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RESUMO

A espécie Myrcia hatschbachii € nativa e endémica do Brasil e pertence a familia
Myrtaceae, a qual é reconhecida por inumeras propriedades biolégicas e vasta
biodiversidade na flora brasileira. O objetivo deste trabalho foi realizar a
caracterizagao fitoquimica e avaliar as atividades farmacoldgicas, biolégicas e
propriedade antioxidante da espécie. Folhas e galhos foram coletados no Capéao do
Cifloma, Curitiba, Parana, Brasil e extraidos por Soxhlet para a obtencéo dos extratos
brutos e fracdes hexano, cloroférmio, acetato de etila e remanescente. O screening
fitoquimico foi feito por cromatografia em camada delgada e mostrou a presencga de
taninos e flavonoides em todos os extratos e fragées. O acido elagico foi isolado das
fragdes cloroférmio e acetato de etila e identificado por ressonancia magnética nuclear
tanto nas folhas quanto nos galhos. Ja o acido 3-O-metil elagico foi isolado da fragéo
acetato de etila de galhos. A quantificagdo do acido galico na fragdo acetato de etila
de folhas foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia e mostrou que 18%
da composicéo da fragao € atribuida a este metabdlito. O doseamento de compostos
fendlicos foi feito pelo método de Folin-Ciocalteu e indicou que todas as amostras,
com excegao das fracbes hexano, apresentaram uma alta quantidade destes
compostos. Os métodos de poder de redugédo do ferro e captura do radical ABTS
reafirmaram a capacidade antioxidante exercida pelos extratos brutos e fragdes. As
atividades antibacteriana e antifungica foram testadas pelo método de microdilui¢ao
em caldo e apresentaram atividades frente a diferentes micro-organismos,
especialmente a Candida albicans. Os resultados de inibicdo da atividade de a-
glicosidase do extrato bruto e fracao acetato de etila de folhas mostraram efeitos
inibitérios superiores a acarbose. Estas amostras também inibiram a lipase
pancreatica, mas seus efeitos foram inferiores ao orlistate. No estudo farmacolégico
in vivo, o tratamento com extrato bruto de folhas nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg
apresentou potencial anti-inflamatério, pois atenuou o edema da pata na 22 e 32 hora
apos a injecao de carragenina. Além disso, o extrato também mostrou efeito na
segunda fase da nocicepcéao induzida por formalina nas doses de 10, 30, 100 e 300
mg/kg. De acordo com estes resultados, a espécie Myrcia hatschbachii se mostra
promissora para o aprofundamento de estudos que possibilitem o desenvolvimento de
futuros medicamentos.

Palavras-chave: Acido elagico. Anti-inflamatério. Antioxidante. Candida albicans. a-
glicosidase.



ABSTRACT

The Myrcia hatschbachii species is native and endemic to Brazil and belongs to the
Myrtaceae family, which is recognized for numerous biological properties and vast
biodiversity in the Brazilian flora. The aim of this work was to carry out phytochemical
characterization and to evaluate the pharmacological, biological, and antioxidant
properties of the species. Leaves and stems were collected in Cifloma Capon, Curitiba,
Parana, Brazil and extracted by Soxhlet to obtain the crude extracts and hexane,
chloroform, ethyl acetate, and remaining fractions. Phytochemical screening was
carried out by thin layer chromatography and showed the presence of tannins and
flavonoids in all extracts and fractions. The ellagic acid was isolated from the
chloroform and ethyl acetate fractions and identified by nuclear magnetic resonance in
leaves and stems. The 3-O-methyl ellagic acid was isolated from the ethyl acetate
fraction of stems. The quantification of gallic acid in the ethyl acetate fraction of leaves
was performed by high performance liquid chromatography and showed that 18% of
the fraction composition is attributed to this metabolite. The determination of phenolic
compounds was carried out by using the Folin-Ciocalteu method and indicated that all
samples, excluding hexane fractions, presented a high amount of these compounds.
The ferric reducing potential and the capture of the radical ABTS methods reaffirmed
the antioxidant capacity exerted by crude extracts and fractions. The antibacterial and
antifungal activities were tested by using the broth microdilution method and showed
activities against different microorganisms, especially Candida albicans. The results of
inhibition of a-glucosidase activity of crude extract and ethyl acetate fraction of leaves
showed inhibitory effects superior to acarbose. These samples also inhibited
pancreatic lipase, but their effects were lower than orlistat. In the in vivo
pharmacological study, the treatment with crude extract of leaves at doses of 10, 30,
and 100 mg/kg showed anti-inflammatory potential, as it attenuated paw edema in the
2" and 3™ hours after the injection of carrageenan. In addition, the extract also showed
an effect on the second phase of formalin-induced nociception at doses of 10, 30, 100,
and 300 mg/kg. According to these results, the Myrcia hatschbachii species is
promising for further studies that enable the development of herbal medicine.

Keywords: Ellagic acid. Anti-inflammatory. Antioxidant. Candida albicans. a-
glucosidase.
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1 INTRODUGAO

Os produtos naturais sédo fontes de desenvolvimento de novos farmacos e
insumos, e a diversidade quimica dos metabdlitos secundarios contribui para esse
interesse cientifico continuo. As propriedades medicinais das plantas tém sido o
principal foco das pesquisas cientificas. A biodiversidade em ambientes tropicais e
equatoriais oferece um rico potencial em compostos biologicamente ativos que podem
ser usados como modelos para a quimica medicinal e descoberta de drogas, devido
ao numero de espécies de plantas e vias biosintéticas capazes de produzir
diversidade quimica (VALLI et al., 2018).

No século XIX, a busca por compostos ativos derivados de plantas medicinais
resultou na descoberta de substéncias relevantes como a morfina, codeina,
papaverina, a partir de Papaver somnniferum, a atropina, obtida de Atropa belladonna,
a cafeina, isolada de Coffea arabica e a digoxina, obtida a partir de Digitalis lanata. O
marco histérico na industria farmacéutica mundial foi a descoberta da salicina
(analgésica e antipirética), em 1832, obtida de Salix alba. Nos anos seguintes, foi
realizada a primeira modificagédo estrutural da molécula, originando o acido salicilico.
A partir deste composto, em 1897, foi sintetizado o acido acetilsalicilico, o qual foi a
primeira substancia patenteada na area de medicamentos (DUTRA et al., 2016).

O uso de plantas medicinais € incentivado pela Organizagao Mundial da
Saude, ja que 80% da populagao recorre a cultura popular para alivio e tratamento de
doencas. Assim, muitos fatores tém colaborado no desenvolvimento de praticas de
saude utilizando plantas medicinais, incluindo econémicas e sociais (SILVA et al.,
2016).

A pesquisa fitoquimica é crescente devido ao potencial uso de substancias
bioativas, especialmente os compostos fendlicos, com ag¢des de protecao celular ou
como drogas anticancer. A importancia da busca de antioxidantes naturais é
destacada por sua propriedade em sequestrar ou suprimir a formacao de espécies
reativas de oxigénio. Estudos experimentais associaram o dano celular oxidativo
decorrente de um desequilibrio entre a geracdo de radicais livres como a principal
causa de doengas cardiovasculares, cancer e envelhecimento (SANTOS et al., 2018).

Além disto, muitos produtos naturais mostram- se promissores no tratamento
de doencas infecciosas, diabetes e apresentam propriedades antimicrobianas,
antimutagénicas e anti-inflamatodrias. Estes fitoquimicos derivados de plantas podem
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ser utilizados como agente terapéutico unico ou como formula¢gées combinadas no
desenvolvimento de farmacos (CHEW et al., 2011).

A familia Myrtaceae e o género Myrcia sdo amplamente conhecidos por suas
atividades bioldgicas, usos populares e obtengcdo de dleo essencial. Dentre as
espécies desta familia de importante interesse cientifico, destaca-se Myrcia
hatschbachii D. Legrand. Estudos preliminares mostraram a presencga do constituinte
acido galico e das propriedades antioxidante e alelopatica em seus extratos brutos e
fracbes, além de moderada toxicidade no Oleo essencial (GATTO, 2018). A
continuidade da pesquisa desta espécie contribui na busca por compostos quimicos
a partir de plantas da biodiversidade brasileira pouco explorada. Além disso, possibilita
a investigacao de propriedades medicinais, as quais poderao ser aplicadas as ciéncias

farmacéuticas, agronémicas e alimenticias.

1.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizagao fitoquimica, estudo farmacoldgico, atividades
biolégicas e propriedade antioxidante de extratos brutos, fragdes, 6leo essencial e

compostos isolados da espécie Myrcia hatschbachii D. Legrand (Myrtaceae).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar o material vegetal e realizar as analises fisico-quimicas, utilizando métodos
gravimétricos e termogravimeétricos.

e Obter os extratos brutos e fragdes de folhas e galhos.

e Realizar o screening fitoquimico por cromatografia em camada delgada dos extratos
brutos, fracbes e compostos isolados.

e |solar e caracterizar os constituintes quimicos presentes nas folhas e galhos por
meio de ressonancia magnética nuclear.

e Quantificar o acido galico na fracdo acetato de etila de folhas.

e Determinar o conteudo de compostos fendlicos nos extratos brutos e fragoes.

e Avaliar a propriedade antioxidante de compostos isolados pelos métodos do radical
DPPH e complexo fosfomolibdénio.



23

e Avaliar a propriedade antioxidante de extratos brutos, fragdes e compostos isolados
pelos métodos de FRAP e ABTS.

e Avaliar a atividade antibacteriana e antifungica de extratos brutos, fragcdes, 6leo
essencial e compostos isolados.

¢ Avaliar a atividade inibitoria do extrato bruto e fracdo acetato de etila de folhas sobre
as enzimas a-glicosidase e lipase pancreatica.

¢ Avaliar o efeito anti-inflamatorio in vivo do extrato bruto de folhas sobre o edema de
pata induzido por carragenina em ratos.

¢ Avaliar a atividade antinociceptiva in vivo do extrato bruto de folhas no modelo de

nocicepgao induzida por formalina em ratos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae é representada por arvores e arbustos distribuidos nas
regides tropicais e subtropicais, particularmente na América do Sul, Australia e Asia
tropical. No mundo, apresenta 132 géneros e 5671 espécies, ja no Brasil sdo
encontrados 23 géneros e 1034 espécies, com ocorréncia em todas as regides e
formagdes geograficas do pais (RAPOSO et al., 2018).

Dentre as plantas do cerrado brasileiro, Myrtaceae € uma das familias mais
proeminentes e representativas, devido a sua elevada diversidade de géneros e
espécies. Varias delas sdo usadas para fins ornamentais, madeireiros e alimentares
(SA et al., 2017). A madeira de Eucalyptus spp. € empregada para a producao de
papel e carvao vegetal; o cravo-da-india (Syzygium aromaticum) é utilizado como
especiaria; ja os frutos de Psidium guajava, Eugenia uniflora, Plinia cauliflora e
Syzygium cumini (goiaba, pitanga, jabuticaba, jameldo, respectivamente) séao
consumidos in natura e utilizados em sucos ou geleias, e as folhas sdo empregadas
na medicina tradicional para o tratamento de doengas (CASCAES et al., 2015; SILVA
et al., 2018).

Além disto, as Mirtaceas sdo muito estudadas devido as suas caracteristicas
quimicas, potencial medicinal e presenca de metabdlitos secundarios (LEMOS et al.,
2018). A familia é quimicamente muito diversa, embora seja destacada pela presenca
de compostos fendlicos (especialmente flavonoides e taninos) (RODRIGUES et al.,
2016). A ocorréncia de flavonoides C-metilados € um diferencial presente nos seus
exemplares, pois estes tipos de compostos sao raros em outras espécies vegetais,
portanto passaram a ser uma caracteristica quimica da familia (SILVA, 2012).

Em relacdo as propriedades medicinais, a familia tem uma diversidade de
plantas estudadas com ac¢des diurética, anti-hemorragica, adstringente, hipoglicémica
e anti-hipertensiva (RODRIGUES et al., 2016). Além disso, sdo empregadas na
medicina popular principalmente em disturbios gastrointestinais, estados
hemorragicos e doencas infecciosas. As partes mais usadas sao as folhas, cascas e
também os frutos que sdo comumente consumidos (CRUZ; KAPLAN, 2004).

Os frutos comestiveis nativos produzidos pelas espécies da familia Myrtaceae

possuem importancia ecolégica na flora brasileira. Como a maioria destes frutos
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crescem sob condi¢cdes ambientais adversas, como seca, inundacéo, luz solar e calor,
eles representam uma fonte de metabdlitos secundarios, especialmente os polifendis,
e estdo envolvidos na defesa de plantas (DONADO-PESTANA et al., 2018).

Além dos frutos, os 6leos essenciais produzidos por seus exemplares sao
ecologicamente importantes, pois contribuem para a prote¢céo das espécies, repelindo
insetos e atraindo dispersores de pdlen e sementes. Os 6leos também sao de
interesse comercial para a industria farmacéutica, devido a sua acao terapéutica e
efeito larvicida sobre o Aedes aegypti L., um dos principais vetores de patdégenos
humanos (MENDES et al., 2018).

A Dbioatividade dos o6leos essenciais pode ser exercida por diferentes
constituintes, especialmente monoterpenos ou sesquiterpenos. Entre as familias que
concentram esses compostos, Myrtaceae tem sido reconhecida néo apenas por
investigacdes da atividade bioldgica do grupo, mas também pela presenga de 6leos
essenciais (SANTANA et al., 2018).

2.2 GENERO Myrcia DC.

O género Myrcia inclui aproximadamente 350 espécies. No Brasil, ha um
grande numero de espécies nativas que sao tipicamente encontradas na regiao do
cerrado. Estes exemplares sao utilizados na medicina popular como adstringentes,
diuréticos, anticoagulantes, hipoglicemiantes, hipotensores e no tratamento de ulceras
gastricas (SERPELONI et al., 2015; ALVES et al., 2016).

Uma caracteristica relevante do género € a produgao de 6leo essencial em
um numero expressivo de espécies 0s quais apresentam propriedades biologicas
diversas (RAPOSO et al., 2018). Composto majoritariamente por sesquiterpenos, os
oleos podem ser obtidos das folhas, galhos, frutos e flores (CASCAES et al., 2015).

Dentre as atividades descritas para o Oleo essencial, destaca-se a
antimicrobiana, a qual foi encontrada em diversas espécies do género: Myrcia fallax
(ALARCON et al., 2009; JIMENEZ et al., 2012; SCALVENZI et al., 2017), Myrcia
lundiana (ALVES et al., 2016), Myrcia ovata (CANDIDO et al., 2010; JESUS et al.,
2016), Myrcia aff fosteri (TENORIO et al., 2011), Myrcia myrtifolia (CERQUEIRA et al.,
2007), Myrcia cucullata (CORREA-ROYERO et al., 2010), Myrcia oblongata
(SANTANA et al., 2018), Myrcia alagoensis (SILVA et al., 2013), Myrcia hatschbachii
(GATTO et al., 2020a), Myrcia guianensis e Myrcia rostrata (SILVA, 2010).
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2.2.1 Atividades bioldgicas de Myrcia

O género Myrcia € conhecido quanto ao seu uso popular no tratamento da
diabetes, sendo um grupo de plantas denominado no Brasil de "pedra-hume-caa" ou
“insulina vegetal”. Devido a esta propriedade, estudos in vitro e in vivo vem sendo
publicados com as espécies do género mostrando diferentes mecanismos da
avaliacao de inibicdo de atividades enzimaticas (a-amilase, a-glicosidase e aldose
redutase) e agao hipoglicemiante a partir da administragéo de extratos e fragbes em
animais (SACCOL et al., 2018).

Os potenciais anti-inflamatoério e antinociceptivo in vivo de algumas espécies
de Myrcia, como extrato de Myrcia bella (NUNES, 2012) e 6leo essencial de Myrcia
ovata (SANTOS et al., 2014), Myrcia publifiora (ANDRADE et al., 2012) e Myrcia
rostrata (SILVA et al., 2018), também ja foram demonstrados anteriormente em testes
como o edema induzido por carragenina, o qual € um modelo de inflamacgao aguda, e
pela nocicepgao induzida por formalina.

Além destas propriedades, as atividades biolégicas, farmacoldgicas e

antioxidantes do género encontradas na literatura estdo resumidas no QUADRO 1.

QUADRO 1 - ATIVIDADES BIOLOGICAS RELATADAS NO GENERO Myrcia

(continua)

ATIVIDADE . PARTE -
RELACIONADA | ESPECIE UTILIZADA REFERENCIA

M. splendens’ Folhas IMATOMI et al., 2015

Folhas SOUZA et al., 2006; FRANCO et al.,

M. guianensis 2015
Alelopatica/ Oleo essencial SOUZA et al., 2006
Fitotoxica M. hatschbachii | Oleo essencial GATTO et al., 2020a

M. muiltiflora Folhas IMATOMI et al., 2015

M. tomentosa Composto isolado | IMATOMI et al., 2013

) Folhas IMATOMI et al., 2015

Anestésica M. sylvatica Oleo essencial SACCOL et al., 2017

M. aff fosteri Oleo essencial TENORIO et al., 2011

M. alagoensis Oleo essencial SILVA et al., 2013

M. bella Folhas SANTOS et al., 2018

M. cucullata Oleo essencial CORREA-ROYERO et al., 2010

M. fallax’ Oleo essencial ALARCON et al., 2009
Antibacteriana/ M. fallgx’ . Fplhas _ SANTOS et al., 2018
Antifangica M. guianensis Qleo essencial SILVA, 2010

M. hatschbachii | Oleo  essencial, | GATTO et al., 2020a, 2020b

Galhos

M. lajeana Oleo essencial LIMBERGER et al., 1998

M. lundiana Oleo essencial ALVES et al., 2016

M. myrtifolia Oleo essencial CERQUEIRA et al., 2007

M. oblongata Oleo essencial SANTANA et al. 2018
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QUADRO 1 - ATIVIDADES BIOLOGICAS RELATADAS NO GENERO Myrcia

(conclusao)

ATIVIDADE ESPECIE PARTE REFERENCIA
RELACIONADA UTILIZADA
M. olighanta Oleo essencial LIMBERGER et al., 1998
M. ovata Oleo essencial CANDIDO et al., 2010; JESUS, et al.,
2016; SAMPAIO et al., 2016; FRAZAO
Antibacteriana/ et al., 2017
Antifingioa | M- rostrata’ Oleo essencial | LIMBERGER et al., 1998; SILVA, 2010
M. splendens’ Oleo essencial JIMENEZ et al., 2012; SCALVENZI et
al., 2017
tomentosa Composto isolado | SA et al., 2017
) Folhas SAetal., 2017
Anti-hemorragica . guianensis Folhas SOUSA et al., 2013
bella Folhas NUNES, 2012

Anti-inflamataoria/
Antinociceptiva

ovata

Oleo essencial

SANTOS et al., 2014

pubiflora

Oleo essencial

ANDRADE et al., 2012.

rostrata

Oleo essencial

SILVA et al., 2018

amazonica Oleo essencial CALAO, 2014
b TAKAO et al.,, 2015; SANTOS et al.,
ella Folhas 2018
fallax’ Folhas SANTOS et al., 2018
quianensis Folhas SANTOS et al., 2018
hatschbachii | Galhos GATTO et al., 2020b
Antioxidante . laruotteana Folhas SALVADOR et al., 2011
lingua Folhas TAKAOQO et al., 2015
obtecta Folhas SALVADOR et al., 2011
palustris Folhas MORESCO et al., 2014
splendens’ Folhas MORESCO et al., 2014; TAKAO et al,,
2015; PONTES et al., 2018
tomentosa Folhas TAKAO et al., 2015
bella Folhas SERPELONI et al., 2015; SANTOS et
al., 2018
Citotoxical fallax’ Folhas SANTOS et al., 2018
Anticancerigena guianensis Folhas SANTOS et al., 2018

. laruotteana

Oleo essencial

STEFANELLO et al., 2011

. splendens’

Oleo essencial

SCALVENZ| et al., 2017

Hepatoprotetora

. multiflora

Composto isolado

FERREIRA et al., 2010

bella

Folha

VAREDA et al., 2014

YOSHIKAWA et al., 1998; OLIVEIRA,

SNENEEEEEISHEER S EEEEEREEREEEEEEEEISEEEEEE

. multiflora Folhas PEREIRA, 2015; GONZALEZ et al.,
2016
Hipoglicemiante/ palustris Folhas WUBSHET et al., 2015
Antidiabética . salicifolia Folhas GONZALEZ et al., 2016
. MIURA et al., 2006; GONZALEZ et al.,
speciosa Folhas 2016
rubella Folhas LIMA et al., 2018
uniflora Folhas PEPATO et al., 1993
Hipolipidémica . multiflora Composto isolado | FERREIRA et al., 2011
Larvicida ovata Oleo essencial LIMA et al., 2011
Sedativo . Sylvatica Oleo essencial SACCOL et al., 2018
Téxica . myrtifolia Oleo essencial CERQUEIRA et al., 2007

. sylvatica

Oleo essencial

ROSA et al., 2016

FONTE: O autor (2020).
NOTA: " Sinénimos - Myrcia splendens (Sw.) DC. = Myrcia rostrata DC. = Myrcia fallax (Rich.).
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Os compostos ndo volateis isolados dos extratos de Myrcia sdo geralmente

flavonoides, taninos, derivados de acetofenonas e triterpenos, os quais podem ser

responsaveis pelas atividades antioxidante e hipoglicemiante descritas no género
(SANTOS et al., 2018). O QUADRO 2 traz um levantamento dos compostos isolados

do género descritos na literatura, no qual pode-se destacar a diversa variedade de

substancias, especialmente flavonoides e taninos. Com raras excecdes, a obtengao

destes compostos foi realizada a partir das folhas das espécies.

QUADRO 2 — COMPOSICAO QUIMICA DO GENERO Myrcia

derivado

(continua)
: COMPOSTO . PARTE -
METABOLITO QUIMICO ESPECIE UTILIZADA REFERENCIA
2'4'6'- . 4 YOSHIKAWA et al., 1998;
trihidroxiacetofenona | M- multiflora® | Folhas FERREIRA et al., 2011
. , YOSHIKAWA et al., 1998;
1 b b
Acetofenona Myrciafenona A M. multiflora Folhas FERREIRA et al., 2011
. , YOSHIKAWA et al., 1998;
1 b b
Myrmafenona B M. multiflora Folhas FERREIRA et al., 2011
Acido M. hatschbachii | Galhos GATTO et al., 2020b
3-O-metil elagico
Acido 3,4-
metilenodioxi-3'-O- M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
meﬁlmégmo
Acido 3,4,3"1ri-O- M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
menlmagmo
Acido 4,5- M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
cafeoilquinico
Acido cafeico M. bella Folhas SALDANHA et al., 2013
Acido cinamico M. hiemalis Folhas SILVA, 2012
) M. bella Folhas SANTOS et al., 2018
Acido elagico M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018
M. hatschbachii | Galhos GATTO et al., 2020b
Acidos SALDANHA et al., 2013;
organicos M. bella Folhas SANTOS et al., 2018
Acido adlico M. guianensis Folhas SOUZA et al., 2006
9 M. hatschbachii | Folhas GATTO, 2018
M. splendens?® | Folhas ZGOL{]IQDBRANDSEN et al,
Acido gincalico M. multiflora’ Folhas YOSHIKAWA et al., 1998
Acido protocatecuico M. guianensis Folhas SOUZA et al., 2006
P M. palustris Folhas WUBSHET et al., 2015
SALDANHA et al., 2013;
M. bella Folnas SANTOS et al., 2018
Acido quinico M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018
M. guianensis Folhas SANTOS et al., 2018
M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
Galato de etila M. bella Folhas SALDANHA et al., 2013
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QUADRO 2 — COMPOSICAO QUIMICA DO GENERO Myrcia

(continuacao)

. COMPOSTO . PARTE -
METABOLITO QUIMICO ESPECIE UTILIZADA REFERENCIA
Alcaloide E§te'r' nicotinico M. blanchetiana Folhas e | CERQUEIRA et al,

mirciaine galhos 2013
2’3, 4’-tri-hidréxi-5'-
metil-6'- M. hiemalis Folhas SILVA, 2012
metoxichalcona
2' 4'-di-hidroxi-3', 5'-
Chalcona dimetil-4,6'- M. hiemalis Folhas SILVA, 2012
dimetoxichalcona
2' 6'-di-hidroxi-
3',5'-dimetil-4'- M. hiemalis Folhas SILVA, 2012
metoxichalcona
(+)-catequina M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
desmantina M. multifiora’ Folhas TSQ%H'KAWA et al,
M. palustris Folhas WUBSHET et al., 2015
2,7-di-hidroxi-6,8-
dimetil-5- M. hiemalis Folhas SILVA, 2012
metoxiflavanona
S-hidroxi-6,8-dimetil- |, o0 Folhas SILVA, 2012
7-metoxiflavanona
5,4’-di-hidroxi-6,8-
dimetil-7,3'- M. guianensis - FEHLBERG, 2006
dimetoxiflavona
6,8-dimetil-5,7- M. hiemalis Folhas SILVA, 2012
dimetoxiflavanona
7-hidroxi-6,8-dimefil- |, o0 Folhas SILVA, 2012
5-metoxi-isoflavona
Astragalin M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
. . M. tomentosa Folhas IMATOMI et al., 2013;
Avicularina SAetal., 2017
M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
Eucaliptina M. citrifolia Folhas GOTTLIEB et al., 1972
Flavonoide M. multifiora’ Folhas rgng'KAWA et al,
Guaijaverina M.tomentosa Folhas SAetal., 2017
M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
Isorhamnetina-3-O- M. sa/icifo/ia Folhas GONZALEZ et al., 2016
glicosideo M. speciosa Folhas GONZALEZ etal., 2016
M. sphaerocarpa’ | Folhas GONZALEZ et al., 2016
Isorhamnetina-3-O- M. sa/icifo/ia Folhas GONZALEZ etal., 2016
rutinosideo M. speciosa Folhas GONZALEZ etal., 2016
M. sphaerocarpa’ | Folhas GONZALEZ et al., 2016
Isorquercitrina M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
Isoquercitring-6°- M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
galato
. IMATOMI et al., 2013;
Juglanina M. tomentosa Folhas SAetal, 2017
Kaempferol M.tomentosa Folhas SAetal., 2017
Kaempferol-3- M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
ramnosideo
Kaempferol 3-O- M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
rutinosideo
Kaempferol-3-O- M. bella Folhas SALDANHA et al., 2013

desoxihexdsido
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QUADRO 2 — COMPOSICAO QUIMICA DO GENERO Myrcia

(continuacao)

- COMPOSTO . PARTE -
METABOLITO QUIMICO ESPECIE UTILIZADA REFERENCIA
Kaempferol-3-O- M. bella Folhas SALDANHA et al., 2013
hexosido
Kaempferol-3-
O-(6"-galoil)-p-D- M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
glicopiranosideo
Kaempferol-3-O-o-L- | 4/ horia Folhas LIMA et al., 2018
ramnosideo
Kaempferol-3-O-B-D- | /) cris Folhas WUBSHET et al., 2015
galactopiranosideo
Kaempferol-3-O-3-D-
glicoronideo -6"- M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
metilester
M. bella Folhas SALDANHA et al., 2013
M. palustris Folhas WUBSHET et al., 2015
M. salicifolia Folhas GONZALEZ et al., 2016
Miricetina M. speciosa Folhas GONZALEZ et al., 2016
M. sphaerocarpa’ | Folhas GONZALEZ et al., 2016
M. splendens? Folhas %‘:&PBRANDSEN etal,
Miricetina-3-O- M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018
arabinofuranosideo M. guianensis Folhas SANTOS et al., 2018
M. bella Folhas SANTOS et al., 2018
M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018
Miricetina-3-O- M. guianensis Folhas SANTOS et al., 2018
ramnosideo M. salicifolia Folhas GONZALEZ et al., 2016
M. speciosa Folhas GONZALEZ et al., 2016
Flavonoide M. sphaerocarpa’ | Folhas GONZALEZ et al., 2016
Miricetina-3-O-(6"-
[3,4-dihidroxibenzoil])- | M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
-D-glicopiranosideo
Miricetina-3-O- (6"-O-
galoil) -B- ( M. splendens? Folhas %{"&DBRANDSEN etal,
galactopiranosideo
Miricetina-(6"-galoil)-
3-O-B-D- M. palustris Folhas WUBSHET et al., 2015
galactopiranosideo
Miricetina-3-O-a- M. bella Folhas SALDANHA et al., 2013
arabinofuranosideo
Miricetina-3-O-B- M. palustris Folhas WUBSHET et al., 2015
xilopiranésideo
Miricetina-3-O-[3- M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018
glicosideo M. guianensis Folhas SANTOS et al., 2018
M. bella Folhas SALDANHA et al., 2013
. M. palustris Folhas WUBSHET et al., 2015
g’g[ﬁggﬁi}%g; M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
M. splendens? Folhas GULDBRANDSEN et al.,
splendens o 2014
Miricetina-3-0-B-D- 1 ) peyiy Folhas LIMA et al., 2018
glicopiranosideo
Miricetina-3-O-(O- M. bella Folhas SANTOS et al., 2018
galoil)-arabinosideo M. fallax® Folhas SANTOS et al., 2018
Miricetina-3-0-(0- | /)0y Folhas SALDANHA et al., 2013

galoil)-hexosideo
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QUADRO 2 — COMPOSICAO QUIMICA DO GENERO Myrcia

(continuacao)

- COMPOSTO . PARTE -

METABOLITO QUIMICO ESPECIE UTILIZADA REFERENCIA
Miricetina galoil | M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018
galactosideo M. guianensis Folhas SANTOS et al., 2018
Miriceti ol M. bella Folhas SANTOS et al., 2018
ramit;)?g 930 e | M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018

M. guianensis Folhas SANTOS et al., 2018
Miriceti M. bella Folhas SANTOS et al., 2018
ramig; osideo M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018
M. guianensis Folhas SANTOS et al., 2018
SALDANHA et al., 2013;
M. bella Folhas SANTOS et al., 2018
M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018
M. multifiora’ Folhas YOSHIKAWA et al,
1998
Miricitrina M. palustris ggmg‘g € | MORESCO et al., 2014
Folhas e GULDBRANDSEN et al.,
M. splendens? 2014; MORESCO et al.,
galhos
2014
. FERREIRA et al., 2006;
M. uniflora Folhas BATISTA et al., 2011
. YOSHIKAWA et al
1 9|
Mearnsitrina M. multiflora Folhas 1998
M. uniflora - FERREIRA et al., 2006
Myrciacitrina | M. multiflora’ Folhas T90988H|KAWA et al,

Flavonoide | Myrciacitrina Ii M. multifiora’ Folhas TSQ%H'KAWA et al,
Myrciacitrina Il M. multiflora’ Folhas MATSUDA et al., 2002
Myrciacitrina IV M. multiflora’ Folhas MATSUDA et al., 2002
Myrciacitrina V M. multiflora’ Folhas MATSUDA et al., 2002

SALDANHA et al., 2013;
M. bella Folhas SANTOS et al., 2018
M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018
M. palustris Folhas WUBSHET etal., 2015
Quercetina M. salicifolia Folhas GONZALEZ et al., 2016
M. speciosa Folhas GONZALEZ et al., 2016
M. sphaerocarpa’ | Folhas GONZALEZ et al., 2016
M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
M. tomentosa Folhas SAetal., 2017
Quercetina-3-(2"-(E)-
sinapoil)-O- M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
glicopiranosideo
Quercetina-3-O- M. salicifolia Folhas GONZALEZ etal., 2016
alactosideo M. speciosa Folhas GONZALEZ et al., 2016
9 M. sphaerocarpa’ | Folhas GONZALEZ et al., 2016
(?e“oexri‘;ztr'ﬂg;z'o'ga'o" M. bella Folhas SANTOS et al., 2018
Quercetina-3-O- M. salicifolia Folhas GONZALEZ etal., 2016
licosideo M. speciosa Folhas GONZALEZ etal., 2016
9 M. sphaerocarpa’ | Folhas GONZALEZ etal., 2016
Quercetina-3-O- M. salicifolia Folhas GONZALEZ etal., 2016
ramnosideo M. speciosa Folhas GONZALEZ et al., 2016
M. sphaerocarpa’ | Folhas GONZALEZ et al., 2016




32

QUADRO 2 — COMPOSICAO QUIMICA DO GENERO Myrcia

(continuacao)

- COMPOSTO . PARTE -
METABOLITO QUIMICO ESPECIE UTILIZADA REFERENCIA
Quercetina-3-0-(6"- M. bella Folhas SALDANHA et al., 2013
gg:gg{oiiranosideo M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
Quercetina-3-0-(6"-
(E)-feruloil)-B-D- M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
glicopiranosideo
Quercetina-3-0-(6"-
malonil)- M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
glicopiranosideo
Quercetina-3-0-(6"-
(trans-p-cumaroil))-B- M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
D-galactopiranosideo
Quercetina-3-0-(6"-
(trans-p-cumaroil))-B- M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
D-glicopiranosideo
Quercetina-3-0O-a-L- M. bella Folhas SALDANHA et al., 2013
arabinofuranosideo M. palustris Folhas WUBSHET et al., 2015
Quercetina-3-0-a-L- |, o Folhas LIMA et al., 2018
ramnopiranosideo
Quercetina-3-O-(a-L-
ramnopiranosil-(1-6))- | M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
Flavonoide -D-glicopiranosideo
Quercetina-3-O-B- M. bella Folhas SALDANHA et al., 2013
dxilofuranosideo
Quercetina-3-0-B- M. bella Folhas SANTOS et al., 2018
ramnosideo M. fa//_ax2 _ Folhas SANTOS et al., 2018
M. guianensis | Folhas SANTOS et al., 2018
Quercetina-3-0O-3-D- M. bella Folhas SALDANHA et al., 2013
galactopiranosideo M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
Quercetina-3-O-6-D- |/ pops Folhas LIMA et al., 2018
glicoropiranosideo
Quercetina-3-O-6-D- | /' horia Folhas LIMA et al., 2018
glicoronideo
SALDANHA et al., 2013;
Quercetina-3-0-g-D- | M- Pella Folhas SANTOS et al., 2018
xilopiranosideo M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018
M. palustris Folhas WUBSHET et al., 2015
. SALDANHA et al., 2013;
Salfgﬁ‘;?;é”natos’s 0{0- | M bolla Folhas SANTOS et al., 2018
M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018
M. multiflora’ Folhas YOSHIKAWA et al., 1998
Quercitrina M. splendens? | Folhas 2GOL{]I:lDBRANDSEN et al.,
Hidrocar- n-pentacosano M.tomentosa Folhas SAetal., 2017
boneto n-tetracosano M.tomentosa Folhas SAetal., 2017
Acido 4-0-(2",3"-O-
diacetil-a-L- M. palustris | Folhas WUBSHET et al., 2015
ramnopiranosil) -
Taninos Qlé_gico
Acido 4-0-(2",3",4"-O-
triacetil-a-L- M. palustris | Folhas WUBSHET et al., 2015

ramnopiranosil) -
elagico
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(continuacao)

- COMPOSTO . PARTE -
METABOLITO QUIMICO ESPECIE UTILIZADA REFERENCIA
Acido  4-O-(2"4"-O-
diacetil-a-L- M. palustris | Folhas WUBSHET et al., 2015
ramnopiranosil) -
elagico
Acido 4-0-(3",4"-O-
Taninos diacetil-a-L- M. palustris | Folhas WUBSHET et al., 2015
ramnopiranosil) -
elagico
Acido 4-O-(4"-O-acetil-
a-L-ramnopiranosil) - M. palustris Folhas WUBSHET et al., 2015
elagico
Casuarinina M. palustris Folhas WUBSHET et al., 2015
2a, 3B, 21a-Trihidroxi-
28,20pB- M. hiemalis Folhas SILVA, 2012
hidroxitaraxastanolideo
a-bisabolol M. tomentosa | Folhas SAetal., 2017
a-cadinol M. tomentosa | Folhas SAetal., 2017
a-tocoferol M. hiemalis Folhas SILVA, 2012
-amirina M. rotundifolia | Galhos CERQUEIRA, 2002
Acetato de M. hiemalis | Folhas SILVA, 2012
geranilgeranil
Acido arjunélico M. rotundifolia | Galhos CERQUEIRA, 2002
M. rubella Folhas LIMA et al., 2018
Acido betulinico M. myrti//h_‘olig Folhas SILVA, 2012
M. rotundifolia | Galhos CERQUEIRA, 2002
Acido betuldnico M. myrtillifolia | Folhas SILVA, 2012
Acido M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018
monogaloilquinico
Acido oleandlico M. myrtillifolia | Folhas SILVA, 2012
Acido ursélico M. guianensis | - FEHLBERG, 2006
M. myrtillifolia | Folhas SILVA, 2012
E‘:{gfor;gzse Betulinaldeido M. myrtillifolia | Folhas SILVA, 2012
Betulona M. myrtillifolia | Folhas SILVA, 2012
Casuarinina M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018
Esqualeno M. rotundifolia | Galhos CERQUEIRA, 2002
Estigmasterol M. myrtillifolia | Folhas SILVA, 2012
M. rotundifolia | Galhos CERQUEIRA, 2002
Eucalbanina A M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018
Daucosterol M. hiemalis Folhas SILVA, 2012
Digaloil glicose M. fa//_ax2 _ Folhas SANTOS et al., 2018
M. guianensis | Folhas SANTOS et al., 2018
Eudesm-4-(15)}-en- |\ piomalis | Folhas SILVA, 2012
7a,11-diol
Friedelina M. rotundifolia | Galhos CERQUEIRA, 2002
;ﬁ;’f‘srgdrox'd'fe”'c" M. fallax? Folhas SANTOS et al., 2018
Lupeol M. rotundifolia | Galhos CERQUEIRA, 2002
Lupenona M. rotundifolia | Galhos CERQUEIRA, 2002
M. bella Folhas SANTOS et al., 2018
Monogaloil glicose M. fallax® Folhas SANTOS et al., 2018
M. guianensis | Folhas SANTOS et al., 2018
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(conclusao)

. COMPOSTO . PARTE -
METABOLITO QUIMICO ESPECIE UTILIZADA REFERENCIA
Terpenos e Oxido de a-bisabolol M.tomentosa Folhas SAetal., 2017
Esteroides Sitosterol M.toment'osa? Folhas SAetal., 2017

M. rotundifolia | Galhos CERQUEIRA, 2002

FONTE: O autor (2020).
NOTA: ' Myrcia multiflora (Lam.) DC. = Myrcia sphaerocarpa DC.
2 Myrcia splendens (Sw.) DC. = Myrcia rostrata DC. = Myrcia fallax (Rich.)

2.3 ESPECIE Myrcia hatschbachii D. Legrand

A espécie Myrcia hatschbachii D. Legrand é uma arvore (FIGURA 1), nativa e
endémica do Brasil, presente nos estados da regidao Sul (Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul). A espécie possui dominio fitogeografico na Floresta Atlantica, é
conhecida popularmente como Cainga e nao apresenta sinbnimos descritos na
literatura (BFG, 2018). As inflorescéncias ocorrem em dezembro, ja os frutos,

globosos e vermelhos, em fevereiro (SOBRAL, 2003).

FIGURA 1 — EXEMPLAR DE Myrcia hatschbachii LOCALIZADO NO JARDIM BOTANICO DE
CURITIBA

FONTE: O autor (2020).
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2.3.1 Resultados preliminares da espécie

Os resultados preliminares (GATTO, 2018) obtidos na pesquisa de Myrcia
hatschbachii estdo descritos resumidamente.

No estudo morfoanatdomico, folhas e galhos frescos da espécie foram
coletados, fixados em solugdo de FAA (formaldeido, acido acético e etanol 70%
0,5:0,5:9,0) e estocados em etanol 70% até o preparo das laminas utilizadas para as
analises de microscopia 6ptica e microscopia eletrbnica de varredura (MEV).

As principais caracteristicas morfoanatdémicas observadas nas folhas foram:
paredes anticlinais das células epidérmicas delgadas e sinuosas na face abaxial e
delgadas e ondeadas na face adaxial; presenca de estébmatos paraciticos, drusas de
oxalato de calcio, tricomas tectores unicelulares, compostos fendlicos e amido;
mesofilo dorsiventral e nervura central com formato cdncavo-convexo. O peciolo
apresentou formato céncavo-convexo e o caule mostrou formato ovalado. Em ambos,
também notou-se a presencga de tricomas tectores, cavidades secretoras, drusas de
oxalato de calcio e compostos fendlicos.

O método de screening fitoquimico foi realizado com o objetivo de avaliar o
grupo de metabdlitos secundarios e substancias majoritarias da espécie. Para
elaboracao destes testes colorimétricos ou de precipitagao, foi utilizada a metodologia
desenvolvida por Moreira (1979) e adaptada por Miguel (2003). A partir do material
vegetal seco, foram obtidos os extratos hidroalcoolico e aquoso, tanto para folhas
quanto para galhos. Nos extratos hidroalcéolicos, notou-se a presenca de
leucoantocianidinas, cumarinas e esteroides/triterpenos. Ja nos aquosos, ocorreram
reacgoes positivas para taninos, acidos fixos e amino grupos.

O ¢leo essencial das folhas de Myrcia hatschbachii foi extraido por
hidrodestilacao por arraste de vapor d’agua em aparelho de Clevenger modificado por
Wasicky (1963), baseando-se na técnica descrita na Farmacopeia Brasileira V
(BRASIL, 2010). O rendimento obtido foi de 0,17%. A caracterizagdo dos
componentes foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massas e mostrou a presenga de 40 compostos, sendo 34 identificados (91,06%),
com predominancia de sesquiterpenos. Os compostos majoritarios foram trans-
calameneno (19,10%), E-cariofileno (10,96%) e espatulenol (5,03%).

Os extratos brutos foram obtidos através do aparelho Soxhlet modificado por
Carvalho et al. (2009), utilizando etanol 96°GL como solvente extrator. Para o extrato
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a partir das folhas, o rendimento encontrado foi de 12,79% e o extrato a partir de
galhos foi de 2,69%. A particdo liquido-liquido das fragdes também foi realizada em
Soxhlet, apds o preparo dos extratos brutos. Os solventes utilizados para a obtencéo
das fragdes foram de polaridade crescente (hexano, cloroférmio e acetato de etila).

Os rendimentos estdo apresentados na TABELA 1.

TABELA 1 — RENDIMENTO DAS FRAGOES DE FOLHAS E GALHOS DE
Myrcia hatschbachii OBTIDAS A PARTIR DA COLETA 2016

= RENDIMENTO (%)

FRAGAO FOLHAS GALHOS
Hexano 4,57 0,84
Cloroférmio 2,23 0,80
Acetato de etila 0,93 0,39
Hidroalcéolica remanescente 5,31 1,05

FONTE: GATTO (2018).

A investigacgao fitoquimica da fragdo acetato de etila de folhas foi realizada por
uma purificagdo em coluna e resultou no isolamento de um polifenol, no solvente de
eluicdo hexano:acetato de etila (35:65), identificado como acido 3,4,5-
trinidroxibenzoico (acido galico) (FIGURA 2).

A identificagcado do cristal isolado foi realizada por cromatografia em camada
delgada (CCD), difratometria de raios X de monocristal, ressonancia magnética

nuclear (RMN) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

FIGURA 2 — ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO GALICO ISOLADO DA FRACAO ACETATO DE
ETILA DE FOLHAS

O§ OH

HO OH
OH

FONTE: GATTO (2018).

A propriedade antioxidante foi avaliada por dois métodos. Em ambos, foram
testados extratos brutos, fracbes e Oleo essencial e como controles positivos BHT
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(hidroxitolueno butilado), rutina e acido ascorbico. As analises estatisticas foram feitas
por Anova e Tukey.

A avaliagdo pela formagdo de complexo fosfomolibdénio foi baseado na
técnica descrita por Prieto et al. (1999), e é fundamentada na capacidade da amostra
antioxidante em reduzir o molibdénio (VI) a molibdénio (V), permitindo a avaliagdo de
compostos lipofilicos e hidrofilicos. Os resultados obtidos estdo apresentados no
GRAFICO 1.

GRAFICO 1 - POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS BRUTOS, FRACOES E OLEO
ESSENCIAL PELO METODO DE FORMAGCAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO EXPRESSO
EM PORCENTAGEM
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FONTE: GATTO (2018).

NOTA 1: Acido ascérbico/Vitamina C (Vit C), Atividade Antioxidante Relativa (AAR%), Hidroxitolueno
butilado (BHT), Extrato bruto folha (EBF), Fragéo folha hexano (FFH), Fragéo folha cloroféormio (FFC),
Fragéo folha acetato de etila (FFA), Fragéo folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG),
Fragéo galho hexano (FGH), Fragao galho cloroférmio (FGC), Fragao galho acetato de etila (FGA),
Fragéo galho remanescente (FGR), Oleo essencial (OE).

NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si,
pelo teste de Tukey.

Como observado no GRAFICO 1 todas as amostras demonstraram
propriedade antioxidante, especialmente as fracbes acetato de etila. Os resultados
mais significativos foram frente a rutina, sendo que, exceto pelo extrato bruto de
galhos e fragbes hexano de folhas e galhos, as demais amostras apresentaram
resultados de atividade superiores a 100%.
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A propriedade antioxidante também foi testada pela reduc¢ao do radical DPPH,
2,2-difenil-1-picrilhidrazila, a qual é uma técnica fundamentada na quantificagdo da
capacidade da amostra em reduzir radicais livres. O método de referéncia foi baseado
em Mensor et al. (2001). Os resultados (GRAFICO 2) foram expressos em ICso
(concentragao necessaria para exercer 50% de atividade antioxidante), calculados por

regressao linear.

GRAFICO 2 - POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS BRUTOS E FRACOES PELO METODO
DO RADICAL DPPH EXPRESSO EM ICso
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FONTE: GATTO (2018).

NOTA 1: Acido ascérbico/Vitamina C (Vit C), Hidroxitolueno butilado (BHT), Extrato bruto folha (EBF),
Fragéo folha hexano (FFH), Fragao folha cloroférmio (FFC), Fragéo folha acetato de etila (FFA),
Fragéo folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fracdo galho hexano (FGH), Fragéo
galho cloroférmio (FGC), Fragéo galho acetato de etila (FGA), Fragao galho remanescente (FGR).
NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05)

entre si, pelo teste de Tukey.

A fragao acetato de etila de folhas foi a que apresentou menor resultado de
ICs0 (3,84 pg/mL), ou seja, em uma baixa concentragao a fragao foi capaz de reduzir
50% do radical DPPH do meio reacional. Este resultado foi inferior aos obtidos pelos
trés padrdes, evidenciando sua significativa propriedade.

A atividade alelopatica investigou a capacidade da espécie em influenciar a
germinacgao e crescimento de Lactuca sativa. O método de referéncia foi baseado em
Macias et al. (2000) para extratos brutos e fragbes e Silva et al. (2014) para o 6leo
essencial. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste de Scott Knott.

Na germinagao, a fragdo cloroférmio de galhos na concentragdo de 1000
pMg/mL foi a que mais se distanciou estatisticamente dos controles agua e metanol,
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inibindo a germinacgéo de Lactuca sativa. Ja a fragdo hexano de galhos 500 pug/mL foi
a que mais influenciou negativamente o indice de velocidade de germinagao (IVG).
No dleo essencial, as concentragdes de amostras testadas nao apresentaram
diferenga estatistica comparadas aos controles agua e polisorbato 1% em agua. Ja
em relacao ao IVG, apenas a amostra na concentracao de 1% foi capaz de interferir
negativamente na velocidade de germinacgao.

Ao avaliar o crescimento, o extrato bruto de galhos, fragbes: hexano e
cloroformio de folhas, hexano de galhos, e 6leo essencial inibiram o hipocétilo de
Lactuca sativa, em todas as concentragoes testadas, assim como os extratos brutos
e fragdes cloroférmio, tanto de folhas quanto de galhos, inibiram o crescimento da
radicula.

A toxicidade in vitro foi testada frente ao microcrustaceo Artemia salina,
segundo método baseado em Meyer et al. (1982). Foram testados extratos brutos,
fracdes e 6leo essencial, como controle positivo foi utilizado o sulfato de quinidina e a
analise estatistica foi feita por Probitos. Apenas o 06leo essencial apresentou
toxicidade, com concentracgéo letal capaz de matar 50% dos microcrustaceos (CLso)
de 409,92 ug/mL. Segundo a classificagdo de Amarante et al. (2011), o 6leo foi

considerado moderadamente toxico.

2.4 COMPOSTOS ISOLADOS DE Myrcia hatschbachii

Os compostos fendlicos, acido elagico e acido 3-O-metil elagico, foram
identificados no presente estudo (4.4) da espécie Myrcia hatschbachii e apresentam

propriedades bioldgicas conhecidas na literatura.

2.4.1 Acido elagico

O acido elagico (AE) € um composto polifendlico, derivado do acido tanico e
encontrado naturalmente em nozes, frutas (romds, uvas) e vegetais. E um
componente de moléculas poliméricas chamadas de elagitaninos (BUSTO et al.,
2018). Como todos os polifendis, AE € um antioxidante com muitos efeitos celulares,
incluindo a inibigao da proliferagcao de células cancerigenas (BOEHNING et al., 2018;
GUPTA et al., 2019). Além disso, propriedades biolégicas foram relatadas em modelos
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experimentais, como atividades anti-inflamatéria (ROSILLO et al., 2011; FIKRY et al.,
2019) e antimicrobiana (NOUNDOU et al., 2018).

Apesar de apresentar tais propriedades, o composto possui solubilidade
baixa em meio aquoso, o que limita sua absor¢cao na administracdo oral e, portanto,
suas aplicagdes clinicas. A caracterizagado farmacocinética do acido elagico mostra
baixa concentragdo sanguinea, tempo de meia vida curto, rapida absorg¢ao no trato
intestinal e rapida eliminagéo apdés administragdo oral (RANADE et al., 2015). Uma
maneira de melhorar sua solubilidade em agua € reduzir o tamanho das particulas
para aumentar sua biodisponibilidade e atividade biolégica e alguns estudos vem
sendo realizados neste sentido (MONTES et al., 2016; ZHENG et al., 2019).

A estrutura molecular do AE é composta por quatro anéis fundidos com quatro
grupos hidroxila e dois anéis de lactona representando a parte hidrofilica (FIGURA
6B), sendo assim uma forma dimérica do acido galico. A atividade antioxidante desses
compostos esta relacionada a sua estrutura molecular, particularmente a presenca e
ao numero de grupos hidroxila, aos efeitos de conjugacéo, ressonancia e também a
capacidade de melhorar a estabilidade de seus radicais fenoxila (DAVALOS et al.,
2019).

Os varios efeitos biolégicos e protetores do AE resultam de suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatoérias. O AE elimina diretamente as espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, como radicais hidroxila, peréxido de hidrogénio, radicais peroxila
e peroxinitrito. O AE também evita o estresse oxidativo, ativando os sistemas de
enzimas antioxidantes celulares e é capaz de formar um complexo com ions ferro, o
que contribui para a reducéo da formacéao de radicais livres (MEHRZADI et al., 2018).

Visto isso, estudos epidemiologicos e experimentais apoiam um papel
benéfico dos polifendis na dieta em varias doengas gastrointestinais, incluindo a
doenca inflamatdria intestinal. Os polifendis poderiam contribuir como abordagens
complementares as estratégias terapéuticas convencionais ja existentes (anti-
inflamatorios nao esteroidais) (ROSILLO et al., 2011).

Além disto, a suplementagao destes agentes pode ser util para a prevengao
ou atenuacgao da cardiomiopatia diabética. Os resultados encontrados por Chao et al.
(2009) sustentam que os acidos elagico e cafeico forneceram protegcao
anticoagulatdria, antioxidativa e anti-inflamatdria no tecido cardiaco de camundongos

diabéticos.
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Um estudo investigou o papel protetor do acido elagico, como antioxidante
natural, contra a toxicidade testicular provocada pelo arsénico, um indutor do estresse
oxidativo e uma das principais causas da infertilidade masculina. Verificou-se que o
tratamento com AE em ratos reduziu o acumulo de arsénico testicular e os parametros
de estresse oxidativo. Além disso, o AE aumentou o nivel sérico de testosterona,
marcadores antioxidantes testiculares e parametros histologicos. Assim, este
composto pode surgir como uma opgao terapéutica promissora através da redugéo do
estresse oxidativo e das respostas inflamatérias (MEHRZADI et al., 2018).

Em relagcdo aos efeitos antiproliferativos e apoptéticos em células
cancerigenas, o acido elagico causa despolarizagdo mitocondrial nos canceres de
pancreas, células B, neuroblastoma e bexiga pela ativagdo de vias apoptdticas. Na
leucemia linfocitica crénica das células B, tem efeitos diretos nas mitocondrias,
resultando na liberagédo de fatores pré-apoptéticos. Ha também evidéncias de que o
AE pode afetar a producdo de ATP celular e inibir o fluxo glicolitico nas células
cancerigenas do endométrio. No linfoma de células T, o AE pode inibir a atividade da
lactato desidrogenase para diminuir a glicolise (BOEHNING et al., 2018).

O acido elagico também apresenta aplicagcbes na area cosmética. Em um
estudo foi observado uma diminuigdo no nivel de melanina em pacientes com
melasma tratados com AE sintético e em pacientes que usaram extrato vegetal
contendo este composto. A diferenca entre os niveis pré e pos-tratamento de melanina
foi estatisticamente significativa e mostra que, embora o acido elagico nédo seja
utilizado comercialmente nesta condicdo dermatoldgica, ele também pode ser

considerado como uma alternativa eficaz (ERTAM et al., 2008).

2.4.2 Estudo comparativo entre os acidos elagico e 3-O-metil elagico

Um unico estudo foi encontrado na literatura relatando propriedades
biolégicas do acido 3-O-metil elagico. Neste estudo, o composto foi isolado a partir do
extrato metandlico de galhos de Alchornea laxiflora (Euphorbiaceae) e testado frente
as atividades anti-HIV, citotoxica e antibacteriana. O acido elagico também foi obtido
nesta espécie e testado de forma semelhante (NOUNDOU et al., 2018).

Nos resultados encontrados por Noundou et al. (2018), a citotoxicidade foi
testada frente a células Hela (adenocarcinoma cervical humano), e ambos os

compostos nao apresentaram toxicidade devido as baixas inibigdes observadas.
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A propriedade anti-HIV foi avaliada na integrase do subtipo C. O acido 3-O-
metil elagico inibiu a atividade de integrase anti-HIV-1 com valor de ICso superior a
100 uM (concentragao da amostra que inibe 50% da atividade de enzimas integrase).
Ja o acido elagico apresentou melhor atividade de inibicdo com valor de ICso de 90,23
MM, sugerindo que ele possa ser um agente potencial para o desenvolvimento de
novos medicamentos contra o HIV-1.

A atividade antibacteriana foi testada frente as bactérias Gram-positivas
Bacillus cereus (ATCC 11778), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305) e bactérias
Gram-negativas, como Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC
13883), Moraxella catarrhalis (ATCC 23246) e Proteus mirabilis (ATCC 43071). Os
resultados mostraram atividade contra todos os micro-organismos testados e os
valores obtidos de concentragdo inibitéria minima (CIM) estdo apresentados na
TABELA 2.

TABELA 2 — ATIVIDADE ANTIBACTERIANA EXERCIDA PELOS ACIDOS ELAGI,CO E 3-O-
METIL ELAGICO EXPRESSA EM CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

. Acido elagico Acido 3-O-metil

PATOGENO MICRO-ORGANISMO CIM (ug/mL) elagico CIM (ug/mL)
B. cereus 125 125
Gastrointestinal E. faecalis 63 63
E. coli 63 63
Cutanea S. aureus 125 125
Respirat6rio K. pneumonige 16 31
M. catarrhalis 125 250
Urinario P. mirabi/i§ 125 250
S. saprophyticus 31 16

FONTE: NOUNDOU et al., 2018.
NOTA: Concentragao inibitéria minima (CIM).
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3 MATERIAL E METODOS

Os extratos brutos, fragdes e 6leo essencial, provenientes da coleta realizada
em 2016 (GATTO, 2018) armazenados em frascos de vidro, protegidos de calor, luz
e umidade, foram utilizados para a continuidade da pesquisa. Uma nova coleta foi
realizada em 2018, obtendo-se extratos brutos e fragdes.

As etapas de trabalho mostrando os testes realizados nos
extratos/fracbes/6leo essencial, assim como o ano das coletas de obtencdo dessas

amostras vegetais podem ser visualizadas no fluxograma da FIGURA 3.

FIGURA 3 — FLUXOGRAMA DE PESQUISA DA ESPECIE Myrcia hatschbachii

COLETA 2016
[ I ! ! ]
Umidade Estudo fitoquimico = B Estudo
. . 5 _q 1 Oleo essencial 1 Extrato bruto R —
Cinzas totais preliminar morfoanatémico
\ v
Termogravimetria ] ——l Caracterizacdo | l Fracionamento | Cromatografia
» em Camada
Propriedade FracBes: Hexano, Delgada
antioxidante e Cloroférmio,
Atividades | | Acetato de etilae| | Doseamento de
alelopdtica, | Remanescente *  compostos
hemolitica e ¥ fendlicos
toxica preliminar —‘ Acido gdlico |
COLETA 2018 T5 — - Propriedade
I > ,?t“f'da:? acido.gldgico | antioxidante e
antimicrobiana > .
t] . ¥ Acido 3-O-metil ant,?r:‘i;(fgs;na
Umidade i S
. ; Extrato bruto Croipaiogiaia elagico
Cinzas Totais » em Camada
v Delgada Quantificacdo
Fracionamento CLAE
v Atividade
FracSes: Hexano, | enzimatica
Clorofdrmio, i
Acetato de etila e Estudo
Remanescente | farmacologico

FONTE: O autor (2020).
NOTA: Atividades desenvolvidas no mestrado (GATTO, 2018): preenchimento azul.
Atividades desenvolvidas no doutorado: preenchimento vermelho.

Assim, no presente estudo foram utilizadas amostras de ambas as
coletas. A partir do material vegetal coletado em 2016, foram feitas a analise
termogravimétrica de folhas e galhos; a atividade antimicrobiana do 6leo essencial; a
identificacdo de acido elagico e acido 3-O-metil elagico nas fragdes acetato de etila e
cloroformio; a quantificagdo de acido galico na fragdo acetato de etila; e o screening
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fitoquimico, doseamento de compostos fendlicos, avaliacdo da propriedade
antioxidante e a atividade antimicrobiana nos extratos e fracoes.

A partir do material vegetal coletado em 2018, foram feitas as analises
gravimétricas nas folhas e galhos; a obtencdo dos extratos brutos e fragdes; o
screening fitoquimico, a atividade enzimatica e o estudo farmacolégico de extratos e
fracoes.

Além disso, alguns testes, como o screening fitoquimico e avaliagdo das
propriedades antioxidante e antimicrobiana, foram realizados com os compostos
identificados: o acido galico utilizado foi o comercial (lote DCBC0894, pureza minimo
98%), ja a amostra FGC2016ppt foi proveniente de uma precipitacdo da fragcéo

cloroférmio (3.5.2).

3.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado a partir de individuos dispersos pelo Capao do
Cifloma, localizado no Campus Jardim Boténico da Universidade Federal do Parana
(UFPR) em Curitiba (coordenadas geograficas 25°26°52”S e 49°14'25"W). A coleta
ocorreu no mesmo local e periodo (entre os meses de abril e maio) que a realizada
em 2016.

A espécie foi anteriormente identificada por comparacao (GATTO, 2018) com
o exemplar de Myrcia hatschbachii D. Legrand tombado no Herbario Museu Botanico
Municipal, sob o numero 72379. Esta determinagao taxonémica foi realizada pelo
curador José Tadeu Weidlich Motta (ANEXO 1).

O uso da espécie pesquisada possui autorizagao de acesso ao patriménio
genético através do projeto “Estudo Quimico e Bioldgico das Espécies Vegetais”,
processo de n° 02001.001165/2013-47, concedido pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis e foi cadastrada no Sistema Nacional
de Gestédo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado sob o
numero AEEOD2F.

O material vegetal fresco coletado continha aproximadamente 4,88 kg de
folhas e 2,73 kg de galhos. Este material foi seco em local com sombra e circulagéo
de ar, sob temperatura ambiente, por um periodo de 26 dias.

A fragmentacao do material seco foi realizada por moinho de facas e martelos
resultando em 2439,7 g de folhas e 1485,2 g de galhos. Estas quantidades foram
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utilizadas na realizagdo das analises fisico-quimicas (métodos gravimétricos) e

obtencao dos extratos brutos.

3.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

3.2.1 Métodos gravimétricos

3.2.1.1 Umidade

O método para determinacdo de umidade foi realizado conforme a
Farmacopeia Brasileira VI (BRASIL, 2019) e objetiva a quantificagcdo de substancia
volatil eliminada.

Cerca de 3 g de material vegetal seco (P3) foram adicionados em cadinhos
previamente dessecados. Os cadinhos contendo as amostras foram pesados (P2) e
levados a estufa por 2 horas em temperatura de 100°C. Apds o resfriamento em
dessecador, os cadinhos foram novamente pesados (P1) até observagao de peso
constante. A anadlise foi realizada em sextuplicata e o calculo da porcentagem de

umidade foi realizado através da férmula (1):

(1) % de umidade = [(P2 — P1)/ P3] X 100

3.2.1.2 Cinzas Totais

O método para determinagdo de cinzas totais foi realizado conforme a
Farmacopeia Brasileira VI (BRASIL, 2019) e objetiva a quantificacdo de substancia
inorganica nao volatil.

Cerca de 3 g de material vegetal seco (P3) foram adicionados em cadinhos
previamente dessecados e pesados (P1). Os cadinhos foram levados a mufla por 6
horas, com aumento gradativo de temperatura até 600 + 25°C, para a incineragao.
Apos o resfriamento em dessecador, os cadinhos contendo as cinzas foram
novamente pesados (P2). A analise foi realizada em sextuplicata e o calculo da
porcentagem de cinzas totais foi realizado através da férmula (2):

(2) % de cinzas totais = [(P2 — P1) / P3] X 100
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3.2.2 Método termogravimétrico

O objetivo desse estudo foi avaliar a degradagao térmica de folhas e galhos
por meio das analises termogravimétricas (TG), estabelecendo suas relagdes com a
degradagéao vegetal. As curvas de TG foram obtidas a partir de 10 mg de amostras de
folhas e galhos secos, aquecidas a uma taxa constante de 10°C/min, sendo obtidas
no intervalo de temperatura entre 20 e 550°C, sob fluxo de argénio (50 mL/min), em
célula calorimétrica de alumina aberta. O instrumento STA 6000 (PERKIN ELMER,
Whaltam, MA, Estados Unidos) foi calibrado usando indio (In; PF: 156,6°C; AH fus&o:
28,54 J/g) como padrdo. O estudo foi realizado utilizando o programa Origin 9.0 e

conduzido na Universidade Estadual de Ponta Grossa.

3.3 OBTENGAO DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES

3.3.1 Extrato bruto

Os extratos brutos foram extraidos utilizando Soxhlet, modificado por
Carvalho et al. (2009). Este equipamento possui patente de modelo industrial no
Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) sob o n° 0601703-7 A2.

A extragao por Soxhlet apresenta melhor rendimento e rapidez comparada a
outros processos e € considerada termoestavel para o isolamento de substancias
quimicas, utilizados para fins analiticos e farmacotécnicos (CARVALHO et al., 2009).

A extracao das folhas ocorreu em duas etapas, com pesagens de 1364,8 g na
primeira e 1036,2 g na segunda, totalizando 2401 g de planta seca extraida. Em cada
etapa, o material vegetal juntamente com 7 litros de solvente extrator etanol 96°GL,
foram colocados no Soxhlet, o qual estava acoplado a um condensador de bolas e a
um bal&o de fundo chato. Este sistema foi colocado sobre uma manta de aquecimento
e deixado em refluxo por aproximadamente 8 periodos de 8 horas.

A extragao dos galhos ocorreu em uma etapa unica. O material vegetal, cerca
de 1449 g, juntamente com 7 litros de solvente extrator etanol 96°GL, foram colocados
no Soxhlet, o qual estava acoplado a um condensador de bolas e a um baldo de fundo
chato. Este sistema foi colocado sobre uma manta de aquecimento e deixado em
refluxo por aproximadamente 7 periodos de 5 horas.
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Os extratos etandlicos obtidos foram utilizados para as analises de teor de

solidos, fracionamento e atividades biologicas.

3.3.2 Teor de sélidos

Esta analise quantifica os sélidos presentes nos extratos brutos. Apods
dessecacao, placas de Petri foram pesadas anteriormente a adicdo de 10 mL de
extrato bruto. As placas foram levadas a estufa a 100°C até a observacao de peso
constante, baseado na total eliminacao da fase liquida. A diferenca entre o peso da
placa contendo o residuo sdlido e a placa vazia forneceu o teor de soélidos em 10 mL
do extrato (BRASIL, 2019). A analise foi realizada em ftriplicata.

Com os dados de teor de sélidos, foi possivel calcular o rendimento dos

extratos brutos em relagao a planta seca (3):

(3) Rendimento extrato bruto (%) = [(Volume EB x Teor de sélidos %) / Planta seca]

Onde:
Volume EB = Volume (mL) de extrato bruto obtido apds extragcdo em Soxhlet.

Planta seca = Quantidade (g) de planta seca utilizada no preparo do extrato bruto.

3.3.3 Fracionamento

A partir do preparo dos extratos brutos foram retiradas aliquotas para o teor
de solidos e atividades biolégicas, e o restante foi destinado ao fracionamento.

Os extratos brutos de folhas e galhos foram concentrados e adicionados no
Soxhlet modificado (INPI n°® 0601703-7 A2) para a partigdo liquido-liquido, a qual
auxilia no isolamento e identificacdo de metabdlitos que possuem afinidades
diferentes dependendo da polaridade dos solventes.

O aparelho foi conectado a um condensador de bolas e a um baldo de fundo
chato. Utilizaram-se solventes de polaridade crescente, iniciando pelo hexano
(caracteristica apolar). Este sistema foi levado a refluxo para adequada extragéo.
Apods o término, o mesmo processo foi repetido com cloroférmio e em seguida, com

acetato de etila. O extrato remanescente ao fracionamento foi guardado e também
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utilizado nos testes biolégicos. O rendimento das fragdes foi calculado conforme

formula (4):

(4) Rendimento fragéo (%) = [Fragao seca / Planta seca] x 100

Onde:
Fracdo seca: Quantidade (g) de fragdo obtida apds extragdo no Soxhlet e
concentragdo em banho-maria (evaporagao total do solvente).

Planta seca: Quantidade (g) de planta coletada e seca destinada ao fracionamento.

Com isto, totalizaram-se dez amostras para utilizagao nos ensaios bioldgicos
provenientes desta coleta. Para cada material vegetal (folhas e galhos), obteve-se um
extrato bruto etandlico e quatro fragbes (hexano, cloroférmio, acetato de etila e

remanescente).

3.4 SCREENING POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada com o objetivo de
identificar as principais classes de metabdlitos na espécie, avaliados nos extratos
brutos, fragcbes e compostos isolados.

As amostras foram preparadas em metanol e aplicadas em placa de silica
UV254 (marca Whatman®). As fases mdveis e reveladores utilizados para cada classe

de composto podem ser visualizada no QUADRO 3.



QUADRO 3 — SCREENING POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA
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METABOLITO | FASE MOVEL REVELADOR | RESULTADO METODO
Presenca de banda azul-
Esteroides/ Tolueno:Acetato Vanilina violacea e/ou verde. WAGNER,
Triterpenos de etila (93:7) Sulfarica 1% Presenca de banda marrom | 1996
escura (polifenais).
ﬁgiec}gt% En(:ic?g'la: Presenca de banda verde
. P e Reativo de e/ou amarela e/ou laranja WAGNER,

Flavonoides Acido acético NEU fl / h 1996
glaciaI:Agua Iuorai;:en;ef ou castanha.
(100:11:11:26) (luz UV — 254 nm)

Acetato de etila: Pre§enga .de b.ar)da. azul
Acido formico: (taninos hidrolisaveis) e/ou
Taninos/ e e Cloreto férrico | verde escura (taninos WAGNER,
e Acido acético o

Polifendis lacial:Aqua 5% em etanol | condensados). Presenca de | 1996
9 A .g ) banda castanha escura a
(100:11:11:26) .

preta (polifenais).
Cloroférmio:

Alcaloides Metanol~(95:5) Dragendorff Presenci‘a d“e banda de VALENTE
Saturagdo com coloracao tijolo. et.al, 2006
amonia

. Presenca de banda azul
Reativo de fluorescente sob luz UV
. Tolueno:Acetato NEU e . - MIGUEL,

Cumarinas | 4o'otila (80:20) | Hidroxido de | (22 ”m;.qt’e e 'Q.tg”,s'fga 2003

s6dio 1N com a adicdo de Hidroxido

de sodio

FONTE: O autor (2020).
NOTA: Reativo de NEU- Difenilboriloxietilamina a 1% em metanol; Dragendorff- tetraiodeto bismuto

de potassio.

3.5 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS

3.5.1 Amostra: FGA2016ppt

ApoOs a extracao da fracao acetato de etila de galhos, esta foi concentrada e

seca em banho-maria. Neste momento, houve uma precipitagao na parte superior do

frasco, a qual foi recolhida e pesada, totalizando 1,019 g e inicialmente chamada de

FGA2016ppt. O precipitado foi monitorado por CCD utilizando reagdes colorimétricas
conforme screening (QUADRO 3) e identificado por RMN.
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3.5.2 Amostra: FGC2016ppt

Na extracao da fragao cloroférmio de galhos, observou-se a presenga de uma
precipitacdo na parte inferior do baldo de fundo redondo. Assim, retirou-se uma
aliquota da fragao liquida para a centrifugag¢ao. O precipitado (0,2354 g), inicialmente
chamado de FGC2016ppt, foi purificado com metanol (solvente insoluvel) e
monitorado por CCD utilizando rea¢des colorimétricas conforme screening (QUADRO

3). Posteriormente, foi parcialmente identificado por RMN.

3.5.3 Amostra: FFA2016F11-144ppt

Foi realizado uma coluna da fragao acetato de etila de folhas a partir de 3,6 g
da fracao solubilizada em metanol e incorporada em silica-gel 60 para a formacéao de
uma pastilha. Por esta pastilha, ocorreu a eluicdo da amostra através da passagem
de solventes com ordem de polaridade crescente, com aumento gradativo da
porcentagem em 5%, iniciando em hexano:acetato de etila (50:50), passando por
acetato de etila (100), acetato de etila:metanol (95:5), até acetato de etila:metanol
(50:50). Os solventes foram recolhidos em frascos de 10 mL.

Apoés a evaporacgao das fases moéveis, CCDs (screening para flavonoide do
QUADRO 3) foram realizadas para a reunido dos frascos da coluna que apresentaram
bandas com caracteristicas semelhantes. Dentre estes, reuniu-se os frascos de 11 a
114 [fase moével de eluicdo hexano:acetato de etila (35:65) a acetato de etila:metanol
(85:15)].

Ao reunir estes frascos com metanol, houve a precipitacdo de um p6 amarelo,
o qual foi decantado, recolhido e seco, totalizando 52 mg. O precipitado, inicialmente
chamado de FFA2016F 11-144ppt, foi monitorado por CCD e identificado por RMN.

3.5.4 Amostra: FGA2016F109-135ppt

Foi realizado uma coluna da fragao acetato de etila de galhos a partir de 3,2
g da fracao solubilizada em metanol e incorporada em silica-gel 60 para a formacéao
de uma pastilha. Por esta pastilha, ocorreu a eluicado da amostra através da passagem
de solventes com ordem de polaridade crescente, com aumento gradativo da

porcentagem em 5%, iniciando em hexano:acetato de etila (50:50), passando por
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acetato de etila (100), acetato de etila:metanol (95:5), metanol (100), metanol:agua
(95:5) até metanol:agua (50:50). Os solventes foram recolhidos em frascos de 10 mL.

ApoOs a evaporagao das fases méveis, CCDs (screening para flavonoide do
QUADRO 3) foram realizadas para a reunido dos frascos da coluna que apresentaram
bandas com caracteristicas semelhantes. Dentre estes, reuniu-se os frascos de 109 a
135 [fase movel acetato de etila (100) a acetato de etila:metanol (85:15)].

Ao reunir estes frascos com metanol, houve a precipitacdo de um pé branco,
o qual foi centrifugado, recolhido e seco, totalizando 50 mg. O precipitado, inicialmente
chamado de FGA2016F109-135ppt, foi monitorado por CCD e identificado por RMN.

3.6 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As analises de ressonancia magnética nuclear foram realizadas no Centro de
RMN da UFPR.

As amostras obtidas a partir de Myrcia hatschbachii, foram submetidas a
analises espectrométricas para a determinacdo estrutural dos compostos. Os
espectros de RMN de "H e *C{'H}, e experimentos bidimensionais de correlagdo
direta 'H-"3C HSQC e correlagéo a longa distancia 'H-3C HMBC, foram adquiridos a
temperatura ambiente (~20°C) em dimetilsulféxido (DMSO-ds) contendo 0,1% (v/v) de
TMS (tetrametilsilano) em espectrometro de RMN Bruker AVANCE 111 400, operado a
9,4 Tesla, observando os nucleos de 'H e "*C nas frequéncias de 400,1 e 100,6 MHz,
respectivamente. O equipamento foi equipado com uma sonda multinuclear de
deteccao direta (X-ntcleo e 'H) de 5 mm e com gradiente de campo no eixo z.

Os deslocamentos quimicos de 'H e de '3C foram expressos em ppm e
referenciados em relacao ao sinal do TMS, como referéncia interna, em 0,00 ppm. Os

dados obtidos foram comparados com os dados de literatura.

3.7 QUANTIFICACAO DE ACIDO GALICO

Utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia, a quantificacdo do acido
galico (GATTO, 2018) foi avaliada na fragdo acetato de etila de folhas, da qual foi
obtido este composto. Para esta analise, foi preparada uma curva de sete
concentragbes de acido galico, em metanol, e uma concentragdo da amostra

correspondendo ao ponto médio da curva de calibracdo do padrao.
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A anadlise cromatografica foi baseada no método de compostos fendlicos
desenvolvido e validado por Carvalho (2008), com pequenos ajustes. Foram utilizados
cromatégrafo modelo SYS-LC-240-E, marca Varian, e uma coluna analitica Zorbax
Eclypse® C18 (4,6 mm x 250 mm, particula 5 ym). A injegdo das amostras foi feita
manualmente no volume de 20 L, em triplicata, e o fluxo utilizado foi de 1,10
mL/minuto, sob uma temperatura de 23°C. As corridas apresentaram um tempo total
de 27 minutos e pressao de trabalho inicial de 151 atm. A deteccéo ocorreu por um
detector de arranjo de diodo, por varredura de espectro (200 a 400 nm), com
comprimentos de onda monitorados em 223 e 277 nm. A elui¢gdo ocorreu por gradiente

de concentragao conforme o QUADRO 4.

QUADRO 4 — GRADIENTE DE ELUIGAO PARA QUANTIFICAGAO DE ACIDO GALICO

Tempo Fase acida Metanol Acetonitrila:Agua (9:1)
0 98 1
5 80 18 2
10 70 27 3
15 40 50 10
27 72 23 5

FONTE: O autor (2020).
NOTA: Fase acida - 0,1M acido fosférico em acido sulfarico 0,01 M.

Apos o término das corridas, as areas correspondentes ao pico do padrao
acido galico foram integradas, utilizando o software Workstation, assim como a area
de acido galico presente na fragdo acetato de etila de folhas, sendo o pico na amostra
identificado por analise espectral.

Por regressao linear, foi plotado um grafico do padrdo, onde a abscissa
representa a concentracao de acido galico em ug/mL e a ordenada é a area (mAU). A

area obtida na amostra foi substituida pela variavel “y” da equacao de reta na curva
de acido galico, obtendo a concentragao final de equivalentes de acido galico (EAG)
em pg/mL pela concentragao utilizada de amostra. Partindo desta concentragao, foi

possivel o calculo da quantidade em grama de EAG por g de fragao.
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3.8 DOSEAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS

O doseamento de compostos fendlicos foi realizado segundo método descrito
por Singleton et al. (1999), com modificagdes. As amostras testadas nesta analise
foram extratos brutos e fracoes.

O método é fundamentado na reagao dos compostos fendlicos com o reativo
Folin-Ciocalteu, que é uma solugao de ions complexos poliméricos formados a partir
de heteropoliacidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos. Ao reagir com os compostos
fendlicos em meio basico, ocorre a formagao do anion fenolato, o qual reduz o Folin
de mobilidato a éxido de molibdénio, e consequentemente, ha a formagcdo de um
complexo molibdénio-tungsténio (SINGLETON et al., 1999).

Solugbes maes de extratos brutos, fracbes e padrao acido galico foram
preparadas em metanol. A partir destas solugdes, foram feitas diluicbes obtendo-se
uma curva de seis pontos para o padrdo e cinco pontos para as amostras. As
concentragbes foram testadas e definidas de modo que a absorbancia (Abs) néo
ultrapassasse a leitura de 1,0.

Além das amostras e padrao, foram preparados um controle negativo para
avaliar a interferéncia do solvente de diluigdo, um branco para descontar a coloragao
das amostras e uma solug¢ao de carbonato de sédio (Na2C0O3) 10%, a qual foi utilizada
para basificar a reagdo. O reativo Folin-Ciocalteu 2N foi obtido comercialmente. A

reacao foi realizada em triplicata conforme o QUADRO 5.

QUADRO 5 — REACAO PARA DOSEAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS

REACAO AMOSTRA/PADRAO CONTROLE BRANCO
Agua destilada 2mL 2mL 3,8 mL
Amostra/Padrao 200 uL - 200 uL
Metanol - 200 uL -
Folin-Ciocalteu 2N 200 uL 200 uL -
Repouso por 10 minutos
Na2C0O3 10% 400 pL 400 pL -
Agua destilada 1,2mL 1,2mL -
Repouso ao abrigo da luz por 30 minutos

FONTE: O autor (2020).

Decorrido o tempo de reacdo, a leitura das amostras foi realizada em
espectrofotdbmetro UV-1800 Shimadzu® a 760 nm, utilizando metanol para zerar o

equipamento.
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Com as leituras do padréo acido galico foi plotado um grafico, por regressao
linear, onde a abscissa representa a concentracdo de acido galico em pg/mL e a
ordenada € a absorbancia (Abs). A partir das absorbancias obtidas na leitura das
amostras foi descontada a Abs do controle negativo. A Abs resultante foi substituida
pela variavel “y” na curva de &acido galico, obtendo a concentragdo final de
equivalentes de acido galico em pg/mL pela concentracédo utilizada de amostra.
Partindo desta concentragao, foi possivel o calculo da quantidade em grama de EAG
por g de amostra. Assim, os resultados foram expressados em g EAG/g e em %.

Os estudos estatisticos foram feitos através do software Sisvar versao 5.6,
sendo realizados a analise de variancia ANOVA e o teste de Tukey, no qual verifica a
diferenca estatistica entre os resultados obtidos (valores de p < 0,05 foram

considerados significativos).

3.9 PROPRIEDADE ANTIOXIDANTE

3.9.1 Radical DPPH

A avaliacado da propriedade antioxidante pelo método do radical DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila) foi realizada segundo descrito por Mensor et al. (2001), com
modificagdes. As amostras testadas nesta analise foram os compostos isolados (acido
galico e FGC2016ppt).

Este ensaio se baseia na medida da capacidade antioxidante de uma
determinada substancia, que age como doador de atomos de hidrogénio, em
sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina. Esta reagao pode ser observada
com a mudancga simultdnea na coloragao de violeta a amarelo palido (ALVES et al.,
2010).

Foram preparadas solu¢gdes maes de acido galico (0,5 mg/mL) e FGC2016ppt
(1,0 mg/mL, com adigdo de uma gota de DMSO para auxiliar na solubilizagédo) em
metanol e a partir destas, foram realizadas 5 diluicbes com concentracdes entre 1,5 e
12,0 pg/mL, correspondendo a uma curva, na qual estava presente a ICso
(concentragao necessaria para exercer 50% da atividade antioxidante). O reativo
DPPH foi preparado em metanol na concentracéao de 0,3 mM.

A reacado em triplicata foi realizada em microplaca (fundo chato de 96 pocgos),
conforme QUADRO 6, ao abrigo da luz e temperatura ambiente por 30 minutos.
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QUADRO 6 — REACAO PARA METODO DO RADICAL DPPH

REACAO SOLUCAO DILUIDA | METANOL DPPH

Solucéo diluida 142 pL - 58 pL
Branco 142 pL 58 pL -

Controle - 142 pL 58 pL

FONTE: O autor (2020).

Decorrido o tempo de reagao, as amostras, brancos e controle foram lidos a
540 nm em espectrofotdbmetro de luz ultravioleta Multiscan FC, Thermo Scientific®. O

calculo da atividade em porcentagem foi realizado conforme férmula (5):

(5) AA% = 100 — [(Absorbancia amostra — Absorbancia branco) X 100]

(Absorbancia controle)

Para o calculo da ICs, utilizou-se a equacéo de reta y= ax + b, a partir da
plotagem de um grafico, em que abscissa representa a concentragao da amostra (ug
/mL) e a ordenada é a média da atividade antioxidante (AA%) das amostras de cada
concentracgao.

Os resultados obtidos foram comparados estatisticamente. Para a realizagao
de ANOVA e teste de Tukey, foram inseridos os resultados dos compostos isolados,
das fragdes de origem (GATTO, 2018) e padrdes (acido ascorbico, rutina e BHT),
atribuindo uma nomenclatura de grupo estatistico de acordo com o software Sisvar

5.6, sendo que p < 0,05 foi considerado significativo.

3.9.2 Complexo Fosfomolibdénio

O método de avaliacdo da propriedade antioxidante pela formagao do
complexo fosfomolibdénio foi realizada segundo Prieto et al. (1999), com
modificagdes. A técnica espectrométrica é fundamentada na redugdo do molibdénio
(V1) a molibdénio (V) e formacdao de um complexo fosfatomolibdénio (V), o qual
apresenta uma coloracdo verde em pH acido quando utilizada uma amostra com
capacidade antioxidante (PRIETO et al., 1999). As amostras testadas nesta analise
foram os compostos isolados (acido galico e FGC2016ppt).

Os compostos isolados e padrdes (acido ascorbico, BHT e rutina) foram
preparados na concentragdo de 1 mg/mL em metanol, com adigdo de uma gota de
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DMSO na amostra FGC2016ppt para auxilio na solubilizagdo. A partir destas solugdes
maes, as amostras foram diluidas na concentragdo de 200 ug/mL, as quais foram
utilizadas na reagao.

Para cada amostra e padrao, em triplicata, foi pipetado em um tubo de ensaio,
uma aliquota de 0,3 mL, e adicionado 3 mL de reativo que consiste de uma solugao
aquosa de acido sulfurico 0,6 mol/L, fosfato de sdédio 28 mmol/L e molibdato de aménio
4 mmol/L, preparado no momento do uso. Uma solucéo branco também foi preparada
contendo metanol e reativo.

Apods as pipetagens, os tubos foram levemente fechados e colocados em
banho-maria a 95°C por 90 minutos para ocorrer a reagao. Decorrido o tempo, foi
realizada a leitura das absorbancias a 690 nm em microplacas com fundo chato de 96
pocos, em espectrofotdmetro Multiscan FC, Thermo Scientific®, apds as amostras
atingirem temperatura ambiente.

O calculo da atividade antioxidante relativa foi feito conforme a formula (6),
considerando os padrdes com atividade 100%. O estudo estatistico foi realizado pelo
software Sisvar versao 5.6, através de analise de variancia ANOVA e teste de Tukey
(p < 0,05 foi considerado significativo), comparando os compostos isolados, fragdes

de origem (GATTO, 2018) e padrdes (acido ascorbico, rutina e BHT).

(6) AAR% = [Concentracdo Padréao mg/mL x (Abs amostra - Abs branco)] x 100

[Concentracdo Amostra mg/mL x (Abs padrao - Abs branco)]

3.9.3 Poder Antioxidante de Reducéo do Ferro

O ensaio antioxidante de poder de reducdao do ion ferro (FRAP — Ferric
Reducing Antioxidant Power) estda fundamentado na reducdo do ion Fe*® (forma
férrica), presente no complexo 2,4,6- tripiridil-s-triazina (TPTZ), para Fe*? (forma
ferrosa). Nesta reacéo é observada a mudancga de coloragao de roxo claro para roxo
intenso, a qual pode ser lida no espectrébmetro. Quanto maior a absorbancia, maior
sera a intensidade da coloragao e, consequentemente, maior o potencial antioxidante
(URREA-VICTORIA et al., 2016).

A avaliacao desta propriedade foi realizada segundo método descrito por
Rufino et al. (2006), com modificagbes, e as amostras testadas foram os extratos
brutos, fragbes e compostos isolados (acido galico e FGC2016ppt).



57

Foi preparada uma solugdo mae de Sulfato ferroso 2000 uM em agua, e a
partir desta, foram realizadas diluicdes obtendo-se uma curva de calibragao de oito
pontos com concentracdes entre 100 e 1800 pM. As solugcdes méaes de extratos
brutos, fragdes, compostos isolados e controles positivos (rutina, acido ascérbico e
BHT) foram diluidas em metanol para cinco concentragbes, de modo que as
absorbancias estivessem contidas na curva do sulfato ferroso. Na solucdo mae da
amostra FGC2016ppt foi adicionada uma gota de DMSO para auxilio na solubilizagao.

A solugao reagente FRAP foi preparada no momento do uso e era composta
de 25 mL de tampéao acetato 0,3 M pH 3,6, 2,5 mL de uma solucdo de TPTZ 10 mM
preparada em acido cloridrico 40 mM e 2,5 mL de uma solugdo aquosa de cloreto
férrico 20 mM.

Na reacéao, foram pipetados em microplacas com fundo chato de 96 pogos, 30
ML de agua, 10 uL da respectiva solugéo diluida e 300 uL de reagente FRAP. Foi
preparado um branco da mesma forma, apenas substituindo a solugao amostra por
metanol (solvente de preparo). A reacgao foi realizada em triplicata. A microplaca foi
incubada a 37°C no espectrofotdmetro de luz ultravioleta Multiscan FC, Thermo
Scientific® e apds 30 minutos foi realizada a leitura das absorbancias a 570 nm.

Um grafico de regressao linear foi plotado para o padrdo sulfato ferroso,

“o,n

gerando uma equacao de reta y= ax + b, onde o eixo “X” representa a concentragao

“,

(MM)e oy
a absorbancia (y1) referente a 1000 uyM (x1) de sulfato ferroso.

€ a respectiva absorbancia. A partir desta equagao de reta, foi calculada

A partir das absorbancias obtidas das diferentes diluicdes das amostras,
também foi plotado um gréafico para cada uma, conforme realizado no padrdao. A
equacao de reta foi calculada, sendo abscissa representada pela concentragao (mg/L)
e a ordenada pela absorbancia.

Para o calculo da atividade, foi substituida na equacao de reta de cada
amostra, a absorbancia (y1) equivalente a 1000 yM do padrao sulfato ferroso,
obtendo-se a concentragdo da amostra (mg/L) equivalente a 1000 uM de sulfato
ferroso. Partindo desta concentragao, foi possivel o calculo da quantidade em pM
sulfato ferroso/g de amostra.

Os estudos estatisticos foram realizados pelo software Sisvar versado 5.6,
onde foram feitos a analise de variancia ANOVA e o teste de Tukey (p < 0,05 foram
considerados significativos).
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3.9.4 Radical ABTS

A técnica para a geracao de ABTS envolve a produgao direta do cromoforo
ABTS (azul/verde) através da reagao entre ABTS e persulfato de potassio. A adigao
de antioxidantes ao cation radical pré-formado reduz o ABTS, em certa medida e em
uma escala de tempo, dependendo da atividade e concentracdo do antioxidante e da
duracao da reacdo. Assim, a extensao da descoloragcdo como inibicdo do ABTS é
calculada em relagéo a reatividade do trolox (acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-
2-carboxilico) como padréao, nas mesmas condigdes. O método é aplicavel ao estudo
de antioxidantes hidrossoluveis e lipossoluveis, compostos puros e extratos
alimentares (RE et al., 1999).

O procedimento descrito foi baseado em Re et al. (1999) com modificagdes
e testado nos extratos brutos, fragdes, composto isolado (acido galico) e controles
(BHT, rutina e acido ascorbico).

Foi preparada uma solugao mae de trolox 1,6 mmol/mL em metanol 50% em
agua, e a partir desta, foram realizadas diluicdes seriadas obtendo-se uma curva de
calibragao de cinco pontos com concentragdes entre 0,0016 e 0,0002 mmol/mL. As
solugdes maes de extratos brutos, fragdes, acido galico e controles foram diluidas em
metanol 50% obtendo-se as concentragbes a serem testadas, de modo que as
absorbancias estivessem contidas na curva do trolox.

O radical ABTS foi preparado a partir de 5 mL de solugéo aquosa de ABTS
7mM com 88 uL de solugao aquosa de persulfato de potassio 140 mM. Esta mistura
foi mantida no escuro, a temperatura ambiente por 16 horas. No momento do uso, foi
diluido quantidade deste reagente em agua até obter uma absorbancia desejada a
690 nm.

A reacdo em quadruplicata foi realizada a partir de 10 pL da respectiva solugao
amostra/padrao diluida e 300 pL de reagente ABTS. A microplaca foi deixada sob
repouso por 30 minutos no escuro a temperatura ambiente e lida a 690 nm em
espectrofotdbmetro de luz ultravioleta Multiscan FC, Thermo Scientific®.

Com as leituras do padrao trolox foi plotado um grafico, por regresséo linear,
onde a ordenada representa a concentragao de trolox em mmol/mL e a abscissa € a
absorbancia. As absorbancias obtidas nas leituras das amostras foi substituida pela

6y ,M

variavel “x” na curva de trolox, obtendo a concentracéo final de equivalentes de trolox
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(ET) em mmol pela concentrac&o utilizada de amostra. Partindo desta concentracao,
foi possivel o célculo da quantidade em mmol de ET por mg de amostra.

Os estudos estatisticos foram realizados pelo software Sisvar versao 5.6,
onde foram feitos a analise de variancia ANOVA e o teste de Tukey (p < 0,05 foram

considerados significativos).

3.10 ATIVIDADE MICROBIOLOGICA

3.10.1 Atividade antibacteriana do 6leo essencial

Na avaliagdo da atividade antibacteriana do éleo essencial (GATTO, 2018),
foi determinada a concentragdo inibitéria minima pelo método de microdiluigdo em
caldo, conforme CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute (2008).

O dleo foi testado frente as cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 25913, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Salmonella typhimurium ATCC 14028.

Suspensodes bacterianas foram preparadas na concentragdo de 1,0 x 108
UFC/mL em solugao salina, correspondendo ao tubo 0,5 da escala de McFarland, e
inoculadas nas microplacas (5 pL), apresentando concentracgao final de 10* UFC/mL.
As amostras de 6leo essencial foram testadas nas concentragées de 3,9-1000 ug/mL,
preparadas em polisorbato 5%.

O controle negativo do diluente foi preparado a partir de 100 pyL de solugéo de
polisorbato 5% em 100 yL de caldo Mueller-Hinton (MHB) e 5 pL dos inéculos
bacterianos. O controle positivo era composto de 100 uL de MHB e 5 uL dos in6culos
bacterianos. No controle de esterilidade foram utilizados 100 uL de MHB e 100 pL de
oleo essencial.

As microplacas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por 16 a 20
horas. Apds este periodo, foram colocados 20 uL de solugdo aquosa de 2,3,5-
trifeniltetrazodlio cloreto (TTC) a 0,5% e as microplacas foram reincubadas por 3 horas.
Os resultados obtidos de CIM foram interpretados como uma boa atividade
antibacteriana (até 100 pyg/mL), moderada atividade (entre 100-500 pg/mL), fraca
atividade (entre 500-1000 pg/mL) e inativos (maiores que 1000 ug/mL) (TANAKA et
al., 2005; AYRES et al., 2008; SANTOS et al., 2008).
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3.10.2 Atividade antibacteriana e antifungica dos extratos brutos, fracdes, oleo

essencial e compostos isolados

A atividade microbiolégica das amostras foi determinada pela concentragéo
inibitéria minima através do método de microdiluicido em caldo, conforme CLSI e
padronizado e validado por Veiga et al. (2019).

Extratos brutos, fragbes e compostos isolados (acido galico e FGC2016ppt)
foram testados frente as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 8738 e Candida albicans ATCC
10231. Estes micro-organismos sdo descritos na Farmacopeia Brasileira para testes
de eficacia antimicrobiana. O 6leo essencial foi testado apenas frente a Candida
albicans, ja que em um momento anterior (3.10.1), fora testado frente as cepas
bacterianas mencionadas.

Foram preparados os meios de cultura e materiais a serem esterilizados
previamente a execugao do teste. Solugdes maes das amostras foram preparadas a
2 mg/mL utilizando 10% de metanol e completando o volume com agua estéril, exceto
na fracdo hexano de folhas em que foi utilizado 20% de metanol e no éleo essencial
que foi utilizado 10% de DMSO.

Os micro-organismos foram inoculados por esgotamento em placas, com o
auxilio de uma alga bacteriolégica de 10 uL, em TSA (bactérias) e agar sabouraud
(levedura) e incubados a 33-35°C/18-22 horas. Apds a incubagao, parte das colonias
isoladas foram transferidas, com o auxilio de uma alga bacteriolégica de 1 pL, para
tubos contendo solugdo salina (0,9%). Os tubos foram agitados e a turbidez foi
ajustada para 0,5 da Escala de McFarland com o auxilio de um densimetro.

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pogos com fundo em “U”.
Em cada placa foram testadas até trés amostras e um micro-organismo, para evitar
contaminacgao cruzada.

Foram adicionados 100 yL de caldo (MHB para as bactérias e sabouraud
dextrose para a levedura) em todos os pogos da placa. Em seguida, foram adicionados
em triplicata aos orificios da linha A, 100 yL das amostras com concentracéo
conhecida a serem testadas. A partir destas, realizaram-se diluicbes seriadas,
homogeneizando o conteudo dos pocinhos com o auxilio de pipetadora multicanal e
passando aliquotas de 100 uL para a linha seguinte (A>B; B->C; C->D; D>E; E->F;
F->G; G>H). Ao chegar na fileira H, 100 pyL de cada orificio foi descartado, mantendo
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o volume final em todos os pogos de 100 pL. Com isto, a diluicdo das amostras
manteve as seguintes proporgdes e concentragdes: A (1:2) 1000 ug/mL, B(1:4) 500
pg/mL, C (1:8) 250 ug/mL, D (1:16) 125 pg/mL, E (1:32) 62,5 pg/mL, F (1:64) 31,2
pg/mL, G (1:128) 15,6 pg/mL e H (1:256) 7,8 pg/mL.

Para cada microplaca testada, foi preparada uma ftriplicata de controles
positivos Cloranfenicol 250 ug/mL para bactérias e Cetoconazol 500 pg/mL para a
levedura (100 pL de caldo + 100 yL de solugao antimicrobiano) e controle negativo
(100 pL de caldo + 100 uL de solucéao diluente). O controle negativo foi realizado para
demonstrar que a atividade antimicrobiana é proveniente do composto, e ndo do
diluente. O branco era constituido de 100 yL de caldo e 100 yL de amostra testada.
Os pogos dos controles e branco foram homogeneizados e 100 pL foram descartados
para que todos os orificios da placa apresentassem o mesmo volume.

Foram adicionados 10 uL de suspenséao de micro-organismos em cada orificio
das amostras e controles e 10 uL de salina nos orificios correspondentes ao branco.
As microplacas foram incubadas a 33-35°C/20-22 horas.

Apos a incubagao, 20 yL de solucédo reveladora de cloreto de 2, 3, 5-
trifeniltetrazolio 0,125% foram adicionados em todos os orificios. O TTC é utilizado
como indicador da viabilidade celular, e é reduzido pelo metabolismo dos micro-
organismos, tornando-se um formazano com coloragcao résea a purpura. Ou seja,
onde nao houver crescimento, ndo havera desenvolvimento da coloracéo résea. As
placas foram reincubadas por 2 horas a 33-35°C.

Os resultados foram interpretados por leituras visuais, observando-se o
desenvolvimento de coloragao rosea para as bactérias e o depdsito de células (botao
branco a résea para a levedura). A concentracado inibitéria minima foi a ultima
concentragao na qual ndo houve o desenvolvimento de coloragao.

As concentragdes de amostras que inibiram o crescimento microbiano foram
avaliadas quanto a sua acgao bactericida/fungicida ou bacteriostatica/fungistatica. Para
isto, as amostras da microplaca foram semeadas em duplicata para placas de petri
contendo agar TSA (bactérias) e sabouraud (levedura) e incubadas a 33-35°C/18
horas (SANTURIO et al., 2007). O crescimento microbiolégico no agar demonstra a
acao bacteriostatica ou fungistatica e o ndo crescimento mostra a agao bactericida ou
fungicida dos extratos, fragdes, 6leo essencial e compostos isolados.
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3.11 ATIVIDADE ENZIMATICA

3.11.1 a-Glicosidase

A inibigao in vitro da atividade enzimatica da a-glicosidase foi avaliada nas
amostras foliares: extrato bruto e fracdo acetato de etila, escolhidas de acordo com os
resultados dos métodos antioxidantes. Utilizou-se método espectrofotométrico na
regiao do visivel (PEREIRA et al., 2012; SILVA et al., 2014; TONG et al., 2014; SHAN
et al., 2016) com pequenas modificagdes, conduzido na Universidade Federal de Juiz
de Fora.

O ensaio foi realizado em triplicata com 6 concentragdes em DMSO
4%. Em microtubo, foram adicionados 150 pL de tampéo fosfato de
sédio 0,1 M pH 6,8 (contendo NaCl 0,0335 M), 150 uL de glutationa reduzida 0,0005
M (em tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 6,8) para favorecer a reagao, 150 yL de cada
concentragao testada e 150 pyL da solugcédo de a-glicosidase (0,2 unidades/mL em
tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 6,8). A mistura foi incubada em estufa a 37°C por
15 minutos.

Apods esse periodo, foram adicionados 150 yL da solugéo de substrato p-
nitrofenil-a-D-glicopiranosideo 0,85 mM (em tampao fosfato de sddio 0,1 M pH 6,8) e
novamente incubado em estufa a 37°C por 20 minutos. Decorrido este tempo, a
reacao foi paralisada com 300 yL de solugéo de carbonato de sédio 0,2 M, agitada e
a leitura foi realizada em espectrofotdbmetro UV-1800 Shimadzu® no comprimento de
onda de 400 nm.

Foi preparado também o controle da reagcéo, composto de diluente, enzima e
substrato; o branco controle da reagao, composto de diluente, substrato e tampao; e
para cada concentracio testada, o branco amostra, composto de amostra, substrato
e tampao. A acarbose foi utilizada como controle positivo nas mesmas condi¢cdes do
ensaio para as amostras e 0 seu branco era composto de acarbose, substrato e
tampao.

Construiu-se um grafico porcentagem de inibicao versus log da concentracao

em pg/mL. Os percentuais de inibi¢cao (%l) foram calculados de acordo com a férmula

(7):
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(7) %l = [(Abs controle reacdo — Abs branco) — (Abs amostra — Abs branco)] X 100

(Abs controle reacado — Abs branco)

Os resultados da inibi¢ao da atividade enzimatica foram expressos como a média
da concentracdo inibitéria 50% (ICso), calculada a partir da equacéo da reta da
regressao linear de cada amostra.

Para a acarbose foram realizadas trés curvas analiticas em trés dias
diferentes, as quais foram submetidas a analise de covariancia para comprovar a
auséncia de diferenca estatistica entre as curvas analiticas obtidas, utilizando o
programa GraphPad Prism.

Os estudos estatisticos foram realizados pelo software Sisvar versdo 5.6 a
partir da comparacgao dos resultados obtidos para extrato, fracdo e acarbose através
de ANOVA e teste de Tukey, sendo que valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.

3.11.2 Lipase pancreatica

A inibicao in vitro da atividade enzimatica da lipase pancreatica foi avaliada
nas amostras foliares: extrato bruto e fracdo acetato de etila, escolhidas de acordo
com os resultados dos métodos antioxidantes. Utilizou-se método espectrofotométrico
na regiao do visivel (NAKAI et al., 2005; SAIFUDDIN; RAZIAH, 2008; SOUZA et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2015) com pequenas modificagdes, conduzido na
Universidade Federal de Juiz de Fora.

O ensaio foi realizado em triplicata com 7 concentra¢gdes em DMSO 5%. Em
microtubo, foram adicionados 100 pL de cada concentragao testada e 100 pyL da
suspensao de lipase pancreatica 20 mg/mL (em tampao Tris-HCI 0,05 M pH 8,0,
contendo NaCl 25 mM e CaClz 10 mM, sendo que estes sais auxiliam na solubilidade
da enzima). A mistura foi incubada em estufa a 37°C por 15 minutos.

Apos esse periodo, foram adicionados 100 pL da solugao de substrato p-
nitrofenolpalmitato 8 mM (em tampé&o Tris-HCI pH 8,0 contendo 10% de alcool
isopropilico, 0,1% goma arabica e 0,5% Triton-x 100, os quais auxiliam na solubilidade
do substrato) e novamente incubado em estufa a 37°C por 20 minutos. Decorrido este
tempo, a reacgéo foi paralisada em banho quente (85°C) por 10 minutos e logo em
seguida foram acrescentados 800 pL de solugdo tampao Tris-HCI pH 8,0. A mistura
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resfriou por 10 minutos e foi centrifugada a 2500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante
foi utilizado para leitura em espectrofotdmetro UV-1800 Shimadzu® no comprimento
de onda de 410 nm.

Foi preparado também o controle da reacédo, composto de diluente, enzima e
substrato; o branco enzima, composto de diluente, substrato e tampé&o; o branco
substrato, composto de diluente, enzima e tampao. Este branco substrato foi realizado
pois, como o substrato € um acido graxo, € instdvel em meio aquoso. Para cada
concentracio testada, também foi preparado o branco amostra, composto de amostra,
substrato e tampao. O orlistate foi utilizado como controle positivo nas mesmas
condi¢des de ensaio das amostras e 0 seu branco era composto de orlistate, substrato
e tampao.

Construiu-se um grafico porcentagem de inibicado versus log da concentragéo

em pg/mL e os percentuais de inibi¢gao (%) foram calculados de acordo com a férmula

(8):

(8) %I = [(Abs C — Abs BE — Abs BS) — (Abs A — Abs BA)] X 100
(Abs C — Abs BE — Abs BS)

Onde:

Abs C: Absorbancia Controle reacao
Abs BE: Absorbancia Branco Enzima
Abs BS: Absorbancia Branco Substrato
Abs A: Absorbancia Amostra

Abs BA: Absorbancia Branco Amostra

Os resultados da inibicao da atividade enzimatica foram expressos como a média
da concentracao inibitéria 50% (ICso), calculada a partir da equagao da reta da
regressao linear de cada amostra.

Para o orlistate foram realizadas trés curvas analiticas em trés dias diferentes,
as quais foram submetidas a analise de covariancia para comprovar a auséncia de
diferenca estatistica entre as curvas analiticas obtidas, utilizando o programa
GraphPad Prism.

Os estudos estatisticos foram realizados pelo software Sisvar versdo 5.6 a
partir da comparacgao dos resultados obtidos para extrato, fracao e orlistate através de
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ANOVA e teste de Tukey, sendo que valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.

3.12 CORRELACAO DE PEARSON

A determinagao do coeficiente de correlagdo de Pearson é uma medida de
associagao linear entre variaveis. Quanto mais perto de 1, maior é o grau de
dependéncia estatistica linear entre as variaveis (FIGUEIREDO FILHO; SILVA
JUNIOR, 2009).

A correlacéo foi avaliada entre a quantificagdo de compostos fendlicos (ug/mL
EAG) e os métodos antioxidantes: DPPH (% Atividade antioxidante), FRAP (uM de
Sulfato Ferroso/Concentracao de amostra testada) e ABTS (mmol/mL ET). Além
disso, a correlacdo também foi determinada entre a inibicdo da atividade enzimatica

(% Inibicdo) e o conteudo de compostos fendlicos e métodos antioxidantes.

3.13 ESTUDO FARMACOLOGICO

O estudo farmacoldgico foi certificado pelo Comité Institucional de Uso Etico
dos Animais do Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR (CEUA/BIO-UFPR; autorizagao
numero 1322, aprovado em 22 de outubro de 2019 — ANEXO 2) e realizado seguindo
o Guia do Instituto Nacional de Saude para o Cuidado e Uso de Animais de

Laboratorio.

3.13.1 Animais

O experimento foi realizado utilizando ratos machos (pesando de 220 a 250g),
linhagem Wistar, provenientes do Biotério Central da UFPR. Os animais foram
acondicionados em caixas plasticas (41 x 32 x 16,5 cm) em grupos de no maximo 5
animais por caixa, com acesso a agua e ragao ad libitum.

Por pelo menos 3 dias antes dos experimentos comportamentais, os animais
foram mantidos em condigbes padrao de temperatura ambiente (21 + 2°C) e ciclo de
iluminacao (12 h claro/escuro, luzes ligadas as 7h) no biotério do Laboratério de Dor
do Departamento de Farmacologia do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR. Além

disso, os animais foram habituados a sala experimental por pelo menos 1 hora antes
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do teste, o qual foi realizado no ciclo claro (das 8h as 17h). As salas de
experimentagdo apresentavam exaustdo propria bem como controle de temperatura
e luminosidade. Os animais foram utilizados somente uma vez e imediatamente
eutanasiados por overdose de tiopental (100 mg/kg) ao fim do experimento.

Todos os esforgos foram feitos para minimizar o numero de animais, bem
como o sofrimento, seguindo o principio de redugao recomendado por Russell e Burch
(TANNENBAUM; BENNETT, 2015).

3.13.2 Avaliacao do efeito anti-inflamatério sobre o edema de pata induzido por

carragenina

Para a avaliagao do potencial anti-inflamatério foi utilizado o teste de edema
de pata induzido por carragenina descrito por Pacheco et al. (2019). Apds um jejum
de 12h, o veiculo (solug¢édo salina NaCl 0,9%) ou extrato bruto de folhas, solubilizado
em solugao salina, foram administrados por via oral (gavagem) e a dexametasona (1
mg/kg) por via subcutdnea em grupos experimentais conforme o QUADRO 7. As
injecbes subplantares de carragenina (200 ug/pata em 100 pL de salina) ou salina

(100 pL), utilizada como controle, foram realizadas ap6s uma hora dos tratamentos.

QUADRO 7 - GRUPOS EXPERIMENTAIS UTILIZADOS NO TESTE DE EDEMA DE PATA

TRATAMENTO INJECAO NUMERO DE ANIMAIS
Veiculo Salina 9
Veiculo Carragenina 8
EBF 10 mg/kg Carragenina 9
EBF 30 mg/kg Carragenina 8
EBF 100 mg/kg Carragenina 9
Dexametasona 1 mg/kg Carragenina 9

FONTE: O autor (2020).
NOTA: Extrato bruto folha (EBF).

As espessuras das patas foram mensuradas com auxilio de um paquimetro
digital em milimetros (mm) antes da administracdo de carragenina ou salina (medidas
basais, tempo 0) e novamente apds a inje¢ao de carragenina ou salina nos intervalos
de 1, 2 e 3 horas. A inflamacgao foi avaliada como o aumento na espessura da pata
(edema) em cada intervalo de tempo em relagdo a medida basal.



3.13.3 Avaliagéo do efeito antinociceptivo no teste da formalina

O teste de formalina foi realizado segundo Pacheco et al. (2019). Ap6s um
jejum de 12h, o veiculo ou extrato bruto de folhas, solubilizado em solugéo salina,
foram administrados por via oral (gavagem) em grupos experimentais conforme o
QUADRO 8, verificando a resposta antinociceptiva em doses baixas (10 e 30 mg/kg),
intermediaria (100 mg/kg) e alta (300 mg/kg). Apds 45 minutos do tratamento, os ratos
foram aclimatados por 15 minutos no aparato do teste de formalina (funil de vidro

invertido: 290 mm de largura e 410 mm de altura) com espelho ao fundo para facilitar

a visualizagédo do animal (FIGURA 4).

QUADRO 8 - GRUPOS EXPERIMENTAIS UTILIZADOS NO TESTE DE FORMALINA

GRUPO TRATAMENTO NUMERO DE ANIMAIS
Veiculo Salina 9
Dose 1 EBF 10 mg/kg 8
Dose 2 EBF 30 mg/kg 10
Dose 3 EBF 100 mg/kg 8
Dose 4 EBF 300 mg/kg 8

FIGURA 4 - ACLIMATAGAO DOS ANIMAIS NO TESTE DE FORMALINA

FONTE: O autor (2020).

NOTA: Extrato bruto folha (EBF).

FONTE: O autor (2020).
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Em seguida, os animais receberam a injegao de formalina 2,5% (50 uL/animal)
na superficie intraplantar de uma das patas traseiras. Os comportamentos
nociceptivos dos ratos de chacoalhar a pata ipsilateral foram chamados de “flinches”
e ocorreram imediatamente apos a administracdo do agente algogénico.

Assim, os flinches foram contados pelo decorrer de 60 minutos, divididos em
periodos de 5 minutos com fases definidas nos seguintes intervalos de tempo: fase |
(0 a 5 minutos), fase quiescente (6 a 15 minutos) e fase Il (16 a 60 minutos). Os
resultados foram expressos como a soma do total de flinches em cada fase do teste
(grafico de barras) e o numero acumulado de flinches a cada 5 minutos durante os 60
minutos do teste (grafico xy).

O controle farmacoldgico positivo com farmacos anti-inflamatoérios nao
esteroidais (AINEs) ou opioides nao foi realizado para este experimento
comportamental, uma vez que seus efeitos antinociceptivos foram amplamente
observados em estudos prévios (VENANCIO et al., 2011; ANDRADE et al., 2012;
SANTOS et al., 2014; SILVA et al., 2018).

3.13.4 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados pela média + erro padrdo da média (EPM)
de n= 8-10 animais por grupo experimental. Os dados foram comparados usando
ANOVA de duas vias em que os fatores independentes utilizados foram tratamento e
tempo, seguida de post-hoc de Bonferroni. O nivel de significancia foi estabelecido em

p < 0,05. Todos os testes foram realizados no programa GraphPad Prism 6.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os resultados de determinacdo de umidade e cinzas totais pelos métodos
gravimétricos estdo apresentados na TABELA 3 e atendem aos critérios
farmacopeicos. Estas analises sdo importantes como parametros de controle de
qualidade do material vegetal, podendo constatar uma possivel adulteragdo ou
contaminacao. Além disto, as analises fisico-quimicas mostram que o método de

secagem foi eficaz.

TABELA 3 — ANALISES DE UMIDADE E CINZAS TOTAIS DE FOLHAS E
GALHOS DE Myrcia hatschbachii

MATERIAL VEGETAL | UMIDADE % + DP | CINZAS TOTAIS % + DP
Folhas 13,37 £ 0,40 7,76 £ 0,22
Galhos 10,62 £ 0,39 4,24 + 0,21

FONTE: O autor (2020).
Nota: Desvio Padréo (DP).

A analise térmica consiste de técnicas em que é medida a propriedade fisica
de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo em fungao da temperatura e/ou do
tempo. Esta substéncia é submetida a uma programagao controlada de temperatura
e sob uma atmosfera especifica, em que sao observadas as variagcbes de massa,
através da utilizagdo de uma termobalanca de elevada sensibilidade e
reprodutibilidade. As curvas obtidas fornecem informacgdes relativas a composicao e
estabilidade térmica da amostra, dos produtos intermediarios e do residuo formado
(SILVA et al., 2007).

Os resultados para esta analise mostrando as temperaturas inicias e finais de
cada etapa e o percentual de massa degradada podem ser observados na TABELA 4
e no GRAFICO 3.



TABELA 4 — ANALISE DE DEGRADAGAO TERMICA DE FOLHAS E GALHOS DE Myrcia

hatschbachii
TEMPERATURA MASSA (%)
ETAPAS °C  Folha Galho | Folha Galho
. T 20 20
1 Umidade T 130 134 6,6 9,6
Decomposigéo de metabdlicos Ti 124 134
2 secundarios Tr 402 383 | 46 905
3 Decomposigéao lenta de residuos Ti 405 383 15.4 20.2
carbonados e polimeros TF 550 550 ’ ’
4 Residuo carbonifero .I-I.-; 5_50 5?0 32 10,1

FONTE: O autor (2020).

Nota: T\ - Temperatura inicial da etapa, Tr - Temperatura final da etapa, % - percentual

de massa degradada em cada etapa.

GRAFICO 3 — PERFIL DA ANALISE TERMICA DE FOLHAS E GALHOS
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FONTE: O autor (2020).

T
500

70

O perfil de degradacéao térmica das folhas e galhos de Myrcia hatschbachii

apresentaram um comportamento semelhante, com quatro perdas de massa em

atmosfera de argénio.

Na etapa 1, foi observado que a perda de agua iniciou em 20°C (temperatura

inicial do experimento) até aproximadamente 130°C para folhas e 134°C para galhos.

Na amostra de galho houve uma pequena diferenca entre a umidade pelo método

gravimétrico convencional em estufa e o termogravimétrico. Ja para a amostra de

folha, a diferenga de resultados foi mais significativa, sendo a perda de massa do

meétodo gravimeétrico superior a obtida pelo termogravimétrico.
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Na etapa 2, foi avaliada a decomposi¢ao de metabdlitos secundarios como
flavonoides, taninos e terpenos. Pela analise térmica, constatou-se que folhas
apresentaram boa estabilidade térmica até 124°C, e galhos até 134°C, o que garante
confiabilidade térmica nos processos de extragcdao a quente, como em aparelhos de
Soxhlet.

Na etapa 3 ocorreu a decomposicao lenta de residuos carbonados e
polimeros e a etapa 4 correspondeu ao residuo carbonifero. Caso tivesse sido
utilizado fluxo de ar sintético na analise termogravimétrica, o residuo da etapa 4 seria
chamado de cinzas. Como a analise foi feita em argbnio, o residuo foi chamado de

carbonifero, pois nem todo o carbono foi degradado.

4.2 OBTENGAO DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES

Apdés extracdo em Soxhlet, os extratos brutos etandlicos foram
homogeneizados, obtendo-se um volume de 9120 mL de extrato bruto de folhas, a
partir de 2401 g de material seco e tempo de extragdo de aproximadamente 65 horas
(em cada etapa de extragao). Ja para o extrato bruto etandlico de galhos, partiu-se de
1449 g de material seco, o qual foi extraido por aproximadamente 37 horas, resultando
em um volume de 5080 mL.

Os extratos brutos foram filtrados a vacuo e aliquotas foram retiradas para a
determinagao de solidos. A partir do teor de sélidos, também foi possivel o calculo do
rendimento dos extratos. Os resultados destas analises estdo apresentados na
TABELA 5.

TABELA 5 — TEOR DE SOLIDOS E RENDIMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS DE FOLHAS E
GALHOS DE Myrcia hatschbachii

PARTE AEREA TEOR DE SOLIDOS (g) em 10 mL + DP RENDIMENTO (%)
Folhas 0,264 + 0,0035 10,03
Galhos 0,091 + 0,0012 3,19

FONTE: O autor (2020).
NOTA: Desvio Padrao (DP).

Concluida esta etapa, parte dos extratos brutos (aproximadamente 100 g para
o extrato bruto de folhas e 6 g para o extrato bruto de galhos) foram secos em banho-
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maria para a realizagdo dos ensaios biolégicos e a outra parte foi destinada ao
fracionamento.

A particéo liquido-liquido, realizada também por Soxhlet, foi conduzida com
solventes de diferentes polaridades: hexano, cloroférmio e acetato de etila para folhas
e galhos. Devido a grande quantidade de material vegetal, a fracdo hexano de folhas
foi obtida em quatro etapas e a fracdo acetato de etila de galhos em duas; as demais
foram provenientes de uma unica etapa.

Na TABELA 6 esta apresentado o rendimento das fracbes em relagdo a
quantidade de planta seca (2299,36 g de folhas e 1442,72 g de galhos) utilizada no
extrato bruto que foi destinada ao fracionamento. Além disso, esta apresentada a

massa de fragao apds evaporagao dos solventes em banho-maria.

TABELA 6 — RENDIMENTO DAS FRAGOES DE FOLHAS E GALHOS DE Myrcia hatschbachii

PARTE AEREA FRACAO RENDIMENTO (%) | MASSA DE FRACAO SECA (g)

Hexano 2,13 48,9874

Folhas Clorof(’)rmio_ 1,07 24,6874
Acetato de etila 0,46 10,5995

Remanescente 1,83 42,1210

Hexano 0,84 12,1752

Galhos Cloroférmio_ 0,06 0,9252
Acetato de etila 0,16 2,3752

Remanescente 0,79 11,3701

FONTE: O autor (2020).

4.3 SCREENING POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

O screening fitoquimico por CCD foi realizado nos extratos brutos, fracoes e
precipitados com o intuito de identificar os principais metabdlitos da espécie. Os

resultados obtidos estao sumarizados na TABELA 7.
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TABELA 7 - SCREENING FITOQUIMICO DOS EXTRATOS BRUTOS E FRAGOES DE Myrcia
hatschbachii POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

ESTEROIDE/
COLETA | AMOSTRA | 1= ory o | FLAVONOIDE | TANINO | ALCALOIDE | CUMARINA
EBF ¥
FFH *
FFC +
FFA -
FFR
EBG

+
FGH *
+
+

+

-+
1

1
+ + +

2016

1
+ + +

FGC
FGA
FGR -
FGC2016ppt -
FGA2016ppt
EBF
FFH
FFC
FFA
FFR
EBG
FGH
FGC -
FGA -
FGR -

+ 4+ + [

2018

+ +
1
+ o+ + +

L T T T i S T o B e S e e A S S A T -
T S T S S S R o S S S S A S R S S S
1
+ 4+ [+ +

FONTE: O autor (2020).

NOTA 1: Extrato bruto folha (EBF), Fracéo folha hexano (FFH), Fracéo folha cloroférmio (FFC), Fragao
folha acetato de etila (FFA), Fracao folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fracao galho
hexano (FGH), Fracao galho cloroférmio (FGC), Fracdo galho acetato de etila (FGA), Fragdo galho
remanescente (FGR), Fragcado galho cloroférmio precipitado (FGC2016ppt), Fracdo galho acetato de
etila precipitado (FGA2016ppt).

LEGENDA: (-) ausente; (+) presente.

Os esteroides e/ou triterpenos foram positivos para as amostras foliares de
extrato bruto e fragbes hexano e cloroférmio, tanto da coleta 2016 quanto da 2018,
com o aparecimento de bandas verde e azul. As amostras de galhos da coleta 2018
foram positivas para o extrato bruto (banda verde) e fragdo hexano (bandas verde e
azul), ja as amostras referentes a coleta de 2016 foram positivas para o extrato bruto,
fracdes hexano e cloroférmio (bandas verde e azul) e fragao acetato de etila (banda
azul). Nao houve aparecimento de banda nos precipitados (FGC2016ppt e
FGA2016ppt).

Em relagdo aos flavonoides, houve o aparecimento de banda amarela em
todas as amostras testadas, assim como para taninos, com o aparecimento de banda
azul, indicando taninos hidrolisaveis (FIGURA 5). A pesquisa de alcaloides foi negativa
para os extratos brutos, fracdes e precipitados.
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FIGURA 5 - PESQUISA DE TANINOS NOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES COLETADOS EM
2016 (A) E 2018 (B)
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FONTE: O autor (2020).
NOTA: Folhas coleta 2016 (F16), Galhos coleta 2016 (G16), Folhas coleta 2018 (F18), Galhos coleta
2018 (G18), Extrato bruto (EB), Fracao hexano (FH), Fragao cloroférmio (FC), Fragdo acetato de etila
(FA), Fracao remanescente (FR).

As cumarinas foram positivas com o aparecimento de banda azul nas
amostras foliares coletadas em 2018: extrato bruto, fragdes hexano e cloroféormio;
amostras de galhos coletadas em 2018: extrato bruto, fragdes hexano, cloroférmio e
acetato de etila; amostras foliares coletadas em 2016: extrato bruto, fracbes hexano,
cloroféormio e acetato de etila; amostras de galhos coletadas em 2016: extrato bruto,
fragcdes hexano, cloroférmio e remanescente; assim como nos precipitados.

De forma geral, a presenca dos metabdlitos foi semelhante entre as coletas e
quando comparado a marcha fitoquimica classica (GATTO, 2018), demonstrando a
eficiéncia e reprodutibilidade do processo extrativo. Além disso, em ambas as coletas,
foi observada a presenca de flavonoides e taninos em todas as amostras, o que
corrobora com os metabdlitos mais encontrados na familia e no género. A familia
Myrtaceae € caracterizada pela presenca de compostos fendlicos (flavonoides e
taninos) (RODRIGUES et al., 2016), bem como estudos no género Myrcia também
mostraram a presenga de taninos, acidos orgéanicos e flavonoides (CASCAES et al.
2015).
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4.4 IDENTIFICAGCAO DE COMPOSTOS

4.4.1 Amostra: FGA2016ppt

A elucidacao do precipitado obtido da fragdo acetato de etila de galhos foi
realizada por RMN, conforme andlise dos espectros de '"H e ®C{'H} e mapas de
correlagdo direta 'H-"*C HSQC e a longa distancia 'H-">C HMBC. A TABELA 8 e a
TABELA 9 apresentam os dados destes estudos comparados aos obtidos
experimentalmente e a FIGURA 6 traz a disposicdo dos atomos de carbono para a
elucidacdo das moléculas identificadas: acido 3-O-metil elagico (A) e acido elagico

(B).

TABELA 8 - DADOS DE RMN DE 'H E "C{'H} PARA O ACIDO 3-O-METIL ELAGICO
(AMOSTRA FGA2016ppt), EM DMSO-ds

Oc OH
POSICAO | EXPERIMENTAL2® | LITERATURA® | EXPERIMENTAL® | LITERATURA®

1’
2’
3’
4 148,3 148,9
g 110,6 110,6 7,51s 751s
7 159,0 159,3
1
2
3 140,5 140,2
4
g 110,6 110,6 7,45 s 746's
7 159,4 159,8

3-OCHs 61,2 61,3 4,05s 4,04 s

FONTE: O autor (2020).

NOTA: 2 Experimento de RMN realizado a 400 MHz para 'H e 100 MHz para '*C em DMSO-
ds utilizando o TMS como referéncia em & 0,00. ® Valores determinados por experimentos de
RMN HSQC e HMBC. ¢ Dados comparados com a literatura Wyrepkowski et al. (2014) ('H:
300 MHz; 3C: 75,5 MHz, DMSO-dg). (8) Deslocamento quimico em ppm.



76

TABELA 9 - DADOS DE RMN DE 'H E "®C{'H} PARA O ACIDO ELAGICO (AMOSTRA
FGA2016ppt), EM DMSO-ds

Oc OH
POSICAO | EXPERIMENTAL2® | LITERATURA® | EXPERIMENTAL? | LITERATURA®
1e?1 112,3 112,3
2e?2 136,1 136,5
3e3d 139,6 139,6
4ed 148,2 148,1
5e5 110,3 110,2 746 s 745s
6eb 107,2 107,6
TeT 159,1 159,1

FONTE: O autor (2020).
NOTA: @ Experimento de RMN realizado a 400 MHz para 'H e 100 MHz para '*C em DMSO-
ds utilizando o TMS como referéncia em d 0,00. ® Valores determinados por experimentos de
RMN HSQC e HMBC. ¢ Dados comparados com a literatura Goriparti et al. (2013) ('H: 400
MHz; 3C: 100 MHz, DMSO-dp). (8) Deslocamento quimico em ppm.

FIGURA 6 - DISPOSICAO DOS A'[OMOS DE CARBONO NAS MOLECULAS DE ACIDO 3-O-METIL
ELAGICO (A) E ACIDO ELAGICO (B)

FONTE: O autor (2020).

O espectro de 'H e mapas de correlagdo HSQC e HMBC podem ser
observados na FIGURA 7, FIGURA 8 e FIGURA 9, respectivamente.



FIGURA 7 - ESPECTRO DE "H DA AMOSTRA FGA2016ppt
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FONTE: O autor (2020).
NOTA: "H: 400 MHz, DMSO-ds.

FIGURA 8 - MAPA DE CORRELAGCAO DIRETA 'H-"3C HSQC DA AMOSTRA FGA2016ppt
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FONTE: O autor (2020).
NOTA: "H: 400 MHz; 3C: 100 MHz, DMSO-ds.
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FIGURA 9 - MAPA DE CORRELAGCAO A LONGA DISTANCIA "H-"*C HMBC DA AMOSTRA

FGA2016ppt
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FONTE: O autor (2020).
NOTA: "H: 400 MHz; "*C: 100 MHz, DMSO-de.

O acido elagico € um composto fendlico isolado pela primeira vez na espécie
Myrcia hatschbachii, assim como o acido galico encontrado anteriormente (GATTO,
2018). Sua presenca foi identificada em outras espécies do género, como nos extratos
foliares de Myrcia bella e Myrcia fallax (SANTOS et al., 2018). A identificacdo desta
substancia corrobora com a presenga de taninos hidrolisaveis encontrados no
screening fitoquimico, a expressiva propriedade antioxidante da espécie, além do alto
conteudo de compostos fendlicos doseados pelo método de Folin-Ciocalteu. Nao
foram encontrados na literatura relatos do acido 3-O-metil elagico no género Myrcia,
embora ja tenha sido descrita na familia Myrtaceae, como no estudo realizado por
Neves et al. (2018), que identificou a substancia em extratos de cascas de jabuticaba

(Plinia spp.).

4.4.2 Amostra: FGC2016ppt

A elucidagdo do precipitado obtido da fracdo cloroférmio de galhos foi
realizada por RMN, conforme analise dos espectros de 'H e 8C{'H} e mapas de
correlagao direta 'H-3C HSQC e a longa distancia 'H-'*C HMBC. Os dados obtidos
estavam de acordo com o acido elagico (TABELA 9). Além do acido elagico, uma

segunda molécula estava presente nesta amostra, a qual ndo foi completamente
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elucidada, mas conforme analises preliminares, tratava-se possivelmente de um

composto formado a partir da fusdo do acido elagico com o acido galico.

4.4.3 Amostra: FFA2016F11-144ppt

A elucidacao do precipitado obtido da reunido dos frascos 11 a 114 da coluna
realizada com a fragdo acetato de etila de folhas foi feita por RMN, conforme analise
dos espectros de 'H e 3C{'H} e mapas de correlagéo direta 'H-3C HSQC e a longa
distancia 'H-3C HMBC. Os dados obtidos estavam de acordo o acido elagico,
conforme TABELA 9.

4.4.4 Amostra: FGA2016F109-135ppt

A elucidagao do precipitado obtido da reunido dos frascos 109 a 135 da coluna
realizada com a fragcao acetato de etila de galhos foi feita por RMN, conforme analise
dos espectros de 'H e 3C{'H} e mapas de correlagio direta 'H-'3C HSQC e a longa
distancia 'H-"*C HMBC. Os dados de RMN obtidos estavam de acordo com o acido
acido 3-O-metil elagico e acido elagico, conforme a TABELA 8 e a TABELA 9,

respectivamente.

4.5 QUANTIFICACAO DE ACIDO GALICO

A quantificagao de acido galico na fracao acetato de etila de folhas, da qual
foi isolado este composto, foi realizada utilizando CLAE.

Uma curva de sete concentragbes (20,6 — 82,4 ug/mL) de acido galico foi
preparada e por regressao linear, foi plotado um grafico que originou a seguinte
equacéo de reta y= 625155x - 1E+06 (R?= 0,9956), onde a abscissa representa a
concentragao de acido galico em ug/mL e a ordenada é a area (mAU).

Gy 9

A area obtida pela fragdo acetato de etila foi substituida pela variavel “y” da
equacao de reta na curva de acido galico, obtendo a concentracdo final de
equivalentes de acido galico em ug/mL pela concentragao utilizada de amostra.
Partindo desta concentragao, foi possivel obter o resultado da quantidade em grama

de EAG por g de fragédo: 0,1831 g EAG/g + 0,0058.
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Com esta analise, concluiu-se que 18% da composicéo da fracdo acetato de
etila de Myrcia hatschbachii € atribuida ao acido galico. A FIGURA 10 traz a
sobreposi¢cao dos cromatogramas do padrdo e amostra, onde foi observado que os
picos correspondentes ao acido galico apresentaram o mesmo tempo de retengao (7,8

minutos).

FIGURA 10 - SOBREPOSICAO DOS CROMATOGRAMAS DE ACIDO GALICO E FRACAO
ACETATO DE ETILA DE FOLHAS

£ & il N +* Pk il
E

135

FONTE: O autor (2020).
NOTA: Cromatograma da amostra: cor preta. Cromatograma do acido galico: cor azul.

4.6 DOSEAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo os metabdlitos mais abundantes nas plantas, e
também podem ser encontrados em frutas, legumes, especiarias e cereais. Estes
compostos possuem uma estrutura quimica comum com a presenga de um anel
aromatico e hidroxilas como substituintes. Os principais grupos incluem flavonoides,
acidos fendlicos, taninos, estilbenos e lignanas. Muitos estudos relatam seus efeitos

como antioxidantes, antimicrobianos, anti-carcinogénicos, anti-inflamatérios, além de
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também serem explorados no desenvolvimento de cosméticos, nutracéuticos ou
alimentos funcionais (CONG-CONG et al., 2017).

Os resultados de doseamento dos extratos brutos e fragdes de Myrcia
hatschbachii foram expressos em porcentagem e em grama EAG/g e estédo
demonstrados na TABELA 10.

TABELA 10 — DOSEAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS DOS EXTRATOS
BRUTOS E FRACOES DE Myrcia hatschbachii EXPRESSO EM g
EAG/g E EM PORCENTAGEM

COMPOSTOS FENOLICOS
AMOSTRA g EAG/g + DP % Teste de Tukey
FGH 0.0359 + 0,0008 3,59 at
FFH 0.0422 % 0,0015 422 al
FFC 0.1620 + 0.0040 16,20 a2
FGC 0.1782 + 0.0053 17.82 a3
EBG 0.1819 + 0.0035 1819 a3, a4
FGR 0.1932 + 0.0031 19,32 ad
EBF 0.2538 + 0,0049 25.38 a5
FFR 0.2641 + 0.0053 26,41 a5
FGA 0.4061 + 0.0058 40,61 a6
FFA 0,7538 + 0.0297 75.38 a7

FONTE: O autor (2020).

NOTA 1: Gramas de equivalente em acido galico por grama de amostra (g EAG/g),
Desvio Padréo (DP), Extrato bruto folha (EBF), Fragao folha hexano (FFH), Fragao
folha cloroformio (FFC), Fracéo folha acetato de etila (FFA), Fracdo folha
remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fragdo galho hexano (FGH), Fragao
galho cloroférmio (FGC), Fracdo galho acetato de etila (FGA), Fracdo galho
remanescente (FGR).

NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p <
0,05) entre si pelo teste de Tukey.

A quantidade de fendlicos pode ser classificada como alta (> 0,05 g EAG/g),
média alta (0,03 a 0,05 g EAG/g), média (0,01 a 0,03 g EAG/g) e baixa (< 0,01 g
EAG/g) (CHEW et al., 2011). Segundo esta classificagéo, todas as amostras, com
excecao das fragdes hexano, apresentaram uma alta quantidade de compostos.

Extratos etandlicos de folhas de Myrcia guianensis apresentaram resultados
de doseamento de compostos fendlicos de 0,0715 g EAG/g, ja os resultados de Myrcia
fallax e Myrcia bella foram de 0,2182 g EAG/g e 0,2154 g EAG/g, respectivamente
(SANTOS et al., 2018), sendo bem préximos ao obtido no extrato bruto de folhas de
Myrcia hatschbachii (0,2538 g EAG/g). Um outro estudo realizado com extratos de
folhas apresentaram resultados de 0,4637 g EAG/g para Myrcia tomentosa e 0,3189
g EAG/g para Myrcia lingua (TAKAO et al., 2015).
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Como observado no GRAFICO 4, a fragdo acetato de etila de folhas destacou-
se das demais, apresentando 75% de fendlicos na sua composi¢ao. Estudos
utilizando fragdes do mesmo solvente mostraram resultados em torno de 8,6% para
Myrcia splendens e 11,1% para Myrcia palustris (MORESCO et al., 2014),

evidenciando o relevante resultado obtido pela espécie pesquisada.

GRAFICO 4 — DOSEAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS NOS EXTRATOS BRUTOS E
FRACOES EXPRESSO EM PORCENTAGEM
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FONTE: O autor (2020).

NOTA: Extrato bruto folha (EBF), Fragéo folha hexano (FFH), Fragcéo folha cloroférmio (FFC), Fracéo
folha acetato de etila (FFA), Fracao folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fragéo
galho hexano (FGH), Frag&o galho cloroférmio (FGC), Fragao galho acetato de etila (FGA), Fragéo

galho remanescente (FGR).
NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si,
pelo teste de Tukey.

4.7 PROPRIEDADE ANTIOXIDANTE

A propriedade antioxidante avaliada pelos métodos de radical DPPH e
complexo fosfomolibdénio foi testada com os compostos isolados (acido galico e
FGC2016ppt) para avaliar o possivel sinergismo entre essas substancias e os
resultados apresentados por suas fragdes de origem (GATTO, 2018). Ja os métodos
de FRAP e ABTS foram testados com os extratos brutos, fracées, padrbes e
compostos isolados.
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4.7.1 Radical DPPH

A ICso (concentragao necessaria para exercer 50% da atividade antioxidante
ou reduzir 50% da concentracéo inicial de radical DPPH) dos compostos isolados foi
de 1,74 pg/mL (grupo estatistico a1) para o acido galico e 5,89 ug/mL (a3) para
FGC2016ppt (GRAFICO 5). Ambos os compostos apresentaram maior potencial
antioxidante do que suas fragdes de origem: acetato de etila de folhas (3,84 pg/mL,
a2) e cloroférmio de galhos (29,14 ug/mL, a6) (GATTO, 2018), respectivamente,
mostrando que a capacidade antioxidante destas amostras de origem possivelmente
esta relacionada a presenca dos respectivos isolados contidos nelas. Além disso, é
observado que o acido galico e FGC2016ppt apresentaram potencial antioxidante
superior ou igual aos padrdes rutina (7,09 ug/mL, a4), BHT (15,25 ug/mL,a5) e acido
ascorbico (5,53 pg/mL, a3).

GRAFICO 5 — POTENCIAL ANTIOXIDANTE DOS COMPOSTOS ISOLADOS PELO METODO DO
RADICAL DPPH EXPRESSO EM ICso
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FONTE: O autor (2020).

NOTA: Concentragdo necessaria para exercer 50% da atividade antioxidante (ICso), Acido ascérbico
(AA), Acido galico (AG), Hidroxitolueno butilado (BHT), Fragao folha acetato de etila (FFA), Fragéo
galho cloroférmio (FGC), Fragéo galho cloroférmio precipitado (FGC2016ppt).

NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si,
pelo teste de Tukey.
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4.7.2 Complexo Fosfomolibdénio

Os resultados do potencial antioxidante dos compostos isolados acido galico
e FGC2016ppt pelo método de formacdo do complexo fosfomolibdénio podem ser
observados no GRAFICO 6.

Considerando os resultados frente a rutina (AAR: 100%, grupo estatistico a1),
o acido galico apresentou média de atividade de 253,52% (a4), e se diferiu
estatisticamente da fracdo acetato de etila de folhas, em que a capacidade
antioxidante foi de 203,95% (a3) (GATTO, 2018). Frente ao BHT (AAR: 100%, a4), os
resultados do acido galico (AAR: 108,83%, a5) foram estatisticamente superiores ao
padrao e a sua fragao de origem (AAR: 92,62%, a3) (GATTO, 2018). Ja em relagéo
ao acido ascorbico (AAR: 100%, a9), o acido galico apresentou média de propriedade
antioxidante de 52,85% (grupo a8), sendo este resultado bem proximo ao da fragéao
acetato de etila de folhas (52,44%, a8) (GATTO, 2018), n&o apresentando diferenca

estatistica entre eles.

GRAFICO 6 - POTENCIAL ANTIOXIDANTE DOS COMPOSTOS ISOLADOS PELO METODO DE
FORMACAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO EXPRESSO EM PORCENTAGEM
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FONTE: O autor (2020).

NOTA: Atividade antioxidante relativa (AAR%), Acido ascérbico (AA), Acido gélico (AG),
Hidroxitolueno butilado (BHT), Fragao folha acetato de etila (FFA), Fragao galho cloroférmio (FGC),
Fragéo galho cloroférmio precipitado (FGC2016ppt).

NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si,
pelo teste de Tukey.

O precipitado FGC2016ppt apresentou atividade estatisticamente inferior a

fragao cloroformio de galhos, da qual foi obtido este composto, frente aos trés padrbes
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analisados. Em relacdo a atividade dos controles, comparado a rutina (AAR: 100%,
al), FGC2016ppt apresentou resultado de 100,25% (a1), ndo se diferindo
estatisticamente deste padrdo. Frente ao BHT (AAR: 100%, a4), o resultado de
FGC2016ppt (AAR: 35,88%, a1) foi estatisticamente inferior ao controle, assim como
em relagdo ao acido ascérbico (AAR: 100%, a4), em que FGC2016ppt apresentou
média de propriedade antioxidante de 19,30%% (a1).

4.7.3 Poder Antioxidante de Reducgao do Ferro

Os resultados do poder antioxidante de reducao do ferro avaliado nos extratos
brutos, fracbes e compostos isolados (acido galico e FGC2016ppt) estédo
apresentados na TABELA 11 e no GRAFICO 7.

TABELA 11 — POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS BRUTOS, FRAGCOES E
COMPOSTOS ISOLADOS DE Myrcia hatschbachii EXPRESSO EM uM DE
SULFATO FERROSO/g

AMOSTRA UM SF/g + DP Teste de Tukey
FGH 1040,09 + 3,83 a1l
FGC 3160,87 + 148,45 a2
BHT 3707,03 + 140,65 a2 a3
FFC 4660,29 + 270,35 a2 a3 a4
FFH 4981,53 + 158,02 a3 a4
EBF 5162,24 + 96,58 a3 a4
EBG 6014,97 + 307,42 a4 ab
FGR 6800,34 + 399,47 ab
FGA 7400,89 + 441,24 a5 a6
FFR 8767,89 + 199,74 a6 a7
Rutina 9210,99 + 439,74 a7
Acido ascorbico 17760,91 + 128,32 a8
FGC2016ppt 21265, 39 + 885,98 a9
FFA 34711,45 + 1599,38 al10
Acido galico 38513,42 + 413,02 all

FONTE: O autor (2020).

NOTA 1: uyM Sulfato ferroso/grama de amostra (UM SF/g), Desvio Padrao (DP), Hidroxitolueno
butilado (BHT), Extrato bruto folha (EBF), Fracédo folha hexano (FFH), Fragao folha cloroférmio
(FFC), Fragao folha acetato de etila (FFA), Fragéo folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho
(EBG), Fragéo galho hexano (FGH), Fragéo galho cloroférmio (FGC), Fracdo galho acetato de
etila (FGA), Fragdo galho remanescente (FGR), Fragdo galho cloroférmio precipitado
(FGC2016ppt).

NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre
si pelo teste de Tukey.
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GRAFICO 7 - POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS BRUTOS, FRACOES E COMPOSTOS
ISOLADOS PELO METODO DE REDUCAO DO FERRO EXPRESSO EM uM DE SULFATO
FERROSO/g
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FONTE: O autor (2020).
NOTA: uM Sulfato ferroso/grama de amostra (uM SF/g), Acido ascérbico (AA), Acido galico (AG),
Hidroxitolueno butilado (BHT), Extrato bruto folha (EBF), Fragao folha hexano (FFH), Fragao folha
cloroférmio (FFC), Fragéo folha acetato de etila (FFA), Fragao folha remanescente (FFR), Extrato
bruto galho (EBG), Fragéo galho hexano (FGH), Fragao galho cloroféormio (FGC), Fragdo galho
acetato de etila (FGA), Fracao galho remanescente (FGR), Fragc&o galho cloroférmio precipitado
(FGC2016ppt).
NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si,
pelo teste de Tukey.

As amostras extrato bruto de folhas e fragdes cloroféormio de galhos e folhas
e hexano de folhas ndo apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao BHT. As
demais amostras apresentaram maior potencial antioxidante do que este controle,
exceto pela fragado hexano de galhos, a qual a concentragdo em pM de sulfato ferroso
foi estatisticamente inferior.

Em relagdo a rutina, a unica amostra que se apresentou no mesmo grupo
estatistico foi a fracdo remanescente de folhas. As demais amostras apresentaram-se
em grupos estatisticos inferiores, exceto pela fracao acetato de etila de folhas, a qual
mostrou maior potencial antioxidante. Um perfil semelhante ocorreu quando
comparados ao acido ascérbico, todas as amostras apresentaram-se em grupos
estatisticos inferiores, exceto pela fragao acetato de etila de folhas.

A fragcao acetato de etila de folhas obtém promissores resultados quando
testada frente a métodos antioxidantes. Neste método de reducéo do ferro néo foi
diferente. A amostra se mostrou mais eficaz que os controles (resultados 1,95 vezes
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mais altos que o acido ascorbico, 9,36 vezes o BHT e 3,77 vezes a rutina) e com um
valor préximo ao acido galico, o qual apresenta uma propriedade antioxidante
conhecida na literatura. Além disso, o acido galico foi isolado nesta fragdo e com isto
podemos demonstrar seu sinergismo, além de aponta-lo como uma das possiveis
substancias responsaveis por esta acdo antioxidante.

Para fins de comparacédo de resultados, este método nao foi reportado na

literatura para outras espécies do género.

4.7.4 Radical ABTS

Na TABELA 12 e GRAFICO 8 estdo apresentados os dados obtidos para
extratos brutos, fragdes, composto isolado (acido galico) e controles (BHT, rutina e

acido ascorbico) conforme o método de captura do radical ABTS.

TABELA 12 — POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS BRUTOS, FRACOES E
COMPOSTO ISOLADO DE Myrcia hatschbachii EXPRESSO EM mmol

DE ET/mg
AMOSTRA mmol ET/mg + DP Teste de Tukey
FGH 0,000230 + 0,000010 a1l
FFH 0,000273 + 0,000013 al
FGC 0,001046 + 0,000089 a2
BHT 0,001203 + 0,000064 a2 a3
FFC 0,001360 + 0,000068 a2 a3
FGR 0,001470 + 0,000081 a3
EBG 0,001513 + 0,000064 a3
EBF 0,002416 + 0,000143 a4
Rutina 0,002504 + 0,000124 a4 ab
FFR 0,002819 + 0,000167 ab
FGA 0,004057 + 0,000239 ab
Acido ascorbico 0,004422 + 0,000226 ab
FFA 0,007010 + 0,000401 a7
Acido galico 0,016612 + 0,001491 a8

FONTE: O autor (2020).
NOTA 1: mmol Equivalente trolox/miligrama de amostra (mmol ET/mg), Desvio Padrao
(DP), Hidroxitolueno butilado (BHT), Extrato bruto folha (EBF), Fragéo folha hexano
(FFH), Fragéao folha cloroférmio (FFC), Fragao folha acetato de etila (FFA), Fragao folha
remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fragao galho hexano (FGH), Fragdo
galho cloroformio (FGC), Fragdo galho acetato de etila (FGA), Fragdo galho
remanescente (FGR).
NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo néo diferem estatisticamente (p <
0,05) entre si pelo teste de Tukey.



88

GRAFICO 8 - POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS BRUTOS, FRACOES E COMPOSTO
ISOLADO PELO METODO DO RADICAL ABTS EXPRESSO EM mmol ET/mg
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FONTE: O autor (2020).

NOTA 1: mmol Equivalente trolox/miligrama de amostra (mmol ET/mg), Acido ascérbico (AA),
Acido galico (AG), Hidroxitolueno butilado (BHT), Extrato bruto folha (EBF), Frag&o folha
hexano (FFH), Fracao folha cloroférmio (FFC), Fracao folha acetato de etila (FFA), Fracao folha
remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Frag&o galho hexano (FGH), Fracédo galho
cloroférmio (FGC), Fragéo galho acetato de etila (FGA), Fragéo galho remanescente (FGR).
NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si,
pelo teste de Tukey.

Como ja esperado, a fracdo acetato de etila de folhas foi a que revelou maior
potencial antioxidante pela captura do radical cation (0,007010 mmol ET/mg) dentre
as amostras e os controles testados (resultados 1,59 vezes mais altos que o acido
ascorbico, 5,83 vezes 0 BHT e 2,80 vezes a rutina). Ja o acido galico apresentou um
resultado superior (0,016612 mmol ET/mg), demonstrando novamente que
possivelmente € um dos responsaveis pela acdo antioxidante da fracao, ja que esta
contém acido galico em sua composigao.

As fracbes remanescente de folhas e acetato de etila de galhos se mostraram
estatisticamente superiores ao BHT e rutina. Por outro lado, como também ja visto
nos outros métodos testados, as fragdes hexano foram as que mais se distanciaram
estatisticamente dos controles.

Um estudo realizado com a metodologia de mesma referéncia (RE et al.,
1999) mostrou resultados de 290 pmol ET/g de 6leo essencial de folhas frescas de
Myrcia amazonica, o qual foi comparado ao a-Tocoferol: 1510 umol ET/g (CALAO,
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2014). O extrato bruto de galhos de Myrcia hatschbachii mostrou um resultado
semelhante (0,001513 mmol ET/mg ou 1513 pmol ET/g) ao a-Tocoferol encontrado
no estudo realizado por Calao (2014), enquanto que o extrato bruto de folhas (2416
pmol ET/g), fragdo remanescente de folhas (2819 umol ET/g) e fragbes acetato de

etila de galhos (4057 umol ET/g) e folhas (7010 umol ET/g) foram mais promissores.

4.7.5 Correlacédo de Pearson

O coeficiente de correlagao de Pearson (r) foi avaliado entre o conteudo de
compostos fendlicos e os métodos antioxidantes: DPPH, FRAP e ABTS. Os dados

estatisticos obtidos podem ser observados na TABELA 13.

TABELA 13 — CORRELAGAO DE PEARSON ENTRE O DOSEAMENTO DE
COMPOSTOS FENOLICOS E OS METODOS ANTIOXIDANTES

CORRELACAO | CORRELACAO | CORRELAGAO

AMOSTRA | DEPEARSON | DEPEARSON | DE PEARSON

COMDPPH () | COMFRAP(r) | COMABTS (1)
EBF 0,9710 0,9685 0,9746
FFH 0,9692 0,9708 0,9263
FFC 0,9906 0,9757 0,9753
FFA 0,9897 0,9886 0,9975
FFR 0,9845 0,9830 0,9982
EBG 0,9878 0,9713 0,9699
FGH 0,9905 0,9976 0,8402
FGC 0,9795 0,9866 0,8765
FGA 0,9948 0,9721 0,9510
FGR 0,9863 0,9734 0,8065

FONTE: O autor (2020).

NOTA: Coeficiente de correlagdo de Pearson (r), Extrato bruto folha (EBF), Fragao
folha hexano (FFH), Fragao folha cloroférmio (FFC), Fragéo folha acetato de etila
(FFA), Fracao folha remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fragao galho
hexano (FGH), Fragao galho cloroformio (FGC), Fracdo galho acetato de etila
(FGA), Fragao galho remanescente (FGR).

O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) varia de -1 a 1, sendo que o sinal
indica a relacao positiva ou negativa e o valor sugere a forca entre as variaveis.
Quanto mais préoximo de zero, menor € o grau de dependéncia estatistica linear entre
as variaveis. Assim como, quanto mais perto de 1 (independente do sinal), maior é a
forca desta relagdo (FIGUEIREDO FILHO; SILVA JUNIOR, 2009).
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Uma correlagéo altamente positiva (r > 0,7) (MUKAKA, 2012) foi mostrada na
espécie entre os compostos fendlicos e a propriedade antioxidante, com destaque
para as fragcdes acetato de etila, as quais apresentaram coeficientes de correlagao
superiores a 0,9 em todos os métodos antioxidantes avaliados. Assim, estes
resultados indicam que a alta quantidade de fendlicos encontradas na fragao acetato
de etila (75% para folhas e 40% para galhos) esta fortemente correlacionada com seu
destacado potencial antioxidante encontrado nos diferentes métodos. Além disso, a
presenga de constituintes fendlicos nestas fragdes, como acidos galico (GATTO,
2018) e elagico nas folhas e acidos 3-O-metil elagico e elagico nos galhos
possivelmente também contribuem com tal propriedade.

Compostos fendlicos sao importantes grupos fitoquimicos encontrados de
forma onipresente nas plantas. Eles sdo potentes antioxidantes e sequestradores de
radicais livres, podendo atuar como doadores de hidrogénio, agentes redutores,

quelantes de metais e inibidores de oxigénio singleto (CHEW et al., 2011).

4.8 ATIVIDADE MICROBIOLOGICA

As doencas infecciosas sdo uma das principais causas globais de
morbimortalidade, principalmente devido aos mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos apresentados pelos micro-organismos. Pesquisas recorrentes sao
realizadas para desenvolver novos medicamentos para combater e controlar esses
patdgenos. Nesse sentido, a luz da diversidade da flora brasileira, produtos naturais,
principalmente espécies vegetais, tém sido investigados como fonte de substancias
com essas propriedades (AYRES et al., 2008).

Os compostos antimicrobianos obtidos das plantas pertencem a uma
variedade de classes, como alcaloides, terpenoides, peptideos e fenodlicos (KUETE et
al., 2010). Alguns fendlicos sdo usados como terapia alternativa contra infeccoes
resistentes ou como novos agentes antissépticos (SANTOS et al., 2018). Nesse
contexto, a familia Myrtaceae vem sendo estudada por suas propriedades
antimicrobianas, uma vez que sao utilizadas na medicina popular para o tratamento
de doengas infecciosas (CRUZ; KAPLAN, 2004).
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4 .8.1 Atividade antibacteriana do 6leo essencial

Os resultados de atividade antibacteriana mostraram que o d6leo essencial
(GATTO, 2018) de Myrcia hatschbachii foi capaz de inibir o crescimento de
Enterococcus faecalis em uma concentragao de 500 ug/mL e de Staphylococcus
aureus em 1000 pyg/mL. As atividades sédo consideradas como moderada e fraca,
respectivamente, e estas bactérias sdo importantes patdégenos de doencgas
transmitidas por alimentos (JESUS et al., 2016). Os demais micro-organismos
testados apresentaram uma CIM superior a 1000 ug/mL.

O dleo essencial de outras espécies do género ja foi amplamente descrito na
literatura quanto as suas ag¢des antibacterianas. Em Myrcia alagoensis, o 6leo
apresentou atividade contra as cepas de S. aureus (CIM: 0,35 — 1,41 uL/mL), Bacillus
cereus (CIM: 0,70 — 1,41 pL/mL) e Pseudomonas aeruginosa (CIM: 0,70 - 5,63 uL/mL)
(SILVA et al., 2013). Em Myrcia myrtifolia, o 6leo mostrou-se fortemente ativo contra
S. aureus (CIM: 0,25%) (CERQUEIRA et al., 2007). Ja o dleo essencial de Myrcia
ovata foi efetivo para E. faecalis (CIM: 0,031%), Salmonella choleraesuis (CIM: 0,5%),
S. aureus (CIM: 0,25%) e Streptococcus pneumoniae (CIM: 0,0625%) (CANDIDO et
al., 2010).

O dleo essencial de Myrcia fallax apresentou atividade contra S. aureus (CIM:
50 ug/mL) e E. faecalis (CIM: 400 pug/mL) (ALARCON et al., 2009). Ja o 6leo de Myrcia
splendens foi efetivo contra S. aureus (CIM: 8 ug/mL), E. faecalis (CIM: 64 ug/mL),
Bacillus subtilis (CIM: 4 ug/mL), Escherichia coli (CIM: 32 ug/mL), Klebsiella
pneumoniae (CIM: 32 ug/mL) e Salmonella typhi (CIM: 4 ug/mL) (JIMENEZ et al.,
2012).

4.8.2 Atividade antibacteriana e antifungica dos extratos brutos, fracbes, oleo

essencial e compostos isolados

As atividades antibacteriana e antifungica foram testadas pelo método de
microdiluicdo em caldo, de onde foi obtida a concentragao inibitéria minima capaz de
impedir o crescimento microbiano. Os resultados obtidos para os extratos brutos,
fragbes, compostos isolados (acido galico e FGC2016ppt) e 6leo essencial (testado
para Candida albicans) estao sumarizados na TABELA 14.
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TABELA 14 — ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS BRUTOS, FRACOES, OLEO
ESSENCIAL E COMPOSTOS ISOLADOS DE Myrcia hatschbachii
EXPRESSA EM CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA

MICRO-ORGANISMOS
AMOSTRAS C"’A”Tc’gg fg’;gﬁ”s Stapgﬁgzzccus Piifggﬁfgf ) Ef?ggcg%g"”
CIM (ug/mL) ATCC 6538 ATCC 9027 CIM (pg/mL)
CIM (pg/mL) CIM (pg/mL)
EBF 62,5 500 >1000 >1000
FFH 500 500 >1000 >1000
FFC 250 1000 >1000 >1000
FFA 62,5 500 1000 >1000
FFR 62,5 500 >1000 >1000
EBG 125 1000 >1000 >1000
FGH 1000 1000 >1000 >1000
FGC 250 >1000 >1000 >1000
FGA 15,6 500 >1000 >1000
FGR 31,2 1000 >1000 >1000
OE >1000 NA NA NA
AG >1000 1000 >1000 >1000
FGC2016ppt 250 >1000 >1000 >1000

FONTE: O autor (2020).

NOTA: Concentragao inibitéria minima (CIM), Extrato bruto folha (EBF), Fragdo folha hexano
(FFH), Fragao folha cloroférmio (FFC), Fracdo folha acetato de etila (FFA), Fragdo folha
remanescente (FFR), Extrato bruto galho (EBG), Fracao galho hexano (FGH), Fracao galho
cloroférmio (FGC), Fracéo galho acetato de etila (FGA), Fracdo galho remanescente (FGR),
Oleo essencial (OE), Acido galico (AG), Frag&o galho cloroférmio precipitado (FGC2016ppt).

A espécie Myrcia hatschbachii apresentou significativo resultado para
Candida albicans, com destaque para as fragdes acetato de etila (CIM: 15,6 pyg/mL) e
remanescente (CIM: 31,2 pyg/mL) de galhos. Apenas o 6leo essencial e acido galico
foram inativos. Estudos anteriores mostraram que extratos e fragdes de Myrcia
tomentosa foram eficazes frente a varias cepas e apresentou CIM de 4 - 256 ug/mL
(SA et al., 2017), enquanto que extratos brutos de folhas de Myrcia bella e Myrcia
fallax apresentaram-se inativos (SANTOS et al.,, 2018). Na familia, extratos de
Syzygium cumini (CIM: 125 ug/mL) (PEREIRA et al., 2016), Eucalyptus intertexta
(CIM: 62,5 pg/mL), Eucalyptus largiflorens (CIM: 31,2 - 125 ug/mL) (SAFAEI-GHOMI,
AHD, 2010) e Eugenia caryophyllus (CIM: 17,41 mg/mL) (THIRACH et al., 2003)
também demonstraram atividade.

O efeito antimicrobiano do género Myrcia pode ser justificado pela presenca
de compostos fendlicos e taninos hidrolisaveis. As a¢des anti-infecciosas dos taninos
estdo relacionadas a estimulagao de células fagociticas e atividade tumoral mediada
pelo hospedeiro (SANTOS et al.,, 2018). Alguns isolados mostraram propriedades

antifungicas, como corilagina, pelargoniina B e filantusina C (CIM: 500 pg/mL)
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(LATTE; KOLODZIEJ, 2000). De uma forma geral, os compostos fendlicos estdo
associados a atividade antimicrobiana de plantas aromaticas, por induzir danos na
membrana fungica, com consequente aumento da permeabilidade celular (SA et al.,
2017).

Essa perspectiva corrobora com os resultados obtidos para Mpyrcia
hatschbachii, principalmente para a fragdo acetato de etila de galhos, que apresentou
40% de fendlicos em sua composicao, potencial antioxidante em todos os métodos
testados, a melhor resposta da atividade antifungica (CIM: 15,6 pg/mL), além da
presenga de taninos hidrolisaveis na triagem fitoquimica e o isolamento de
precursores desses compostos (acido elagico e acido 3-O-metil elagico).

O efeito frente a S. aureus foi observado em todas as amostras da espécie,
excluindo apenas a fracao cloroférmio de galhos e seu precipitado (FGC2016ppt).
Amostras foliares de Myrcia tomentosa também mostraram atividade frente a mesma
cepa. Comparando as duas espécies, Myrcia hatschbachii mostrou efeito moderado
(CIM: 500 ug/mL) para extrato bruto e fracbes hexano e acetato de etila, ja Myrcia
tomentosa apresentou baixa atividade (CIM: 1000 pg/mL) para o extrato bruto e
fracdo acetato de etila, e moderada (CIM: 250 ug/mL) para a fragdo hexano (SA et al.,
2017). Os compostos isolados da espécie, acido elagico e acido 3-O-metil elagico,
foram previamente estudados contra esta bactéria (NOUNDOU et al., 2018),
apresentaram CIM de 125 ug/mL e possivelmente contribuiram para a propriedade da
fracdo, uma vez que foram obtidos a partir dela.

Em relacao a P. aeruginosa, a espécie apresentou-se inativa, exceto a fragao
acetato de etila de folhas que mostrou fraco efeito, com CIM de 1000 ug/mL. Estudos
a partir de folhas de Myrcia tomentosa mostraram moderada atividade (CIM: 500
pMg/mL) para o extrato bruto e fracdo acetato de etila e fraca atividade (CIM: 1000
pMg/mL) para a fragdo hexano (SA et al., 2017). Na familia, uma forte atividade foi
observada em extratos aquosos de Eucalyptus intertexta e Eucalyptus largiflorens
(CIM: 31,2 pg/mL) (SAFAEI-GHOMI; AHD, 2010).

A espécie também se mostrou inativa para E. coli, ja os extratos foliares de
Myrcia bella e Myrcia fallax demonstraram atividade moderada (CIM: 300 e 250 ug/mL,
respectivamente) (SANTOS et al.,, 2018), assim como a fragdo cloroférmio de
Eucalyptus largiflorens (CIM: 125 pg/mL) (SAFAEI-GHOMI; AHD, 2010).

A auséncia de atividade inibitéria em bactérias Gram-negativas (E. coli e P.

aeruginosa) pode estar relacionada a diferengas estruturais, como presenca de uma
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membrana externa de peptidoglicano, presenga de capsula e porinas, entre essas
bactérias e as Gram-positivas. Tais diferengcas podem dificultar a acdo de
componentes bioativos (AYRES et al., 2008).

O teste de efeito bactericida/fungicida e bacteriostatico/fungistatico foi
realizado para todas as concentragdes de amostras em que houve inibicdo do
crescimento microbiano. Para C. albicans e P. aeruginosa pode ser observada uma
acao fungistatica e bacteriostatica em todas as amostras que apresentaram atividade.

A acdo bacteriostatica também foi observada frente ao S. aureus na
concentragao de 500 pg/mL do extrato bruto e fragao acetato de etila de folhas, porém
na concentragéo de 1000 pg/mL pode ser visualizado o efeito bactericida em ambas.
Nas demais amostras testadas frente a este micro-organismo, todas as concentragoes
mostraram efeito bacteriostatico. A FIGURA 11 demonstra o efeito bacteriostatico
observado na concentragao de 500 pg/mL do extrato bruto e o bactericida observado
na de 1000 pg/mL.

FIGURA 11 - EFEITOS BACTERIOSTATICO (A) E BACTERICIDA (B) OBSERVADOS NO
EXTRATO BRUTO DE FOLHAS

FONTE: O autor (2020).

4.9 ATIVIDADE ENZIMATICA

Os resultados do presente estudo forneceram evidéncias do efeito inibitério
do extrato bruto e fragéo acetato de etila de folhas nas atividades da a-glicosidase e

lipase pancreatica. Eles foram capazes de inibir ambas as enzimas em uma resposta
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dose-dependente. Como medida da poténcia inibidora das amostras testadas, os
valores de ICso foram calculados a partir da atividade enzimatica. Acarbose e orlistate
sdo inibidores comerciais da a-glicosidase e lipase pancreatica, respectivamente, e
foram utilizados como controles positivos.

A acarbose € uma das abordagens terapéuticas utilizadas no tratamento do
diabetes, a qual reduz a hiperglicemia pés-prandial, inibindo as enzimas hidrolisantes
(a-glicosidase) envolvidas na degradagao dos carboidratos (VADIVELAN et al., 2019).
Além disso, a redugdo da absor¢ao de glicose também auxilia na prevencédo da
obesidade (LES et al., 2018). No tratamento da obesidade, o orlistate € usado como
um inibidor potente e seletivo que se liga covalentemente ao local ativo das lipases
gastricas e pancreaticas, reduzindo a absor¢do de gordura dos alimentos ingeridos
(JOYCE et al., 2019). No entanto, o uso continuo dessas drogas sintéticas esta
associado a efeitos colaterais, como dor abdominal, flatuléncia e diarreia para
acarbose (LORDAN et al., 2013; PENG et al., 2016; LIMA et al., 2018) e manchas
oleosas e evacuacio severa para o orlistate (GONZALEZ et al., 2017).

Esforgcos tém sido direcionados para a descoberta de medicamentos a partir
de produtos naturais devido ao seu baixo custo, seguranca relativa, probabilidade de
alta conformidade e baixa incidéncia de efeitos colaterais indesejaveis (GONZALEZ
et al., 2016). Produtos naturais de grande diversidade estrutural sdo considerados
uma boa fonte para a busca de inibidores enzimaticos.

Nesse sentido, os compostos fendlicos podem inibir algumas enzimas
digestivas intestinais, como lipase e a-glicosidase, modulando a biodisponibilidade de
nutrientes e resultando no controle da glicemia e efeitos benéficos na obesidade
(BELLESIA et al., 2014), como diferenciacao inibidora de adipdcitos, diminuicdo da
sintese de acidos graxos e aumento do gasto energético (LES et al., 2018). Além de
ajudar na inibicao enzimatica, os compostos fendlicos também sao uteis na redugao
do estresse oxidativo. Sabe-se que a hiperglicemia apresentada por pacientes
diabéticos reduz a atividade de enzimas antioxidantes e leva a destrui¢ao do sistema
de defesa antioxidante (CHEN et al., 2019).

4.9.1 a-Glicosidase

Para avaliar a atividade inibitéria da enzima, foram realizadas curvas para o

controle positivo acarbose, extrato bruto e fracdo acetato de etila de folhas. O
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GRAFICO 9 apresenta as concentragbes médias testadas e as porcentagens de
inibicado obtidas respectivas a cada concentracdo, as quais foram utilizadas para a
construgédo das curvas (TABELA 15). A partir das curvas foi calculada a ICso € 0s
resultados expressos em log da concentracdo e concentragdo (TABELA 15 e
GRAFICO 10). No controle acarbose, constatou-se por analise de covariancia que as

inclinagdes e o interceptos das retas eram equivalentes (p > 0,05).

GRAFICO 9 — ATIVIDADE DE INIBIGAO DA o-GLICOSIDASE EXERCIDA PELO EXTRATO BRUTO
(A) E FRACAO ACETATO DE ETILA (B) DE FOLHAS EXPRESSA EM PORCENTAGEM
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FONTE: O autor (2020).

TABELA 15 — ATIVIDADE DE INIBIGAO DA a-GLICOSIDASE EXERCIDA PELO EXTRATO BRUTO E
FRACAO ACETATO DE ETILA DE FOLHAS DE Myrcia hatschbachii EXPRESSA EM

ICs0
. ICs0 + DP Teste de
2
AMOSTRA CURVA MEDIA R Log [ ] ug/mL [T ugimL Tukey
EBF y = 356,94x - 130,76 | 0,9981 | 0,5064 + 0,0013 3,2093 + 0,0093 al
FFA y = 87,966x + 44,948 | 0,9964 | 0,0574 + 0,0058 1,1414 + 0,0152 al
Acarbose | y=47,762x — 59,224 | 0,9927 | 2,2869 + 0,0117 | 193,6539 + 5,2369 a2

FONTE: O autor (2020).
NOTA 1: Concentragéo capaz de inibir 50% da atividade enzimatica (ICso), Coeficiente de determinagao
(R?), Desvio Padrdo (DP), Extrato bruto folha (EBF), Fragdo folha acetato de etila (FFA).

NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo
teste de Tukey.
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GRAFICO 10 — ATIVIDADE DE INIBIGAO DA a-GLICOSIDASE EXERCIDA PELO EXTRATO
BRUTO E FRACAO ACETATO DE ETILA DE FOLHAS EXPRESSA EM ICso

193,65 a2

200

150

IC, (pg/mL)

| 3,21 al

1,14 al

A carbose EBF FFA

FONTE: O autor (2020).
NOTA: Concentragao capaz de inibir 50% da atividade enzimatica (ICso), Extrato bruto folha (EBF),
Fracao folha acetato de etila (FFA).
NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si,
pelo teste de Tukey.

Os resultados encontrados para o extrato bruto e fragao acetato de etila nao
apresentam diferenca estatistica entre si, mas diferiram significativamente da
acarbose. Os extratos testados foram inibidores mais fortes da a-glicosidase que a
acarbose, com 60 (extrato bruto) e 170 (fracdo) vezes a eficacia do controle positivo.

Os efeitos inibidores da a-glicosidase de Myrcia hatschbachii (ICso: 1,1 - 3,2
Mg/mL) foram muito mais fortes do que os descritos na literatura para duas espécies
de Myrtaceae, Backhousia citriodora (ICso: 130 pg/mL) e Syzygium anisatum (ICso:
300 pg/mL) (SAKULNARMRAT; KONCZAK, 2012). Os efeitos também foram
semelhantes ou mais fortes quando comparados a outros extratos de espécies do
género, como Myrcia salicifolia (ICso: 1,3 -1,9 ug/mL), Myrcia sphaerocarpa (ICso: 1,1
- 4,1 ug/mL), Myrcia speciosa (ICso : 1,0 - 4,0 ug/mL) (GONZALEZ et al., 2016), Myrcia
guianensis (ICso: 7,8 ug/mL) e Myrcia torta (ICso: 5,3 ug/mL) (LIMA et al., 2018). Todas
essas especies citadas sdo denominadas no Brasil de "pedra-hume-caa" ou "insulin
plant" e tém uso tradicional como drogas antidiabéticas (SILVA et al., 2015).

O acido elagico foi testado anteriormente (YIN et al., 2018) e apresentou uma
ICs0 de 3,6 ug/mL para a a-glicosidase com uma inibigdo enzimatica reversivel e néo
competitiva. Relacionando os efeitos inibitérios das amostras e a identificagdo de
acido elagico na fragdo, pode-se inferir que o composto isolado possivelmente
contribuiu para a atividade da espécie.
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4.9.2 Lipase pancreatica

Para avaliar a atividade inibitéria da enzima, foram realizadas curvas para o
controle positivo orlistate, extrato bruto e fracdo acetato de etila de folhas. O GRAFICO
11 apresenta as concentragcdes médias testadas e as porcentagens de inibicéo
obtidas respectivas a cada concentracéo, as quais foram utilizadas para a construcéo
das curvas (TABELA 16). A partir das curvas foi calculada a ICsp € os resultados
expressos em log da concentragdo e concentracdo (TABELA 16 e GRAFICO 12). No
controle orlistate, constatou-se por analise de covariancia que as inclinacbes e o

interceptos das retas eram equivalentes (p > 0,05).

GRAFICO 11 - ATIVIDADE DE INIBICAO DA LIPASE PANCREATICA EXERCIDA PELO EXTRATO
BRUTO (A) E FRACAO ACETATO DE ETILA (B) DE FOLHAS EXPRESSA EM PORCENTAGEM

100 3 100 -
80 - = F 80
o 2 o
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o o o o o o o o o o o o o
o o o o o o o Yo} [Ye) Yo} o) Yo} Ye)
(9] < Ye) © M~ [ce] (o2} N [9p] < o) O [ce
A Concentragao (ng/mL) B Concentragao (ng/mL)

FONTE: O autor (2020).

TABELA 16 - ATIVIDADE DE INJBICAO DA LIPASE PANCREATICA EXERCIDA PELO EXTRATO
BRUTO E FRACAO ACETATO DE ETILA DE FOLHAS DE Myrcia hatschbachii
EXPRESSA EM ICso

. 2 ICs0 + DP Teste de
AMOSTRA CURVA MEDIA R Log [T ug/mL [T pg/mL Tukey
EBF y=157,7x - 382,97 | 0,9959 | 2,7455+0,0024 | 556,5824 * 3,0656 a3
FFA y=151,28x -362,46 | 0,9969 | 2,7265+ 0,0048 | 532,6813 + 5,8393 a2
Orlistate | y=44,517x—89,377 | 0,9971 | -0,8844 + 0,0152 0,1305 + 0,0045 al

FONTE: O autor (2020).

NOTA 1: Concentragéo capaz de inibir 50% da atividade enzimatica (ICso), Coeficiente de determinagao
(R?), Desvio Padrao (DP), Extrato bruto folha (EBF), Fragéo folha acetato de etila (FFA).

NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo
teste de Tukey.
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GRAFICO 12 - ATIVIDADE DE INIBICAO DA LIPASE PANCREATICA EXERCIDA PELO EXTRATO
BRUTO E FRACAO ACETATO DE ETILA DE FOLHAS EXPRESSA EM ICso
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FONTE: O autor (2020).
NOTA: Concentragao capaz de inibir 50% da atividade enzimatica (ICso), Extrato bruto folha (EBF),
Fracao folha acetato de etila (FFA).
NOTA 2: Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si,
pelo teste de Tukey.

No teste estatistico, observou-se que o orlistate se diferiu do extrato bruto e
da fracao, assim como as amostras também se diferiram entre si. Embora seus efeitos
inibitérios sejam inferiores ao orlistate, as amostras apresentam atividade
especialmente em concentragdes mais altas. O extrato bruto (900 ug/mL) mostrou
uma inibicdo enzimatica de cerca de 84% (GRAFICO 11A), enquanto que a fragéo
acetato de etila (850 pg/mL) inibiu 80% (GRAFICO 11B).

A atividade inibitéria das amostras (ICso: 532 - 556 pg/mL) mostrou maior
efeito em comparagcdo com espécies da familia, como Backhousia citriodora (ICso:
2500 pg/mL) e Syzygium anisatum (ICso: 1550 pg/mL) (SAKULNARMRAT,;
KONCZAK, 2012). O extrato de Syzygium cumini (5 mg/mL) inibiu a atividade da lipase
pancreatica em 32% (FRANCO et al., 2018), enquanto o extrato bruto de Myrcia
hatschbachii (0,9 mg/mL) inibiu 84%. N&ao foram encontrados dados de inibigdo da
lipase pancreatica no género Myrcia.

Em um estudo realizado com o &cido elagico (LES et al., 2018), este composto
apresentou efeito inibitério enzimatico de ICso de 92 pg/mL para lipase pancreatica.
Relacionando a atividade das amostras e a identificagcao de acido elagico na fracéao,
pode-se inferir que o composto isolado possivelmente contribuiu com os resultados
da espécie.
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4.9.3 Correlacéo de Pearson

Para avaliar a correlagao entre a inibicdo da atividade enzimatica e o conteudo
de compostos fendlicos e métodos antioxidantes, foi determinado o coeficiente de
correlacdo de Pearson (TABELA 17), o qual mostrou uma correlagdo altamente
positiva (MUKAKA, 2012) entre a inibicdo da atividade de ambas as enzimas e o
conteudo de compostos fendlicos, pois o coeficiente apresentou resultado superior a
0,9. Estudos anteriores com plantas medicinais também demonstraram essa
correlacéo (SAKULNARMRAT; KONCZAK, 2012; LORDAN et al., 2013; GONZALEZ
et al., 2016).

TABELA 17 - CORRE}.ACAO DE PEARSON ENTRE A ATIVIDADE DE ,INIBICAO
ENZIMATICA E O DOSEAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS E
METODOS ANTIOXIDANTES

CORRELACAO EBF FFA

Inibicdo da atividade a-Glicosidase x Fendlicos 0,9880 0,9951
enzimatica x Fendlicos Lipase pancreatica x Fendlicos 0,9933 0,9973
a-Glicosidase x DPPH 0,9379 10,9823
Inibiggo da atividade a-GIi_cosi_dase x FRAP 0,9930 0,9797
enzimatica x Métodos _ a-tho&dasg x ABTS 0,9836 0,9910
antioxidantes L|_pase pancrea’t!ca x DPPH 0,9443 0,9868
Lipase pancreatica x FRAP 0,9699 0,9914
Lipase pancreatica x ABTS 0,9786 0,9966
Inibigao Qa ,aqudade a-Glicosidase x Lipase pancreatica | 0,9900 0,9872

enzimatica

FONTE: O autor (2020).
NOTA: Extrato bruto folha (EBF), Fracéo folha acetato de etila (FFA).

As interagdes moleculares de compostos fendlicos e enzimas digestivas,
como a-glicosidase e lipase pancreatica, mostraram que a ligagédo nao covalente,
principalmente as forcas de van der Waals, ligagcao de hidrogénio, ligacao hidrofébica
e outras forcas eletrostaticas, sdo a chave para a inibicdo enzimatica. Uma maior
capacidade de ligagao e inibicdo dessas enzimas esta relacionada principalmente a
estrutura dos compostos fendlicos, como numero de grupos hidroxila, presenca de
glicosilagao, posicdo e numero de unidades glicosil e complexidade estrutural. Em
alguns casos, a presenca de um grupo hidroxila fendlico extra pode modificar o efeito
dos fendlicos na catalise. Outros aspectos que influenciam essa interacdo sao a
composi¢cdo da enzima (numero de aminoacidos polares e hidrofobicos, e peso
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molecular) e as caracteristicas da reacao (pH, temperatura e tempo de incubagao)
(GONZALEZ et al., 2017).

Uma correlagao altamente positiva também foi apresentada entre a inibicao
da atividade das enzimas e os métodos antioxidantes. Esta associagao justifica os
resultados obtidos pela espécie, trazendo beneficios complementares, uma vez que o
diabetes tipo 2 esta relacionado ao aumento do estresse oxidativo. A hiperglicemia
causa a liberacao de espécies reativas de oxigénio prejudiciais aos tecidos, bem como
disturbios dos sistemas de defesa antioxidante, como alteragdo na enzima
antioxidante e metabolismo prejudicado da glutationa (MURUGAN; PARI, 2006).

4.10 ESTUDO FARMACOLOGICO

4.10.1 Avaliagado do efeito anti-inflamatério sobre o edema de pata induzido por

carragenina

O efeito do tratamento com extrato bruto de folhas (em doses de 10, 30 ou
100 mg/kg), veiculo (salina) ou dexametasona no edema de pata induzido por
carragenina pode ser observado no GRAFICO 13. A andlise de variancia de duas vias,
seguida de teste post-hoc de Bonferroni mostrou diferenga estatistica (p < 0,05) entre
0s grupos tratados com veiculo estimulados com carragenina ou tratados somente
com salina, demonstrando formagao de edema de pata ipsilateral apds 1, 2 ou 3 horas
a injecao de carragenina.

Além disso, o teste de Bonferroni mostrou que o tratamento com o extrato
bruto (em todas as doses analisadas) atenuou 0 edema da pata na 22 e 32 hora apés
a injecao de carragenina (p < 0,05), sendo estes periodos considerados como o pico
de acdo edematogénica desta substancia. Ja o edema da pata no grupo tratado com
dexametasona também foi significativamente diferente em comparagao com o grupo
tratado com veiculo e carragenina na 22 e 32 hora apés a inje¢ao de carragenina (p <
0,05).
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GRAFICO 13- ESPESSURA DA PATA MEDIDA ANTES E 1, 2 E 3 HORAS APOS A INJECAO DE
CARRAGENINA OU SALINA

Vei + Sal
Vei+ Cg
EBF 10 + Cg

EBF 30 + Cg
EBF 100 + Cg
Dexa + Cg

Rl X

Edema de pata (mm)

0 1 2 3

Tempo (horas)

FONTE: O autor (2020).

NOTA: Os animais foram tratados com veiculo (vei ou sal; solugéo salina; 1 mL/kg), extrato bruto
(EBF; 10, 30 ou 100 mg/kg) ou dexametasona (dexa; 1mg/kg) 1h antes da injegéo de carragenina
(Cg; 200 ug/pata em 0,1mL de salina).

Os dados representam a média = EPM de 8-9 animais/grupo experimental. (¥) indica p < 0,05
comparando Vei + Cg e Vei + Sal. (*) indica p < 0,05 comparando Vei + Cg e EBF 10, 30 ou 100 +
Cg; e Vei + Cg e Dexa + Cg. ANOVA de duas vias (fatores independentes: tratamento e tempo),
seguida de post-hoc de Bonferroni.

O edema da pata induzido por carragenina (FIGURA 12) € um modelo de
inflamagao aguda que produz uma resposta bifasica: a primeira fase (variando de 0 a
60 minutos apds a administracdo da carragenina) & caracterizada pela liberagao de
substancias como histamina, serotonina e bradicinina, enquanto a segunda fase (de
1, 2 e 3 horas) é caracterizada por um aumento na produgao e liberagdo de
prostaglandinas, bem como espécies reativas de oxigénio de neutréfilos migratorios
(DI ROSA et al., 1971). Essa resposta inflamatéria aguda é geralmente inibida por
AINEs, como indometacina, ou corticoides, como a dexametasona, e esses efeitos
foram atribuidos a inibicdo da liberagdo de mediadores inflamatorios e da expressao
tecidual da ciclooxigenase-2 (NANTEL et al., 1999).
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FIGURA 12 - EDEMA DE PATA FORMADO APOS INJECAO DE CARRAGENINA

FONTE: O autor (2020).

O potencial anti-inflamatoério de preparagdes de outras espécies de Myrcia ja
tem sido demonstrado previamente. Assim, foi observado que o d6leo essencial de
Myrcia ovata (nas doses de 200 e 300 mg/kg) inibiu o edema de pata induzido por
carragenina (SANTOS et al., 2014).

Ademais, a atividade anti-inflamatéria demonstrada pelo extrato bruto
corrobora com os estudos in vivo que comprovam esta propriedade no acido elagico
(AE). No presente estudo, este composto foi isolado da fragao acetato de etila, obtida
a partir do extrato bruto. Foi observado que apds a administracédo de AE, houve a
diminuicdo do grau de inflamagdo associado a colite experimental induzida por
dextrano sulfato de sddio (LARROSA et al., 2010). Outro estudo revelou que, apés a
administracao de AE, houve uma atenuacao significativa da inflamagao macroscépica,
e da gravidade e extensdo das lesbes intestinais induzidas pelo acido
trinitrobenzenossulfénico, o qual mimetiza um modelo experimental de doenca
inflamatoria intestinal e reproduz caracteristicas clinicas e morfolégicas proeminentes
da doencga de Crohn (ROSILLO et al., 2011, 2012).

Foi observado também que o AE auxilia na artrite reumatoide, uma artropatia
inflamatoria cronica. Um estudo explorou os potenciais efeitos antiartriticos do acido
cafeico e do acido elagico na artrite induzida por adjuvante, em comparagdo com o
celecoxib. Os acidos cafeico e elagico atenuaram a gravidade da artrite com eficacia
comparavel a substancia referéncia. Ambos os agentes mitigaram efetivamente o
edema das patas e a infiltracdo inflamatéria de células e protegeram os tecidos

articulares contra a formagao de pannus (tecido inflamatério sinovial em proliferagao).
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Os compostos também suprimiram o estresse oxidativo sérico por meio da diminuigao

de perdxidos lipidicos e oxido nitrico (FIKRY et al., 2019).

4.10.2 Avaliagao do efeito antinociceptivo no teste da formalina

O extrato bruto de folhas foi testado frente a nocicepg¢do induzida por
formalina, analisando o numero de flinches total durante a primeira e segunda fase do
teste (GRAFICO 14).

Na fase |, ndo foi observada diferenca estatistica entre o numero de flinches
contabilizados no grupo controle (veiculo) e nos grupos tratados com extrato bruto
(nas quatro doses testadas).

No entanto, quando avaliados os comportamentos nociceptivos exibidos
durante a fase Il, houve uma notavel redugédo no numero de flinches nos grupos
tratados com extrato bruto quando comparados ao grupo veiculo. Estatisticamente, a
média de flinches nos grupos tratados com extrato nas doses de 10, 100 e 300 mg/kg
nao se diferiu entre si, mas foi estatisticamente menor quando comparado a média do
grupo controle. Em relagao a porcentagem de inibicdo do comportamento nociceptivo
provocado pela formalina nesta fase, a inibicdo do numero de flinches quando
comparada ao grupo controle foi de 36,33% para a dose de 10 mg/kg, 46,74% para
a dose de 30 mg/kg, 28,06% para a dose de 100 mg/kg e 23,79% para a dose de 300
mg/kg, sendo a dose de 30 mg/kg diferente estatisticamente das doses de 100 ou 300

mg/kg.
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GRAFICO 14 - EFEITO DO EXTRATO BRUTO DE FOLHAS NA NOCICEPCAO INDUZIDA POR
FORMALINA NAS FASES |, QUIESCENTE E Il
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FONTE: O autor (2020).

NOTA: Os animais foram tratados com veiculo (solug&o salina; 1 mL/kg) ou extrato bruto (EBF; 10,
30, 100 ou 300 mg/kg) 1h antes da injecéo de formalina 2,5% (50 pL/pata) e avaliados quanto ao
numero total de flinches exibidos durante a fase | (F I: 0-5 minutos), fase quiescente (FQ: 6—-15
minutos) e fase Il (F II: 16—60 minutos).

Os dados representam a média £+ EPM de 8-10 animais/grupo experimental. (*) indica p < 0,05
comparando o veiculo aos grupos tratados. (¥) indica p < 0,05 comparando a dose de 30 mg/kg com
as doses de 100 e 300 mg/kg. ANOVA de duas vias (fatores independentes: tratamento e tempo),
seguida de post-hoc de Bonferroni.

No efeito do extrato bruto avaliado a partir da frequéncia de flinches realizados
no decurso temporal do teste (GRAFICO 15), é possivel observar que o grupo tratado
com extrato na dose de 30 mg/kg passou a mostrar efeito antinociceptivo comparado
ao grupo controle a partir de 35 minutos do inicio do teste. O mesmo ocorreu com a
dose de 300 mg/kg a partir de 40 minutos, dose de 10 mg/kg a partir de 45 minutos e
dose de 100 mg/kg a partir de 50 minutos. Comparando os grupos tratados com o
extrato, a dose de 30 mg/kg se diferenciou estatisticamente das doses de 100 ou 300

mg/kg no tempo de 60 minutos.
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GRAFICO 15 - EFEITO DO EXTRATO BRUTO DE FOLHAS NA NOCICEPCAO INDUZIDA POR
FORMALINA NO DECORRER DE 60 MINUTOS
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FONTE: O autor (2020).

NOTA: Os animais foram tratados com veiculo (solugdo salina; 1 mL/kg) ou extrato bruto (EBF; 10,
30, 100 ou 300 mg’kg) 1h antes da injecao de formalina 2,5% (50 pL/pata) e avaliados quanto ao
numero de flinches cumulativamente contados ao longo dos 60 minutos.

Os dados representam a média £+ EPM de 8-10 animais/grupo experimental. (*) indica p < 0,05
comparando o veiculo aos grupos tratados. (¥) indica p < 0,05 comparando a dose de 30 mg/kg com
as doses 100 e 300 mg/kg. ANOVA de duas vias (fatores independentes: tratamento e tempo),
seguida de post-hoc de Bonferroni.

O teste de formalina possui um padrao bifasico e é caracterizado por duas
fases distintas de comportamento nociceptivo, o qual avalia na primeira fase a
analgesia de origem neurogénica (nivel central) e na segunda fase a dor de origem
inflamatoria (nivel periférico) (HUNSKAAR et al.,, 1985). O teste da formalina é
considerado um modelo mais valido para a dor clinica do que os testes com
estimulacdo mecanica ou térmica (AMARAL et al., 2007).

Os comportamentos nociceptivos de sacudir e/ou lamber a pata estimulada
neste teste durante a primeira fase resultam da estimulacdo quimica direta de fibras
aferentes nociceptivas (mielinizadas e ndo mielinizadas) pela formalina (CAMPOS et
al., 2002; AMARAL et al., 2007).

E descrito na literatura que os comportamentos nociceptivos exibidos durante
a segunda fase resultam da liberacdo de mediadores inflamatérios nos tecidos

periféricos e de alteragbes funcionais nos neurbnios do corno dorsal espinhal
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(CAMPQS et al., 2002; AMARAL et al., 2007). Assim, esta fase é conhecida como
fase inflamatoria.

O padrdao de comportamentos nociceptivos exibidos durante o teste da
formalina permite que o0 mesmo seja amplamente utilizado como uma ferramenta para
indicar possiveis mecanismos de agao antinociceptivos bem como seus sitios de acao
periférico e/ou central (PACHECO et al., 2019). Farmacos que atuam principalmente
no sistema nervoso central inibem as duas fases igualmente, enquanto drogas anti-
inflamatoria de agao periférica inibem apenas a segunda fase (SANTOS et al., 2014).

Estudos prévios da literatura j4 demonstraram que o tratamento com o éleo
essencial de folhas de Myrcia pubiflora (em todas as doses testadas: 25, 50 ou 100
mg/kg) inibiu significativamente a resposta nociceptiva durante a segunda fase do
teste de formalina em camundongos, indicando agao antinociceptiva periférica
(ANDRADE et al., 2012). Ademais, o tratamento com 6leo essencial de folhas de
Myrcia ovata (doses de 200 e 300 mg/kg) reduziu significativamente o tempo que os
ratos passaram lambendo a pata apds a injecao de formalina tanto na primeira (58 e
59%, respectivamente) quanto na segunda fase (52 e 54%, respectivamente)
(SANTOS et al., 2014).

O ¢leo essencial de folhas de Myrcia rostrata reduziu de forma significativa o
tempo de lambidas e mordidas na pata dos camundongos na fase | (neurogénica) nas
doses 150 e 300 mg/kg quando comparado ao grupo controle (veiculo). Na fase Il
(inflamatdria), as trés doses (75, 150 e 300 mg/kg) foram capazes de inibir o tempo
total gasto em lambidas (SILVA et al., 2018). O extrato hidroalcoolico de folhas de
Myrcia bella nao apresentou reducgao significativa no tempo de lambida na fase
neurogénica nas doses testadas (125, 250, 375 mg/kg). Porém na fase inflamatdria, a
dose de 250 mg/kg reduziu em 32,3% a resposta a dor quando comparada ao grupo
veiculo (NUNES, 2012).
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5 CONCLUSAO

O material vegetal foi coletado (aproximadamente 4,9 kg de folhas e 2,7 kg de
galhos) no Capao do Cifloma, localizado no Campus Jardim Botanico da UFPR e
ocorreu no mesmo local e periodo (entre os meses de abril e maio) que a coleta de
2016. O material seco e triturado resultou em 2,4 kg de folhas e 1,5 kg de galhos.

As analises fisico-quimicas foram realizadas por métodos gravimétricos,
obtendo resultados de umidade de 13,37% para folhas e 10,62% para galhos. Ja os
resultados de cinzas totais foram de 7,76% para folhas e 4,24% para galhos. Em
relagdo a analise termogravimétrica, o perfil de degradacéo térmica das folhas e
galhos apresentaram um comportamento semelhante, com quatro perdas de massa
em atmosfera de argbénio. Neste estudo, constatou-se que as folhas apresentaram
estabilidade térmica até 124°C, e galhos até 134°C, o que garante confiabilidade
térmica nos processos de extragdo a quente.

Os extratos brutos foram obtidos por Soxhlet em solvente etanol e
demonstraram rendimento de 10,03% para folhas e 3,19% para galhos. As fragdes
também foram extraidas por Soxhlet utilizando solventes de polaridades crescentes:
hexano, cloroférmio e acetato de etila.

O screening fitoquimico foi realizado com o objetivo de identificar os principais
metabdlitos dos extratos brutos e fragdes provenientes das coletas de 2016 e 2018. A
pesquisa foi feita por CCD utilizando diferentes fases moveis e reveladores de acordo
com a classe fitoquimica. Todas as amostras de ambas as coletas foram positivas
para taninos e flavonoides.

O acido elagico foi isolado das fragbes cloroféormio e acetato de etila e
identificado por RMN tanto nas folhas quanto nos galhos. As principais atividades
relatadas na literatura para este composto sado anti-inflamatdria, antioxidante e
antitumoral. O acido 3-O-metil elagico foi isolado da fragao acetato de etila de galhos,
identificado por RMN e apresenta propriedades antimicrobianas. Ambos os compostos
foram isolados pela primeira vez na espécie Myrcia hatschbachii, sendo que o acido
3-O-metil elagico foi identificado pela primeira vez no género Myrcia.

O acido galico previamente identificado (GATTO, 2018) foi quantificado por
CLAE na fracao acetato de etila de folhas, a qual foi isolado este composto. Com esta
analise, foi estabelecido que o acido galico representa 18% da composigao da fragao.
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O doseamento de compostos fendlicos foi feito pelo método de Folin-
Ciocalteu e mostrou que todas as amostras, com excecdo das fracdes hexano,
apresentaram uma alta quantidade de compostos (> 0,05 g EAG/g), com destaque
para a fracao acetato de etila de folhas com 75% de fendlicos na sua composigao.

A capacidade antioxidante avaliada pelos métodos do radical DPPH e
complexo fosfomolibdénio foi realizada com o acido galico para demonstrar que a
relevante propriedade da fracdo acetato de etila de folhas esta possivelmente
relacionada a presenca desta substancia que esta contida nela.

Os métodos de FRAP e radical ABTS reafirmaram a capacidade antioxidante
exercida pelos extratos brutos e fragcbes demonstradas nos métodos anteriormente
testados (radical DPPH e fosfomolibdénio) (GATTO, 2018). O coeficiente de
correlagdo de Pearson mostrou uma forte relagdo entre o conteudo de compostos
fendlicos e os métodos de DPPH, FRAP e ABTS.

As atividades antibacteriana e antifungica foram testadas pelo método de
microdiluicdo em caldo, de onde foi obtida a CIM capaz de impedir o crescimento
microbiano. Extratos brutos, fragcdes e 6leo essencial apresentaram atividades frente
a diferentes micro-organismo, especialmente a Candida albicans com resultados de
CIM de 15,6 e 31,2 ug/mL para as fragdes acetato de etila e remanescente de galhos,
respectivamente. O efeito bactericida pode ser observado na concentracéo de 1000
Mg/mL das amostras foliares de extrato bruto e fracdo acetato de etila frente ao
Staphylococcus aureus.

Os resultados de inibicao da atividade de a-glicosidase para extrato bruto e
fracdo acetato de etila de folhas foram estatisticamente superiores do que o
apresentado pela acarbose. E, embora os efeitos inibitérios da lipase pancreatica
tenham sido inferiores ao orlistate, ambas as amostras apresentam atividade
especialmente em concentragbes mais altas. O coeficiente de Pearson mostrou uma
correlagao positiva alta entre a inibicdo da atividade das enzimas e o conteudo de
compostos fendlicos e métodos antioxidantes.

No estudo farmacoldgico foram testadas as atividades anti-inflamatéria e
antinociceptiva em ratos. O tratamento com extrato bruto de folhas nas doses de 10,
30 e 100 mg/kg, por via oral, mostrou potencial anti-inflamatério, pois atenuou o edema
de pata na 22 e 32 hora apos a injecao de carragenina. O extrato também apresentou
efeito na segunda fase da nocicepgéo induzida por formalina nas doses de 10, 30, 100
e 300 mg/kg, sendo eficaz na dor de origem inflamatoria (nivel periférico).
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CONSIDERAGOES FINAIS

A familia Myrtaceae € reconhecida pela sua diversidade quimica,
propriedades biologicas e produgado de frutos e 6leo essencial. O género Myrcia é
explorado quanto aos seus usos populares, especialmente como hipoglicemiantes, e
metabdlitos secundarios, como taninos e flavonoides.

A continuidade da pesquisa de Myrcia hatschbachii possibilitou explorar estas
caracteristicas do género. O extrato bruto e fragdo acetato de etila de folhas
apresentou melhor resultado de inibigado in vitro da enzima a-glicosidase quando
comparado ao farmaco de referéncia, acarbose. Isso demonstra que possivelmente a
espécie também tenha propriedades hipoglicemiantes in vivo, assim como revelado
em estudos com outros exemplares do género, bem como as espécies do grupo
“‘pedra-hume-caa” (Myrcia punicifolia, Myrcia speciosa, Myrcia amazonica, Myrcia
citrifolia, Myrcia guianensis, Myrcia salicifolia, Myrcia sylvatica e Myrcia uniflora),
conhecidas por este uso popular.

Além disso, o isolamento de compostos precursores de taninos, como acido
elagico e acido 3-O-metil elagico corrobora com os metabdlitos mais comumente
encontrados no género, e incentivou o estudo in vivo da atividade anti-inflamatdria, ja
que o acido elagico se tornou conhecido por esta propriedade.

De acordo com estes resultados, assim como a pronunciada capacidade
antioxidante exercida em diferentes métodos, a espécie Myrcia hatschbachii se mostra
promissora para o aprofundamento de estudos que possibilitem o desenvolvimento de

futuros medicamentos.
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