang, S. et al., 2025), enquanto que as
ceramidas sdo 11, que sdo classificadas de acordo com a estrutura de acidos graxos e bases
esfingoides (Cristea et al., 2025).

A barreira microbiana, que esta associada a simbiose entre microrganismo e hospedeiro,
¢ formada por quatro principais filos, como Actinobacteria (Propionibacterium sp. e
Corynebacterium sp.), Firmicutes (Staphylococcus sp.), Proteobacteria e Bacteroidetes (Wang,
S. et al., 2025; Wang, Z. et al., 2025). Ja a barreira imune, que é responsavel pelo sistema de
respostas imunoldgicas, € composta por celulas de Langerhans, células NK, linfécitos T,
mastocitos, basofilos, eosindfilos e neutrdfilos. Por fim, a barreira neuronal, que diz respeito a

comunicagdo neuroimune, é estruturada a partir de terminagGes nervosas periféricas e células
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imunes do epitélio cutaneo. A juncédo das cinco barreiras citadas gera o microambiente imune
epidérmico (MEIE) (Wang, S. et al., 2025; Sakai; Hatano, 2025).

A fim de evitar doencas dermatoldgicas, é preciso manter um equilibrio no MEIE,
especialmente entre a microbiota e os AMPs. Para isto, o pH epitelial deve estar acido para
manter a homeostase das barreiras, a integridade do estrato corneo e o funcionamento
enzimético adequado (Wang, S. et al., 2025; Shah; McKnight; Hargest, 2024; Wang, Z. et al.,
2025; Sakai; Hatano, 2025). Tal acidificacdo também é importante visando a atividade
antimicrobiana de AMPs, como os hBDs e LL-37, que induzem a proliferacdo, diferenciacéo e
migracdo celular, regulagdo de citocinas e estresse oxidativo e desintegracdo de biofilmes
(Wang, S. et al., 2025). Bactérias como Cutibacterium acnes e Corynebacterium secretam
lipases que hidrolisam triglicerideos em acidos graxos, mantendo a acidez do meio e reduzindo
a inflamacé&o através da ativacdo de receptores de &cido graxo nas glandulas sebaceas (Wang,
Z. et al., 2025). Quando o pH do estrato corneo aumenta, ocorre uma indugdo do processo
inflamatorio e do ciclo de coceira, contribuindo diretamente para a disbiose do microbioma
cutaneo e, assim, para a patogénese de doencas como a dermatite atopica (DA) (Sakai; Hatano,
2025).

E essencial que ocorra, também, um equilibrio entre bactérias comensais, especialmente
Staphylococcus epidermidis, visto que € 0 microrganismo mais presente na pele, e 0s AMPs.
Esta Gram-positiva, além de secretar esfingomielinase, que auxilia na nutricdo bacteriana e
promove a producdo de ceramidas, induz a producdo de hBD2 e de perforina-2 e inibe o
crescimento de S. aureus (Wang, Z. et al., 2025). Vale ressaltar que a reducdo de ceramidas
também esté intimamente envolvida nas lesdes causadas pela DA (Sakai; Takano, 2025).

Portanto, € necessario compreender o papel das barreiras, especialmente as quimicas e
microbianas, além da indispensabilidade dos AMPs na estabilidade do MEIE (Figura 2), para
agregar informacgdes que culminem em novas abordagens para a manutencdo e tratamento de

doencas dermatoldgicas, como a DA (Wang, S. et al., 2025).
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Figura 2 — Ambiente cutaneo ideal
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3.3 EPIDEMIOLOGIA DA DERMATITE ATOPICA

A DA, também conhecida como eczema atdpico, é a doenca cronica inflamatdria da
pele mais comum (Wang, S. et al., 2025; Sakai; Hatano, 2025), em que 80% dos casos sao
diagnosticados na infancia ou adolescéncia (Bieber, 2022). Sendo assim, cerca de 20% dos
casos sao infantis e até 8% ocorrem em adultos (Gatmaitan; Lee, 2023). No tecido cutaneo, sdo
observadas lesdes ecmatozas, eritema, prurido e outras escoriagdes epiteliais (Amin et al.,
2015). A recorréncia da sintomatologia prejudica a qualidade de vida dos pacientes, afetando-
0s somatica e psicologicamente (Gatmaitan; Lee, 2023). Atualmente, o aumento de sua
incidéncia resulta de mudancas nos habitos alimentares, estilo de vida e fatores ambientais
(Amin et al., 2015).

No mundo, a prevaléncia da DA é de 129 milhdes, enquanto que a incidéncia, apenas
no ano de 2021, foi de 16 milhGes. A DALYs (Disability-Adjusted Life Years) da doenca se
encontra em 5,62 milhGes, ocupando o trigésimo sétimo lugar no ranking da Global Burden of
Disease referente aos anos vividos com incapacidade (GBD, 2024). No Brasil, em 1999, a
prevaléncia média da DA era de 6,3% de acordo com o estudo ISSAC (International Study of
Asthma and Allergy Diseases in Childhood) (Williams et al., 1999). Sendo assim, embora
estudos epidemioldgicos acerca desta doenca no &mbito nacional sejam escassos, estima-se que

atualmente o nimero esteja maior dado o crescimento populacional.
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3.4 MECANISMO FISIOPATOLOGICO DA DERMATITE ATOPICA

A homeostase cutanea ¢ afetada por processos inflamatorios exacerbados, que levam ao
surgimento de dermatoses inflamatorias cronicas (Cristea et al., 2025). Sdo 3 as fases do
desenvolvimento de uma doenga atOpica: exposi¢do (1), ativacdo da imunidade inata (2),
ativacdo da imunidade adaptativa (3), com alta atuagdo de Th2 associada a sensibilizacdo de
IgE e ampliacdo da resposta por Thl, Thl7 e Th22 (Bieber, 2022).

O fator causal da DA, especificamente, é multifatorial, englobando fatores do
expossoma, disbiose do microbioma cutaneo, alteracdes na barreira epidérmica (Wang, S. et
al., 2025) e exacerbagéo de respostas imunes e inflamatorias. O intenso processo inflamatério
mediado pela superexpressdo de IL-4, IL-5 e 1L-13, gerado, principalmente, pelo prurido,
desestabiliza a barreira epidérmica com a reducdo de AMPs, ressecando o tecido e tornando-o
sensivel e altamente permeavel, possibilitando o surgimento de infecgdes secundarias.
Posteriormente, anticorpos IgE e eosino6filos migram para a area afetada, sendo que as
imunoglobulinas se ligam a receptores FcERI nas células dendriticas e mastdcitos, liberando
histamina e outras substancias pré-inflamatorias (Bieber, 2022; Cristea et al., 2025; Wang, S.
et al., 2025). Dentre os achados histopatoldgicos, pode-se citar edema intercelular da epiderme
e infiltrado dérmico de células leucocitarias, como as linfociticas e macrofagicas (Amin et al.,
2015).

Apesar de ndo ser bem esclarecida, ha uma relevante associacdo entre 0 aumento da
colonizacdo de S. aureus na pele com o desenvolvimento da DA. Isto porque ha uma reducéo
significativa de bactérias comensais produtoras de AMPs, interrompendo a integridade da
barreira epidérmica em conjunto com a atividade da serina-protease e com a degranulagéo de
mastocitos via d-toxina, exacerbando o processo inflamatério e pruriginoso (Wang, S. et al.,
2025).

A colonizagdo por S. aureus é capaz de ativar terminagdes nervosas sensoriais atraves
de receptores ativados por protease e do canal vaniloide-1 de potencial receptor transitorio,
liberando mediadores que atuam como citocinas pruritogénicas, como IL-31, amplificando,
portanto, o ciclo de coceira e arranhdes através do receptor acoplado a proteina G nos nervos
presentes na barreira neuronal. Sendo assim, a interacdo neuroimune-microbioma no MEIE
perpetua um ciclo inacabavel de coceira que danifica, de modo constante, a integridade da

barreira cutdnea (Wang, S. et al., 2025; Sakai; Hatano, 2025). Algumas bactérias, como
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Roseomonas mucosa, S. hominis, S. epidermidis e Nitrosomonas eutropha séo capazes de atuar
de forma bactericida e bacteriostatica frente a S. aureus (Gatmaitan; Lee, 2023).

Muitos disturbios alérgicos estao relacionados a incapacidade do sistema antioxidante
de gerenciar as espécies reativas de oxigénio (ERO) produzidas por células inflamatorias, que,
como consequéncia, contribuem para o agravamento da condi¢do (Cristea et al., 2025). Os
radicais livres podem capturar elétrons dos lipideos membranares, gerando um processo de
peroxidacdo lipidica, que tem como produto final o malondialdeido (MDA). As ERO também
reagem com outros componentes celulares, como proteinas e acidos nucleicos, desordenando
suas funcbes (Amin et al., 2015). De acordo com um estudo feito por Amin et al. (2015),
pacientes com DA apresentam altos niveis de MDA e baixos niveis de vitamina A, E e C, ou
seja, antioxidantes enddgenos. Os autores concluiram que o estresse oxidativo é considerado
um dos principais problemas no que tange a DA, sendo um dos possiveis causadores da sua

patogénese. A Figura 3 demonstra o processo fisiopatoldgico envolvido na DA.



29

Figura 3 — Multiplas vias do mecanismo fisiopatolégico da AD
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Fonte: A autora

A DA culmina em mdltiplas lesbes, que podem coexistir, no tecido cutaneo. Elas séo
classificadas em agudas, como exsudacdo, edema e eritema, ou cronicas, como
despigmentacdo, xerose e liquenificacdo. Deste modo, o diagndstico se baseia na analise
morfoldgica e distributiva das lesdes. Sendo assim, de acordo com a morfologia da DA, estéo
os fendtipos: numular (lesGes circulares), o mais comum; semelhante ao prurigo nodular (PN)
(lesbes nodulares pruriginosas); eritrodermia (lesdes esfoliativas); ponfolix (lesdes eruptivas
vesiculares nas palmas e plantas); papular/folicular (lesdes papilares ao redor de foliculos
pilosos); e queilite eczematosa (lesdes labiais). No que diz respeito a topografia, estdo as
dermatites flexurais, faciais, palpebrais, de cabeca e pesco¢o, maos e pés e mamilares
(Girolomoni et al., 2021).
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3.5 TRATAMENTO ALTERNATIVO DA DERMATITE ATOPICA E O USO DE
FENOLICOS E FLAVONOIDES COMO ANTIOXIDANTES

A grande parte das terapias medicamentosas disponiveis para 0 manejo de disturbios
cutneos apresenta carater invasivo, sendo frequentemente associada a multiplos efeitos
adversos. Neste contexto, observa-se um crescente interesse pela utilizacdo de produtos
naturais, com destaque para as espécies pertencentes a familia Rosaceae. Plantas como Rosa
canina L. (silva-macha), Fragaria vesca L. (morango-silvestre), Malus domestica (Suckow)
Borkh. (macd), Cydonia oblonga Mill. (marmeleiro), Prunus persica (L.) Batsch (pessegueiro)
e Rosa alba L. (rosa branca) apresentam, através de fendlicos e flavonoides, propriedades
capazes de promover a regeneracao e o aumento da qualidade da pele (Cristea et al., 2025).

Eriobotrya japonica também se destaca no ambito terapéutico da psoriase,
hiperpigmentagdo da pele, acne e distarbios inflamatérios do tecido cutaneo, visto que é rica
em polifendis, como 4&cidos fendlicos, flavonoides, lignanas, cumarinas, estilbenos e
proantocianidinas, e triterpenoides, como acidos corosolicos, ursélicos, tormenticos,
oleandlicos e maslinicos (Cristea et al., 2025; Liu et al., 2025; Kuo et al., 2025). Dentre 0s
flavonoides presentes na nespereira, a epicatequina, rutina, procianidina C1 e naringenina séo
os fitoconstituintes com maior atividade bioldgica (Kuo et al., 2025).

Para a obtencdo de extratos ricos em substancias bioativas, é preciso avaliar
criteriosamente 0 método de extracdo e o solvente utilizado. A extracdo com solventes
organicos € considerada a abordagem mais adequada para extrair compostos-alvo de matrizes
complexas, como as drogas vegetais, sendo que o solvente hidroalcodlico ainda se mantém
entre 0s mais efetivos na extracdo de polifenois (Liu et al., 2025). Um estudo de Mogole,
Omwoyo e Mtunzi (2020) avaliou a composicao de extratos preparados com metanol, acetona,
acetato de etila e hexano. A acetona, que tem polaridade de 0,355, foi o Unico solvente que
extraiu todos os bioativos analisados (fendlicos, flavonoides, taninos, saponinas, alcaloides,
proteinas, carboidratos, glicosideos e esteroides).

O estresse oxidativo constitui um dos principais preditivos para inUmeros quadros
patologicos, como processos inflamatorios, carcinogénicos e doencas metabdlicas (Kim et al.,
2025). Ele ocorre através da producdo exacerbada de anions superoxido (O27), radicais
hidroxila ("OH) e radicais hidroperoxila (HOQO"), com a contencdo inadequada destas ERO pelo

sistema antioxidante. Como consequéncia, sao observadas lesdes nas fitas de DNA, proteinas e
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membranas celulares (Kuo et al., 2025), gerando peroxidacdo lipidica, perda da integridade e
fluidez celular, além da senescéncia e morte de células saudaveis (Liu et al., 2025).

Neste sentido, em relacdo aos produtos naturais, 0s compostos fendlicos séo os grandes
responsaveis pelas atividades antioxidantes de espécies vegetais. Estes fitoconstituintes séo
produzidos pela defesa das plantas frente ao estresse oxidativo sofrido por elas, no entanto, séo
capazes de atuar como substancias antioxidantes de modo ex planta, contribuindo com suas
atribuicbes no ambito farmacéutico. A atividade antioxidante de um extrato vegetal pode
ocorrer por meio da reatividade as ERO e/ou quelacéo de metais, sendo que a neutralizacdo dos
radicais pode ocorrer a partir de dois mecanismos: (1) transferéncia de hidrogénio do grupo
hidroxila fenolico ou (2) transferéncia de elétrons + transferéncia protnica. A capacidade
antioxidante de determinada matriz pode ser avaliada por meio de radicais sintéticos ou ions
metalicos, como complexos Fe3* ou Cu?* (Csepregi et al., 2016).

Compostos fendlicos como os flavonoides atuam neutralizando e reduzindo a producao
de ERO através da xantina oxidase. Os polifendis da néspera e de seus subprodutos também
diminuem o malondialdeido, um produto da reacéo de peroxidacao lipidica. Estes mecanismos,
em sinergia com os carotenoides, como B-caroteno e B-criptoxantina, e vitamina C e E, sdo
exemplos do fortalecimento do sistema antioxidante proporcionado por plantas medicinais a
fim de manter o equilibrio redox intracelular e a superioridade de enzimas antioxidantes, como
a catalase, glutationa peroxidase e superéxido dismutase (Liu et al., 2025).

Outra forma de polifenodis atuarem no tecido cutaneo é através da promocao da
elasticidade da pele, dado que o processo de sintese de proteinas estruturais, como o coldgeno
e a elastina, é estimulado por tais fitoconstituintes. Ja os terpenos, como acido corosélico e
pomdlico, facilitam a sintese de acido hialurénico em fibroblastos dérmicos humanos e inibem
a hialuronidase, promovendo, assim, a expressdo de genes-chave envolvidos na sintese de
ceramidas cutaneas e impedindo processos de glicacdo. Por fim, flavonoides como a quercetina,
kaempferol, miricetina e flavondis (catequinas, epicatequinas e prociandinas) amenizam o
envelhecimento, a inflamacdo e a desidratacdo cutanea, protegendo, também, a pele contra
danos ambientais (Cristea et al., 2025).

Espécies que constituem a familia Rosaceae, como Pyrus ussuriensis Maxim. (pera) e
Rosa multiflora Thunb. (rosa japonesa), também sdo capazes de reduzir processos
inflamatdrios, com atuacdo significativa na reducdo da DA em ratos (Cristea et al., 2025).
Eriobotrya japonica, por sua vez, pode atuar como droga anti-inflamatdria a partir de maltiplas

vias (Dhiman et al., 2021), como a regulacdo de fatores pro-inflamatérios, inibigdo enzimatica
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e inativagdo de fatores de transcricdo. Especificamente, a planta influencia a atividade de
quinases, como a p38 MAPK (quinase ativada por mitdgeno) e a ERK (quinase regulada por
sinal extracelular), bem como a do NF-xf (fator de transcri¢ao nuclear), reduzindo a expressdo
de genes pré-inflamatorios (Cristea et al., 2025; Liu et al., 2025).

Fitoconstituintes da néspera podem inibir a secrecao de citocinas como IL-1p, IL-6, IL-
8 e TNF-a e elevar niveis de I1L-10, catalase, superoxido dismutase-1 e glutationa peroxidase.
A secrecdo de IgE também é inibida, levando a neutralizacdo da ativacdo de mastdcitos e ao
controle da secrecdo de histamina. Estes fatores demonstram que os extratos de E. japonica
regulam a resposta imunoldgica e a sintomatologia, além de favorecer a cicatrizagdo cutanea
em casos de DA (Liu et al., 2025).

3.6 POTENCIAL PREBIOTICO DE PLANTAS MEDICINAIS

Estados inflamatorios causados por doencas dermatoldgicas, como a DA, estdo
diretamente associados, alem de processos oxidativos e imunes, a disbiose do microbioma
cuténeo e/ou intestinal e a reducdo de AMPs presentes nas barreiras da pele. Muitos dos
tratamentos sintéticos advindos da industria farmacéutica promovem reducgdo destes peptideos
(Wang, S. et al., 2025), aumentando o desequilibrio do MEIE e favorecendo a proliferacdo de
cepas patogénicas. Dada a importancia da simbiose cutanea, é necessario que novos estudos
direcionem, também, as terapéuticas a acao prebidtica de seus compostos ativos.

Para além do microbioma cuténeo, estudos indicam que ha um eixo intestino-pele, ou
seja, que disfuncdes no microbioma intestinal também podem acarretar doencas cutaneas, como
a DA, psoriase, rosacea e acne. Ao que se sabe, embora ndo esteja totalmente elucidado, ha o
envolvimento do sistema neuroenddcrino. Isto ocorre porque 0s microrganismos intestinais sao
capazes de estimular vias neurais associadas a producdo de neurotransmissores como o acido
gama-aminobutirico (GABA), norepinefrina, serotonina e acetilcolina. Estes mensageiros
quimicos, por sua vez, induzem a liberacdo de horménios que resultam em efeitos sistémicos,
como processos inflamatodrios exacerbados (Wang, Z. et al., 2025).

Pesquisas demonstram que E. japonica apresenta atividade prebiotica, sendo que o
percentual de polissacarideos desta planta varia de 2,87 a 5,29% (Wu et al., 2021; Fu et al.,
2020). Dentre os principais monossacarideos presentes nos polissacarideos da nespereira, pode-
se citar aramnose, acido galacturdnico, arabinose e galactose. Dentre os acidos graxos de cadeia

curta (AGCC), produzidos na microbiota intestinal através da fermentacdo de polissacarideos
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indigestiveis por cepas como as de Lactobacillus, estdo os &cidos acético, propibnico e butirico
(Wu et al., 2021).

Fu et al. (2020) demonstraram que em folhas de nespereira estdo presentes conjugados
de polissacarideos-fendlicos. Os extratos, em comparacdo com a inulina, apresentam fortes
indicios de atividade prebidtica frente as cepas de Lactobacillus rhamnosus e L. acidophilus,
especialmente pela producdo de AGCCs a partir destas bactérias. Wu et al. (2021) concluiram
que os polissacarideos indigestiveis da nespereira sdo degradados pela microbiota intestinal,
produzindo agUcares redutores como fonte de carbono, indicando que E. japonica possui
potencial como prebidtico. Outras plantas da familia Rosaceae, como Rosa roxburghii Tratt.,
também apresentam atividade prebidtica intestinal, sendo que seus polissacarideos englobam a
arabinose, galactose, glicose, manose, xilose e caramelo (Wang et al. 2023).

Atualmente, sdo escassos 0s estudos que relatam a atividade prebiética de determinadas
plantas, especialmente as da familia Rosaceae, no microbioma cutéaneo. No entanto, algumas
das pesquisas disponiveis demonstram que extratos de Rosa x centifolia L., ricos em compostos
fenolicos, favorecem o crescimento de S. epidermidis, mas ndo de S. aureus (Mur et al., 2024),
mecanismo envolvido diretamente na contencdo da fisiopatologia da AD.

Considerando que os polifendis foram reconhecidos como potenciais prebidticos,
conforme demonstrado em um estudo de Ivankovi¢ et al. (2023), que apontou um estimulo no
crescimento de S. epidermidis com o aumento de fenolicos nos extratos de Ribes nigrum L.
(Glossulariaceae), é valido considerar tal relacdo em novos estudos de atividade prebidtica, seja

ela intestinal ou cutanea.
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4 CARACTERIZAQAO MORFOANATOMICA E HISTOQUIMICA DE FOLHAS E
SEMENTES DE Eriobotrya japonica

RESUMO:

Este estudo teve como objetivo associar a morfoanatomia e histoquimica de folhas e sementes
de E. japonica. Folhas e sementes, previamente identificadas botanicamente, foram analisadas
por microscopia Optica e eletrénica de varredura (MEV) e submetidas a testes histoquimicos
para a histolocalizacdo de fitoconstituintes. As folhas, peninérveas, sdo glabrescentes na face
adaxial e lanuginosas na abaxial; hipoestomaticas, com estdmatos anomociticos restritos a face
abaxial. As células epidérmicas possuem paredes anticlinais retas, enquanto o mesofilo é
dorsiventral. Estriagcdes cuticulares perpendiculares aos estdmatos podem constituir marcadores
especificos. Os tricomas séo tectores e unicelulares. Foram observados compostos lipofilicos
neutros na cuticula e acidos no mesofilo, mucilagem no parénquima palicadico, além de
fenolicos na regido palicadica. O teste com lugol confirmou a presenca de amido. A nervura
central é plana-convexa, com feixes vasculares laterais; o parénquima cortical fundamental
apresenta cristais, drusas, fendlicos e amiloplastos. O xilema € lignificado, e taninos
condensados ocorrem junto a fibras esclerenquimaticas. Pectinas e polissacarideos também
foram detectados. O peciolo exibe organizacdo vascular semelhante a da nervura central, com
tracos do mesofilo em arranjo cilindrico na base. As sementes variam de globosas a oblongas,
sdo lisas, exalbuminosas e apresentam dois cotilédones. Elas contém fenodlicos, proteinas e
amido, sendo este ultimo abundante e caracterizado como principal composto de reserva.
Reforca-se a importancia de aprofundar estudos sobre mucilagem e identificacao elementar dos
cristais para auxiliar na diferenciacdo entre espécies do género Eriobotrya.

Palavras-chave: Amido. Compostos fendlicos. Folhas de planta. Rosaceae. Sementes.

4.1 INTRODUCAO

A familia Rosaceae compreende cerca de 104 géneros, sendo mais prevalente nas
regides de clima temperado (POWO, 2026¢; Cristea et al., 2025). Dentre eles, destaca-se
Eriobotrya japonica, popularmente conhecida como nespereira, que conta com 35 espécies
aceitas (POWO, 2026b). Embora seja originaria da regido centro-sul chinesa, onde é cultivada
h& mais de 2000 anos, a espécie foi difundida para mais de 30 paises, como Italia, Turquia e
Brasil. No territorio brasileiro, sua apari¢do é datada de 1867, na regido sul (Costa et al., 2022).

A nespereira € uma planta de vida longa, que pode se apresentar na forma de arbustos
ou arvores, variando de 4 a 10 metros de altura, respectivamente. Ela possui tronco curto e copa
arredondada, e suas folhas, que sdo alternas no caule e ttm 25 cm de comprimento (Pawlowska
et al., 2023), contém estipulas, caracteristica marcante da familia. Rosaceae, de modo geral,
apresenta frutos diversos, como drupas e pomdideas, e conta com polinizacdo entomofila

(Cristea et al., 2025). Em E. japonica, destacam-se como fitoconstituintes principais 0s
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compostos fendlicos, flavonoides, carotenoides, triterpenoides e polissacarideos, responsaveis
por atividades bioldgicas como as antioxidantes, antidiabéticas e anticancer (Costa et al., 2022;
Kim et al., 2025).

Os frutos de E. japonica, conhecidos como néspera ou ameixa japonesa, apresentam
formato redondo ou eliptico, medindo de 2 a 5 cm de comprimento e podendo pesar até 40 g.
Sua casca fina, de coloracdo amarelo-alaranjada, recobre uma polpa branca rica em compostos
aromaticos, como fenilacetaldeido, hexanal, acido hexanoico e ionona, responsaveis pelo sabor
caracteristico, que é adocicado e levemente acido. As sementes, que representam cerca de 20%
da massa do fruto, destacam-se pelo elevado teor de amido (Costa et al., 2022; Pawlowska et
al., 2023). Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo realizar a analise morfoanatémica

associada a histoguimica de folhas e sementes de E. japonica.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Materiais

Folhas desenvolvidas e sem injurias fisicas e/ou fisioldgicas, além de sementes de E.
japonica, foram coletadas durante o periodo de julho de 2024 (25°05°39” S 50°06°08” W).
Houve a utilizacdo de formaldeido P.A (Neon, Brasil), acido acético glacial P.A (Biotec,
Brasil), etanol P.A (Neon, Brasil), hipoclorito de sddio (Bio-Kriss, Brasil), &cido acético glacial,
dicromato de potassio 20%, cloreto férrico 2%, Sudan Ill, Sudan Black, floroglucina, acido
cloridrico, reagente de Wagner, reagente de Dragendorff, reagente de Ellram, vanilina
cloridrica, vermelho de ruténio, Xilidine Ponceau, lugol, oil red, sulfato azul de Nilo, azul
brilhante de Coomassie, azul de metileno e reagente de Nadi.

4.2.2 Métodos
4.2.2.1 Herborizacao e identificagdo botanica
Um exemplar de E. japonica contendo partes reprodutivas foi herborizado e enviado ao

Herbéario da Universidade Estadual de Ponta Grossa (HUPG) para identificacdo botanica. A

exsicata esta catalogada sob o nimero de registro 23.361. O processo de coleta foi notificado
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ao Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) sob o registro A76BCFA.

4.2.2.2 Anélise morfoanatémica e histoquimica

As folhas foram submetidas a fixacdo em FAA 70 (formaldeido 37%, &cido acético
glacial e etanol 70%, 5:5:90 v/v/v) por trés dias (Johansen, 1940). Apos a lavagem com agua,
0 armazenamento final foi realizado em etanol 70%. Foram entdo realizados cortes
paradérmicos para avaliacdo inicial das faces adaxial e abaxial, que foram tratadas com
hipoclorito de sddio 50% até a translucéncia e, em seguida, lavadas com agua destilada e
neutralizadas em solucao de acido acético 5%.

Estes cortes foram corados em safranina (Berlyn; Miksche, 1976) e montados em
glicerina 50%. Posteriormente, as folhas e o peciolo foram cortados transversalmente, entre 15
e 30 um, com o auxilio de laminas. Os cortes foram corados metacromaticamente em azul de
toluidina (O’Brien; Feder; McCully, 1964) e montados identicamente aos cortes paradérmicos.
As sementes seguiram o0 mesmo processo de fixacdo das folhas e os cortes selecionados foram
corados com azul de Astra e fucsina bésica (Kraus et al., 1998).

As fotomicrografias das analises microscopicas e histoquimicas foram realizadas
utilizando um microscopio foténico Olympus CX 31, acoplado a cdmera digital C7070, no
Laboratorio de Farmacognosia da UEPG. A Tabela 1 apresenta os reagentes utilizados para as

folhas e sementes durante a histolocalizacdo de grupos de metabolitos secundarios.

Tabela 1 — Reagentes utilizados para as amostras de folhas (F) e sementes (S) e 0s compostos evidenciados

Reagentes F|S Compostos Referéncia
Dicromato de potassio 20% | X | X Fenolicos Gabe, 1968
Cloreto férrico 5% X | X Fenolicos Johansen, 1940
Sudan Black X | X Lipofilicos Pearse, 1972
Floroglucina/HCI X Ligninas Oliveira, Akisue, Akisue, 2014
Ellram X Alcaloides Furr e Mahlberg, 1981
Dragendorff X Alcaloides Yoder e Mahlberg, 1976
Vanilina cloridrica0,5% | X Taninos Condensados Mace e Howell, 1974
Vermelho de ruténio 0,002% | X Pectinas Johansen, 1940
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Reagentes F|S Compostos Referéncia
Lugol 2% X | X Amido Berlyn e Miksche, 1976
Oil red X Latex Putranto et al., 2015
Sulfato azul de Nilo X Lipideos neutros e acidos Cain, 1947
Azul brilhante de Coomassie | X | X Proteinas Fisher, 1968
Xilidine Ponceau X Proteinas Vidal, 1970
Azul de metileno X Mucilagem Proskauer, 1962
Nadi X Oleo essencial David e Carde, 1964

Fonte: A autora

A andlise ultraestrutural de superficie de folhas foi realizado em microscopia
eletronica de varredura (MEV). As amostras da face adaxial e abaxial foram dessecadas em
gradiente crescente de série alcodlica (70, 80, 90 e 100%). Posteriormente, as amostras
dessecadas foram adicionadas a stubs de aluminio, que foram submetidos ao revestimento com
ouro através de um revestidor por pulverizacdo Quorum (modelo SC7620), adequando assim
os parametros de condutibilidade. As fotomicrografias foram geradas por meio de um
microscopio eletrénico de varredura por emissdo de campo Mira 3 (Tescan, Brno-Kohoutovice,
Republica Tcheca).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Anélise Morfolégica

4.3.1.1 Estrutura foliar

As folhas de E. japonica tém cerca de 15-25 cm de comprimento e 10 cm de largura.
Sdo coriaceas, peciolares, com a face adaxial verde e glabrascente e a face abaxial lanuginosa,
sendo mais clara que a adaxial. A nervura central € biconvexa, apresentando proeminéncia
significativa na face abaxial e ramificando-se em nervuras secundérias, evidenciando nervagéo
peninérvea. O limbo foliar apresenta forma lanceolada, apice acuminado, margem denteada na
metade superior, base atenuada e filotaxia alterna. O peciolo tem insercéo lateral, é reto no
aspecto geral e ovalado a arredondado em seccdo transversal. A Figura 4 apresenta as folhas de

nespereira in natura e durante a analise morfoldgica.
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Figura 4 — Andlise morfoldgica de folhas de Eriobotrya japonica

Notas: A: folhas in natura, com posicéo alterna no caule; B: caracterizagdo morfologica da semente; C: face
adaxial de uma folha contendo cerca de 25 cm de comprimento; D: denteagBes presentes na ¥ superior da folha;
E: face abaxial extremamente pilosa, com nervura central evidente e nervuras secundarias; F: peciolo ovalado,
com um feixe medular central e outros dois laterais. (AD: adaxial; AB: abaxial; co: cotiléedone; fr: fruto; hi: hilo;
mi: micrdpila; nc: nervura central; ns: nervuras secundarias; se: semente; tg: tegumento). Escala: A: 15 cm; B: 3
cm; C-E: 1cm.

Fonte: A autora

4.3.1.2 Sementes

As sementes de E. japonica variam de globosas a oblongas (Figura 4B), com tegumento
acastanhado, brilhoso e levemente endurecido. O hilo é facilmente identificivel, variando de
pontual a oval, com discreto espessamento nas bordas. Na extremidade, observa-se uma
pequena depressao, identificada como a micrdpila. O tegumento pode ser removido facilmente
mediante leve pressédo, revelando a superficie interna lisa.

O embrido esta localizado subjacente ao tegumento e € composto por dois cotiledones
plano-convexos e carnosos, sem endosperma, caracterizando a semente como exalbuminosa.
As sementes apresentam comprimento medio de 1,4 cm e didmetro de 1,1 cm, com variagao de
1 a 3 sementes por fruto.

A literatura relata diferentes variacbes morfologicas nas sementes da espécie, que sdo
responsaveis por até 30% do fruto (Dhiman et al., 2021). Elimasni e Nasution (2021) relataram
a forma ovoide e atribuiram a diversidade de formas a fatores genéticos intrinsecos da espécie.

Em Rosaceae, as sementes sdo tipicamente exalbuminosas, com cotilédones volumosos e de
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consisténcia carnosa (Xu; Deng, 2017). Segundo Cuevas, Hueso e Puertas (2003), as flores de
E. japonica apresentam cinco I6culos com dois 6vulos cada, sendo fisiologicamente capazes de
formar até dez sementes. No entanto, um baixo indice de sementes por fruto € amplamente
relatado, com média de 1 a 4 sementes (Qin et al., 2022; Zhenguang; Shunquan; Qingliang,
2013; Dhiman et al., 2021).

A baixa producdo de sementes tem sido associada a elevadas taxas de degeneracgéo,
estimadas entre 60 e 70% (Deng et al., 2008; Juan et al., 2012). Este fendmeno pode estar
relacionado a caracteristicas morfoanatémicas das flores, além de falhas nos mecanismos de
polinizacdo e fertilizacdo. De acordo com Wilcock e Neiland (2002) e Qin et al. (2022), o
desenvolvimento dos dvulos é comprometido por redugdes no tamanho das estruturas florais,
crescimento incompleto do tubo polinico e competicdes por recursos. Deste modo, portanto, o
sucesso da fertilizacdo é limitado, o que justifica as altas taxas de degeneracdo embrionaria

observadas em E. japonica (Juan et al., 2012).

4.3.2 Anélise Anatdbmica e Histoquimica

4.3.2.1 Lamina foliar

As descricdes anatdmicas do mesofilo, nervura central e peciolo, corroboram com as
previamente relatadas por Souza et al. (2003). As células epidérmicas apresentam paredes
anticlinais retas (Figura 5A). Em seccOes transversais, observa-se uma epiderme unisseriada
em ambas as faces (Figura 5F), com células maiores na face adaxial, enquanto as da face abaxial
sdo levemente achatadas. A epiderme esta recoberta por uma cuticula lisa, que é mais espessa
na superficie adaxial. Abaixo da epiderme, localiza-se a hipoderme. O mesofilo é do tipo
dorsiventral, composto por 3 a 5 camadas de parénquima palicadico e 5 a 6 de parénquima
€sponjoso.

Como dicotiledénea, E. japonica apresenta mesofilo ndo homogéneo, tipico de
Angiosperma, organizado a partir de divisdes histologicas superior e inferior. A porgéo
superior, também conhecida como palicadica, possui células alongadas organizadas em
multiplas camadas, cujo nimero é diretamente proporcional a intensidade luminosa. Enquanto
que o parénguima esponjoso, situado na porcdo inferior, é frouxamente disposto, formando

aerénguimas que facilitam trocas gasosas de O, e CO2 (Beck, 2005).
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Estudos anteriores demonstram que a presenca de aerénquimas estd positivamente
correlacionada ao numero de estdmatos e a producao de clorofila por unidade de area (Buisson;
Lee, 1993). Nas folhas de nespereira, observa-se uma cuticula espessa e rica em lipideos
neutros, cuja funcéo é proteger os espacos intercelulares da entrada de dgua durante periodos
de elevada umidade, facilitando o processo de aeracdo (Romberger; Hejnowicz; Hill, 1993;
Beck, 2005).

As folhas s8o hipoestomaticas, com estbmatos anomociticos localizados
exclusivamente na face abaxial , ao nivel das células epidérmicas (Figura 6A). Via MEV,
observam-se estriacfes na cuticula perpendiculares aos estdmatos, que podem ser consideradas
marcadores especificos da espécie (Figura 6B).

Além de serem hipoestomaticas, as folhas de E. japonica apresentam criptas estomaticas
e tricomas unicelulares, caracteristicas comuns da familia Rosaceae (Metcalfe; Chalk, 1950).
As extensdes de bainha observadas na lamina foliar séo compostas por esclerénquimas e atuam
como estruturas de suporte, facilitando o transporte de solutos entre as veias e a epiderme (Beck,
2005). Os tricomas sao tectores de parede espessada e ocorrem predominantemente na face
abaxial (Figuras 6F-1). Ndo foram observadas estruturas epidérmicas significativas na face
adaxial.

Na auséncia de corantes ou reagentes, a lamina foliar exibe coloragdo amarelada em
cortes transversais (Figura 5B), possivelmente atribuida a presenca de flavonoides. A
histoquimica evidenciou a presenca de compostos lipofilicos com os reagentes Sudan Black e
Sudan 11l na cuticula de ambas as faces (Figuras 5C, H e I, respectivamente). Idioblastos
contendo mucilagem foram identificados no parénquima palicadico apos reacdo com azul de
metileno (Figura 5E), sugerindo acimulo de substancias hidrofilicas que merecem investigacéo
aprofundada.

A epiderme inferior, células epidérmicas do mesofilo e a extensdo da bainha dos feixes
vasculares reagiram positivamente ao vermelho de ruténio (Figura 5D). O azul de Nilo sulfato
evidenciou a presenca de lipideos neutros na cuticula (rosa) e de lipideos acidos (azul)
distribuidos por todo o mesofilo. Também foi identificado um feixe vascular secundério, do
tipo colateral, com extensdo da bainha em azul fluorescente (Figura 5G).

A reacdo com cloreto férrico foi fortemente positiva na regido pali¢cadica do mesofilo,
indicando alta concentracdo de compostos fendlicos, achado corroborado pela reacéo
semelhante obtida com dicromato de potassio. O teste com lugol revelou amido. Rea¢Ges com

oil red e reagente de Nadi foram positivas apenas na cuticula.
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N&o foram detectados taninos condensados na lamina foliar, conforme demonstrado
pela reacdo negativa com vanilina cloridrica. Testes para alcaloides com os reagentes de
Wagner e Dragendorff, assim como para proteinas com o azul brilhante de Coomassie, também

foram negativos.

Notas: A: seccdo paradérmica da face abaxial corada com safranina; B: sec¢do transversal (branco) evidenciando
0 parénquima palicadico, parénquima esponjoso, epiderme e cuticula; C: seccdo transversal com Sudan Black; D:
seccdo transversal com vermelho de ruténio expondo o feixe vascular no mesofilo; E-F: sec¢do transversal com
azul de metileno, detectando idioblastos mucilaginosos no parénquima palicadico e a hipoderme; G: seccdo
transversal com azul de Nilo sulfato; H-I: sec¢do transversal com Sudan Ill. (ct: cuticula; cm: cavidade
mucilaginosa; dr: drusa; ep: epiderme; fv: feixe vascular; hd: hipoderme; pe: parénquima esponjoso; pp:
parénquima paligadico; pr: cristal prismatico). Escala: A: 50 um; B: 200 pm; C: 50 pm; D-1: 200 pm.

Fonte: A autora



42

Figura 6 — Caracteristicas anatdbmicas de estdmatos e tricomas de E. japonica observados na MEV (A-E) e
microscopia optica (F-I)

Notas: A: estbmatos anomociticos, com estriagBes cuticulares, presentes na face abaxial; B: estbmato apresentando
cristas perpendiculares; C: muitos tricomas agrupados na face abaxial; D: nervura central extremamente tricomada
na face abaxial; E: peciolo envolto em sua totalidade por tricomas; F: seccao transversal com lugol demonstrando
tricomas longos e tectores; G: sec¢éo transversal com azul de metileno caracterizando, possivelmente, mucilagem
advinda de um tricoma decaptado; H: sec¢do transversal com Sudan 111 apresentando a caracteristica unicelular de
um tricoma; |I: secgdo transversal com lugol apresentando um tricoma tector. (co: colénquima; fl: floema; fv: feixe
vascular; ep: epiderme; es: estdbmato; tt: tricoma tector; xI: xilema). Escala: A: 50 pm; B: 10 pm; C: 200 pum; D:
500 pm; E: 1 mm; F: 200 pm; G-H: 50 pm; I: 200 pum.

Fonte: A autora
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4.3.2.2 Nervura central

A nervura central é plana-convexa, com colénquima anelar a laminar logo abaixo da
epiderme, com cerca de 8 a 10 camadas na face adaxial e aproximadamente 5 na face abaxial
(Figuras 7C e F). Caracteristicas associadas a epiderme sdo semelhantes ao mesofilo foliar,
incluindo a presenca de tricomas unicelulares, sobretudo na face abaxial.

O sistema vascular da nervura central é constituido por feixes vasculares do tipo
colateral, envoltos, descontinuamente, por uma bainha com fibras esclerenquimaticas
perivasculares lignificadas, destacadas, principalmente, na reagdo com floroglucina (Figuras
7G-1). Observam-se, ainda, de dois a trés feixes laterais de menor porte (Figura 7A). No
colénquima e parénquima cortical, ocorrem idioblastos contendo cristais, especialmente
prismaticos e drusas, compostos fendlicos, mucilagem e amiloplastos (Figuras 7D, E e K).

Os testes histoquimicos revelaram a presenca de diversos compostos. A cuticula da
nervura central apresentou reacdo positiva para lipideos com Sudan Black e Sudan 11 em ambas
as faces. O cloreto férrico e o dicromato de potassio reagiram intensamente no feixe vascular,
aléem do xilema, floema e células medulares. A vanilina cloridrica evidenciou taninos
condensados nas paredes celulares adjacentes as fibras esclerenquimaéticas, enquanto que a
floroglucina confirmou a intensa lignificagdo do xilema (Figura 7H).

O azul de metileno, novamente, evidenciou a presenca de grandes idioblastos contendo
mucilagem, desta vez no parénquima cortical (Figura 7E). O vermelho de ruténio indicou a
presenca de pectinas e polissacarideos nas paredes da epiderme inferior, colénquima, floema e
parénquima fundamental (Figura 7B). A reacdo com lugol exp6s amiloplastos no parénquima
fundamental, além de uma bainha amilifera que circunda o feixe vascular de menor porte
(Figuras 7D e K) e positivou para células parenquimaticas do xilema.

A presenca de proteinas foi confirmada no floema com o azul brilhante de Coomassie,
enquanto que o azul de Nilo sulfato evidenciou lipideos &cidos no xilema, floema, células da
medula, células do parénquima cortical, epiderme, além de lipideos neutros na cuticula. Fibras
esclerenquimaticas reagiram com um azul intenso para este reagente (Figura 7G), sugerindo a
presenca de paredes celulares espessas e estruturalmente diferenciadas, compativeis com
tecidos de sustentacao.

A reagdo com oil red foi positiva na cuticula e em células do floema. Por outro lado,
testes histoquimicos com reagente de Wagner, Dragendorff e Nadi foram negativos,

demonstrando a auséncia de alcaloides e 6leos essenciais na nervura central.
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Figura 7 — Secc@es transversais da nervura central de E. japonica submetidas a testes histoquimicos
s o

Notas: A: nervura central sem reagentes, apresentando um feixe vascular central e outros dois laterais (amarelo) e
fibras esclerenquimaticas (preto); B: sec¢do reagida com vermelho de ruténio apresentando alguns tricomas na
face abaxial; C: lamina corada com azul de toluidina, evidenciando o colénquima, medula, floema e bainha
esclerenquimatica; D: corte transversal que reagiu com lugol, expondo amiloplastos e bainha esclerenquimatica
amilifera; E: grande idioblasto contendo mucilagem em reagdo com o azul de metileno; F: colénquima da face
abaxial corado com azul de toluidina; G: fibras esclerenquimaticas fluorescentes com azul de Nilo sulfato; H:
fibras esclerenquimaticas perivasculares lignificadas e xilema lignificado em reacdo com a floroglucina; I: bainha
esclerenquimatica em azul de toluidina; J: medula do feixe vascular de maior porte sem a adi¢do de reagentes; K:
feixe vascular de menor porte apresentando bainha amilifera ao redor do feixe vascular em reagdo com lugol; L:
células medulares com azul de toluidina. (co: colénquima; ct: cuticula; fi: fibra; fl: floema; ga: grdo de amido; id:
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idioblasto; me: medula; tt: tricoma tector; xI: xilema). Escala: A-B: 500 um; C-D: 200 um; E: 50 um; F: 200 um;
G: 50 pm; H-1: 200 pm; J: 50 pm; K: 200 pm; L: 50 pm.
Fonte: A autora

4.3.2.3 Peciolo

Na base do peciolo, os tracos do mesofilo se organizam de forma cilindrica, conforme
descrito por Beck (2005). O peciolo apresenta formato circular a ovalado e possui
caracteristicas anatdbmicas e histoquimicas muito semelhantes as da nervura central, exceto pelo
colénquima mais espesso, com até quinze camadas (Figuras 8A e B).

O sistema vascular do peciolo possui trés feixes, sendo um central de maior porte e
outros dois adjacentes ao principal, paralelos entre si e voltados a face adaxial (Figura 8D).
Eventualmente, um quarto feixe pode ser observado. Assim como na nervura central, os feixes
sdo do tipo colateral, com bainha esclerenquimatica lignificada.

Foram identificados numerosos cristais, com formatos variados, além de drusas,
idioblastos e amiloplastos no colénguima e parénquima fundamental (Figuras 8G-1). Segundo
Metcalfe e Chalk (1950), elementos secretores e células mucilaginosas sdo comuns ao género
Eriobotrya. Outras reacdes histoquimicas também revelaram compostos fendlicos com cloreto
férrico e dicromato de potassio; presenca de amido em reacdo com o lugol; e pectinas e
polissacarideos com o vermelho de ruténio, indicando perfil quimico semelhante ao observado

na nervura central.
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Notas: A: peciolo, apresentando um feixe vascular principal e outros dois de menor porte, em reagdo com Sudan
I11; B: caracteristicas peciolares exibidas com azul de metileno; C: feixe de menor porte em cloreto férrico; D:
feixes peciolares na Iamina com o reagente de Nadi; E: medula, xilema e floema apresentados em azul de metileno;
F: fibras esclerenquiméticas em torno do floema em cloreto férrico; G: granulos de amido no interior de
amiloplastos e fibras esclerenquiméticas em reagdo com lugol; H: cristal prismatico e drusa exibidos em oil red;
I: drusa em reacéo com Sudan I11. (cf: compostos fenolicos; dr: drusa; fi: fibras; fl: floema; fv: feixe vascular; ga:
grdo de amido; me: medula; pr: cristal prismatico; xI: xilema). Escala: A: 500 pm; B-C: 200 pm; D: 500 pm; E-
F: 200 pm; G-1: 50 pm.

Fonte: A autora

A Tabela 2 apresenta os resultados de todos os testes histoquimicos executados no

mesofilo foliar, nervura central e peciolo.

Tabela 2 — Testes histoquimicos realizados no mesofilo, nervura central e peciolo de E. japonica representados
de acordo com a intensidade da reagéo

Eriobotrya japonica Mesofilo Nervura Central e Peciolo

Azul Brilhante de me (+), Xi (+), fl (+++), be (++), pf
Coomassie (+), cl (+) eed (+++)
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Eriobotrya japonica

Mesofilo

Nervura Central e Peciolo

Azul de Nilo Sulfato

ct (Ipn +++), ed (Ipa ++),
hd (Ipa ++), pp (Ipa ++),

me (Ipa +++), xi (Ipa +++), fl (Ipa
++4), fe (Ipa +++)", be (Ipa +++), pf

pe (Ipa ++) e fv (Ipa +++) (Ipa ++) e ct (Ipn +++)
- pp (+++), pe (++) e fv me (++), Xi e suas cpt (++), fl (+++)
Cloreto Férrico (+4) e be (+4)
Dicromato de Potassio PP (+++)& ff)(H) efv me (+4), Xi (++), fl (+++) e be (+++)
Dragendorff -
Floroglucina Acida - Xi (+++) e fe (+++)
me (++), Xi e suas cpt (+), fl (++), ba
(+++), ap no pf (+++), cl (+++) e ba
Lugol pe (+) ao redor de fv de pequeno porte
(+++)™
Nadi ct (+++)
Oil Red ct (+++4) ct (+++4), cfl (+)
Sudan Black ct (+++) e ed (++) Xi (+4), fl (++), be (+) e ct (+++)
Sudan 111 ct (+++) e pp (++) me (+), Xi (++4), Tl (+++), be (++) €

ct (+++)

Vanilina Cloridrica

parede de células proximas as fe (+)

Vermelho de Ruténio

parede abaxial da ed (+),
hd (+) e extenséo da
bainha (++)

cptx (++), fl (+++), be (++), pf (+++)
ecl (+++)

Wagner

Notas: *as fibras esclerenquimaticas apresentaram coloracéo azul fluorescente na reacdo com azul de Nilo sulfato;
**restrito somente ao peciolo (ap: amiloplastos; ba: bainha amilifera; be: bainha esclerenquimatica; cl:
colénquima; cpt: células parenquimaticas; cptx: células parenquimaticas do xilema; ct: cuticula; ed: epiderme; fe:
fibras esclerenquimaticas; fl: floema; cfl: células do floema; fv: feixe vascular; hd: hipoderme; ib: idioblastos; Ipa:
lipideos acidos; Ipn: lipideos neutros; me: medula; pe: parénquima esponjoso; pf: parénquima fundamental; pp:
parénquima palicadico; tr: tricoma; xI: xilema).

-1 negativo; +: positivo.
Fonte: A autora

4.3.2.4 Cristais

Cristais foram observados nas trés estruturas analisadas, lamina foliar, nervura central e

peciolo, sendo mais evidentes e morfologicamente variados nas duas Ultimas. As formas

identificadas incluiram prismatica trigonal (‘“diamond”), drusas, tubulares, “coffin-shaped”

(Figura 9H) e “arrow-shaped” (Figura 91) (Raeski, 2020), com predominancia prismatica.

A aplicagéo da espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) é recomendada

para a determinacdo da composi¢do quimica destes cristais, 0 que pode contribuir para o

aprimoramento da caracterizacdo anatdbmica e taxondmica da espécie. No entanto, de acordo

com Metcalfe e Chalk (1950), os cristais observados em espécies do género Eriobotrya séo,

majoritariamente, constituidos por oxalato de célcio.
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Figura 9 — Seccdes transversais de E. japonica submetidas a MEV (A-C) e microscopia 6ptica (D-1)

e / \ d ‘ : O

Notas: A: cristais observados na nervura central; B: cristais observados no peciolo; C: cristal prismético focalizado
na nervura central; D: bainha cristalifera ao redor de fibras esclerenquimaéticas no peciolo, com Sudan IlI; E: “rua
de cristais” no peciolo, com azul de metileno; F: “rua de cristais” na nervura central com vermelho de ruténio; G:
cristais no peciolo com Sudan I11; H: cristal prismatico e “coffin shaped” no peciolo com oil red; I: cristal “arrow
shaped” no peciolo com Sudan I11. (co: colénquima; ct: cuticula; fi: fibras; ep: epiderme; ga: grdo de amido; id:
idioblasto; pr: cristal prismatico). Escala: A-B: 20 um; C: 5 um; D-F: 200 pum; G-1: 50 um.

Fonte: A autora

4.3.2.5 Sementes

Em seccdo transversal, as sementes de E. japonica apresentam tegumento compacto,
constituido por uma a duas camadas de células arredondadas na base, que se achatam em
direcdo a parte externa do tegumento, formando estratos celulares compactos e espessos (Figura
10A e B). Adjacente ao tegumento, localiza-se a camada limite do cotilédone, que é
uniestratificada, composta por pequenas células poligonais levemente alongadas
longitudinalmente e recobertas por uma cuticula lisa (Figura 10C e D).
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O cotilédone é formado por células grandes e parenquimatosas, que contém gréos de
amido de forma abundante (Figura 10E e F). Estes gréos séo arredondados e ocorrem de forma
isolada ou agrupada. Pequenos feixes vasculares colaterais se distribuem ao longo do tecido
parenquimatico embrionério (Figura 10G), desempenhando papel fundamental no transporte de
nutrientes e no crescimento do embrido.

Os testes histoquimicos revelaram a presenga de compostos fendlicos, proteinas e
amido. As sementes reagiram positivamente as solucGes de dicromato de potassio (Figura 10B
e C) e cloreto férrico (Figura 10G), indicando a presenca de fendis no tegumento, na camada
limite e em células parenquimaticas dos cotilédones. As sementes também reagiram com o
Xilidine Ponceau (Figura 10H) e azul brilhante de Coomassie, confirmando a presenca de
corpusculos globulares proteicos nos cotilédones e em regides proximas aos feixes vasculares.
Por outro lado, as solucGes de Sudan 111 e Sudan Black ndo detectaram corpos oleosos, reagindo
apenas com compostos lipofilicos da cuticula, e os reagentes de Dragendorff, Ellram e Wagner
néo detectaram a presenca de alcaloides.

A abundancia de grdos de amido nos cotilédones, também evidentes nas folhas, destaca
0 amido como principal composto de reserva nas sementes de E. japonica. Esta caracteristica é
relevante para aplicagdes industriais em processos de gelatinizacdo, pasteurizacdo e
plastificacdo (Zhenguang; Shunquan; Qingliang, 2013; Barbi et al., 2018; Costa et al., 2021).
A morfologia dos graos de amido observada neste estudo estd em concordancia com descricdes
anteriores para a espécie (Barbi et al., 2018; Costa et al., 2021), bem como com os padrdes
descritos em outros membros de Rosaceae (Zarrillo; Kooyman, 2006).

A presenca de compostos fenolicos nas sementes corrobora estudos anteriores que
identificaram estes metabdlitos em diferentes 6rgdos da planta, como caule (Rashed; Butnariu,
2013), folhas (Ito et al., 2002; Kim et al., 2025) e frutos (Xu; Li; Chen, 2014; Pawtowska et
al., 2023). As proteinas também foram identificadas através do Xilidine Ponceau e azul
brilhante de Coomassie, em consonancia com os achados de Barbi et al. (2018) e Costa et al.
(2021). A auséncia de corpos lipidicos e de alcaloides reforca a especificidade do perfil quimico

das sementes de E. japonica.
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Figura 10 — Secgdes transversais da semente submetidas a testes histoquimicos
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Notas: A: aspectos gerais da semente em fucsina basica; B: porgdo externa do tegumento com células espessas
contendo compostos fenolicos que reagiram com dicromato de potassio; C-D: cotilédone uniestratificado contendo
uma cuticula lisa, além de idioblastos com compostos fendlicos em dicromato de potéssio e cloreto férrico,
respectivamente; E: grdo de amido visiveis em células parenquimatosas coradas com fucsina bésica; F: grdos de
amido em reacdo com lugol; G: feixe vascular em azul de astra; H: granulos proteicos evidenciados com Xilidine
Ponceau. (cl: camada limite do cotilédone; co: cotilédone; ct: cuticula; cf: composto fenélico; fv: feixe vascular;
ga: grdo de amido; pr: grénulo proteico; tg: tegumento). Escala: A: 500 um; B: 50 um; C-D: 200 um; E-F: 100
pm; G: 50 um; H: 200 pum.
Fonte: A autora
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4.4 CONCLUSAO

Visto que o género Eriobotrya, pertencente a familia Rosaceae, possui atualmente 35
espeécies, ha a necessidade de aprimorar os estudos voltados a identificacdo e caracterizacdo de
marcadores morfoanatbmicos e histoquimicos especificos. Esta pesquisa revelou como
principais achados a presenca de grandes células mucilaginosas nas trés por¢des da folha, além
de peculiaridades na cuticula, que é rica em lipideos neutros, e uma grande variedade de cristais,
variando de drusas a prismaticos trigonais, especialmente concentrados na nervura central e no
peciolo.

Os testes histoquimicos indicaram destaque para fenélicos e graos de amido. As folhas
ndo apresentaram latex, e alcaloides estiveram ausentes tanto nelas quanto nas sementes. As
analises das sementes evidenciaram tegumento compacto e camada limite do cotilédone bem
definida, além da presenca abundante de gréos de amido nos cotilédones, que se mostraram o
principal composto de reserva desta planta. Fendlicos e proteinas foram detectados em
diferentes regiGes da semente, reforcando o perfil metabolico ativo da espécie.

Considerando o amplo potencial medicinal das folhas e sementes de E. japonica, este
estudo fornece subsidios para o desenvolvimento de marcadores especificos que permitam a
identificacdo adequada da espécie, contribuindo para o controle de qualidade em aplicacdes
farmacéuticas. Um possivel marcador foi discutido: estriaces cuticulares perpendiculares aos
estdmatos, evidenciadas por MEV. Ressalta-se, ainda, a necessidade de aprofundamento nos
estudos de mucilagem presente nos idioblastos e na identificacdo elementar dos cristais
observados, especialmente nas folhas. Tais caracteristicas podem constituir novos parametros
para a diferenciacdo entre espécies do género Eriobotrya.
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5 PREPARO, PADRONIZACAO E CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

RESUMO:

Este estudo teve como objetivo extrair compostos fenolicos e flavonoides de folhas, sementes
verdes e maduras e da polpa de Eriobotrya japonica, utilizando diferentes solventes, como o
acetato de etila, acetona e metanol, e diferentes métodos de extra¢do, como banho ultrassdnico
e maceracdo. Apos a extracao, foram quantificados os niveis de compostos fenolicos (Folin-
Ciocalteu) e flavonoides (colorimetria com cloreto de aluminio). As amostras mais
significativas foram submetidas aos ensaios antioxidantes (ABTS™ e FRAP) e a avaliacdo da
atividade prebiotica frente a Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. Os resultados foram
associados a analise qualitativa realizada via cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a um detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD). Apo6s a quantificacao dos niveis de fendlicos
e flavonoides totais, a amostra da folha obtida por maceracdo com acetona (FMacAcet)
destacou-se, apresentando alto conteudo de compostos fendlicos (175,086 + 1,413 mg
EAG.mL?), sendo, em sua maioria, acidos fendlicos hidroxicinamicos, correlacionados,
diretamente, a capacidade antioxidante total (CAT) dos extratos (IC50 = 0,008 mg.mL-1), que
apresentaram desempenho apenas 9,8 vezes inferior ao da quercetina no ensaio ABTS™. No
FRAP, resultado semelhante foi observado (0,143 + 0,029 pmol TE.g?), indicando que a
neutralizacdo de radicais livres € o principal mecanismo antioxidante da planta. Por fim,
constatou-se, através da analise cinética de crescimento microbiano, realizada através da
densidade Optica a 600 nm (OD600), alto potencial prebidtico da FMacAcet frente a S.
epidermidis, apresentando resultados estatisticamente semelhantes aos controles positivos
(glicose 1% e inulina) (p > 0,05). Os flavonoides presentes na polpa demonstraram atividade
bactericida e bacteriostatica. Com base nos resultados obtidos nos ensaios in vitro, conclui-se
que E. japonica demonstra propriedades bioldgicas relevantes, sugerindo possivel
aplicabilidade em estudos futuros relacionados a condi¢bes dermatoldgicas associadas a
disbiose do microbioma cuténeo e ao estresse oxidativo, como a dermatite atopica (DA).

Palavras-chave: Compostos fenolicos. Dermatite atopica. Estresse oxidativo. Microbioma da

pele.

5.1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a busca por produtos naturais tem se intensificado, sustentada pela
premissa de que representam uma fonte terapéutica mais segura e eficaz (Kuo et al., 2025).
Dentre estes produtos, destacam-se as plantas medicinais, que exercem suas propriedades
farmacoldgicas a partir de fitoconstituintes, também conhecidos como metabolitos secundarios.
Dentre eles, os compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides sdao amplamente reconhecidos
por seus potenciais antioxidantes, desempenhando papel fundamental na manutencéo tecidual,
incluindo a pele (Costa et al., 2022).

Eriobotrya japonica, popularmente conhecida como nespereira, é rica nestes compostos

bioativos (Costa et al., 2022). Na Medicina Tradicional Chinesa, as folhas desta espécie sdo
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utilizadas como drogas vegetais para o preparo de chas, cujos extratos apresentam diversas
atividades bioldgicas, com destaque para a acéo antioxidante (Fu et al., 2020; Pawlowska et al.,
2023). No entanto, embora inumeras pesquisas farmacéuticas tenham se concentrado nas folhas
e ramos desta planta, este enfoque pode culminar na perda do potencial terapéutico de seus
subprodutos, que também apresentam beneficios medicinais (Costa et al., 2022; Kim et al.,
2025).

Considerando estes fatos, o presente estudo prop6s avaliar, por meio de diferentes
solventes e métodos extrativos, 0s niveis de compostos antioxidantes (fenolicos e flavonoides)
presentes em folhas, sementes (verdes e maduras) e na polpa com casca de E. japonica. Além
disto, foi determinada a capacidade antioxidante total (CAT) de seus extratos por meio de dois
ensaios complementares, sendo o ABTS™, voltado a neutralizacdo de radicais sintéticos, e o
FRAP, direcionado a reducéo do complexo Fe** em Fe?*,

Adicionalmente, a atividade prebidtica dos extratos foi investigada frente as cepas de
Staphylococcus epidermidis. Por fim, os resultados obtidos nos ensaios biolégicos foram
associados ao perfil qualitativo dos compostos fendlicos, obtido via cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD).

Os achados foram discutidos considerando a fisiopatologia da dermatite atopica,

especialmente no que se refere ao estresse oxidativo e a disbiose do microbioma cutaneo.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Materiais

Foram coletados 1.500 g de folhas e 300 g de sementes advindas de frutos verdes e 300
g de sementes provenientes de frutos maduros de E. japonica, nas dependéncias do bloco M,
na Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) (25°05°39” S 50°06°08” W), em junho de
2024,

Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizados etanol 70%, acetona P.A (Exodo
Cientifica, Brasil), acetato de etila P.A (Reagen, Brasil), metanol P.A (Reagen, Brasil), reagente
de Folin-Ciocalteu (Dinamica Quimica Contemporanea, Brasil), carbonato de sédio anidro P.A
(Na2COs3) (Casa da Quimica Indastria e Comércio, Brasil), acido galico (C7HsOs) (Sigma-
Aldrich, China), alcool etilico absoluto P.A (Reatec, Brasil), cloreto de aluminio hexahidratado
(AICI3-6H20) (LabSynth, Brasil), acetato de potassio P.A (Neon Reagentes Analiticos, Brasil),
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quercetina (C1sH1007) (Sigma-Aldrich, China), acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS™) (C1sH16Ns06S4™) (Sigma-Aldrich, Brasil), persulfato de potassio (K2S20s)
P.A (Reatec, Brasil), fosfato monossodico P.A (NaH2POs) (Reatec, Brasil), fosfato dissodico
P.A (Na2HPO4) (Casa da Quimica Industria e Comeércio, Brasil), acido cloridrico (HCI) P.A
(Reagen, Brasil), 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (CisH12Ns) (Sigma-Aldrich, Brasil),
cloreto férrico (FeClz) (ACS Cientifica Quimica Fina, Brasil), acetato de sédio tri-hidratado
(CH3COONa-3H,0) (LabSynth, Brasil), acido acético glacial P.A (CH3COOH) (Reagen,
Brasil) e acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) (C14H1804) (Sigma-
Aldrich, Brasil), triptona, extrato de levedura, cepas de Staphylococcus epidermidis ATCC
12228 (Newprov, Brasil), cloreto de sodio (NaCl), fosfato de potéssio dibasico (K:HPO4) ,

glicose e inulina.

5.2.2 Métodos

5.2.2.1 Amostragem e preparo dos extratos

As folhas foram higienizadas e rasuradas manualmente, enquanto as sementes foram
retiradas dos frutos e a polpa restante foi triturada em liquidificador. Posteriormente, a polpa,
contendo a casca, foi congelada e as folhas e sementes foram secas em estufa (45 °C) para a
reducéo do teor de umidade, sendo, em seguida, trituradas e armazenadas sob refrigeracéo.

Os extratos brutos foram preparados com a imerséo de folhas e sementes em etanol
70% (50:250 m/v), sendo armazenados durante 7 dias a temperatura controlada (25 + 2 °C).
Apos este periodo, a amostra foi colocada sobre papel-filtro, obtendo-se o extrato etandlico
bruto, enquanto o residuo vegetal retido foi armazenado e submetido a uma segunda etapa de
extracdo. Na segunda extracdo, o residuo foi submetido a maceracdo com acetona, acetato de
etila ou metanol. Ressalta-se que, para a polpa, a extracdo se restringiu unicamente a primeira
etapa, visto que a amostra se reduziu significativamente.

Duas técnicas foram empregadas na segunda extracdo: maceracdo com agitacao
ocasional, uma vez ao dia, por 7 dias, e 0 banho ultrassénico (SolidSteel, modelo SSBu 3,8 L,
Brasil), sem adi¢do de temperatura, por 15 minutos. Sendo assim, residuos do extrato etanélico
(folha: 6,39 g; semente verde: 5,87 g; semente madura: 3,56 g) foram imersos no segundo
solvente na propor¢do de 1:5 (m/v), com a utilizacdo de uma das técnicas citadas para a

extracao, de modo sucessivo. Um esquema do processo de extracao € apresentado na Figura 11.
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Figura 11 — Esquema do processo de extracdo
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Fonte: A autora

Apos a realizacdo da segunda extracdo, a amostra foi filtrada com auxilio de papel-
filtro para a separacéo do solvente e do residuo. Por fim, o extrato etanolico obtido na primeira
etapa e o extrato obtido na segunda etapa foram reunidos no mesmo frasco, com ajuste dos
volumes de modo que todos os frascos apresentassem proporc¢des semelhantes entre o etanol
70% e o segundo solvente empregado. O armazenamento foi realizado sob refrigeracdo. Ao

final do processo, foram obtidas 19 amostras, apresentadas na Tabela 3.



Tabela 3 — Amostras preparadas de acordo com matriz, método extrativo e solvente
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Matriz Metodo Extrativo Solvente Abreviacao
Folha Maceragao Acetato de Etila FMacAdE
Folha Banho Ultrassénico Acetato de Etila FBUAdE
Folha Maceracao Metanol FMacMet
Folha Banho Ultrassénico Metanol FBUMet
Folha Maceragao Acetona FMacAcet
Folha Banho Ultrassonico Acetona FBUACcet
Semente Verde Maceracao Acetato de Etila SVMacAdE
Semente Verde Banho Ultrassonico Acetato de Etila SVBUAJE
Semente Verde Maceracao Metanol SVMacMet
Semente Verde Banho Ultrassonico Metanol SVBUMet
Semente Verde Maceracao Acetona SVMacAcet
Semente Verde Banho Ultrassénico Acetona SVBUAcet
Semente Madura Maceracao Acetato de Etila SMMacAdE
Semente Madura Banho Ultrassonico Acetato de Etila SMBUAdE
Semente Madura Maceracao Metanol SMMacMet
Semente Madura Banho Ultrassonico Metanol SMBUMet
Semente Madura Maceracao Acetona SMMacAcet
Semente Madura Banho Ultrassonico Acetona SMBUACcet
Polpa * Etanol PetOH

Notas: *O processo extrativo baseou-se somente na primeira etapa, ou seja, imersdo em etanol 70% por uma

semana.
Fonte: A autora

As amostras foram concentradas em rotaevaporador (sistema de aquecimento Fisatom,
modelo 558, Brasil; motor rotativo Fisatom, modelo 803, Brasil; sistema de vacuo Marconi,
modelo MA 053, Brasil), lavadas com agua destilada no frasco receptor e, entdo, congeladas
em temperaturas abaixo de -20 °C para serem posteriormente liofilizadas (liofilizador Terroni,
modelo LD1500A, Brasil). O liofilizado foi submetido as andlises posteriores. O rendimento

dos extratos foi avaliado de acordo com a Equacéo 1.

massa do extrato seco

Rendimento (%) = ( ) x 100 1)

massa da amostra seca
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5.2.2.2 Determinacdo de compostos fendlicos totais

Para a quantificacdo de fendlicos totais, houve a utilizacgdo do método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (Ludka et al., 2023). Uma solucéo do extrato liofilizado
foi preparada na concentragdo de 1 mg.mL™ em 4gua destilada. Posteriormente, 200 L de cada
amostra foram transferidos para tubos de ensaio contendo 7 mL de &gua destilada e 500 pL de
reagente de Folin-Ciocalteu. Em seguida, 2,5 mL de solucdo aquosa de carbonato de sodio
(10,6% m/v) foram adicionados. O tempo reacional foi de 5 minutos a 50 °C, momento em que
a coloragéo da solugéo presente no tubo se alterou de esverdeado para azul. Foi, entdo, realizada
a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro ultravioleta visivel (UV-Vis) (UV-M51, lampada
de halogénio e deutério, BEL Photonics, Italia) (A = 715 nm). Todas as amostras foram
realizadas em triplicata e os resultados foram expostos em mg equivalente de acido galico
(EAG) por g de extrato seco (mg EAG.g* ES).

A curva analitica foi construida utilizando um padréo de acido gélico (Sigma-Aldrich,
China). Uma solucdo-mae foi preparada com alcool etilico absoluto. Foram entdo preparadas
concentragdes de 0,02, 0,05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6 e 0,8 mg.mL™ para a obten¢do da curva padréo
de calibragéo.

5.2.2.3 Determinacdo de flavonoides totais

Para a quantificacdo de flavonoides totais, houve a utilizagdo do método colorimétrico
descrito por Chang et al. (2002) com algumas modificacdes. Uma solugéo do extrato liofilizado
foi preparada nas concentragdes de 5 mg.mL™* para as folhas e 20 mg.mL* para as sementes e
polpa, com filtragem em filtro de 0,22 um (polietersulfona) para reduzir a turbidez da amostra.
Posteriormente, 500 pL de cada amostra foram transferidos para tubos de ensaio contendo 2,8
mL de &gua destilada, 100 pL de solucdo de cloreto de aluminio hexahidratado (10% m/v) e
100 pL de acetato de potassio a 1 M. O tempo reacional foi de 30 minutos a temperatura
ambiente.

Foi entdo realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro ultravioleta visivel
UV-Vis (UV-M51, lampada de halogénio e deutério, BEL Photonics, Italia) (A = 415 nm).
Todas as amostras foram realizadas em triplicata e os resultados foram expostos em mg
equivalente de quercetina (EQ) por grama de extrato seco (mg EQ.g™* ES).

A curva analitica foi construida utilizando um padréo de quercetina (Sigma-Aldrich,
China). Uma solucdo-mae de quercetina foi preparada com alcool etilico absoluto. Foram,
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entdo, preparadas concentragdes de 0,004, 0,01, 0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,1 € 0,12 mg.mL™? para
a obtencéo da curva padréo de calibracéo.

5.2.2.4 Analise do radical 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS™)

Para analise dos radicais ABTS™ foram utilizadas as amostras com os resultados mais
estatisticamente significativos durante a determinacdo de fendlicos e flavonoides totais. As
concentragdes utilizadas foram 0,025, 0,05, 0,1, 0,2 e 0,4 mg.mL™! para todas as amostras, com
excecdo da FMacAcet e SMMacAcet, cujas concentracdes foram de 0,0175, 0,035, 0,07, 0,14
e 0,28 mg.mL*. Todas as amostras foram diluidas em agua.

Para a reacdo, houve a preparacdo da solucdo de ABTS™* a 7 mM e de persulfato de
potassio a 140 mM com agua Milli-Q. Posteriormente, 88 pL de persulfato de potassio foram
misturados com 5 mL da solucdo de ABTS'+, sendo mantidos em frasco ambar, sob
refrigeracdo, por 16 horas, para a formagdo dos radicais. Entdo, a mistura foi diluida em 100
mL, com tampéo fosfato a 10 mM (pH = 7,4). O controle negativo utilizado foi o tampé&o fosfato
a 10 mM e o positivo, a solucdo de ABTS™.

O procedimento foi realizado na auséncia de luz e a leitura das placas foi efetuada em
espectrofotdbmetro com leitor de microplacas (BIOTEK, modelo Synergy H1 Hybrid Reader),
com o software Gen5.2 (A = 734 nm). Todas as amostras foram realizadas em triplicata e os
resultados foram expostos em ICso (mg.mL™).

A curva analitica foi construida utilizando um padrao de quercetina e acido galico. Uma
solucdo-mae de quercetina foi preparada com alcool etilico absoluto. Foram entdo preparadas
concentracdes de 0,00004, 0,00008, 0,00016, 0,0004, 0,0008, 0,0016, 0,004, 0,008, 0,016, 0,04,
0,08 e 0,16 mg.mL. O acido galico foi diluido em agua e foram obtidas as concentragfes de
0,00004, 0,00005, 0,00007, 0,00008, 0,0002, 0,0004, 0,0008, 0,001, 0,002 e 0,003 mg.mL™.

5.2.2.5 Ensaio de poder antioxidante redutor férrico (FRAP)

Foram utilizadas cinco concentracgdes, que variaram de acordo com a amostra. Todas as
amostras foram diluidas em agua. Para a reacdo, houve a preparagdo de acido cloridrico a 50
mM, 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) a 10 mM, que foi diluido no acido cloridrico,
cloreto férrico a 20 mM e tampéo acetato a 0,3 mM (pH = 3,6). Para o preparo do reagente

FRAP, houve a combinacdo do tampé&o acetato, TPTZ e cloreto férrico (10:1:1 v/v/v).
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O procedimento foi realizado na auséncia de luz e a leitura dos tubos foi efetuada em
espectrofotémetro ultravioleta visivel UV-Vis (UV-M51, ldmpada de halogénio e deutério,
BEL Photonics, Italia) (A = 594 nm). Todas as amostras foram realizadas em triplicata e 0s
resultados foram expressos em pmol equivalente ao Trolox (TE) por grama de material vegetal
seco. Uma média dos cinco pontos testados foi realizada, permitindo, assim, maior
fidedignidade dos dados obtidos.

A curva analitica foi construida utilizando Trolox como padrdo. Uma solucdo-mée de
Trolox foi preparada com alcool etilico absoluto. Foram, entéo, preparadas concentracdes de

0,04, 0,08, 0,12, 0,16, 0,20 e 0,24 mg.mL™ para a obtencgdo da curva padrdo de calibragéo.

5.2.2.6 Determinacdo de atividade prebidtica

Para a avaliacdo da atividade prebidtica, apenas as amostras FMacAcet e PetOH foram
utilizadas. O ensaio, realizado através da cinética de crescimento em placa de 96 poc¢os
(Akhavan et al., 2023), visou estabelecer uma possivel correlacdo entre compostos fendlicos e
atividade prebiotica, conforme descrito por Ivankovi¢ et al. (2023), com algumas modificagdes.

Sendo assim, cepas de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 foram inoculadas a
1000 UFC.mLem frascos estéreis de 250 mL contendo 100 mL de caldo de soja triptica (TSB),
preparado a partir de 1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl, 0,1% de
fosfato de potassio dibasico e 0,1% de glicose. A inoculagdo foi realizada sob agitacao (agitador
incubador Kuhner Lab-Therm, modelo LT-X), por 18 horas, a 37 °C.

Para os extratos, foram estabelecidas as seguintes concentracGes: FMacAcet (0,179,
0,357, 0,714 e 1,429 mg.mL™1) e PetOH (7,24, 14,48, 28,96 e 57,91 mg.mL™?). De acordo com
os resultados da determinacdo de fendlicos totais, para cada concentracdo, respectivamente,
teve-se, de modo equivalente, 0,01, 0,025, 0,05 e 0,1 mg EAG.mL™. A glicose a 1% foi utilizada
como controle positivo, assim como a inulina a 1,429 e 57,91 mg.mL™, que expressaram as
concentragfes maximas de cada extrato. Para controle negativo foram utilizados apenas 0 meio
€ 0 meio com extrato.

Para a esterilizacdo dos extratos e da inulina, foi procedida a filtragem em filtro de 0,22
um (polietersulfona). Posteriormente, houve a pipetagem de 110 uL de meio de cultura, 80 pL
dos extratos e controles positivos e 10 pL do in6culo bacteriano previamente ajustado a turbidez
de 1 McFarland (= 3,0 x 108 UFC.mL™), conforme a Figura 12. O preparo dos extratos e a
pipetagem foram realizados sob capela de fluxo laminar (VECO, modelo BIOSAFE PLUS 12,
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classe Il, tipo A2). A taxa de crescimento bacteriano foi medida utilizando um leitor de
microplacas BIOTEK (modelo Synergy H1 Hybrid Reader), com software Gen5.2 (A = 600

nm), a cada 30 minutos, por 18 horas. O ensaio foi realizado em sextuplicata.
Figura 12 — Detalhamento das divisdes realizadas na placa de 96 po¢os
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Notas: c-: controle negativo (apenas o meio); gli: glicose; ip: inulina na maior concentragdo da polpa; if: inulina
na maior concentracdo da folha; f1: extrato da folha (0,179 mg.mL1); f2: extrato da folha (0,357 mg.mL); f3:
extrato da folha (0,714 mg.mLY); f4: extrato da folha (1,429 mg.mL™?); p1: extrato da polpa (7,24 mg.mLY); p2:
extrato da polpa (14,48 mg.mL™1); p3: extrato da polpa (28,96 mg.mL™); p4: extrato da polpa (57,91 mg.mL™2); cp:
controle negativo da polpa (meio + extrato); cf: controle negativo da folha (meio + extrato).

Fonte: A autora

5.2.2.7 Caracterizacdo qualitativa de compostos fendlicos via HPLC-DAD

As amostras FMacAcet e PetOH foram diluidas em metanol (1 mg.mL™?), agitadas em
vortex (3 min) e filtradas em membranas de 0,22 um (polietersulfona). As fases moveis, agua
Milli-Q (fase A) e metanol (fase B), foram desgaseificadas em banho ultrassnico antes da
injecdo no HPLC, durante 5 minutos. A corrida cromatogréfica foi realizada em um sistema
Shimadzu (Nexera | LC-2040C 3D Plus), com um detector de arranjo de diodos (DAD),
utilizando uma coluna Phenomenex (Kinetex, 5 um fenil-hexil 100 A; 150 x 4,6 mm) e as
condic@es do ensaio, como temperatura da coluna (30 °C), volume de injecdo (10 pL) e fluxo
(1 mL.min!), foram selecionadas com base no numero de picos, simetria e resolucdo. Os

cromatogramas foram obtidos em A = 280 nm. No entanto, para a andlise UV, foram
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monitorados comprimentos de onda que variaram de 210 a 440 nm. O gradiente foi realizado
aplicando-se a seguinte rampa de eluicdo: 0,01-0,1/1-5; 0,1-3/5-50; 3,01-20/50-100; 20,01-

25/100-5 (min/% fase B). O ensaio foi realizado em triplicatas.

5.2.2.8 Tratamento estatistico dos dados

As analises graficas e estatisticas, incluindo média, desvio-padrao, teste T de Student,
andlise de variancia (ANOVA), teste de Tukey e coeficiente de correlagcdo de Pearson, foram
desenvolvidas no software R (verséo 4.4.2; Rstudio 2024.09.1.0) e no OriginLab 8.5.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Compostos Fendlicos Totais

Os compostos fenolicos sdo um dos principais grupos de metabdlitos secundarios
presentes em produtos de origem vegetal. Além de desempenharem um importante papel
organoléptico, conferindo adstringéncia, amargor, cor e sabor as frutas e vegetais, sdo
responsaveis por, especialmente, atividades antioxidantes in planta e ex planta (Dhiman et al.,
2021).

Primeiramente, avaliando o rendimento dos extratos, observa-se que, para as folhas,
apos a primeira extracdo com etanol 70%, o rendimento foi de 76,8%, enquanto que para as
sementes foi de aproximadamente 56,4%. A polpa apresentou 0 menor rendimento, atingindo
apenas 5,3%. Apds a segunda extracdo (folhas e sementes) e subsequente liofilizacdo, 0s
rendimentos finais foram de cerca de 0,6% para as folhas e 0,3% tanto para sementes quanto
para a polpa. Os aspectos fisicos apds a liofilizacdo também se mostraram distintos: as folhas
originaram um po seco, engquanto que as sementes e a polpa apresentaram aspecto caramelizado,
indicando diferencas na composicao quimica e na concentracdo de solidos residuais.

A extragdo nas folhas sugere uma elevada concentracdo de compostos sollveis em
etanol, como os fenolicos. A curva de calibracéo obtida para a determinacdo destes compostos
foi y = 0,9931x + 0,05 (R2 = 0,99), sendo os resultados expressos em mg EAG.g* de extrato
seco, conforme mostrado na Tabela 4.

Foram selecionadas as amostras com maior rendimento de compostos fendlicos para dar

seguimento aos ensaios antioxidantes. Foram utilizados o teste T, ANOVA e Pds-Teste de
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Tukey para andlise dos dados. Nos casos em que o valor de p > 0,05 (T), optou-se pela amostra

com maior média para prosseguir com a analise da variancia.

Tabela 4 — Teor de compostos fenolicos totais apresentados nos trés grupos de amostras testados

Grupo Amostra Fenolicos totais (mg EAG.g?) Teste T
FMacAdE 163,372 + 2,158
FBUAE 84,769 + 0,816 p<005
FMacMet 52,197 + 0,642
Folhas FBUMet 59,492 + 0,816° p<0,05
FMacAcet 175,086 + 1,4132
FBUAcet 75,932 + 0,178 p<005
SVMacAdE 15,412 +£ 0,534
SVBUAdJE 15,721 + 0,816" p<0,05
Sementes Verdes SVMacMet 12,124 + 0,642° 35005
SVBUMet 8,580 + 3,854 ’
SVMacAcet 18,187 + 0,308
SVBUACcet 21,321 +1,8582 p<0,05
SMMacAdE 14,282 + 0,942
SMBUAJE 14,745 +0,776" p>0,05
Sementes Maduras SMMacMet 14,488 + 0,308" 35005
SMBUMet 14,025 + 0,816 ’
SMMacAcet 18,341 + 0,308
SMBUACcet 13,923 £ 0,178 p<0,05
Polpa PetOH 4,315 + 0,308 -

Notas: Foi aplicada a ANOVA separadamente para cada grupo amostral, com resultados estatisticamente
significativos (p < 0,05) em todos os casos. As letras em sobrescrito foram determinadas com base no teste de
Tukey p6s-ANOVA (p < 0,05), sendo que letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica ao nivel de 95% de
confianga.

Fonte: A autora

As folhas tiveram o maior rendimento de fendlicos totais, atingindo até 175 mg EAG.g"
! do composto quando submetidas a extragdo com acetona, por mais 7 dias, apos a extragio
inicial com etanol 70%. De forma oposta, a polpa obteve o rendimento mais baixo, cerca de 40
vezes inferior se comparada a FMacAcet, fato que pode ser explicado, além de diferencas na

composicao quimica entre os tecidos vegetais, pela auséncia de segunda extracao.
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De modo geral, a acetona se mostrou mais eficiente na extragdo dos compostos
fendlicos, superando o desempenho do acetato de etila e do metanol. Contrariamente, o metanol
apresenta menor taxa extrativa destes compostos. Com base nestes resultados, as amostras
FMacAcet (175,086 + 1,413 mg EAG.g'), SVBUAcet (21,321 + 1,858 mg EAG.gY),
SMMacAcet (18,341 + 0,308 mg EAG.g') e PetOH (4,315 + 0,308 mg EAG.g?) foram
selecionadas para os ensaios antioxidantes de acordo com os resultados obtidos.

As propriedades medicinais de drogas vegetais sdo advindas de seus fitoconstituintes,
também conhecidos como metabolitos secundarios. Neste sentido, a nespereira € rica,
especialmente, em fendlicos, flavonoides e carotenoides, compostos fundamentais na
manutencdo da integridade da pele mediada pela atividade antioxidante com a eliminacdo de
radicais livres (Costa et al., 2022; Pawtowska et al., 2023).

Mogole, Omwoyo e Mtunzi (2020) extrairam os fitoconstituintes das folhas de
nespereira por 24 horas, utilizando diferentes solventes. O metanol foi o mais eficiente (3,810
mg EAG.g?). Ja Fu et al. (2020) obtiveram resultados que variaram de 15,43 a 34,36 mg
EAG.g!, embora o objetivo principal tenha sido a extracdo de polissacarideos em etanol 80%
e dgua deionizada, em extrac6es de no maximo duas horas. Em um estudo mais recente, Kuo et
al. (2025) utilizaram diferentes solventes por 24 horas, e 0 metanol apresentou rendimento de
35,59 mg EAG.g, enquanto que a acetona obteve 15,06 mg EAG.g™. No que tange as cascas
do fruto, Zhang et al. (2015) tiveram valores de 30,58 a 43,70 mg EAG.g e na polpa de 9,90
a 13,73 mg EAG.g, em extragGes realizadas com etanol 95% e acido férmico 1%.

Uma das possiveis explica¢fes para os altos niveis de fenolicos obtidos nesta pesquisa
diz respeito a metodologia da extracdo, em que as amostras ficaram embebidas em etanol 70%
durante 168 horas, ou seja, 7 dias e, posteriormente, um segundo solvente foi aplicado ao
conteddo remanescente, durante mais 7 dias (maceracao) ou 15 minutos (banho ultrassénico).
Estima-se, também, que o etanol, que possui polaridade semelhante a do metanol, tenha
extraido grande parte dos compostos, esgotando a amostra e reduzindo a eficiéncia do metanol.
Por outro lado, a acetona, por ser um solvente polar-apolar intermediario, atuou de modo
complementar, extraindo moléculas que ndo tiveram afinidade pelos solventes anteriores, o que
explica os altos valores de quantificacdo observados.

Kim et al. (2025) identificaram 10 compostos fendlicos nas folhas de E. japonica,
pertencentes a classes altamente polares, como os conjugados de acido fenolico-quinico,
também presente no fruto (Costa et al., 2022), acido fendlico-chiquimico e os fendlicos

glicosilados. Por isto, com o aumento da polaridade do solvente, eleva-se a quantidade de
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fendlicos no extrato (Mogole, Omwoyo e Mtunzi, 2020). Contudo, a nespereira também possui
compostos estruturalmente mais simples, cuja polaridade é moderada, como o trans-p-acido
cumaroico, e ésteres metilicos (cumaroilquinico e cafeoilquinico) (Kim et al., 2025), sendo,
idealmente, extraidos com solventes como a acetona.

Além disto, fatores ambientais desempenham papel fundamental na sintese de
compostos fendlicos (Dhiman et al., 2021), que s&o 0s responsaveis por adaptarem as folhas ao
estresse fisioldgico e a radiacdo UV e, portanto, estdo aumentados nestas circunstancias
(Mogole, Omwoyo e Mtunzi, 2020). As amostras deste estudo foram coletadas em junho de
2024, no municipio de Ponta Grossa (PR), ou seja, durante o inverno. Beruski, Pereira e
Sentelhas (2015) observaram que a Transmitancia Solar Global (Tg), parametro diretamente
associado a intensidade de luz e radiacdo UV, é mais elevada nesta regido durante os meses do
outono e inverno, especialmente em dias ensolarados. Tal fato € atribuido aos menores indices
de nebulosidade para a regido nesta época do ano, o que contribui para um clima mais seco e
com maior incidéncia de radiacdo solar. Portanto, a origem geogréfica, além do periodo de
coleta, pode afetar a composicdo dos metabdlitos secundarios quantificados em amostras

vegetais (Pawtowska et al., 2023).

5.3.2 Flavonoides Totais

A curva obtida na determinagao de fenolicos totais foi y = 6,4713x —0,0096 (R?=0,99).
A Tabela 5 expressa os resultados obtidos em mg EQ.g e percentual (%) em relagio aos
fendlicos totais.

Foram selecionadas as amostras com maior rendimento percentual de flavonoides em
relacdo aos fendlicos totais para dar seguimento aos ensaios antioxidantes, sendo uma
estimativa comparativa e ndo exata. Foram utilizados o teste T, ANOVA e Pos-Teste de Tukey
para analise dos dados. Nos casos em que o valor de p > 0,05 (T), optou-se pela amostra com

maior média para prosseguir com a analise da variancia.

Tabela 5 — Flavonoides totais (FT) expressos em mg EQ.gt e %

Grupo Amostra FT (mg EQ.gY) FT (%) Teste T
Eolh FMacAdE 0,753 £ 0,042 0,461
olhas
FBUAdE 0,602 + 0,077 0,710° p<005
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Grupo Amostra FT (mg EQ.g?) FT (%) Teste T
FMacMet 0,584 + 0,045 1,1192
FBUMet 0,650 + 0,031 1,093 p>0,05
Folhas
FMacAcet 0,653 + 0,089 0,373
FBUAcet 0,613 0,018 0,807° p<0,05
SVMacAdE 0,030 + 0,001 0,195P
SVBUAGE 0,027 + 0,000 0,172 p <005
SVMacMet 0,026 + 0,001 0,214
Sementes Verdes p <0,05
SVBUMet 0,026 + 0,002 0,3032 '
SVMacAcet 0,024 + 0,000 0,132
SVBUAcet 0,028 + 0,002 0,131¢ p>0,05
SMMacAdE 0,031 + 0,005 0,217%
SMBUAGE 0,027 + 0,001 0,183 p>0,05
SMMacMet 0,020 + 0,003 0,138
Sementes Maduras p>0,05
SMBUMet 0,022 + 0,002 0,157° '
SMMacAcet 0,028 + 0,001 0,153
SMBUACet 0,035 + 0,003 0,2512 p<0,05
Polpa PetOH 0,290 + 0,017 6,721 i

Notas: Foi aplicada a ANOVA separadamente para cada grupo amostral, com resultados estatisticamente
significativos (p < 0,05) em todos os casos. As letras em sobrescrito foram determinadas com base no teste de
Tukey p6s-ANOVA (p < 0,05), sendo que letras iguais ndo apresentam diferenga estatistica ao nivel de 95% de
confiancga.

Fonte: A autora

A polpa obteve o maior rendimento de flavonoides totais em termos percentuais
(6,721%), enguanto que, em massa, 0 extrato FMacAdE foi o mais expressivo (0,753 + 0,042
mg EQ.g}). Em segundo lugar, no rendimento percentual, destacou-se o extrato FMacMet
(1,119%), representando uma reducgéo de, aproximadamente, 6 vezes em relagdo a PetOH. Ja
em termos de massa, a propria polpa ocupou a segunda posicdo (0,290 + 0,017 mg EQ.g™?), com
uma reducdo de apenas 2,6 vezes em comparagdo a FMacAdE.

Estes resultados sugerem que, caso uma segunda extragdo tivesse sido aplicada a polpa,
é plausivel que seu rendimento de flavonoides em massa fosse ainda mais elevado.
Adicionalmente, os dados revelaram uma relacéo inversamente proporcional entre o percentual

de flavonoides e fenodlicos totais, especialmente nas amostras FMacAcet e PetOH (Gréafico 1).
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As amostras FMacMet (1,119%), SVBUMet (0,303%), SMBUAcet (0,251%) e PetOH
(6,721%) foram selecionadas para 0s ensaios de atividade antioxidante.

Grafico 1 — Relacao inversamente proporcional entre a massa de fendlicos e o percentual de flavonoides
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Fonte: A autora

No que tange a polpa, um resultado semelhante foi observado nos dados de Pawtowska
et al. (2023). Por fim, os autores também concluiram que os dois principais constituintes
presentes no fruto, que ndo estdo relatados na literatura, sdo a apigenina acetilhexosideo
(31,52%), uma flavona, e o &cido rosmarinico (21,87%) (acido fendlico).

De acordo com Kim et al. (2025), podem também ser encontrados na folha flavonoides
como o kaempferol e a quercetina, além de flavondis, flavolignanos, flavonoides glicosilados e
flavonoides glicosilados cumaroilados, sendo que os ramnosideos de flavonoides cumaroilados
sdo exclusivos da nespereira. Nos frutos, sdo relatados flavonois glicosilados (Costa et al.,
2022).
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5.3.3 ABTS™

Para a analise da neutralizacdo dos radicais ABTS', foram utilizadas as amostras com
os resultados mais estatisticamente significativos na determinacdo de fendlicos (Fe) e
percentual de flavonoides (Fla). Sendo assim, foram utilizadas FMacAcet (Fe), FMacMet (Fla),
SVBUACcet (Fe), SVBUMet (Fla), SMMacAcet (Fe), SMBUACcet (Fla) e PetOH.

O percentual de inibicdo obtido para as concentracOes testadas foi transformado em

valores de 1Cso, apresentados na Tabela 6, através do modelo néo linear de regresséo logistica,
= ﬁ + A,. O padréo (P) utilizado foi a quercetina e o acido gélico.

Tabela 6 — Valores de ICs, obtidos no ensaio ABTS™* e significancia estatistica de ajuste do modelo

Amostra I1Cs0 (mg.mLY) R? ANOVA
Acido Galico (P) 0,000268 0,99
Quercetina (P) 0,000828 0,99
FMacAcet (Fe) 0,007770 0,99
FMacMet (Fla) 0,167780 0,97

SVBUACcet (Fe) 0,015180 0,99 p < 0,05
SVBUMet (Fla) 0,020900 0,99
SMMacAcet (Fe) 0,197410 0,99
SMBUAcet (Fla) 0,030120 0,99
PetOH 0,133260 0,99

Notas: verde: menores valores de ICsp; amarelo: valores intermediarios de 1Cso; vermelho: maiores valores de 1Cs.
Fonte: A autora

Sabe-se que o estresse oxidativo ocorre durante desequilibrios entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e a contencdo destes radicais pelo organismo. O potencial
antioxidante de origem vegetal, advindo, especialmente, dos polifendis, consegue anular tal
cenario (Kim et al., 2025; Kuo et al., 2025; Csepregi et al., 2016). Devido a alta diversificacdo
dos compostos fendlicos, as propriedades antioxidantes de extratos vegetais sdo, geralmente,
caracterizadas como capacidades antioxidantes totais (CAT), e a avaliacdo da neutralizacdo do
radical ABTS™ é um dos métodos mais comuns utilizados (Csepregi et al., 2016).

Amostras com menores valores de ICso apresentam maior capacidade antioxidante
(Suriyatem et al. 2017). Deste modo, a amostra com menor valor de ICso foi a FMacAcet (Fe),
apresentando um potencial antioxidante apenas 9,3 vezes inferior ao da quercetina. Em
contrapartida, a amostra com maior 1Cso, a SMMacAcet (Fe), demonstrou uma capacidade 238
vezes menor de neutralizar os radicais ABTS™. A polpa, que expressou o maior percentual de

flavonoides totais em relagdo aos fendlicos, exibiu uma atividade antioxidante 160 vezes
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inferior a quercetina. Resultados semelhantes em termos de magnitude foram reportados por
Kuo et al. (2025), que, ao avaliarem a atividade antioxidante das folhas de E. japonica a partir
do ensaio ABTS™, obtiveram valores de 1Cso de 0,0354, 0,0636 e 0,0772 mg.mL™ para os
solventes metanol, etanol e acetona, respectivamente.

Todos os valores de ICso obtidos neste ensaio foram bem descritos pelo modelo
logistico, uma vez que as curvas geradas para todas as amostras, representando a relacdo entre
a concentracdo do extrato e o percentual de inibicdo, apresentaram comportamento sigmoidal,
com um platé visivel a partir de aproximadamente 85% de inibicdo. Estatisticamente, 0 menor
coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,97, indicando uma forte aderéncia do modelo aos
dados experimentais. O uso desta forma de ajuste é recomendado para dados de ensaios
antioxidantes como o ABTS™, visto que descreve adequadamente a transicdo entre as fases
minimas e maximas de inibicdo (Suriyatem et al., 2017). Por fim, a ANOVA demonstrou
significancia estatistica (p < 0,05), reforcando a adequacéo do ajuste.

A correlacéo entre ICso e teor de fendlicos, bem como ICso e teor de flavonoides, €
expressa no Grafico 2.

Gréfico 2 — Relacdo gréfica demonstrando a correlacdo entre duas variaveis, sendo 1Cso e fendlicos (A) (correlacéo
negativa moderada) e ICsg e flavonoides (B) (correlagéo positiva moderada)
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Foi observada uma correlagéo negativa moderada entre a ICs € o teor de fendlicos totais
(r = -0,60; coeficiente de correlacdo de Pearson), indicando que maiores concentracGes de
compostos fenolicos estdo associadas a uma menor ICso €, portanto, a uma maior atividade
antioxidante, conforme exposto, também, por Dhiman et al. (2021).

Por outro lado, a correlacdo entre a ICso e 0 teor de flavonoides foi positiva (r = 0,52;
coeficiente de correlacdo de Pearson), sugerindo que o aumento no percentual de flavonoides
esta associado a valores mais elevados de ICso e, consequentemente, a uma menor atividade
antioxidante.

Estes resultados indicam que os flavonoides presentes nos extratos ndo séo os principais
constituintes responsaveis pela atividade antioxidante constatada, uma vez que seu aumento
aparenta ocorrer em detrimento de outros compostos fendlicos com maior capacidade

antioxidante, configurando, assim, uma relacdo inversamente proporcional entre estes grupos.

5.3.4 FRAP

Para a analise da reducéo do ion férrico em complexo ferroso (ensaio FRAP) foram
utilizadas as mesmas amostras previamente avaliadas no ensaio ABTS™. A curva analitica
obtida foi y = 4,5429x + 0,0623 (R? = 0,99). Os resultados, obtidos a partir da média de, pelo

menos, quatro concentragdes em triplicata, sdo expressos em pmol TE.g™! na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores obtidos no ensaio FRAP equivalentes ao Trolox

Amostra umol TE.g!
FMacAcet (Fe) 0,143 + 0,029
FMacMet (Fla) 0,081 + 0,046
SVBUACcet (Fe) 0,043 + 0,022
SVBUMet (Fla) 0,046 + 0,012

SMMacAcet (Fe) 0,030 £ 0,011
SMBUAcet (Fla) 0,022 + 0,005
PetOH 0,021 + 0,008

Notas: verde: maior atividade antioxidante; amarelo: atividade antioxidante intermediaria; vermelho: menor
atividade antioxidante.
Fonte: A autora

O FRAP, projetado, a principio, para medir o potencial antioxidante do plasma, foi
adaptado e atualmente permite a avaliacdo da capacidade antioxidante de extratos vegetais
(Csepregi et al., 2016). Amostras com maiores valores indicam maior capacidade redutora e,

portanto, maior potencial antioxidante. Sendo assim, a amostra FMacAcet (Fe) apresentou a



70

atividade mais elevada (0,143 + 0,020 umol TE.g?). Resultado semelhante foi observado para
aamostra FMacMet (0,081 + 0,046 umol TE.g%). Valores intermediarios foram observados nas
amostras de sementes verdes, enquanto a polpa apresentou 0 menor valor antioxidante (0,021
+ 0,008 pmol TE.g™).

Xu e Chen (2011), em seu estudo, obtiveram como menor valor para polpa 2,17 pmol
TE.g*. Sabe-se que fatores climaticos e demograficos estdo diretamente associados a produgéo
de metabolitos secundarios e, consequentemente, a atividade destes fitoconstituintes. Neste
sentido, alguns compostos antioxidantes, quando séo produzidos, podem ficar invisiveis em
determinados métodos, especialmente por conta da conformacdo de moléculas. O FRAP, por
exemplo, é falho quando ha auséncia da estrutura 3-OH em &cidos hidroxicinamicos, nédo
registra a atividade de glicosideos de kaempferol e detecta de modo minimo aquelas produzidas
pelos &cidos mono-hidroxibenzdicos e cumarinicos (Csepregi et al., 2016).

Vale ressaltar que o trans-p-acido cumaroico, um fendlico simples, além de flavonoides
glicosilados como a quercetina-3-O-p-glucosideo, quercetina-3-O-B-galactosideo, quercetina-
3-O-a-ramnosideo, kaempferol-3-O-B-soforosideo, kaempferol-3-neohesperidosideo e
guercetina-3-0-soforosideo, e flavonoides glicosilados cumaroilados como kaempferol-3-O-a-
ramnopiranosideo 2",4"-di-E-p-éster de acido cumardico, kaempferol 3-O-a-(3"E.4"E di-p-
cumardil)-ramnosideo, kaempferol-3-O-a-ramnosideo  3"-Z.4"-E-di-p-éster de  acido
cumardico, quercetina 3-O-(2",4"di-E-p-cumardil)-a-ramnosideo e, por fim, quercetina-3-O-
(3","di-E-p-cumardil)-a-ramnosideo foram identificados em E. japonica (Kim et al., 2025).

Assim como no ensaio ABTS™, observa-se que as amostras pertencentes ao grupo com
maior percentual de flavonoides obtiveram as menores capacidades redutoras, reforcando a
hipotese de que a reducdo no teor de fendlicos totais contribui significativamente para a
diminuicdo da atividade antioxidante dos extratos.

A correlacdo entre o potencial redutor dos extratos e o teor de fendlicos e flavonoides,

respectivamente, é apresentada no Grafico 3.
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Gréafico 3 — Relacdo grafica demonstrando a correlacdo entre duas varidveis, sendo FRAP e fenodlicos (A)
(correlacdo positiva significativa) e FRAP e flavonoides (correlacdo negativa moderada)
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Fonte: A autora

Observou-se uma correlagéo positiva significativa entre o potencial antioxidante e o teor
de fenolicos totais (r = 0,99; coeficiente de correlacdo de Pearson), demonstrando que, quanto
maior a concentracao de fenolicos na amostra, maior sua capacidade de reduzir ions férricos a
ferrosos, ou seja, maior sua atividade antioxidante. Esta correlagdo positiva é documentada,
também, no estudo de Mogole, Omwoyo e Mtunzi (2020).

Em contrapartida, a correlacdo entre a atividade antioxidante e o percentual de
flavonoides foi negativa (r = -0,40; coeficiente de correlacdo de Pearson), sugerindo que o
aumento no contetdo de flavonoides esta associado a uma reducdo moderada no potencial
redutor dos extratos. Estes resultados reforcam a hipotese de que a maior parte da atividade
antioxidante observada nos extratos pode ndo estar diretamente relacionada a fracdo de

flavonoides, mas sim a outros compostos fendlicos presentes nas amostras.
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5.3.5 Atividade Prebiética

Para a avaliacdo da atividade prebiotica, foram selecionadas duas amostras: a mais
significativa quanto ao teor de fenolicos totais (FMacAcet) e ao percentual de flavonoides totais
em relacdo aos compostos fenolicos (PetOH). Neste sentido, a folha demonstrou possuir
excelente atividade prebidtica, sendo que seus resultados foram estatisticamente semelhantes
aos controles positivos, glicose 1% e inulina 1,43 mg.mL? (p > 0,05), conforme apresentado
no gréfico 4.

Por outro lado, a polpa apresentou, em todas as suas concentragOes, atividade
bacteriostética e bactericida frente a Staphylococcus. epidermidis ao longo das 18 h. O mesmo
efeito foi observado para a inulina na concentragdo de 57,9 mg.mL™, indicando, neste caso,
uma possivel saturacdo do meio e excesso de substrato, fatores que podem ter prejudicado o
desenvolvimento bacteriano. O Gréafico 4 expressa o comportamento de cada amostra a cada 90

minutos.

Gréfico 4 — Cinética de crescimento de Staphylococcus epidermidis apds exposi¢do ao meio enriquecido com
diferentes tratamentos.

7 @ Glicose 1%
14— @ Inulina (1,43 mg/mL)
4 @ |Inulina (57,9 mg/mL)
1,2 -| @ Folha (0,179 mg/mL)
| Polpa (7,24 mg/mL)
1,0 -
0,8 - 8338SSGOOGQ°°°°
] - | o9
S o064 08 090009
© % 0%?
Q - A °
o 9 ]
0,4 -
) ° °
] ° 9
9.2 oge cao
| °® 8%90500000°
0,0—_ \Np‘cmaa°°:°
02 %000,
i 0000000
0,4 — °0°°°°
0¢'° N
T T T T T | T | T I T ? T l 1

I I I I
1h30  3h30 5h30 7h30  9h30 11h30 13h30 15h30 17h30

Tempo (h)

Notas: OD600: densidade dptica a 600 nm.
Fonte: A autora



73

De acordo com o Grafico 4, observa-se que a fase de laténcia ocorre durante os primeiros
90 minutos, sendo que todas as amostras apresentam comportamento semelhante até este
momento. A inulina (1,43 mg.mL™) apresenta elevacdo mais acentuada na fase exponencial,
porém exibe estabilizacéo inicial apos aproximadamente 5h30 de ensaio, enquanto a folha e a
glicose atingem a fase estacionaria apenas cerca de 9h30 apds o inicio da avaliacdo. A polpa,
por sua vez, exibiu atividade bacteriostatica e bactericida, conforme observado pelo declinio
constante da absorbancia de acordo com a densidade Optica a 600 nm (OD600). O Grafico 5
mostra a cinética de crescimento correspondente as quatro concentracdes de cada extrato, sendo
observado que, para a folha, o aumento na concentracdo ndo influenciou o crescimento

bacteriano (p > 0,05).

Gréfico 5 — Cinética de crescimento de S. epidermidis apds exposi¢do ao meio enriquecido com o extrato da
folha (A) e da polpa (B).
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A Tabela 8, por sua vez, exibe as concentracdes de extratos utilizadas, sua concentragéo
equivalente de compostos fendlicos e a OD600 a cada 6 horas. Neste estudo, observou-se que
0 extrato obtido da folha apresentou atividade prebidtica consistente e elevada, dado que o
crescimento bacteriano se manteve estavel em todas as concentragdes testadas,
independentemente do teor de fendlicos (Grafico 5A e Tabela 8). Por outro lado, o extrato da
polpa demonstrou atividade antimicrobiana, apresentando efeito bactericida e inibitorio
(Grafico 5B e Tabela 8). Estes comportamentos sugerem uma alta variedade de fitoconstituintes

fenolicos nas diferentes partes de E. japonica.

Tabela 8 — Relacdo entre concentragdo, compostos fenélicos e crescimento microbiano medidos através da
densidade 6ptica (OD600).

. Teor de
Concentracéo .
Extrato Fenolicos OD600 6h OD600 12h OD600 18h
(mg.mL™?)
(mg EAG.mLY)
0,179 0,01 0,135 % 0,253 0,807 £ 0,048 0,660 + 0,029?
0,357 0,025 0,248 + 0,316 0,798 £ 0,057 0,669 + 0,0322
FMacAcet

0,714 0,05 0,236 * 0,285 0,752 £+ 0,100 0,655 + 0,0442

1,429 0,1 0,165+ 0,193 0,690 £ 0,146 0,580 + 0,082?

7,24 0,01 -0,380+£0,008  -0,533+0,020 -0,748 + 0,037
PetOH 14,48 0,025 -0,424+0,018 -0,590 £ 0,016 -0,826 + 0,042°

et
28,96 0,05 -0,448 + 0,003  -0,614 £ 0,006 -0,823 + 0,005¢
57,91 0,1 -0,441 + 0,007  -0,639 £ 0,004 -0,856 + 0,005¢

Fonte: A autora

Atualmente, os prebioticos tém sido objeto de crescente interesse cientifico, uma vez
que inumeras condi¢cGes médicas apresentam mecanismos fisiopatoldgicos correlacionados a
disbiose de microbiomas distribuidos pelo organismo. Na dermatite atopica (DA), cenario
semelhante é observado (Wang, S. et al., 2025). Embora seja uma doenc¢a multifatorial, os
individuos acometidos por esta afeccdo de pele apresentam reducdo significativa em cepas
comensais do tecido cutdneo, como S. epidermidis, promovendo, como consequéncia, um
aumento de colbnias patogénicas, como S. aureus, e uma reducdo na producéo de peptideos
antimicrobianos (AMPs). Estes fatores, em conjunto, culminam na diminuicédo da integridade
da barreira epidérmica, estrutura ja fragilizada por processos inflamat6rios e oxidativos
(Gatmaitan; Lee, 2023; Wang, S. et al., 2025).

A maioria das pesquisas sobre microbiomas tem se voltado predominantemente ao

ambiente intestinal, enquanto a microbiota cutanea permanece relativamente pouco explorada.
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Tal caréncia de estudos € ainda mais evidente quando se trata da avaliacdo prebidtica de extratos
vegetais, especialmente de espécies pertencentes a familia Rosaceae, no ambito epidérmico.
Ivankovi¢ et al. (2023) constataram, a partir do extrato de Ribes nigrum L. (Grossulariaceae),
efeito estimulante sobre o crescimento de S. epidermidis e, a0 mesmo tempo, inibitorio sobre
as cepas de S. aureus. Os autores concluiram que as atividades prebioticas e bacteriostaticas
foram influenciadas de acordo com os niveis de compostos fendlicos.

Na folha, é possivel que os complexos de polissacarideos-fendlicos, conforme
evidenciados por Fu et al. (2020), tenham sido os responsaveis pela atividade prebiotica,
especialmente se em sinergia com outros metabdlitos secundarios. A polpa, mais rica em
flavonoides, como os flavonoéis glicosilados (Costa et al., 2022), pode exercer acgdo
antimicrobiana. Costa et al. (2025) demonstraram que flavonoides glicosilados da Ocotea
notata (Nees & Mart.) Mez (Lauraceae) exibem efeito bacteriostatico e bactericida frente a S.
epidermidis. Mu, Zeng e Chen (2021) constataram que a quercetina, o principal flavonoide da
Coreopsis tinctoria Nutt. (Asteraceae) é capaz de inibir a formacdo de biofilme de S.
epidermidis em concentracfes dose-dependentes. Aparentemente, 0 mecanismo antimicrobiano
dos flavonoides envolve a supressdo da sintese de &cidos nucleicos, interferéncias na
funcionalidade e permeabilidade da membrana citoplasmatica, além da reducdo e/ou inibicdo
do metabolismo energético, fatores que impactam diretamente o crescimento bacteriano
(Shamsudin et al., 2022).

Assim, os resultados obtidos neste estudo evidenciam o potencial prebiético das folhas
de E. japonica frente as cepas de S. epidermidis, sugerindo que o estimulo ao crescimento
bacteriano est4 mais relacionado a composi¢do qualitativa dos compostos fendlicos do que a
sua quantidade total. Este achado expressa o papel modulador do perfil quimico dos

fitoconstituintes na interacdo com a microbiota cutanea.

5.3.6 Perfil Fenolico dos Extratos Determinado por HPLC-DAD

Os compostos fenolicos constituem uma das principais classes de metabdlitos
secundarios presentes em plantas e vegetais, com mais de 8000 moléculas identificadas (Crozier
et al., 2009). Do ponto de vista estrutural, caracterizam-se pela presenca de, pelo menos, um
anel aromatico, ligado a um ou mais grupamentos hidroxila, podendo variar desde moléculas
simples até estruturas altamente condensadas, com elevada massa molecular (Ignat; \Volf; Popa,
2011; Crozier et al., 2009; Sanchez-Gutiérrez et al., 2018; Dai; Mumper, 2010). E, embora
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desempenhem funcdes essenciais no metabolismo vegetal, como polinizagdo e protegéo, estes
compostos também apresentam grande relevancia farmacoldgica, estando associados ao
tratamento e a prevencao de distarbios patologicos (Ignat; Volf; Popa, 2011; Dai; Mumper,
2010).

Diferentes grupos podem ser atribuidos aos compostos fendlicos de acordo com sua
estrutura quimica. Dentre eles destacam-se os acidos fenolicos (acidos hidroxibenzoicos, como
0 acido gélico, e hidroxicindmicos, como os acidos cafeico, cumarico e ferulico) e os alcoois
fenolicos, que possuem um Unico anel aromatico; e os polifendis, cuja classificacdo esta
associada ao numero de anéis e aos elementos estruturais que os conectam, (Crozier et al., 2009;
Dai; Mumper, 2010; Sanchez-Gutiérrez et al., 2018), ou seja, ao grau e padrdo de hidroxilacéo,
metoxilacdo, prenilizacdo ou glicosilacdo (Dai; Mumper, 2010).

Neste contexto, incluem-se os flavonoides, que possuem um nucleo flavanico, contendo
15 &tomos de carbono arranjados em anéis A, B e C (C6-C3-C6). De acordo com o estado de
oxidacdo do anel central C, os flavonoides sdo divididos em subgrupos, como flavondis,
flavonas, flavan-3-dis, antocianidinas, flavanonas, isoflavonas, dihidroflavonois, flavan-3,4-
didis, cumarinas, chalconas, dihidrochalconas e auronas (Dai; Mumper, 2010; Crozier et al.,
2009). Outras classes de polifendlicos relevantes incluem os taninos hidrolisaveis, como 0s
derivados do &cido galico, e taninos condensados, como as proantocianidinas, além de
estilbenos e lignanas (Ignat; VVolf; Popa, 2011).

Embora diversos métodos espectroscopicos e colorimétricos sejam amplamente
empregados na analise de compostos fenodlicos, a elevada complexidade estrutural deste grupo,
aliada as distintas reatividades dos fendis frente aos reagentes utilizados nos ensaios, pode
resultar em respostas analiticas divergentes e, muitas vezes, pouco comparaveis entre si. Sendo
assim, a associacdo destes métodos com técnicas cromatograficas modernas de alta eficiéncia
representa uma estratégia analitica amplamente consolidada para a caracterizacéo, qualificacdo
e quantificacdo de compostos fendlicos (Dai; Mumper, 2010).

No cromatograma da FMacAcet, foram observados 17 picos relevantes, sendo estes
referentes a diferentes classes de compostos fendlicos presentes na amostra analisada. A Tabela
9 expressa a enumeragdo dos picos, seus tempos de reten¢do (tR) e absor¢do maxima no UV

(Amax, nm).
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Tabela 9 — Tempo de retengdo (tR) e maximos de absor¢do UV (Amsx) dos picos cromatograficos da amostra
FMacAcet

Pico tR (Min) | Amax (nm) Classe Referéncia

P1 4,260 268, 293sh

P2 4,549 269, 290sh

P3 4,939 284-292 FS Harborne, 1984

P4 5,156 270, 290sh

P5 5,459 267

P6 5,763 290 AHB Sun et al., 2021

P7 6,456 268, 290sh

P8 8,146 270, 290sh FS Harborne, 1984

P9 9,359 270, 290sh

P10 13,302 329, 296sh Ferreres et al., 2009

P11 16,811 307 AHC

P12 16,941 311 Sanchez-Gutiérrez et al., 2018
P13 17,114 325

P14 18,674 282, 309sh FS Harborne, 1984

P15 18,934 311, 284sh Ferreres et al., 2009

Eig iggﬂ g;g AHC Sanchez-Gutiérrez et al., 2018

Notas: sh = “ombro” (shoulder) de absor¢do; FS = fendlicos simples, definidos neste estudo como compostos
fendlicos que ndo apresentaram caracteristicas espectrais compativeis com &cidos hidroxibenzoicos ou
hidroxicindmicos; AHB = &cido hidroxibenzoico; AHC = &cido hidroxicindmico.

Fonte: A autora

Sanchez-Gutiérrez et al. (2018) relataram perfis espectrais UV caracteristicos de acidos
fendlicos do tipo hidroxicindmico em Ximenia parviflora Benth. (Ximeniaceae), com banda |
ampla e Amax Situados na regido de aproximadamente 310-330 nm. No presente estudo, 0s picos
P11-13, P16 e P17 apresentaram perfis UV semelhantes (Figura 13A), com banda | dominante
e Amax distribuidos nesta mesma faixa espectral, sugerindo a presenca de derivados

hidroxicinamicos.
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Figura 13 — Cromatograma do extrato foliar de E. japonica na concentracdo de 1 mg.mL e perfis espectrais UV-

DAD representativos de acidos fenolicos do tipo hidroxicinamico (HC). (A) Derivados HC com banda | ampla em
310-330 nm (P11-P13, P16 e P17). (B) Derivados HC com banda | dominante acompanhada de “ombros” em
menores comprimentos de onda (P10 e P15)
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Ja os picos P10 e P15, embora também tenham apresentado Amax caracteristico de acidos
hidroxicinamicos, apresentaram espectros com bandas principais acompanhadas de “ombros”

na regido de menor comprimento de onda, indicando variaces no padrdo de conjugacéao
eletronica (Figura 13B). Perfis espectrais semelhantes foram observados por Ferreres et al.
(2009) em E. japonica.

Adicionalmente, o grau de conjugacdo estrutural dos compostos pdde ser avaliado a
partir do tempo de retencdo cromatogréfico. Desta forma, além de serem classificados como

derivados hidroxicindmicos, estes compostos foram organizados de acordo com sua

complexidade molecular relativa, do mais hidrofilico para o mais hidrofébico, conforme a
seguinte ordem: P10 < P11, P12 e P13 < P14, P16 e P17.

O pico P6 apresentou Amax em 290 nm, perfil espectral compativel com &cidos fendlicos
simples, especialmente os hidroxibenzoicos. Sun et al. (2021), ao analisarem os acidos galico

e elagico em folhas de Elaeagnus angustifolia L. por HPLC-DAD, utilizando metanol e acido

fosforico 1% como fase mével, relataram Amax proximo de 270 nm e tempo de retencdo em torno
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de 6 minutos. A similaridade entre o perfil UV, aliada ao menor tempo de retencéo, fornece
indicios de que este pico corresponda a um &cido hidroxibenzoico.

Xu, Li e Chen (2014) avaliaram o perfil fendlico de E. japonica, identificando os acidos
clorogénico, neoclorogénico, 4-o-cafeoilquinico, cafeico e o-cumarico (hidroxicindmicos),
além dos écidos protocateico e 4-hidroxibenzoico (hidroxibenzoicos). Os autores concluiram
que os &cidos hidroxicindmicos sdo 0s mais comuns nesta espécie, fato que entra em
conformidade com o perfil quimico da familia Rosaceae. Ferreres (2009) e Zhang et al. (2015)
obtiveram resultados semelhantes.

Os picos restantes (P1-P5, P7-P9 e P14) foram interpretados como fendlicos simples,
de acordo com os critérios espectrais de Harborne (1984). Sendo assim, estes compostos
apresentaram Amax predominantemente na regido de 260-290 nm, acompanhados, em sua
maioria, por “ombros” em comprimentos de onda ligeiramente maiores, padrdo tipico de
fendlicos estruturalmente menos conjugados e de complexidade reduzida, especialmente se
comparados aos &cidos hidroxicindmicos e flavonoides.

Segundo Harborne (1984), as principais classes de flavonoides apresentam perfis
espectrais UV caracterizados pela presenca de duas bandas bem definidas, com méaximos entre
300-380 nm (banda I) e 240-280 nm (banda I). A banda | est& associada ao sistema cinamoilico,
enquanto a banda Il relaciona-se ao sistema benzéico, envolvendo os anéis B e C, e 0 anel A,
respectivamente (Tonin, 2007). No presente estudo, observou-se para FMacAcet,
especialmente, uma unica banda principal (260-290 nm), acompanhada de “ombros” e/ou
bandas pouco desenvolvidas com Amax maiores.

Portanto, a auséncia do padrdo espectral caracteristico de flavonoides, aliada aos
menores tempos de retencdo observados, indica que, nas condi¢Bes analiticas adotadas, 0s
compostos majoritarios presentes nos extratos foliares correspondem predominantemente a
acidos fendlicos e outros fenolicos simples, ndo sendo observada contribuicdo expressiva de
flavonoides.

O comportamento cromatografico observado sustenta a correlagdo com os valores
observados na determinac&o de fendlicos totais (Folin-Ciocalteu), flavonoides totais e atividade
antioxidante (ABTS"" e FRAP), evidenciando a maior contribuicéo relativa dos acidos fenélicos
na composic¢ao quimica dos extratos. Zhang et al. (2015) e Xu, Li e Chen (2014) constataram
correlagcdo semelhante, indicando que os &cidos neoclorogénico, clorogénico e o-cumarico, ou
seja, hidroxicinamicos, estdo associados aos resultados obtidos no teste de Folin-Ciocalteu e

nos ensaios antioxidantes, entrando em concordancia com este estudo.
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Para a PetOH, em contraste com o extrato foliar, os dados espectrais UV-DAD sugerem
que, além de acidos hidroxicindAmicos mais polares (P1 e P2) (Figura 14A) e de um &cido
hidroxibenzoico (P3; Améax = 290 nm), a presenca de flavonoides (P4 e P5) foi evidenciada sob
as condicdes cromatograficas analisadas (Figura 14B). Em P4, foram observados Amax = 281
nm (banda I1) e 307 nm (banda 1), com “ombro” em 332 nm; e em P5, Amax = 281 nm (banda
I1) e 310-332 nm (banda ), com “ombro” em 353 nm, configurando espectros compativeis com

flavona (P4) e flavona ou flavonol glicosilado (P5).

Figura 14 — Cromatograma da polpa de E. japonica na concentracdo de 1 mg.mL" e perfis espectrais UV-DAD
representativos de acidos fenolicos do tipo hidroxicindmico (HC) (A) e flavonoide (B)
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Fonte: A autora

De acordo com Mabry, Markham e Thomas (1970), estes compostos, em metanol,
exibem dois principais picos de absorcao, correspondentes a banda I (300-380 nm) e a banda Il
(240-280 nm). A banda | das flavonas ocorre, em geral, entre 304-350 nm, enquanto a dos

flavonois (3-hidroxiflavonas) situa-se entre 352-385 nm. No entanto, quando a hidroxila na
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posicdo 3 dos flavondis encontra-se metilada ou glicosilada, a banda | pode se sobrepor a regido
tipica das flavonas, resultando em espectros com formato geral semelhante ao destas.

Os resultados obtidos para esta matriz também estdo intimamente correlacionados aos
valores observados na determinacdo de fenolicos e flavonoides totais. Sendo assim, os perfis
cromatograficos e espectrais UV-DAD corroboram os dados dos ensaios globais, indicando que
a polpa de E. japonica apresenta uma composic¢do fendlica mais diversificada.

5.4 CONCLUSAO

Eriobotrya japonica apresentou elevados niveis de compostos fendlicos, especialmente
nas folhas. Evidenciou-se que a extracdo com etanol, seguida de acetona, promoveu um extrato
mais rico em fendlicos, superando o desempenho do acetato de etila e do metanol. Isto porque
a acetona possivelmente apresentou carater complementar ao etanol, possibilitando a
recuperacdo de moléculas com menor afinidade pelo solvente inicial. O método extrativo teve
menos influéncia na extracdo do que o solvente utilizado. A época de coleta, bem como as
condicBes climéticas e ambientais, pode também ter contribuido para os niveis de quantificacdo
obtidos.

Os flavonoides, por sua vez, apresentaram concentracGes mais elevadas na polpa em
relacdo ao conteudo total de fendlicos, mesmo com a aplicacdo de um Unico ciclo extrativo com
etanol. Sugere-se que, caso uma segunda extracao tivesse sido realizada, o rendimento desta
classe poderia ser ainda superior, o que reforca a riqueza destes fitoconstituintes nesta fragéo
da planta. As sementes obtiveram rendimento de fendlicos e flavonoides intermediarios quando
comparadas a folha e a polpa.

A amostra com maior rendimento de compostos fendlicos totais (FMacAcet)
apresentou, também, a maior atividade antioxidante pelo método ABTS'". Este resultado sugere
gue maiores concentracdes de compostos fendlicos estdo associadas a uma maior capacidade
de neutralizacdo de radicais livres, enquanto percentuais mais elevados de flavonoides em
relacdo aos fenolicos parecem se correlacionar a uma menor capacidade antioxidante total.
Sendo assim, 0 aumento da atividade antioxidante possivelmente ocorre em detrimento da
presenca de outros compostos fenolicos, mais ativos neste ambito do que os flavonoides
predominantes.

A mesma amostra (FMacAcet) apresentou também o maior valor no ensaio FRAP,

contudo, os valores obtidos por este método foram inferiores aos observados no ABTS™,
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indicando que a atividade antioxidante de E. japonica se d&, principalmente, por mecanismos
de sequestro e neutralizacdo de radicais livres, e ndo por processos de reducdo de complexos
férricos. Deve-se considerar, inclusive, que o FRAP ndo detecta adequadamente a atividade de
determinados flavonoides e possui baixa sensibilidade para alguns fendlicos simples,
especialmente os acidos hidroxicindmicos, o que pode explicar, em parte, os valores
apresentados neste estudo.

No que tange a atividade prebiotica, a FMacAcet apresentou capacidade de estimular o
crescimento de S. epidermidis, com resultados semelhantes a glicose 1% e a inulina. O
crescimento ocorreu de forma independente da concentracdo de fendlicos totais. Ja para a polpa,
ndo foi observado crescimento microbiano, sugerindo uma agdo bacteriostatica frente a esta
cepa. Tal comportamento pode ser atribuido ao maior percentual de flavonoides presentes nesta
amostra, que tendem a apresentar efeitos antimicrobianos em concentracdes elevadas.

Qualitativamente, os compostos fendlicos de E. japonica sdo predominantemente
acidos fendlicos, com destaque para os hidroxicindmicos, que parecem ser 0s principais
responsaveis pelas atividades in vitro identificadas neste estudo. Nas concentracdes avaliadas,
ndo foi evidenciada a presenca de flavonoides nas folhas de E. japonica, ao contrario da polpa,
que sugere a ocorréncia adicional de flavonois glicosilados. Conclui-se que, tanto nos ensaios
de atividade antioxidante (ABTS™* e FRAP) quanto na avaliacdo do potencial prebidtico, a

composicéo fenolica qualitativa exerce influéncia significativa sobre as respostas observadas.
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6 CONCLUSAO GERAL

A caracterizacdo morfoanatdmica e histoquimica de Eriobotrya japonica providenciou
resultados que permitem a seguranca em seu uso como planta medicinal, especialmente em
aplicacdes farmacéuticas, promovendo a adequacdo do controle de qualidade da espécie. Além
de grandes células mucilaginosas nas folhas, foram evidenciados, de modo abundante, lipideos
neutros na cuticula e grdos de amido, principalmente nas sementes. A presenca de compostos
fenolicos, predominantemente na nervura central e no peciolo, pode justificar, em parte, as
atividades bioldgicas observadas.

De acordo com os testes realizados, a folha extraida com etanol e acetona pelo método
de maceracdo destacou-se como a amostra mais promissora para o desenvolvimento de
formulacBes topicas, apresentando elevada atividade antioxidante, sendo apenas 9,3 vezes
inferior a quercetina no ensaio ABTS™, e potencial prebidtico significativo, semelhante ao da
glicose 1% e da inulina, favorecendo o crescimento da bactéria comensal Staphylococcus
epidermidis. As atividades observadas parecem estar associadas, qualitativamente, aos acidos
fenolicos, especialmente aos hidroxicindmicos, que se apresentam como 0S COMPOStos
fendlicos majoritarios da espécie.

Desta forma, sugere-se que E. japonica possui ampla capacidade de auxiliar
terapeuticamente no manejo de patologias cutaneas, como a dermatite atopica, visto que atuou
positivamente in vitro sobre dois dos principais mecanismos fisiopatologicos da doenca, sendo
eles o estresse oxidativo e a dishiose do microbioma cutaneo. Logo, estes resultados refletem a
relevancia da folha como substancia ativa e exigem investigacdes futuras, como testes in vivo,

visando consolidar o uso da espécie no ambito de doencas dermatoldgicas.
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