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RESUMO

O Brasil é o detentor da maior e mais rica diversidade genética em espécies de
plantas, entretanto, a grande maioria carece de estudos sob o ponto de vista
guimico-biolégico. Myrciaria strigipes O. Berg (Myrtaceae) é uma espécie nativa
conhecida popularmente como “cambucé da praia” e “cabeludinha da praia” e usada
na medicina tradicional para céibra, edema e dor de barriga. O objetivo deste
trabalho foi estudar a composi¢cdo quimica e avaliar a toxicidade e as atividades
antimicrobiana, antioxidante, trombolitica e de inibicdo das enzimas a-amilase, a-
glicosidase e tirosinase de M. strigipes. O perfil quimico foi obtido através de triagem
fitoquimica classica, da analise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e de
técnicas usuais de fracionamento/purificagdo. A toxicidade foi avaliada frente as
larvas de Artemia salina Leach.,e a atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Candida albicans. A atividade antioxidante foi mensurada
frente aos radicais sintéticos DPPH e ABTS. A atividade trombolitica in vitro avaliou
a capacidade dos extratos promoverem lise de coagulos. As atividades de inibicdo
das enzimas a-amilase, a-glicosidase e tirosinase foram determinadas utilizando
métodos espectrofotométricos in vitro. A andlise fitoquimica preliminar dos extratos
etandlicos das folhas (EEF) e dos galhos (EEG) indicou a presenca de flavonoides,
cumarinas, alcaloides, saponinas, taninos, triterpenos, esteroides e antraquinonas,
sendo esta detectada somente no EEF. Foram isolados e/ou identificados do EEF
cinco compostos da classe dos terpenos, sendo quatro triterpenos pentaciclicos
(friedelina, 28-hidroxifriedelina, glutinol e &cido ursélico) e um esteroide tetraciclico
(B-sitosterol), e trés compostos fendlicos (isoquercitrina, hiperosideo e &acido
elagico). O EEF demonstrou leve toxicidade (DLso= 648,17 pug/mL) e somente o EEG
apresentou atividade antimicrobiana, inibindo o crescimento de S. aureus. Os EEF e
EEG apresentaram capacidade antioxidante e promissora atividade de inibigao
sobre a a-glicosidase, CEsp de 40,66 e 18,52 pg/mL, respectivamente, enquanto o
controle positivo demonstrou CEsp de 37,30 pg/mL. O presente trabalho relatou, pela
primeira vez, aspectos quimicos e atividades biolégicas da espécie M. strigipes, e 0s
resultados demonstram a necessidade de mais estudos para um maior
conhecimento quimico e esclarecimentos quanto ao(s) mecanismo(s) e

substancia(s) responsaveis pelas atividades demonstradas por essa espécie.

Palavras-chave: Myrciaria strigipes. Fitoquimica. Atividades bioldgicas.



ABSTRACT

Brazil is the owner of the largest and richest genetic diversity of plant species,
however, most of them don’t have chemical-biologial studies. Myrciaria strigipes O.
Berg (Myrtaceae) is a native species known popularly as "cambuca da praia” and
"cabeludinha da praia” and it's used in traditional medicine for cramps, edema and
abdominal pain. The aim of this study was to evaluate the chemical profile, the
toxicity and the antimicrobial, antioxidant, thrombolytic activities and a-amylase, a-
glucosidase and tyrosinase enzymes inhibition activities of M. strigipes. The chemical
profile was characterized from phytochemical screening, High Performance Liquid
Chromatography analysis and the fractionation/purification techniques. The toxicity
was determined against larvae of Artemia salina Leach. and the antimicrobial activity
against Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans. The
antioxidant activity was measured using the synthetic radicals DPPH and ABTS. The
in vitro thrombolytic activity was evaluated through the extracts capacity to cause
lysis in human blood clot. The inhibitory activities of a-amylase, a-glucosidase and
tyrosinase enzymes were determined using in vitro spectrophotometric methods.
Preliminary phytochemical analysis of ethanolic extracts of leaves (EEF) and
branches (EEG) indicated the presence of flavonoids, coumarins, alkaloids,
saponins, tannins, triterpenes, steroids and anthraquinones, yet this was only found
in the EEF. They were isolated and/or identified of the EEF five compounds of
terpenes class, four pentacyclic triterpenes (friedelin, 28-hydroxyfriedelin, glutinol and
ursolic acid) and a tetracyclic steroid (B-sitosterol), and three phenolic compounds
(isoquercitrin, hyperoside and ellagic acid). The EEF showed a little toxicity (LDso =
648.17 pg/mL) and only the EEG showed antimicrobial activity, inhibiting the growth
of S. aureus. The EEF and EEG showed antioxidant capacity and promising
inhibitory activity on a-glucosidase, ECs, of 40,66 e 18,52 pg/mL, respectively, while
the positive control showed ECsy of 37,30 pg/mL. This study reported, for the first
time, chemical aspects and biological activities of M. strigipes species, and the
results demonstrate the need for more studies to further chemical knowledge and
understanding about the mechanism(s) and substance(s) responsible for activities

shown by this species.

Keywords: Myrciaria strigipes. Phytochemistry. Biological activities.
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1 INTRODUCAO

1.1 PLANTAS MEDICINAIS

Desde o inicio da civilizagdo que o homem utiliza espécies vegetais para fins de
tratamento e cura de doencas e sintomas. Um dos principais registros farmacéuticos
conhecido é o “Ebers Papyrus”, datado de cerca de 1.500 a.C., no qual estédo
documentados cerca de 700 farmacos, sendo a maioria com base em plantas. Além
desse, existem varios outros registros que demonstram o uso de plantas com
finalidade terapéutica em épocas antes de Cristo, como registros da Mesopotamia
datados de aproximadamente 2.100 a.C. e a existéncia de uma lista chinesa de
plantas medicinais com suas respectivas indicacdes e doses sugeridas, datada de
500 a.C. (CRAGG; NEWMAN, 2014).

Essa préatica milenar permanece ao longo dos anos, sendo utilizada por grande parte
da populacdo mundial como alternativa de tratamento para varias doencas,
principalmente por populagbes mais carentes que tem pouco acesso a
medicamentos industrializados (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou que possivelmente 70-95% da
populacdo na maioria dos paises em desenvolvimento, principalmente na Asia,
Africa, América Latina e Oriente Médio, utiliza a medicina tradicional, incluindo o uso
de plantas medicinais, para os cuidados primarios a saude (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011).

O estudo de plantas conhecidas historicamente por terem propriedades medicinais é
uma importante ferramenta na pesquisa de novas substancias biologicamente
ativas, visto que muitos compostos isolados dessa fonte natural tornaram-se
importantes medicamentos e foram cruciais no estimulo a formacdo da moderna
industria farmacéutica (RISHTON, 2008).

Estima-se que pelo menos 25% dos medicamentos disponiveis sdo derivados direta
ou indiretamente de compostos bioativos provenientes de espécies vegetais
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). Cerca de 120 compostos, obtidos de 90
espécies de plantas, sao utilizados clinicamente (CALIXTO; YUNES, 2001). Além

disso, a presenca de 28 medicamentos exclusivamente originarios de plantas, dentre
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a lista dos 252 medicamentos considerados como essenciais e basicos pela OMS,
reitera a importancia das espécies vegetais como fonte de compostos bioativos
(RATES, 2001).

Dentre os medicamentos provenientes de espécies vegetais pode-se citar o taxol,
obtido de Taxus brevifolia, utilizado no tratamento do céncer; a morfina, isolada da
espécie Papaver somniferum, tornou-se o grande prototipo da classe dos
hipnoanalgésicos; a vincristina e vimblastina, obtidas de Catharanthus roseus,
utilizadas no tratamento do cancer; a pilocarpina, isolada das folhas de espécies de
Pilocarpus, utilizada no tratamento de certas formas de glaucoma; e a artemisinina,
obtida de Artemisia annua, potente farmaco antimalarico (Figura 1) (BARREIRO;
BOLZANI, 2009; CRAGG; NEWMAN, 2014).

Vincristina R= CHO
Vimblastina R= CH3z

Taxol

O

Morfina Pilocarpina Artemisinina

Figura 1 - Estruturas quimicas de compostos de origem vegetal utilizados clinicamente.

O metabolismo secundario das plantas € o responsavel por originar essas e varias
outras moléculas bioativas. Os compostos originarios desse metabolismo
caracterizam-se como elementos de diferenciacdo e especializagdo, garantindo
vantagens para a sobrevivéncia e perpetuacdo das espécies vegetais. Tais
compostos desempenham muitas fun¢des nas plantas, como, por exemplo, funcdes

adaptativas (protecdo contra perda de agua e irradiacdo), funcbes na reproducéo



19

(atracdo de insetos polinizadores) e funcbes de defesa (herbivoros e
microrganismos) (GARCIA; CARRIL, 2009).

A obtencao e identificacdo desses compostos bioativos e a realizacdo de ensaios
biolégicos demandam um longo tempo e também muitos recursos financeiros.
Eventualmente todo esse processo resulta em substancias ja conhecidas e em
quantidades insuficientes para realizagcdo de testes biolégicos (SCHENKEL;
GOSMANN; PETROVICK, 2004). Por outro lado, a manutencdo do interesse em
investigar espécies vegetais como possiveis fontes de substancias bioativas decorre
de caracteristicas peculiares de compostos obtidos. Dentre estas caracteristicas
pode-se destacar, principalmente, a grande diversidade e a alta complexidade
estrutural das moléculas e os mecanismos de acdo, muitas vezes inéditos, pelos
quais essas moléculas exercem seus efeitos (YUNES; CECHINEL FILHO, 2014).
Ademais, a riqueza da flora brasileira e sua potencialidade como fonte de
substancias uteis também contribuem para que o interesse em espécies vegetais
seja cada vez maior (CRAGG; NEWMAN, 2014).

Apesar do grande potencial demonstrado pelas plantas, somente uma pequena
porcentagem tem sido investigada fitoquimicamente e uma porcentagem menor
ainda tem suas propriedades farmacologicas devidamente estudadas (RATES,
2001). Dentre todos os paises do mundo, o Brasil € o detentor da maior e mais rica
diversidade genética em espécies de plantas, com aproximadamente 55 mil
espécies (BARREIRO; BOLZANI, 2009), porém, menos de 10% foram avaliadas
guanto as suas caracteristicas biolégicas e menos de 5% foram submetidas a
estudos fitoquimicos detalhados (LUNA et al., 2005).

Apés levantamento bibliografico verificou-se que a espécie vegetal Myrciaria
strigipes O. Berg (Myrtaceae), popularmente conhecida como “cambuca da praia”,
“cabeludinha da praia”, “ubanaxica” e “manaxica”’, usada na medicina tradicional
para caibra, edema e dor de barriga (SOUZA et al., 2014), € uma dessas espécies
que carecem de estudos no que se refere a sua caracterizacdo quimica e possiveis

atividades bioldgicas.
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1.2 FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae compreende aproximadamente 121 géneros e cerca de 3.800 a
5.800 espécies, sendo plantas arbustivas ou arboreas de distribuicdo
predominantemente pantropical e subtropical (STEFANELLO; PASCOAL;
SALVADOR, 2011), com concentracdo na regido neotropical, sudeste da Asia e
Australia (REYNERTSON et al., 2008).

Essa representa uma das maiores, mais comuns e diversificadas familias da flora
brasileira, com 23 géneros e aproximadamente 1.000 espécies. Representantes
dessa familia possuem grande importancia econémica, aléem de serem utilizadas,
inclusive, como plantas ornamentais, alimentos e na medicina popular (SOUZA,;
LORENZI, 2005).

Do ponto de vista econdmico, destaca-se o eucalipto (Eucalyptus spp.) com varias
espécies sendo utilizadas principalmente para obtencdo de madeira, como matéria-
prima para fabricacdo de produtos de limpeza e aromatizantes. Como ornamentais
merecem destaque a eugénia (Eugenia sprengeli), a papeleira (Melaleuca
leucadendra), a falsa-érica (Leptospermun scoparium) e a escova-de-garrafa
(Callistemon citrinus) (SOUZA; LORENZI, 2005).

Muitas espécies dessa familia produzem frutos comestiveis que se destacam na
alimentacdo, como, por exemplo, a goiabeira (Psidium guajava), a jabuticabeira
(Myrciaria cauliflora) e a pitangueira (Eugenia uniflora) (GRESSLER; PIZO;
MORELLATO, 2006).

Na medicina popular, varias espécies da familia Myrtaceae sao utilizadas,
principalmente como agentes anti-inflamatérios, antioxidantes, antimicrobianos,
antidiarreicos, antirreumaticos e hipocolesterolémicos (STEFANELLO; PASCOAL,;
SALVADOR, 2011). A presenca de 4 espécies dessa familia, Eugenia uniflora,
Eucalyptus globulus, Psidium guajava e Syzygium cumini, entre as 71 espécies
vegetais com potencial farmacolégico presentes na Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) reforca sua grande importancia
(BRASIL, 2009).
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Diversos compostos pertencentes a diferentes classes de metabdlitos secundarios ja
foram descritos em espécies da familia Myrtaceae, entre eles tem-se terpenos, como
a-pineno, espatulenol, biciclogermacreno (PADOVAN et al.,, 2014) e B-amirina
(DOMINGUES et al., 2010); compostos fendlicos, como miricetina, rutina, quercitrina
(DASTMALCHI et al., 2012), quercimeritrina e hexaidroxidifenol-galoil-glicose (WU et
al., 2012); alcaloides, como 1,2,3,4-tetraidro-1-metil-B-carbolina (DOMINGUES et al.,
2010) e antocianinas, como delfinidina, cianidina e malvidina-3-glicosideo (FLORES
et al., 2012) (Figura 2).

D

a-pineno

HQ OH [3-amirina

HO "ii;i ? o "
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HO on C OH
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Miricetina R1=H; R,=H; R3= OH

Quercimeritrina R;=Glicose; Ry=H; Rz= H Hexaidroxidifenol-galoil-glicose
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Figura 2 - Estruturas quimicas de compostos detectados em espécies da familia Myrtaceae.

Apesar desse promissor potencial quimico e farmacoldgico, poucas espécies
pertencentes aos diversos géneros da familia tém sido estudadas no que se refere
aos seus constituintes quimicos e as suas propriedades farmacologicas
(STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011). O género Myrciaria é um dos



22

géneros pertencentes a essa familia e ainda carece de muitos estudos (BORGES;
CONCEICAO; SILVEIRA, 2014).

1.3 GENERO Myrciaria

O género Myrciaria possui em torno de 99 espécies conhecidas, 21 das quais séo
nativas do Brasil. As espécies desse género estado geograficamente distribuidas em
diversas regides, incluindo paises da Ameérica do Sul, como Brasil, Argentina,
Paraguai, Venezuela e Bolivia, paises da Ameérica Central, como, por exemplo,
Belize, Guatemala, El Salvador e Honduras, e sul da Flérida. No Brasil, as espécies
estdo difundidas em varios biomas como, Floresta Amazonica, Caatinga, Cerrado,
Floresta Atlantica e Pampa, e sdo cultivadas principalmente nos estados do Rio de
Janeiro, S3o Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo (BORGES; CONCEICAO;
SILVEIRA, 2014).

Diversos compostos ativos pertencentes a diferentes classes de metabdlitos
secundarios ja foram identificados em espécies do género Myrciaria. Em seu
trabalho de revisdo sobre o género, Borges, Conceicdo e Silveira (2014)
descreveram a estrutura molecular de 49 substancias encontradas, entre elas
destacam-se varios compostos fendlicos, como os flavonoides kaempferol,
guercetina e isoquercitrina, as antocianinas delfinidina 3-O-glicosideo e cianidina 3-
O-glicosideo, o acido galico, os acidos elagico e O-metilelagico, os monoterpenos d-
limoneno e 1,8-cineol e os sesquiterpenos globulol e acetato de (2E,6E)-farnesol
(Figura 3).
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Figura 3 - Estruturas quimicas de compostos identificados em espécies do género Myrciaria.
Fonte: Adaptado de Borges, Conceicéo e Silveira (2014).

Estudos tém demonstrado que algumas espécies desse género apresentam
propriedades bioldgicas importantes. Destacam-se as atividades antioxidante
(FRACASSETTI et al., 2013), anti-inflamatéria (APEL et al., 2010), hipoglicemiante
(UEDA et al., 2004), hipolipemiante (NASCIMENTO et al., 2013), antifungica (DINIZ
et al., 2010), antiproliferativa (WANG et al.,, 2014) e antibacteriana (MACEDO-
COSTA et al., 2009).

1.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Na busca por moléculas bioativas provenientes de espécies vegetais faz-se
necessaria a realizagdo de estudos multidisciplinares que abordem aspectos

quimicos e biologicos.
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1.4.1 Toxicidade frente a Artemia salina Leach

Grande parte das plantas medicinais ndo possuem estudos de avaliacdo de
toxicidade, mas mesmo assim sao utilizadas indiscriminadamente. Devido a isso,
intoxicagdes com plantas ndo sao raras (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).
No Brasil, de acordo com dados do ano de 2012 do Sistema Nacional de
Informacdes Toxico Farmacologicas (SINITOX), foram registrados 1.185 casos de

intoxicacdo humana por plantas, sendo que desses, 1 foi a 6bito (BRASIL, 2012).

O microcrustaceo marinho, Artemia salina Leach, € um organismo simples e o teste
de toxicidade frente as suas larvas € um ensaio biologico amplamente utilizado para
a avaliacdo preliminar de toxicidade (ARCANJO et al.,, 2012). Além disso,
demonstrou ser um indicativo para a previsdo das atividades citotdxica
(MCLAUGHLIN; ROGERS; ANDERSON, 1998) e anti-Trypanosoma cruzi (ZANI et
al., 1995). Acredita-se que a toxicidade frente a A. salina pode direcionar o estudo
fitoquimico na busca por compostos com atividades biolégicas como larvicida,

parasiticida, antibacteriana e antifungica (AMARANTE et al., 2011).
1.4.2 Atividade antimicrobiana

No século passado, por muitos anos, o aumento na resisténcia dos microrganismos
foi combatido pela descoberta de novos agentes antimicrobianos. Entretanto, nas
Ultimas décadas, o uso indiscriminado de antimicrobianos aumentou e o
desenvolvimento desses agentes diminuiu consideravelmente, enquanto a
resisténcia dos microrganismos aos mesmos cresceu imensamente. Como
consequéncia, o problema da resisténcia tornou-se mais grave, sendo um dos
maiores problemas de saude publica (LIVERMORE, 2011).

A necessidade de descoberta de novas alternativas terapéuticas frente ao aumento
da resisténcia dos microrganismos aos multiplos farmacos existentes tem provocado
uma grande corrida em busca de agentes antimicrobianos cada vez mais eficientes,
sejam eles de origem natural, semissintética ou sintética (SILVEIRA et al., 2006).
Nesse sentido, as plantas medicinais tém sido alvo de grande interesse cientifico na

busca por compostos com atividade comparada a dos antimicrobianos disponiveis,
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porém, com menor toxicidade, mais eficazes contra os microrganismos patogénicos

e com menor impacto ambiental (BONA et al., 2014).
1.4.3 Atividade antioxidante

As espécies reativas (ER), como, por exemplo, radical hidroxil, &nion superoxido,
acido hipocloroso, peroxido de hidrogénio, oxido nitrico e peroxinitritos, sdo geradas
continuamente no organismo, seja durante processos metabdlicos essenciais, como
também em decorréncia de alguma disfuncdo bioldgica, e estdo envolvidas na
regulacdo do crescimento celular, fagocitose, sinalizacéo intercelular, sintese de
substancias bioldgicas importantes e producédo de energia. Entretanto, o excesso de
ER é um sério problema para a homeostase do organismo e promovem varios
efeitos deletérios, como danos as enzimas, carboidratos, DNA, proteinas e
organelas celulares, como mitocondrias e membranas (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006). Assim, as ER estdo envolvidas em diversos processos patoldgicos,
como cancer, disturbios gastricos, envelhecimento precoce, catarata, artrite,

doencas neurodegenerativas e cardiovasculares (BHATTACHARYYA et al., 2014).

O excesso de ER no organismo € combatido por um sistema de defesas
antioxidantes, que envolve substancias que sdo capazes de regenerar ou prevenir
os danos oxidativos provocados pelas ER. Essa defesa compreende antioxidantes
enzimaticos produzidos pelo organismo, como a superoxido dismutase, glutationa
peroxidase e catalase, e antioxidantes provenientes da dieta, como o Aacido
ascorbico (vitamina C), betacaroteno (pro-vitamina-A), alfa-tocoferol (vitamina E) e
compostos fenodlicos (BHATTACHARYYA et al., 2014). Sendo assim, a pesquisa da
atividade antioxidante de plantas se mostra de grande importancia na busca por

Novos compostos capazes de prevenir ou minimizar os efeitos deletérios das ER.

Existem diversos métodos para avaliacdo in vitro da atividade antioxidante de
extratos vegetais, entre eles destacam-se os que utilizam radicais livres sintéticos,
como o 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e o 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS) (PYRZYNSKA,; PEKAL, 2013). Os ensaios que utilizam esses
radicais se caracterizam, principalmente, por serem rapidos, faceis e reprodutiveis,
sendo entdo amplamente utilizados para a investigacdo preliminar da atividade
antioxidante (MISHRA; OJHA; CHAUDHURY, 2012; RE et al., 1999).
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1.4.4 Atividade trombolitica

As doencas cardiovasculares foram responsaveis por 29,6% das mortes em todo o
mundo no ano de 2010, sendo as de natureza isquémica uma das principais
responsaveis por esse elevado indice (FOROUZANFAR, 2013). No tratamento das
doencas isquémicas, uma das ferramentas utilizadas para a restauracdo do fluxo
sanguineo € a lise do trombo utilizando-se medicamentos tromboliticos. Entretanto,
o arsenal desses agentes ainda € limitado, quando comparado a outras classes
terapéuticas como, por exemplo, os agentes antiplaquetarios usados em doencas
cardiovasculares (OLIVEIRA, 2001).

Vérios estudos recentes tem buscado demonstrar a atividade trombolitica in vitro de
extratos de plantas medicinais (ALl et al., 2014a; HUSSAIN et al., 2014) visando a
busca por novas moléculas que possam ser utilizadas como alternativa ao arsenal
terapéutico em uso, bem como para serem utilizadas concomitantemente aos
medicamentos usuais com 0 objetivo de reduzir efeitos colaterais e buscar efeitos

sinérgicos.
1.4.5 Inibicdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase

Diabetes € um grave problema de saude publica mundial, visto que afeta milhdes de
pessoas e sua prevaléncia aumenta, em um ritmo alarmante, a cada ano. Estima-se
que em 2013 a doenca tenha afetado 382 milhdes de adultos (20-79 anos) no
mundo, e a projecao € que esse numero aumente para 592 milhées em 2035. Em
2013, no Brasil, cerca de 11,9 milhdes de adultos eram afetados por essa doenca,
com previsdo de chegar a 19,2 milhées em 2035. Além disso, estima-se que 5,1
milhées das mortes mundiais no ano de 2013 tenham sido causadas pelo diabetes
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013).

Diabetes € uma doenca metabdlica cronica causada pela deficiéncia herdada ou
adquirida na secrecdo de insulina e/ou pela diminuicdo na resposta celular a
insulina. Caracteriza-se por niveis elevados de glicose sanguinea e alteragdes no
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos (CHENG; FANTUS, 2005). As
complicacbes crénicas do diabetes séo as principais responsaveis pela morbidade e

mortalidade dos pacientes afetados por essa doenca. Entre essas complicagbes
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destacam-se a nefropatia, retinopatia, neuropatia e doenca vascular arterosclerética
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013).

Os dois principais tipos de diabetes séo o tipo 1 e o tipo 2, classificados de acordo
com sua etiologia. O diabetes tipo 1 € caracterizado pela destruicdo das células -
pancreaticas causada por processo autoimune, normalmente levando a deficiéncia
absoluta de secrecédo de insulina, o que faz com que os pacientes necessitem da
administracdo exdgena de insulina para sobreviverem. Esse tipo de diabetes afeta
principalmente  criancas e adolescentes (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2013).

O diabetes tipo 2 é de origem heterogénea, caracterizado por uma progressiva
resisténcia a insulina e deficiéncia na secrecdo de insulina pelas células (-
pancreaticas. Esse tipo de diabetes € mais prevalente, sendo responsavel por cerca
de 90 a 95% do total de pacientes diabéticos (RIOS; FRANCINI; SCHINELLA, 2015).
Uma das estratégias de tratamento para esse tipo de diabetes € a reducdo da
hiperglicemia po&s-prandial utilizando inibidores das enzimas a-amilase e a-
glicosidase, enzimas envolvidas no processo de digestdo dos polissacarideos
ingeridos na dieta (CHENG; FANTUS, 2005). Os principais inibidores dessas
enzimas disponiveis para uso clinico sdo a acarbose, oligossacarideo obtido do
processo de fermentacdo de fungos do género Actinoplanes, o miglitol,
originalmente obtido de varias cepas bacterianas dos géneros Baccillus e
Streptomyces, e a voglibose, composto sintetizado a partir de um produto da
fermentacdo de Streptomyces hydroscopicus (Figura 4) (RIOS; FRANCINI;
SCHINELLA, 2015). Entretanto, o uso desses hipoglicemiantes causam diversos
efeitos colaterais gastrointestinais, como desconforto e distensdo abdominal, diarreia
e flatuléncia, limitando dessa forma sua utilizacao terapéutica (CHENG; FANTUS,
2005).



28

OH OH
HO///I, .\\\\OH OH
HNY
HO, A OH
\ O OH
HOY OH
o, o HOy,, OH
HO K A
OH B
SoH
Acarbose Voglibose

Figura 4 - Estruturas quimicas da acarbose, miglitol e voglibose.

As a-amilases (a-1,4-glicano-4-glicanohidrolases; EC 3.2.1.1), enzimas pertencentes
a familia das endoamilases, catalisam a hidrdlise de polissacarideos, como amido ou
glicogénio, em animais, microrganismos e plantas. Sdo enzimas chave no sistema
digestivo, pois promovem a hidrolise inicial do amido ao clivarem suas ligacoes
glicosidicas a-1,4 formando unidades menores de carboidratos, os oligossacarideos
e dissacarideos (WHITCOMB; LOWE, 2007).

As a-glicosidases (a-D-glicosideo glicohidrolase; EC 3.2.1.20), presentes na
membrana das células intestinais, sado exo-glicosideo hidrolases capazes de
promoverem a hidrdlise das ligacdes glicosidicas a-1,4 dos oligo e dissacarideos,
gerando moléculas de monossacarideos que podem dessa forma ser absorvidas
pelo organismo (YIN et al., 2014). Essas enzimas estdo amplamente distribuidas em

microrganismos, plantas, insetos e mamiferos (OTA et al., 2009).

Atualmente, as plantas medicinais tém sido extensivamente estudadas na busca por
inibidores mais especificos, seguros e eficazes das enzimas a-amilase e a-

glicosidase, que possam vir a ser utilizados no tratamento do diabetes tipo 2.
1.4.6 Inibicao da enzima tirosinase

As tirosinases (polifenol oxidase, difenol oxidase, catecolase; EC 1.14.18.1),
enzimas amplamente distribuidas nas plantas, animais e microrganismos, catalisam

duas etapas sequenciais de oxidacdo de varios substratos fendlicos. Na primeira
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reacdo promovem a hidroxilagho dos monofendis para o-difendis (atividade
monofenolase) e, na segunda reacdo, a oxidacdo dos o-difendis para o-quinonas
(atividade difenolase), ambas utilizando oxigénio molecular. Sao enzimas
tetraméricas que possuem dois sitios ativos por molécula, cada um deles contém
dois locais de ligacdo de atomos de cobre, que interagem com oxigénio molecular e
residuos de histidina (Figura 5) (CHANG, 2009).

His

HIS/////I, \\\\\\g// '/ /// | \\\\\\\ H IS
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HiS/ | \O/ \
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His

Figura 5 - Ligacdes dos atomos de cobre com oxigénio molecular e residuos de histidina no sitio ativo
da enzima tirosinase.

Fonte: Duran et al. (2002).

A tirosinase é uma enzima chave no processo de biossintese da melanina a partir do
monofenol L-tirosina. Na primeira etapa da sintese, a tirosinase catalisa a introducao
de um grupo hidroxila na posicéo orto do anel aromatico da L-tirosina convertendo-a
a L-Dopa (o-difenol), em seguida, essa mesma enzima, promove a oxidacao da L-
Dopa a o-dopaquinona (o-quinona). Na continuidade do processo, esse
intermediario sofre uma ciclizacdo espontanea nao enzimatica formando o
leucodopacromo, o qual sofre rapida oxidacdo nao enzimética formando dopacromo,

que, apoés polimerizacdo, forma a eumelanina (Figura 6) (KIM; UYAMA, 2005).
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Figura 6 - Biossintese da eumelanina.

Fonte: Adaptado de Faria et al. (2007).

A melanina é um biopolimero de alto peso molecular sintetizado dentro de organelas
especializadas chamadas de melanossomas, as quais estdo presentes nos
melandcitos, células dendriticas especializadas. E o principal pigmento responsavel
pela cor da pele e do cabelo, e exerce importante papel na protecdo da pele contra
os efeitos deletérios da radiacdo ultravioleta, devido sua capacidade de absorver
essa radiacdo e de remover possiveis espécies reativas geradas (KIM; UYAMA,
2005).

No entanto, o aumento da producdo da melanina ou a sua distribuicdo anormal pode
levar a modificacbes patolégicas na coloracdo da pele, as chamadas
hiperpigmentacbes (ORTONNE; PASSERON, 2005). Diversos fatores, como
gravidez, disturbios endocrinos, exposicdo ao sol, envelhecimento e tratamento com
hormdnios, sé&o responséveis por causar a producédo ou distribuicdo desordenada de
melanina. Dentre esses, a exposi¢cao a luz solar é a principal causa, seguida pelos
horménios e/ou fatores externos (NICOLETTI et al., 2002).
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As hiperpigmentacdes séo alteracbes dermatolégicas que acometem um grande
namero de pessoas em todo o mundo e podem provocar significativo
comprometimento psicossocial devido as alteracbes estéticas que elas provocam.
Uma das principais estratégias de tratamento de tais desordens dermatologicas € a
utilizacao de agentes despigmentantes, entre 0os quais se destacam os inibidores da
enzima tirosinase, como a hidroquinona, o acido kojico, substancia natural produzida
por fungos, e a arbutina, glicopiranosideo natural derivado da hidroquinona (Figura
7), que sao as substancias mais empregadas clinicamente. Entretanto, o uso desses
trés agentes pode causar varias reacdes adversas, como irritacdo da pele,
dermatites e até cancer. Além disso, a baixa estabilidade desses compostos também
limita sua utilizacdo clinica (KIM; UYAMA, 2005).

OH
OH OH
(6]
OH
- o 4o
HO
OH (e} HO\\\“ "///OH
Hidroquinona Acido kéjico OH

Arbutina

Figura 7 - Estruturas quimicas da hidroquinona, acido kojico e arbutina.

Assim, a descoberta de novos compostos inibidores da tirosinase, que sejam mais
seguros e efetivos, pode trazer diversos beneficios, visto que possuem potencial de

utilizacao clinica no tratamento das hiperpigmentacdes.

No género Myrciaria apenas um numero limitado de espécies tem sido estudadas
(BORGES; CONCEICAQ; SILVEIRA, 2014) e, Myrciaria strigipes, por sua vez, é
uma das que carecem de estudos no que se refere a sua caracterizagdo quimica e
possiveis atividades biolégicas, conforme verificado por meio de levantamento
bibliografico. Diante disso, e considerando os potenciais quimicos e biolégicos de
espécies desse género, se mostra de grande importancia a caracterizagao quimica e
a pesquisa de atividades biolégicas que pode contribuir com a descoberta de
protétipos a novos farmacos, bem como desenvolver o arsenal terapéutico ja
existente para as diversas enfermidades e também podem gerar ferramentas

farmacoldgicas habilitadas na elucidacéo dos mecanismos de doencas.
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1.5 ESPECIE ESTUDADA: Myrciaria strigipes O. Berg (MYRTACEAE)

Sinonimia botanica:

Paramyrciaria strigipes (O. Berg) Sobral e Plinia strigipes (O.

Berg) Sobral (LORENZI, 2009).

M. strigipes (Figura

8) é uma espécie nativa do Brasil e endémica da Bahia e

Espirito Santo (SOBRAL, 2014). Caracteristicas morfolégicas:

Altura de 4-9 m, de copa densa e ramos terminais achatados e glabros, de
tronco tortuoso de 20-30 cm de didmetro, com casca fina e lisa de cor
pardo-amarronzada com manchas mais claras, descamando em placas
finas e irregulares. Folhas de peciolo pubérulo de 2-3 mm; lamina
lanceolada a oblongo-lanceolada, de &pice acuminado e base aguda ou
obtusa, membranacea, glabra com pontuagces (quando jovem, pubérula
sobre a nervura central), com 2 nervuras marginais distantes dos bordos, de
1,5-6,6 x 0-6 1,6 cm. Pedunculos de cerca de 1 cm, unifloros, aglomerados
sobre o tronco e ramos, com 4 séries de bracteas ciliadas; botdo floral
glabro; célice com lobos ciliolados de 1-2 mm; pétalas largamente oblongas
de 2-3 mm de comprimento; ovario glabro. Fruto baga globosa, de 2,2-2,8
cm de diametro (LORENZI, 2009, p. 273).

Figura 8 - Myrciaria strigipes O. Berg. (A) Arvore adulta; (B) Detalhe de um ramo florifero; (C) Fruto;

(D) Semente; (E) Tronco.
Fonte: Lorenzi (2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a composicao quimica das folhas e galhos de Myrciaria strigipes, bem como

avaliar possiveis atividades biologicas dessa espécie.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar as classes quimicas presentes nos extratos das folhas e dos galhos de
M. strigipes;

* Realizar o isolamento/identificacdo de metabdlitos secundarios presentes no

extrato das folhas de M. strigipes;

e Avaliar a toxicidade dos extratos das folhas e dos galhos de M. strigipes frente ao
método de letalidade de larvas de Artemia salina Leach;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos das folhas e dos galhos de M.

strigipes;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos das folhas e dos galhos de M.

strigipes;

» Auvaliar o potencial trombolitico in vitro dos extratos das folhas e dos galhos de M.

strigipes;

* Determinar a atividade inibitéria dos extratos das folhas e dos galhos de M.

strigipes frente as enzimas a-amilase, a-glicosidase e tirosinase.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas e os galhos de M. strigipes foram coletados em junho de 2014, no
municipio de Sao Mateus, Espirito Santo. O material vegetal foi devidamente
identificado, com a posterior deposicédo de exsicata no Herbario VIES — Setorial Sao
Mateus da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), sob o numero de
identificacdo 25038. A coleta e a identificacdo botanica da espécie vegetal foram
realizadas pelo Prof. Dr. Luis Fernando Tavares de Menezes do Centro Universitario
Norte do Espirito Santo da UFES.

3.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS

As folhas e os galhos foram submetidos a dessecacdo por aproximadamente 72
horas em estufa a 40 °C e, em seguida, foram pulverizados, separadamente, em
moinho de facas. O p6 das folhas (267,5 g) e dos galhos (89,7 g) foram submetidos,
separadamente, a extragcdo por maceracdo passiva com etanol. O solvente foi
eliminado sob pressdo reduzida, com auxilio de um evaporador rotatorio, a
temperatura em torno de 60 a 70 °C. Os extratos obtidos, extrato etandlico das
folhas (EEF) e extrato etandlico dos galhos (EEG), foram conservados em
refrigerador (2 a 5 °C) até sua utilizagdo nos ensaios quimico e bioldgicos

subsequentes.

3.3 DETERMINACAO DO PERFIL QUIMICO

3.3.1 Triagem fitoquimica preliminar dos EEF e EEG  de M. strigipes

Os EEF e EEG de M. strigipes foram submetidos a triagem fitoquimica preliminar
para deteccdo das principais classes de metabdlitos secundarios presentes na
espécie em estudo. Para cada tipo de metabodlito ha reacdes especificas que
indicam sua presenca a partir de alteracdo ou formacdo de cor, espuma,
fluorescéncia ou precipitado. Foi avaliada a presenca de cumarinas, alcaloides,
saponinas, triterpenos, esteroides, antraquinonas, taninos e flavonoides (CUNHA,
2010).
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Para a identificacdo de cumarinas, uma gota do extrato etandlico diluido em etanol
foi aplicada em um pedaco de papel de filtro e, apds secagem, o papel foi exposto
sob luz ultravioleta para observacdo de manchas fluorescentes. Posteriormente, em
cima da gota anteriormente aplicada, adicionou-se uma gota de hidroxido de
potassio a 10% p/v. Apds secagem, o papel foi novamente levado a luz ultravioleta
para observacao da fluorescéncia.

A deteccéo de alcaloides foi realizada a partir da adicdo em tubo de ensaio de 1 mL
do extrato etandlico diluido em etanol e 1 mL de acido cloridrico concentrado.
Posteriormente, foram acrescentadas gotas do reagente Dragendorff, a fim de
observar a formacao de precipitado laranja.

A determinacdo da presenca de saponinas no extrato foi realizada a partir da
diluicdo de 20 mL do extrato etandlico solubilizado em etanol com 15 mL de agua
destilada. Para neutralizar a solugéo, foi adicionado 1 mL de solugéo de carbonato
de sodio saturada. A solucdo foi, entdo, aquecida até a ebulicdo e, apdés o
resfriamento, filtrou-se a solugdo com algodao separando cerca de 2 mL do filtrado
numa proveta com tampa. Em seguida, o volume foi completado com agua destilada
para 100 mL e a proveta tampada foi submetida a forte agitacao vertical durante 1
minuto. Apos repouso de 15 minutos, foi observado se houve o aparecimento de

espuma persistente com mais de 1 cm de altura.

Para a deteccdo de esteroides e triterpenos foram realizadas as reacdes de
Liebermann-Burchard e Salkowski. Na reacdo de Liebermann-Burchard, foram
adicionados 2 mL de anidrido acético a 1 mL de solucdo cloroférmica filtrada do
extrato. Em seguida, o tubo foi suavemente agitado e, posteriormente, adicionou-se
3 gotas de acido sulfurico concentrado. O desenvolvimento de coloracdo azul ou
verde indica a presenca de esteroides, enquanto coloracdo violeta, rosea ou
vermelha indica a presenca de triterpenos. Na reagdo de Salkowski, foram
adicionadas 2 gotas de acido sulfurico concentrado a 1 mL de solucao cloroférmica
filtrada do extrato. O desenvolvimento de coloracdo castanho-avermelhada indica a

presenca de esteroides.

A presenca de antraquinonas foi verificada por meio da reacéo de Borntrager. Nesta

reacdo, a 3 mL do extrato etandlico diluido em cloroformio foram adicionados 2 mL
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de solucdo de hidréxido de aménio 10% (v/v). Posteriormente, o tubo de ensaio foi
agitado vigorosamente promovendo a separagao em duas fases distintas (aquosa e
organica). Coloracdo rosea ou avermelhada na fase aquosa indica a presenca de

antraquinonas.

Para a deteccao de taninos foram adicionados, em um tubo de ensaio, 2 mL do
extrato etandlico diluido em etanol e 5 mL de solucéo de gelatina e cloreto de sodio
(Reagente 2 do Kit Quibasa: Matéria-prima vegetal). Foi observado se houve a

formacéao de precipitado.

Para a deteccdo de flavonoides foram realizadas a reacdo com cloreto de aluminio
(AICI3) e a de Shinoda. Na reacdo com AICl;, foi adicionado, em cépsula de
porcelana, 1 mL do extrato etandlico diluido em etanol e gotas de AICI; a 2% p/v em
etanol. As capsulas foram aquecidas em bico de Bunsen até completa evaporacao
do solvente. Posteriormente as capsulas foram observadas sob luz ultravioleta para
observacédo de fluorescéncia. Na reacdo de Shinoda, 2 mL do extrato etandlico
diluido em etanol foi adicionado em tubo de ensaio e, em seguida, foram
acrescentados fragmentos de magnésio metalico e 1 mL de acido cloridrico
concentrado. O desenvolvimento de coloragcdo vermelha indica a presenca de

flavonol.
3.3.2 Quantificacao de flavonoides nos EEF e EEG de M. strigipes

O teor de flavonoides nos EEF e EEG foi quantificado por espectrofotometria na
regido do visivel, segundo metodologia utilizada por Perdigdo (2012), com algumas

modificacdes.

Uma curva de calibracdo foi montada, utilizando rutina como padrdo. Foram
solubilizados 25 mg de rutina em metanol e, em um baldo volumétrico, completou-se
0 volume para 50 mL com metanol, obtendo-se solu¢cdo de rutina a 0,5 mg/mL.
Desta solucao foram retiradas seis aliquotas com diferentes volumes (0,125; 0,25;
0,5; 1,0; 1,5 e 2 mL) e colocadas, separadamente, em balGes volumétricos de 25
mL. A cada baldo volumétrico foi adicionado metanol quantidade suficiente para 2
mL e, em seguida, foram acrescentados 0,6 mL de acido acético glacial, 10 mL de
solucéo de piridina e agua (1:4, v/v), 2,5 mL de solucédo a 6,5% (p/v) de cloreto de

aluminio em metanol e completou-se o volume para 25 mL com agua destilada.
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Apés 30 minutos, as absorbancias foram lidas a 420 nm em espectrofotdbmetro
(modelo SP 2000, Bel Photonics® 2000 UV), utilizando cubeta de vidro com caminho
otico de 1 cm. Foi feito um branco utilizando-se todos os reagentes anteriores, com

excecdo da rutina e do cloreto de aluminio.

Para a quantificacdo de flavonoides, 25 mg do extrato foi solubilizado em metanol e,
em um baldo volumétrico de 50 mL, completou-se o volume com metanol. Aliquota
de 1 mL desta solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 25 mL e, em
seguida, foram adicionados 1 mL de metanol, 0,6 mL de &cido acético glacial, 10 mL
de solucao de piridina e agua (1:4, v/v), 2,5 mL de solucédo a 6,5% (p/v) de cloreto de
aluminio em metanol e completou-se o volume para 25 mL com agua destilada.
Apos 30 minutos, as absorbancias foram lidas a 420 nm em espectrofotdmetro. Foi
feito um branco utilizando-se todos os reagentes anteriores, com excec¢ao do extrato

e do cloreto de aluminio.

As analises foram realizadas em triplicata, e os dados obtidos foram tabulados

utilizando-se o software de tabulacgéo eletrénica Excel® (Microsoft Office 2010).

3.3.3 Andlise dos EEF e EEG de M. strigipes em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O perfil cromatografico dos EEF e EEG foi obtido utilizando-se equipamento CLAE-
DAD (Hitachi), sistema LaChrom Elite® (Hitachi, Tokyo, Jap&o), composto por uma
bomba L2130, injetor L2200, forno para coluna L2300, mantido a 25°C, detector
diodo array (DAD) L2455 e coluna de fase reversa C-18 (150 x 4,6 mm; tamanho da
particula 5 um; Merck, Germany) combinada com pré-coluna apropriada (4 x 4,6
mm; tamanho da particula 5 um; Merck, Germany).

A amostra foi solubilizada em metanol (Grau HPLC) de forma a se obter
concentracdo de 1 mg/mL e, em seguida, 10 yL dessa solucdo foi injetada no
cromatdgrafo. Como eluentes foram empregados solucdo a 1% de &cido fosforico,
na bomba A, e acetonitrila, na bomba B, em sistema de eluicdo por gradiente
(Tabela 1), vazédo de 0,6 mL/min e tempo de analise de 60 minutos. A captura dos
dados foi realizada utilizando o software ExChrom Elite® (versdo 3.3.2 SP1)

(Scientific Software. Inc.). Os compostos presentes na amostra foram comparados,
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de acordo com seu espectro de UV-Vis (230 a 400 nm) e pelo tempo de retencéo,

com diversos padrées comerciais. As analises foram realizadas em triplicata.

Tabela 1 - Gradiente de eluicdo para a analise por CLAE - DAD.

(%) Solucéo de

Tempo 4cido fosférico a (%) Acetonitrila
(minutos) 1% (Bomba A) (Bomba B)
0 90 10
40 70 30
50 50 50
51 90 10
60 90 10

3.3.4 Fracionamento cromatografico do EEF de M. strigipes

Parte do EEF (26,83 g) foi submetida a cromatografia liquida em coluna de silica gel
60 (3,8 x 47 cm), coletando-se 420 fracOes de aproximadamente 225 mL cada. Os

eluentes utilizados para o desenvolvimento da mesma foram:

Eluentes FracOes
Hexano 01-34
Hexano/cloroférmio 10% 35-97
Hexano/cloroférmio 20% 98 — 146
Hexano/cloroférmio 50% 147 - 185
Hexano/cloroférmio 80% 186 — 200
Cloroférmio 201 — 237
Cloroférmio/metanol 1% 238 — 265
Cloroférmio/metanol 5% 266 — 299
Cloroférmio/metanol 10% 300 — 355
Cloroférmio/metanol 20% 356 — 384
Cloroférmio/metanol 50% 385 - 409
Metanol 410 - 420

Apés a evaporacgdo do solvente sob pressao reduzida, os residuos foram analisados
por meio de cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando placas de silica gel
60 ALUGRAM® SIL G/UV (MACHEREY-NAGEL), observadas sob radiacdo

ultravioleta a 254 e 365 nm e reveladas com vapores de iodo e posteriormente com
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anisaldeido sulfarico (solugdo A: solucdo de anisaldeido a 2% em acido acético;
solucéo B: solucéo etanodlica de acido sulfarico a 20%). Isto permitiu a reunido das
fracbes que apresentavam perfis semelhantes em varios grupos, e as que
apresentaram quantidade suficiente para trabalhar foram submetidas a processos
usuais de purificagcdo, como lavagens, recristalizagcdo e recromatografia, o que

conduziu ao isolamento de 5 substancias.
3.3.5 Isolamento de constituintes quimicos do EEFd e M. strigipes

3.3.5.1 Fracao 109

O material dessa fracdo (21,92 mg) foi lavado sucessivamente com éter e depois
com metanol fornecendo um sélido cristalino em forma de agulha denominado R;
(11,1 mg).

3.3.5.2 FracOes 110 - 116

O material dessas fracoes (219,6 mg) foi lavado sucessivamente com acetona

fornecendo quantidade adicional de R; (188,1 mg).

3.3.5.3 Fracao 117

O material dessa fragdo (35,7 mg) foi lavado sucessivamente com éter e depois com
metanol fornecendo quantidade adicional de R; (7,3 mg).

3.3.5.4 FracOes 132 - 137

O material dessas fracoes (126,2 mg) foi lavado sucessivamente com acetona
fornecendo um sdlido branco denominado R, (47,3 mg).

3.3.5.5 FracOes 167 - 168

O material dessas fragcbes (50,9 mg) foi lavado sucessivamente com acetona e
depois com etanol, fornecendo um sdlido branco (15 mg). Este solido foi
recromatografado em coluna de silica gel 60 (1,8 x 4,9 cm), coletando-se 40 fracbes
de aproximadamente 5 mL cada. Os solventes utilizados na eluicdo foram hexano,

cloroférmio e metanol na seguinte ordem e propor¢ao:
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Eluentes FracOes
Cloroférmio/hexano 20% 01-11
Cloroférmio 12 -30
Metanol 31-40

Essas fracdes foram reagrupadas em sete grupos, apos serem analisadas por CCD.
O grupo das fracdes 19 — 22 (4,5 mg) foi lavado sucessivamente com metanol

fornecendo um sdlido cristalino, denominado R3 (3 mg).

Das demais fragOes dessa coluna ndo foram isoladas substancias em quantidades

suficientes e/ou pureza acessivel a qualquer determinacéo.
3.3.5.6 Fracao 169

O material dessa fracdo (20,1 mg) foi lavado sucessivamente com acetona e depois

com metanol fornecendo quantidade adicional de R3 (3,8 mg).

3.3.5.7 FragoOes 213 — 217

O material dessas fragcdes (73,3 mg) foi lavado sucessivamente com acetona
fornecendo um sélido branco (22,7 mg). Este sélido foi recromatografado em coluna
de silica gel 60 (1,8 x 4,7 cm), coletando-se 35 fracdes de aproximadamente 5 mL
cada. Os solventes utilizados na eluicdo foram cloroférmio e metanol na seguinte

ordem e proporgao:

Eluentes FracOes
Cloroférmio 01-24
Cloroférmio/metanol 50% 25-29
Metanol 30-35

Essas fracdes foram reagrupadas em seis grupos, apdés serem analisadas por CCD.
A fracdo 2 (10,8 mg) foi lavada sucessivamente com acetona fornecendo um sélido

cristalino, denominado R4 (8,2 mg).

Das demais fragOes dessa coluna ndo foram isoladas substancias em quantidades

suficientes e/ou pureza acessivel a qualquer determinacéo.
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3.3.5.8 FracOes 247 - 248

O material dessas fracdes, logo apds a evaporacao parcial do solvente sob presséo
reduzida, apresentou um precipitado que foi lavado sucessivamente com metanol

fornecendo um sdlido branco denominado Rs (5 mg).

Das demais fracbes da coluna do EEF ndo foram isoladas substancias em

quantidades suficientes e/ou pureza acessivel a qualquer determinacao.

As substancias isoladas (R; a Rs) foram submetidas a andlise espectrométrica por
meio de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para determinacdo estrutural. Os
espectros de RMN hidrogénio (*H), carbono-13 (*3C) e DEPT 135 foram obtidos em

espectrometro Varian 400 MHz, sonda 5 mm Broadband.

3.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.4.1 Avaliacao da toxicidade frente & Artemia salina Leach

A toxicidade dos EEF e EEG foi avaliada frente as larvas de A. salina, de acordo
com o método de Meyer et al. (1982). Ovos encistados de A. salina foram incubados
por 48 horas em solucao salina (36 g/L) a 28 °C, sob luz e aeragédo constantes, para
sua eclosédo e obtencdo das larvas em estado nauplii. As larvas foram, entéo,
distribuidas em tubos de ensaio contendo os extratos em diferentes concentracdes
(250, 500 e 1000 pg/mL). Foram utilizados, também, dicromato de potassio (25, 50 e
100 pg/mL), como controle positivo de letalidade, e apenas o veiculo de
solubilizac&do dos extratos e do dicromato de potassio (dimetilsulfoxido, DMSO, a 1%
v/v), como controle negativo. Os tubos foram mantidos sob luz e, apds 24 horas, as
larvas sobreviventes foram contadas. Os percentuais de letalidade para cada
concentracdo foi calculado e, em seguida, por regressao linear, foram determinados
os valores de dose letal 50% (DLsp), concentragcdo de amostra necessaria para

promover a mortalidade de 50% das larvas. O ensaio foi realizado em triplicata.
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3.4.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos EEF e EEG de M.
strigipes

As atividades antibacteriana e antifungica dos EEF e EEG foram avaliadas frente as
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25213 produtora de B-lactamase,
Escherichia coli ATCC 25922 e Candida albicans NPM-M196 de isolado clinico, por
meio do método de disco-difusdo em agar conforme as normas M2-All (CLSI,
2012) e M44-A2 (CLSI, 2009), com algumas adaptacoes.

3.4.2.1 Preparacao das soluctes dos extratos

Para a solubilizagéo dos extratos foi utilizado como solvente uma solugédo de DMSO
5% em etanol. Inicialmente, preparou-se uma solucdo dos extratos a 50 mg/mL, a
qual foi submetida a diluicdes seriadas de modo a se obter as concentracdes finais

dos extratos que variaram de 1000 até 62,5 pg/disco.
3.4.2.2 Preparacao dos discos

Discos de papel de 6 mm de diametro foram esterilizados e posteriormente
impregnados com as diferentes concentracdes dos extratos. Para isso, a cada disco
adicionou-se 20 pL da solucdo do extrato obtendo-se discos impregnados com
extratos nas concentracdes de 62,5, 125, 250, 500 e 1000 pg/disco. Os discos foram
armazenados em placas de petri estéreis por 24 horas a temperatura ambiente, para
secarem antes de serem utilizados. Como controle negativo do solvente foram

preparados discos impregnados com 20 pL da solu¢cdo de DMSO 5% em etanol.
3.4.2.3 Preparacao dos meios de cultura

Para a cultura de S. aureus e E. coli foram utilizados o caldo Mueller Hinton
(Himedia, Mumbai, india) e o agar Mueller Hinton (Acumedia, Neogen, Lansing, Ml,
USA). Os meios de cultura foram preparados a partir de uma base desidratada e

conforme as instrucdes do fabricante.

Para a cultura de C. albicans foram utilizados o caldo Sabouraud Dextrose

(Acumedia, Neogen, Lansing, MI, USA) e o agar Sabouraud Dextrose (Acumedia,
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Neogen, Lansing, MI, USA). Os meios de cultura foram preparados a partir de uma
base desidratada e conforme as instru¢des do fabricante.

3.4.2.4 Preparacéo dos inéculos

Para a preparacdo dos indculos de S. aureus e E. coli, inicialmente reativou-se
esses microrganismos por meio de incubacéo a 35°C por 24 horas em caldo Mueller
Hinton. Em seguida, foi realizada cultura em meio agar Mueller Hinton inclinado,
contido em tubos de ensaio, incubando-se por mais 24 horas a 35°C. Entao, foi feita
suspensdo direta dessas coldénias em solucdo salina 0,9% estéril, seguida da
padronizacdo no espectrofotbmetro a 625 nm de modo a obter uma turbidez oOptica
comparavel & da escala de 0,5 de solucdo padrédo de MacFarland (108 UFC/mL para

bactérias), obtendo-se, desse modo, a suspenséao de trabalho.

A preparacédo do inéculo de C. albicans seguiu 0 mesmo procedimento realizado na
preparacdo dos indéculos bacterianos, com algumas diferencas. Nesse caso, 0s
meios de cultura utilizados foram o caldo Sabouraud Dextrose e o agar Sabouraud
Dextrose, a temperatura de incubacgao foi 28 °C, a solucdo salina utilizada foi a
0,85% e a padronizacdo no espectrofotometro foi realizada a 530 nm de modo a
obter uma turbidez Optica comparavel a da escala de 0,5 de solucdo padrdo de
MacFarland (10° UFC/mL para leveduras).

3.4.2.5 Ensaio de disco-difusdo em agar

Inicialmente um swab estéril foi mergulhado na suspensédo de trabalho recém-
preparada do microrganismo e, entdo, a superficie da placa de petri (90 x 15 mm)
contendo agar Mueller Hinton, nos ensaios com S. aureus e E. coli, ou agar
Sabouraud Dextrose, nos ensaios com C. albicans, foi inoculada esfregando o swab
em toda a superficie estéril do agar. Repetiu-se o procedimento esfregando o swab
outras duas vezes, girando a placa aproximadamente 60° cada vez, a fim de
assegurar a distribuicdo uniforme do indculo. Em seguida, os discos foram
colocados na superficie da placa de agar e pressionados, de maneira a assegurar
contato completo com a superficie do agar. Por fim, as placas foram incubadas a

35°C, nos ensaios antibacterianos, ou 28°C, no ensaio antifungico, e, apos 24 horas,
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os didmetros dos halos de inibicdo foram mensurados em milimetros, incluindo o

didmetro do disco.

Como controle positivo, nos ensaios antibacterianos, foram utilizados discos
comerciais de ampicilina 10 pg (Laborclin), enquanto, no ensaio antifingico,
utilizaram-se discos impregnados com solugcdo de fluconazol (Sigma), nas
concentracbes de 32 e 64 pg/disco. Como controle negativo, foram empregados

discos impregnados com o solvente, solu¢cdo de DMSO 5% em etanol.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e o diametro dos halos de inibicéo
foi expresso pela média + desvio padrdo. Halos iguais e superiores a 10 mm foram
considerados significativos de atividade antimicrobiana (AGUIAR et al., 2008; SILVA
et al., 2007).

3.4.3 Avaliacao da atividade antioxidante dos EEF e EEG de M.

strigipes

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada in vitro por meio de métodos
guimicos espectrofotométricos utilizando os radicais livres sintéticos 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH) e 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS).

A capacidade de captura dos radicais foi calculada em porcentagem de inibicdo
(%A) de acordo com a seguinte equacao: (%A) = [(Ao-A1) X 100]/Aq, onde Ap € a
absorbancia da solucdo teste sem amostra (controle) e A; corresponde a
absorbéancia verificada com a adicdo da amostra depois de ocorrida a reacéao.
Determinou-se também, por regresséo linear dos dados obtidos, a concentracéo
eficaz 50% (CEsp), concentragdo requerida da amostra para reduzir em 50% a
concentragdo inicial do radical livre sintético. Todos os resultados foram expressos

como média de trés triplicatas + desvio padrao.
3.4.3.1 Ensaio de captura do radical DPPH

Neste ensaio, a atividade antioxidante dos EEF e EEG foi avaliada a partir da
capacidade de estes sequestrarem o radical DPPH, reduzindo-o a 2,2-difenil-1-
picrilhidrazina (Figura 9). O radical DPPH apresenta coloragéo violeta com absorcao

em 517 nm, e sua redugdo por compostos antioxidantes o torna amarelo pélido com
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concomitante diminuigdo da intensidade de absor¢cdo neste comprimento de onda,
que pode ser determinada por espectrofotometria (PYRZYNSKA; PEKAL, 2013).

NO, NO,
H
N——N NO, + A-H — N——N NO, + A
O3N O,N
2,2-difenil-1-picrilhidrazila 2,2-difenil-1-picrilhidrazina

Figura 9 - Reducéao do radical DPPH por um composto antioxidante genérico (A-H).

Fonte: Adaptado de Pyrzynska e Pekal (2013).

O EEF (10 mg) foi solubilizado em 1000 pL de etanol, enquanto o EEG (10 mg) foi
inicialmente solubilizado em 300 pL de DMSO e em seguida diluido com mais 700
uL de etanol. A partir destas solucbes maes dos extratos foram realizadas diluicbes
seriadas com etanol de modo a se obter as concentracdes finais de 100, 50, 25,
12,5, 6,25 e 3,125 pug/mL no ensaio.

O ensaio foi realizado conforme o método proposto por Gilgin et al. (2003), com
algumas adaptacdes para viabilizar a realizacdo em microplaca de 96 pocos. Para
isso, foi adicionado em cada pocgo 200 pL de solucdo de DPPH' (SIGMA) a 0,004%
(p/v) em etanol e, posteriormente, adicionado 100 pL da solugdo do extrato nas
diferentes concentracdes. Apos 10 minutos de reacdo a temperatura ambiente e
protegida da luz, as absorbancias foram lidas a 540 nm (Leitor de microplacas —
iMark, BIO-RAD). Como referéncia de maxima absor¢ao foi utilizada a leitura obtida
com 200 pL da solucdo de DPPH" adicionados de 100 pL de etanol. O branco
consistiu de 300 pL de etanol. O ensaio foi realizado em triplicata e repetido trés

vezes para cada um dos extratos.

Como controle positivo de atividade sequestradora do radical DPPH foi utilizado o
antioxidante TROLOX. Para o caculo da CEs; do TROLOX foram utilizadas
concentracfes variando de 0,3125 a 10 pg/mL. Além disso, o ensaio também foi
realizado com esse padrao nas mesmas concentracdes testadas dos extratos, para

efeito de comparacdo com 0s mesmos.



46

3.4.3.2 Ensaio de captura do radical ABTS

Este método baseia-se na reacdo do ABTS com persulfato de potassio gerando
assim o cation radical ABTS, que apresenta cor azul esverdeado e possui absorcéo
em 734 nm. A reducdo do ABTS™ por compostos antioxidantes (Figura 10) promove
a perda da coloracdo do meio reacional com concomitante diminuicdo da
intensidade de absorcao neste comprimento de onda, que pode ser determinada por

espectrofotometria (RE et al., 1999).

SO5. 0S|t S5, 0.8
S S S s
C[ >:N—N:< j@ + Antioxidante C[ >:N—N:< ji\/(
N N N N
\csz CzH{ \Csz CzH{

ABTS'™ ABTS

Figura 10 - Reducdo do ABTS™ por um composto antioxidante.

Fonte: Adaptado de Rufino et al. (2007).

O EEF (10 mg) foi solubilizado em 1000 pL de etanol, enquanto o EEG (10 mg) foi
inicialmente solubilizado em 300 uL de DMSO e em seguida diluido com mais 700
uL de etanol. A partir destas solucbes maes dos extratos foram realizadas diluicbes
seriadas com etanol de modo a se obter as concentracdes finais de 100, 50, 25,
12,5, 6,25 e 3,125 pg/mL no ensaio.

O ensaio foi realizado conforme o método proposto por Re et al. (1999), com
algumas adaptacOes para viabilizar a realizagdo em microplaca de 96 pocos.
Inicialmente, uma mistura de 5 mL da solucdo aquosa de ABTS (7 mM) com 88 uL
da solucéo aquosa de persulfato de potassio (2,45 mM) foi incubada a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz por 16 horas. A solucdo de ABTS™ formada foi diluida
em etanol até obtencdo de uma absorbancia de 0,700 a 734 nm. Em uma placa de
24 pocos, foi adicionado 1 mL da solu¢do de ABTS™ e 10 yL da solucéo do extrato
nas diferentes concentracdes. Em seguida, transferiu-se 200 uL desta mistura para
0s pocos da microplaca e, apdés 10 minutos, as absorbancias foram lidas a 750 nm
(Leitor de microplacas — iMark, BIO-RAD). Como referéncia de méaxima absorcao foi
utilizada a leitura obtida da reacéo de 1 mL da solucéo de ABTS™ adicionados de 10
puL de etanol. O branco consistiu de 200 puL de etanol. O ensaio foi realizado em

triplicata e repetido trés vezes para cada um dos extratos.
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Como controle positivo de atividade sequestradora do radical ABTS foi utilizado o
antioxidante TROLOX. Para o caculo da CEs; do TROLOX foram utilizadas
concentracfes variando de 0,3125 a 10 pg/mL. Além disso, o ensaio também foi
realizado com esse padrdo nas mesmas concentracdes testadas dos extratos, para

efeito de comparagdo com 0s mesmos.
3.4.3.3 Analise estatistica da atividade antioxidante

Os valores de porcentagem de inibicdo dos radicais sintéticos foram estatisticamente
avaliados por meio do teste de analise de varidncia (ANOVA) de duas vias,
considerando diferenca estatisticamente significativa quando p < 0,05, comparando
0S extratos com o padrdo antioxidante. Em seguida, foi realizado, como teste post
hoc, o Teste de Tukey, a fim de indicar em qual concentragéo foi possivel observar
resultados com diferenca estatisticamente significativa. Os graficos e as analises

estatisticas foram realizadas com o auxilio do software GraphPad Prism 6.0°.

3.4.4 Avaliacdo da atividade trombolitica dos EEF e EEG de M.

strigipes

A atividade trombolitica dos EEF e EEG de M. strigipes foi avaliada conforme o
método proposto por Prasad et al. (2006), com algumas modificagbes. Em tubos de
microcentrifuga previamente pesados foram adicionados 500 pL de sangue venoso
humano e, entdo, foram incubados a 37 °C, por 45 minutos. Em seguida, o soro foi
aspirado, de modo que o coagulo formado fosse preservado, e os tubos de
microcentrifuga foram pesados, obtendo assim o peso inicial dos coagulos. Apés a
adicao de 150 pL da solugéo a ser testada, os tubos foram incubados a 37 °C por 90
minutos e o fluido resultante da lise dos coagulos foi cuidadosamente aspirado. O
peso dos coagulos foi novamente verificado, e o percentual de lise foi calculado. Os
extratos foram avaliados na concentracdo de 1000 pg/mL, solubilizados com
propilenoglicol 10% v/v. Como controle de atividade trombolitica, foi utilizado
estreptoquinase na concentracdo de 100.000 Ul, solubilizada com agua destilada. O
ensaio foi realizado em quadruplicata, e os veiculos também foram avaliados quanto
a atividade trombolitica. A significAncia da porcentagem de lise dos coagulos
promovida pelos extratos, quando comparados com a estreptoquinase, foi analisada

por meio do Teste t de Student para amostras independentes, utilizando o programa



48

GraphPad Prism 6.0°. Esse ensaio foi aprovado pelo Comité de Etica da UFES sob

namero de parecer 148.873 (Anexo).

3.4.5 Determinacao da atividade de inibicao dos EEF e EEG de M.

strigipes sobre as enzimas a-amilase, a-glicosidase e tirosinase

3.4.5.1 Determinacéo da atividade de inibicdo sobre a a-amilase

Nesse ensaio, a atividade da a-amilase foi avaliada através da formacéao de maltose
resultante da acdo dessa enzima sobre o amido presente no meio. A maltose reduz
o &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) formando o &cido 3-amino-5-nitrosalico, um
produto de cor alaranjada caracteristica cuja absorbancia é determinada a 540 nm
(Figura 11) (SILVA et al., 2003).

COOH COOH

OH CHO OH COOH
6 - ‘
' @ ' @
O,N NO, O,N NH, )
A.R = agucar Acido

Acido 3,5-dinitrosalicilico  redutor genérico Acido 3-amino-5-nitrosalicilico  alddnico

Figura 11 - Reacdo do DNS com o agucar redutor.

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2003).

A atividade de inibicdo da a-amilase foi determinada segundo o método descrito por
Bernfeld (1955), com adapta¢gdes. Os EEF e EEG foram inicialmente solubilizados
em solugdao de DMSO 5% em etanol, de modo a se obter uma concentragdo do
extrato no meio reacional de 1000 pg/mL. A a-amilase pancreatica suina (EC
3.2.1.1, tipo VI, Sigma) foi dissolvida em tampéao fosfato de sédio 20 mM (pH 6,9)
contendo cloreto de sddio 6,7 mM para obter uma solugdo com concentracdo de 40
U/mL. Um total de 40 pL de soluc&o do extrato e 100 pL da solugéo da enzima foram
incubados em banho-maria por 30 minutos a 25 °C. Apés a pré-incubacao, 500 pL
do pré-incubado foram misturados com 1 mL de amido 1% em tampéo fosfato de
sédio 20 mM (pH 6,9). A mistura de reacao foi entdo incubada por 20 minutos a 40
°C em banho-maria. A reacgéao foi interrompida com a adi¢cdo de 1 mL de solucéao do
reagente DNS. As amostras foram entdo aquecidas em ebulicdo por 5 minutos e
resfriadas a temperatura ambiente. A mistura de reacao foi diluida adicionando 9 mL

de &gua destilada. A atividade da a-amilase foi determinada pela absorbancia em
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espectrofotometro a 540 nm (Shimadzu, UV-1601). Solugcdo contendo DNS e
tampao foi utilizada para zerar o aparelho antes da leitura da absorbéncia das
amostras. O branco do extrato consistiu de solucdo de amido, extrato vegetal e
DNS.

Como controle positivo de inibicdo da a-amilase foi utilizado a acarbose na
concentracdo de 100 pg/mL no meio reacional. A solugcdo denominada branco do
controle foi preparada substituindo a enzima por tampao fosfato de sédio 20 mM (pH

6,9) com cloreto de sodio 6,7 mM.
3.4.5.2 Determinacéo da atividade de inibic&o sobre a a-glicosidase

A capacidade de inibicdo dos EEF e EEG de M. strigipes sobre a atividade
enzimatica de a-glicosidase foi determinada segundo Shinde et al. (2008), através
da estimativa do p-nitofenol (pNP) liberado a partir do p-nitrofenil-a-D-
glicopiranosideo (pNPG). Esse ensaio é baseado na determinacdo da hidrolise
continua do pNPG em pNP, promovida pela enzima a-glicosidase. A formacéao do
pNP produz uma coloragdo amarela dependente de carbonato de sodio, que é
medida em espectrofotdmetro a 405 nm.

Os EEF e EEG foram inicialmente solubilizados em solucdo de DMSO 5% em
etanol, de modo a se obter uma concentracdo do extrato no meio reacional de 1000
png/mL. Em microplacas de 96 pocos, 20 pL da solucdo de a-glicosidase 1 U/mL
(Sigma Aldrich) foi pré-incubada com 20 pL da solucéo do extrato durante 5 minutos
a 25 °C. Foram adicionados 40 pL de solugcdo de pNPG 1 mM (Sigma Aldrich) em
tampao fosfato de sodio 50 mM (pH 6,8). A reacao foi incubada a 37°C durante 30
minutos em banho-maria. Apos incubacéo, a reacao foi interrompida pela adicdo de
100 pL de solucédo de bicarbonato de sédio 10% e a absorbancia lida a 405 nm
(Leitor de microplacas — DTX 800 Multimode Detector Beckman Coulter). Para o

branco do extrato, foram utilizadas amostras contendo o extrato vegetal e pNPG.

A concentragdo eficaz (CEsp), concentracdo da amostra requerida para inibir a
atividade da enzima a-glicosidase em 50%, dos EEF e EEG foram determinadas,
com o auxilio do software GraphPad Prism 6.0%, por meio de regresséo ndo linear
dos dados obtidos com concentracfes dos extratos variando entre 7,8125 e 250

pg/mL.
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Como controle positivo de inibicdo da a-glicosidase foi utilizado a desoxinojirimicina
(Sigma Aldrich) na concentracdo de 500 pg/mL no meio reacional. A CEsp da
desoxinojirimicina foi determinada por meio de regressdo nao linear dos dados
obtidos com concentracdes variando entre 1,95 e 4000 pg/mL. A solucéo
denominada branco do controle foi preparada substituindo a enzima por tampéao
fosfato de sodio 50 mM (pH 6,8).

3.4.5.3 Determinacéo da atividade de inibicdo sobre a tirosinase

O método utilizado para avaliar a atividade da enzima tirosinase se baseia na
atividade difenolase dessa enzima. Nesse método, L-tirosina € convertida, pela acéo
da tirosinase, em L-Dopa, este sofre oxidagdo pela tirosinase produzindo o-
dopaquinona. Apds uma ciclizacdo espontanea nao enzimatica a o-dopaquinona
forma o leucodopacromo, o qual sofre rapida oxidacdo ndo enzimatica originando
um pigmento de cor laranja, o dopacromo, cuja formacdo €é medida em
espectrofotometro a 475 nm (Figura 6) (KHATIB et al., 2005).

Os ensaios para avaliacdo da atividade de inibicdo dos EEF e EEG sobre a
tirosinase foram realizados segundo o método utilizado por Khatib et al. (2005), com
algumas modificacbes. Os EEF e EEG foram inicialmente solubilizados em solucéo
de DMSO 5% em etanol, de modo a se obter uma concentragdo do extrato no meio
reacional de 1000 pug/mL. Em microplacas de 96 pocos foram adicionados 30 uL de
solugéo de tirosinase 25 U/mL (Sigma Aldrich), 60 pL de solucdo tampéo fosfato de
sédio 50 mM (pH 6,5) e 10 pL da solucdo de extrato. Essa mistura foi incubada por 5
minutos a 25 °C. Entdo, foram adicionados 100 pL de solucdo de L-tirosina 2 mM
(Sigma) em tampao fosfato de sédio 50 mM (pH 6,5) e, apds 20 minutos a 25 °C, a
absorbancia foi medida a 475 nm (Leitor de microplacas — BioTek Synergy HT). Para
o branco do extrato, foram utilizadas amostras contendo o extrato vegetal e L-

tirosina.

Como controle positivo de inibicdo da tirosinase foi utilizado o acido kojico (Sigma
Aldrich) na concentracdo de 1000 pg/mL no meio reacional. A solugdo denominada
branco do controle foi preparada substituindo a enzima por tampéao fosfato de sodio
50 mM (pH 6,5).
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3.4.5.4 Determinacéo da porcentagem de inibicdo enzimatica

As porcentagens de inibicdo (%A) sobre as enzimas foram calculadas comparando-
se a absorbancia das amostras com a do controle da enzima. Os valores
correspondentes a absorbancia do controle da enzima referem-se a capacidade
maxima da enzima para a formacéo dos produtos a partir dos seus substratos, tendo
sido considerada a atividade da enzima igual a 100%. Dessa forma as porcentagens
de inibicdo das amostras foram calculadas de acordo com a seguinte equacéo: (%A)
= [(C-A) x 100]/C, onde C é a absorbancia do controle da enzima subtraida do
branco do substrato, e A corresponde a absorbancia da amostra subtraida do branco

do extrato.
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4 RESULTADOS
4.1 PERFIL QUIMICO

4.1.1 Rendimento dos extratos

Foram obtidos 37,52 g do EEF e 1,58 g do EEG, demonstrando um rendimento de
14 e 1,76% p/p, respectivamente.

4.1.2 Triagem fitoquimica preliminar dos EEF e EEG  de M. strigipes

Os resultados dos testes fitoquimicos preliminares dos EEF e EEG de M. strigipes

indicaram a presenca de varias classes quimicas, conforme mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Classes quimicas detectadas nos EEF e EEG de M. strigipes.

Classes Quimicas Resultados
EEF EEG
Flavonoides T ~
Cumarinas + N
Alcaloides + N
Saponinas + N
Taninos + N
Esteroides + N
Triterpenos + N
Antraquinonas + )

( +) presenca da classe quimica; ( - ) auséncia da classe quimica

4.1.3 Quantificacao de flavonoides nos EEF e EEG de M. strigipes

Para a quantificacdo foi construida uma curva de calibracdo a partir dos valores de
absorbancia obtidos da solugédo padrdo de rutina em diferentes concentracdes
(Figura 12). Utilizando a equacdo da reta obtida nessa curva de calibracdo foi
calculado o teor de flavonoides totais expressos em rutina dos EEF e EEG de M.
strigipes. Assim, determinou-se que no EEF o teor de flavonoides totais foi de 119,5
K1g de equivalentes de rutina/mg de extrato, enquanto que no EEG o teor foi de 39,2

Hg de equivalentes de rutina/mg de extrato.
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Figura 12 - Curva de calibragdo com rutina, equacdo da reta e coeficiente de determinacdo da
regressao linear (Rz).

4.1.4 Analise dos EEF e EEG de M. strigipes em CLAE

O perfil cromatografico do EEF a 354 nm esta representado na Figura 13. Os sinais
obtidos no cromatograma foram comparados, de acordo com seu espectro de
absorcao no UV-Vis (230 a 400 nm) e tempo de retencéo (Tr), com diversos padroes
comerciais. Essa andlise permitiu inferir a natureza quimica dos trés sinais
enumerados no cromatograma. O perfil de absorcdo no UV-Vis do sinal 1 mostrou
100% de similaridade com o &cido elagico (Figura 14). Além disso, o sinal 1
apresentou Tr de 27,36 minutos e o espectro de UV-Vis mostrou lambda maximo
(Amax) de 254 e 367 nm, permitindo assim afirmar que esse sinal se refere ao acido
elagico (Trde 27,90 minutos, Amax de 253 e 368 nm) (Figura 15).

O espectro de UV-Vis dos sinais 2 (Amaxde 256 e 353 nm) e 3 (Anax de 256 e 352 nm)
indicou que possuem grupos cromoforos iguais e caracteristico de flavonoides da
classe dos flavonbis com presenca de grupo substituinte na hidroxila da posi¢éo 3
(Amax entre 345 — 355 nm para banda | e entre 250 — 260 nm para banda Il) (TIBERTI
et al., 2007). A comparacéo do perfil de absor¢cdo no UV-Vis dos sinais 2 e 3 com
padrées comerciais mostrou 99,75% de similaridade com os flavonoides hiperosideo
e isoquercitrina para o sinal 2 e 99,40% de similaridade com esses mesmos
compostos para o sinal 3 (Figura 14). Esse perfil de absorcéo no UV-Vis associado
ao Tr dos sinais 2 e 3 (28,27 e 28,83 minutos, respectivamente) permitiu inferir que
esses sinais referem-se aos compostos hiperosideo (Tr de 28,70 minutos, Anax de
256 e 353 nm) e isoquercitrina (Tr de 28,89 minutos, Ansx de 256 e 354 nm) (Figura
16).
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Figura 15 - Estrutura quimica do acido elagico.
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Figura 16 - Estrutura quimica do hiperosideo (A) e da isoquercitrina (B).

O perfil cromatografico do EEG a 354 nm esta representado na Figura 17. Os sinais
obtidos no cromatograma foram comparados, de acordo com seu espectro de
absorcao no UV-Vis (230 a 400 nm) e Tr, com diversos padrdes comerciais. O perfil
de absorcdo no UV-Vis do sinal 1 mostrou 100% de similaridade com o acido elagico
(Figura 18). Além disso, o sinal 1 apresentou Tr de 27,28 minutos e o espectro de
UV-Vis mostrou Ans de 254 e 368 nm, permitindo assim afirmar que esse sinal se
refere ao &cido eléagico (Tr de 27,90 minutos, Anax de 253 e 368 nm) (Figura 15).

Por outro lado, o sinal 2 (Tr de 34,96 min, Anax de 254 e 366 nm) (Figura 19) nao
pode ser identificado, pois, dentre os padrdes utilizados no estudo, nenhum

apresentou Tr e perfil de absor¢do no UV-Vis semelhantes aos dele.
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Figura 17 - Perfil cromatografico do EEG a 354 nm em CLAE, destacando os sinais 1 e 2.
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Figura 18 - Perfil de absor¢cdo no UV-Vis (230 — 400 nm) do sinal 1 do cromatograma do EEG,
comparado com acido elagico.
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Figura 19 - Perfil de absor¢cao no UV-Vis (230 — 400 nm) do sinal 2 do cromatograma do EEG.

4.1.5 Quantificacdo de acido elagico por CLAE nos E EF e EEG de

M. strigipes

O teor de acido elagico nos EEF e EEG foi quantificado por CLAE-DAD a 354 nm,
segundo o método do padréo externo. Foram realizadas injecdes, em triplicata, de
solugdes padrdo de &cido elagico nas concentracdes de 6,25, 12,5, 25, 50 e 100
ug/mL. As condi¢cdes cromatogréficas dessas analises foram as mesmas utilizadas
para os extratos (Item 3.3.3). A curva de calibracdo foi construida a partir dos
valores das médias das areas obtidas dos cromatogramas das solucdes padréo de
acido elagico nas diferentes concentracdes (Figura 20). Utilizando a equagéo da reta
obtida e a média das éareas dos sinais identificados como acido elagico nos
cromatogramas dos EEF e EEG (Item 4.1.4), foi calculado o teor de acido elagico
em cada extrato. Assim, determinou-se que o teor de acido elagico nos EEF e EEG
foi de 36,43 e 99,10 ug/mg de extrato, respectivamente. Os dados foram tabulados

utilizando-se o software de tabulacéo eletrénica Excel® (Microsoft Office 2010).
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Area do pico
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y = 52246x + 86468

R? =0,9998
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0

o] 20 40 60 80 100
Concentragao (ug/mL)

Figura 20 - Curva de calibracéo do acido elagico, equacéo da reta e coeficiente de determinacao da
regressao linear (R?).
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4.1.6 ldentificacdo e determinacdo estrutural dos c  onstituintes

guimicos isolados do EEF de M. strigipes
4.16.1 R;

A substancia R; foi submetida ao teste de Liebermann-Burchard, que exibiu

coloragdo rosea-violacea sugerindo natureza triterpénica do composto.

O espectro de RMN *H de R; (Figura 21) mostrou a presenca de oito simpletos com
deslocamentos entre & 0,70 e 1,16 ppm, atribuidos a hidrogénios de carbonos
metilicos, e apresentou perfil sugestivo de triterpeno, o que foi confirmado pelo
espectro de RMN *3C (Figura 22). Este mostrou 30 sinais, entre eles tem-se a
presenca de um a & 213,4 ppm, referente a presenca de carbono carbonilico de
cetona (C3) no composto. O espectro de RMN DEPT 135 (Figura 23) revelou a

presenca de doze carbonos somando os metilicos e metinicos e onze metilénicos.

A comparacdo dos deslocamentos quimicos de RMN **C de R; com dados da
literatura (SOUSA et al., 2012) (Tabela 3), permitiu identificar essa substancia como

sendo o triterpeno pentaciclico friedelina (Figura 24).

| L

T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

T T T T T T T
4.0 35 3.0 25 2.0 15 10 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura 21 - Espectro de RMN 'H de R; (CDCls, 400 MHz).
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Figura 22 - Espectro de RMN **C de R, (CDCl;, 100 MHz).

0L—

8YT —

TES —

86 —
965 —

s A e Al it e Mt sy

58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12
f1 (ppm)

60

Figura 23 - Espectro de RMN DEPT 135 de R; (CDCl3, 100 MHz).
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Tabela 3 - Comparacao entre os deslocamentos quimicos (8) de R; em RMN Bc (CDCl3, 100 MHz) e

friedelina (SOUSA et al., 2012).

Carbono GFSC F”gdl‘i'(':”a
1(CH,) 22,4 22,3
2 (CHy) 41,7 41,5
3(C) 2134 21372
4(CH) 584 58,2
5 (C) 42,3 42,2
6(CH,) 414 41,3
7(CH,) 184 18,3
8(CH) 532 53,1
9 (C) 37,6 37,5
10 (CH) 59,6 59,5
11 (CH,) 35,8 35,6
12 (CH,) 30,6 30,5
13(C) 384 383
14(C) 39,8 39,7
15 (CH,) 32,6 32,4
16 (CH,) 36,2 36,0
17(C) 30,1 30,0
18(CH) 42,9 428
19 (CH,) 35,5 35,4
20(C) 283 28,2
21 (CH,) 32,9 32,8
22 (CH,) 39,4 39,3
23(CHs) 7,0 6,8
24 (CH;) 14,8 14,7
25(CHs) 18,1 18,0
26 (CHy) 20,4 20,3
27 (CHs) 188 18,7
28 (CH3y) 32,2 32,1
29 (CHs) 35,2 35,0
30 (CHs) 31,9 31,8
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Figura 24 - Estrutura quimica da substancia R;, identificada como friedelina.

41.6.2 R,

A substancia R, foi submetida ao teste de Liebermann-Burchard, que exibiu

coloracao rosea-violacea sugerindo natureza triterpénica do composto.

O espectro de RMN *H de R, (Figura 25) mostrou a presenca de oito simpletos com
deslocamentos entre & 0,83 e 1,15 ppm, atribuidos a hidrogénios de carbonos
metilicos. Destacam-se também o tripleto a & 3,45 ppm, atribuido a hidrogénio de
carbono oximetinico, e o dupleto a & 5,61 ppm, atribuido a hidrogénio de carbono

olefinico.

O espectro de hidrogénio apresentou perfil sugestivo de triterpeno, o que foi
confirmado pelo espectro de RMN *°C (Figura 26). Este mostrou 30 sinais, entre eles
tem-se a presenca de um a & 76,5 ppm, referente a presenca de carbono
oximetinico (Cz) no composto. Além disso, dois dos sinais foram registrados em
regido tipica para carbonos olefinicos, sendo um a 6 141,7 ppm (Cs) e outro a &
122,2 ppm (Cg). O espectro de RMN DEPT 135 (Figura 27) revelou a presenca de

treze carbonos somando os metilicos e metinicos e dez metilénicos.

A comparacdo dos deslocamentos quimicos de RMN **C de R, com dados da
literatura (MIRANDA et al.,, 2012) (Tabela 4), permitiu identificar essa substancia

como sendo o triterpeno pentaciclico glutinol (Figura 28).
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Figura 25 - Espectro de RMN "H de R, (CDCls, 400 MHZz).
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Figura 26 - Espectro de RMN **C de R, (CDCl;, 100 MHz).
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Figura 27 - Espectro de RMN DEPT 135 de R, (CDCl3, 100 MHz).

Figura 28 - Estrutura quimica da substancia R,, identificada como glutinol.
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Tabela 4 - Comparacao entre os deslocamentos quimicos (8) de R, em RMN Bc (CDCl3, 100 MHz) e

glutinol (MIRANDA et al., 2012).

Carbono 6F\1)§C G!su t1|3n(<:3 |
1 (CHy) 184 182
2 (CH,) 280 27,8
3 (CH) 765 76,3
4 (C) 394 39,2
5 (C) 141,7 1416
6 (CH) 1222 122,0
7 (CH,) 238 23,6
8 (CH) 498 496
9(C) 350 34,8
10 (CH) 476 47,4
11 (CH,) 348 345
12(CH,) 305 30,3
13 (C) 41,0 40,8
14 (C) 38,0 37,8
15(CH,) 322 32,0
16 (CH,) 362 36,0
17 (C) 302 30,0
18(CH) 432 430
19 (CH,) 35,2 35,0
20 (C) 284 282
21 (CHy) 33,3 33,1
22 (CH;) 39,1 389
23 (CHy) 29,1 28,9
24 (CH) 256 254
25(CH) 164 16,1
26 (CH;) 19,8 19,6
27 (CHyp) 18,6 18,4
28 (CH;) 325 323
29 (CHs) 347 34,4
30(CHs) 322 321
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4.1.6.3 R;

A substancia Rz foi submetida ao teste de Liebermann-Burchard, que exibiu

coloracdo esverdeada sugerindo natureza esteroidal do composto.

O espectro de RMN *H de R3 (Figura 29) mostrou a presenca de dois simpletos, um
a 6 0,67 ppm e outro a 6 0,99 ppm, atribuidos a hidrogénios de carbonos metilicos
(C1s € Cig, respectivamente), e do dupleto a & 0,91 ppm, atribuido a hidrogénios de
carbono metilico (C,1) (KOLAK et al., 2005). Destacam-se também o multipleto a &
3,51 ppm, atribuido a hidrogénio de carbono oximetinico, e o tripleto largo a & 5,34

ppm, atribuido a hidrogénio de carbono olefinico (SEN et al., 2012).

O espectro de RMN **C (Figura 30) mostrou a presenca de 28 sinais, revelando a
natureza esteroidal do composto. Entre os sinais destacam-se a presenca de um a o
72,0 ppm, referente a presencga de carbono oximetinico (C3) no composto, e de dois
em regido tipica de carbonos olefinicos, sendo um a & 140,9 ppm (Cs) e outro a d
121,9 ppm (Cg). O espectro de RMN DEPT 135 (Figura 31) revelou a presenca de
quinze carbonos somando os metilicos e metinicos e onze metilénicos. Além disso,
esse espectro permitiu identificar que a substancia Rz possui um carbono a mais do
que os mostrados no espectro de RMN *3C, pois revelou a presenca de dois sinais a
0 32,1 ppm, referentes a um carbono metilénico e outro metinico. Portanto, a

substancia Rz possui 29 carbonos em sua estrutura.

A comparacdo dos deslocamentos quimicos de RMN **C de Rs com dados da
literatura (PATRA et al., 2010) (Tabela 5), permitiu identificar essa substancia como

sendo o esteroide tetraciclico B-sitosterol (Figura 32).
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Figura 29 - Espectro de RMN 'H de R, (CDCl3, 400 MHz).
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Figura 30 - Espectro de RMN °C de R3 (CDCl3;, 100 MHZz).
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Figura 31 - Espectro de RMN DEPT 135 de R; (CDCl3, 100 MHz).

Figura 32 - Estrutura quimica da substancia Rs, identificada como -sitosterol.
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Tabela 5 - Comparacao entre os deslocamentos quimicos (8) de R; em RMN Bc (CDCl3, 100 MHz) e

B-sitosterol (PATRA et al., 2010).

R: . P

Carbono 5 °c sﬂos}grol

6 °C
1 (CH,) 37,4 37,3
2 (CH,) 32,1 31,7
3 (CH) 72,0 71,8
4 (CHy) 42,5 42,3
5(C) 140,9 140,7
6 (CH) 121,9 121,7
7 (CH,) 31,8 31,7
8 (CH) 32,1* 31,9
9 (CH) 50,3 50,2
10 (C) 36,7 36,5
11 (CH,) 21,2 21,1
12 (CH,) 39,9 39,8
13 (C) 42,5 42,3
14 (CH) 56,9 56,8
15(CH,) 24,5 24,4
16 (CH,) 28,4 28,3
17 (CH) 56,2 56,1
18 (CH3) 12,0 11,9
19 (CH3) 19,6 19,4
20 (CH) 36,3 36,5
21 (CHz) 19,2 18,8
22 (CHy,) 34,1 34,0
23 (CHy) 26,3 26,1
24 (CH) 46,0 45,9
25 (CH) 29,3 28,9
26 (CH;) 20,0 19,8
27 (CHz) 18,9 18,8
28 (CHy) 23,2 23,1
29 (CHs) 12,1 12,0

* Sinal mostrado pelo espectro de RMN DEPT 135.
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4.1.6.4 Ry

A substancia R, foi submetida ao teste de Liebermann-Burchard, que exibiu

coloragdo rosea-violacea sugerindo natureza triterpénica do composto.

O espectro de RMN *H de R, (Figura 33) mostrou a presenca de sete simpletos com
deslocamentos entre & 0,70 e 1,11 ppm, atribuidos a hidrogénios de carbonos
metilicos. Destaca-se também o simpleto a & 3,62 ppm, correspondente a hidrogénio

de carbono oximetinico.

O espectro de hidrogénio apresentou perfil sugestivo de triterpeno, o que foi
confirmado pelo espectro de RMN *3C (Figura 34). Este mostrou 30 sinais, entre eles
tem-se a presenca de um a & 213,1 ppm, referente a presenca de carbono
carbonilico de cetona (C3) no composto, e um a & 68,0 ppm, referente a presenca de
carbono oximetinico (C,g) no composto. O espectro de RMN DEPT 135 (Figura 35)
revelou a presenca de onze carbonos somando os metilicos e metinicos e doze

metilénicos.

A comparacdo dos deslocamentos quimicos de RMN **C de R4 com dados da
literatura (SIDJUI et al., 2015) (Tabela 6), permitiu identificar essa substancia como

sendo o triterpeno pentaciclico 28-hidroxifriedelina (Figura 36).

3.62
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Figura 33 - Espectro de RMN 'H de R, (CDCls, 400 MHz).
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Tabela 6 - Comparacao entre os deslocamentos quimicos (8) de R, em RMN Bc (CDCl3, 100 MHz) e

28-hidroxifriedelina (SIDJUI et al., 2015).

R, ... 2%

Carbono 15 . hidroxifriedelina

6 °C 5 °C
1(CH,) 22,2 22,4
2(CH,) 415 41,7
3(C) 213,1 213,3
4(CH) 582 58,4
5(C) 42,1 42,3
6 (CH,) 41,2 41,4
7(CH,) 182 18,4
8(CH) 524 52,6
9 (C) 37,4 37,6
10 (CH) 59,4 59,6
11 (CH,) 35,4 35,6
12 (CH,) 30,1 30,3
13 (C) 39,3 39,5
14(C) 381 38,3
15 (CH,) 31,2 31,6
16 (CH,) 29,1 20,3
17 (C) 35,1 35,3
18 (CH) 39,4 39,6
19 (CH,) 34,5 34,7
20 (C) 28,1 28,3
21 (CH,) 333 33,5
22 (CH,) 314 31,4
23(CHs) 6,8 7,0
24 (CHy) 14,6 14,8
25(CHs) 18,0 18,2
26 (CHy) 19,0 19,2
27 (CHy) 19,2 19,3
28 (CH,) 68,0 68,2
29 (CHs) 32,8 33,0
30 (CHs) 34,2 34,4
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Figura 36 - Estrutura quimica da substancia R, identificada como 28-hidroxifriedelina.

4.1.6.5 Rs

A substancia Rs foi submetida ao teste de Liebermann-Burchard, que exibiu

coloracao rosea-violacea sugerindo natureza triterpénica do composto.

O espectro de RMN *H de Rs (Figura 37) mostrou a presenca de seis simpletos com
deslocamentos entre & 1,17 e 1,49 ppm, atribuidos a hidrogénios de carbonos
metilicos, e um dupleto a & 1,26 ppm, atribuido a hidrogénios de carbono metilico
(C30). Destacam-se também o duplo dupleto a & 3,58 ppm, atribuido a hidrogénio de
carbono oximetinico, e o tripleto a & 5,63 ppm, atribuido a hidrogénio de carbono

olefinico.

O espectro de hidrogénio apresentou perfil sugestivo de triterpeno, o que foi
confirmado pelo espectro de RMN *3C (Figura 38). Este mostrou 30 sinais, entre eles
tem-se a presenca de um a & 180,3 ppm, caracteristico de carbono do &cido
carboxilico (Cyg), e um a & 78,4 ppm, referente a presenca de carbono oximetinico
(C3) no composto. Além disso, dois dos sinais foram registrados em regido tipica
para carbonos olefinicos, sendo um a & 138,0 ppm (C13) e outro a 6 125,3 ppm (Cy2).
O espectro de RMN DEPT 135 (Figura 39) revelou a presenca de quatorze carbonos

somando os metilicos e metinicos e nove metilénicos.

A comparacdo dos deslocamentos quimicos de RMN **C de Rs com dados da
literatura (MIRANDA; GARCEZ; GARCEZ, 2015) (Tabela 7), permitiu identificar essa

substancia como sendo o triterpeno pentaciclico acido ursolico (Figura 40).
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Figura 37 - Espectro de RMN 'H de Rs (CDCl3, CD3OD, 400 MHZz).
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Figura 38 - Espectro de RMN **C de Rs (CDCl;, CD;0D, 100 MHz).
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Figura 39 - Espectro de RMN DEPT 135 de Rs (CDCl;, CD;0D, 100 MHz).

e

HO

K
2
2
2
v

24 2

w

Figura 40 - Estrutura quimica da substancia Rs, identificada como acido ursélico.
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Tabela 7 - Comparac&o entre os deslocamentos quimicos (8) de Rs em RMN **C (CDCl;, CD;0D, 100
MHz) e acido ursélico (MIRANDA; GARCEZ; GARCEZ, 2015).

R Aciqlo
Carbono 1§C urséllslco
6 °C
1(CH,) 385 386
2(CHy) 264 27,9
3(CH) 784 788
4(C) 38,4 386
5(CH) 551 552
6(CH,) 181 1872
7(CH,) 328 32,9
8 (C) 39,2 393
9(CH) 47,3 475
10 (C) 36,7 36,8
11 (CH,) 23,0 23,2
12 (CH) 1253 1255
13(C) 1380 1381
14 (C) 418 419
15(CH,) 27,8 27,9
16 (CH,) 24,0 241
17 (C) 47,6 4872
18(CH) 52,6 527
19(CH) 389 39,0
20(CH) 387 388
21(CH,) 30,4 30,6
22(CH,) 36,6 368
23(CHs) 27,7 279
24 (CH;) 150 15,3
25(CH;) 153 155
26 (CHs) 16,6 16,9
27(CHs) 232 234
28(C)  180,3  180,6
29 (CHs) 16,6 16,9
30 (CH3) 20,7 21,0
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4.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.2.1 Avaliacdo da toxicidade dos EEF e EEG de M. strigipes frente

a Artemia salina Leach

Com os percentuais de letalidade calculados foi possivel determinar os valores das
DLso dos EEF e EEG como sendo de 648,17 pg/mL e maior que 1000 pg/mL,

respectivamente.

4.2.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos EEF e EEG de M.

strigipes

A avaliacao da atividade antimicrobiana dos extratos foi aferida por meio do diametro
dos halos de inibicAdo do crescimento do microrganismo, considerando-se
significativo quando houve desenvolvimento de halo maior ou igual a 10 mm e né&o
significativo quando ndo houve desenvolvimento de halo ou este foi menor que 10
mm, conforme sugerido por alguns autores (AGUIAR et al.,, 2008; SILVA et al.,
2007).

O EEF de M. strigipes ndo apresentou halo de inibicAo do crescimento de
Staphylococcus aureus ATCC 25213, Escherichia coli ATCC 25922 e Candida
albicans NPM-M196, demonstrando que esse extrato ndo apresentou atividade
antimicrobiana frente aos microrganismos nas concentragdes avaliadas no teste de
disco-difusdo em agar. Resultado semelhante foi obtido na avaliacdo da atividade do
EEG frente as cepas de E. coli ATCC 25922 e C. albicans NPM-M196. Por outro
lado, o0 EEG apresentou halo de inibicdo de crescimento de S. aureus ATCC 25213
em todas as concentragOes testadas, sendo que somente na concentragao de 1000
pg/disco o halo de inibicdo foi considerado significativo de atividade antimicrobiana
(10,31 + 0,25 mm). O controle positivo ampicilina 10 pg apresentou halo de inibicao

de crescimento de S. aureus de 19,07 + 0,46 mm.
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4.2.3 Avaliacdo da atividade antioxidante dos EEF e EEG de M.

strigipes
4.2.3.1 Ensaio de captura do radical DPPH

Os resultados do ensaio de captura do radical DPPH demonstraram que os EEF e
EEG apresentaram valores proximos para as porcentagens de inibicdo nas
concentracfes de 3,125 a 25 pg/mL. As maiores diferencas encontradas foram nas
concentracdes de 50 e 100 pg/mL, nas quais o EEF apresentou 40,54 + 1,97 e 73,34
*+ 2,17% de inibicdo, respectivamente, enquanto o EEG obteve 61,10 + 6,21 e 88,22
*+ 1,01%, respectivamente (Figura 41). Os valores das CEso dos EEF e EEG (61,79 £
297 e 40,67 = 4,31 pg/mL, respectivamente) demonstraram que o EEG
desempenhou uma melhor atividade antioxidante do que o EEF frente ao radical
DPPH. Nesse ensaio o TROLOX apresentou CEspde 4,60 + 0,82 pug/mL.

Os resultados da porcentagem de inibicdo do radical DPPH pelos EEF e EEG foram
estatisticamente comparados com o TROLOX, demonstrando que, em todas as
concentracOes avaliadas, a atividade de captura do radical DPPH pelos extratos foi

estatisticamente diferente do padréao antioxidante (p < 0,05) (Figura 41).
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Figura 41 - Resultado dos ensaios de captura do radical DPPH pelos EEF, EEG e TROLOX. * p <
0,05, quando comparado ao TROLOX.
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4.2.3.2 Ensaio de captura do radical ABTS

Os resultados do ensaio de captura do radical ABTS demonstraram que os EEF e
EEG apresentaram valores proximos para as porcentagens de inibicdo nas
concentragdes testadas. Destaca-se o fato de que os dois extratos inibiram acima de
90% o radical ABTS ja na concentracdo de 50 pug/mL, tendo o EEF alcancado 91,79
+ 0,78% de inibicdo e o EEG 95,03 £+ 0,98%. Na concentracdo de 100 pg/mL, os
EEF e EEG apresentaram 98,95 + 0,49 e 99,23 + 0,30% de inibigcao,
respectivamente (Figura 42). Da mesma forma, os valores das CEsg dos EEF e EEG
(23,72 £ 0,48 e 19,78 + 0,84 pug/mL, respectivamente) demonstraram que 0s extratos
apresentaram atividade antioxidante proxima frente ao radical ABTS. Nesse ensaio o
TROLOX apresentou CEspde 1,08 + 0,05 pg/mL.

Os resultados da porcentagem de inibicdo do radical ABTS pelos EEF e EEG foram
estatisticamente comparados com o TROLOX, demonstrando que a atividade de
captura desse radical pelos extratos, nas concentragcbes de 3,125 a 50 pg/mL, foi
estatisticamente diferente do padrédo antioxidante (p < 0,05). Entretanto, na
concentracdo de 100 pg/mL os EEF e EEG ndo mostraram diferenca

estatisticamente significativa com o TROLOX (p > 0,05) (Figura 42).
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Figura 42 - Resultado dos ensaios de captura do radical ABTS pelos EEF, EEG e TROLOX. * p <
0,05, quando comparado ao TROLOX.
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4.2.4 Avaliacdo da atividade trombolitica dos EEF e EEG de M.
strigipes

As porcentagens de lise dos coagulos promovidas pelos EEF e EEG foram de 9,54 e
12,47%, respectivamente, enquanto a estreptoquinase 100.000 Ul apresentou indice
de 50,12%. O veiculo propilenoglicol 10%, utilizado na solubilizacdo dos extratos,
promoveu 8,10% de lise dos coagulos, enquanto a agua, veiculo da estreptoquinase,
apresentou indice de 6,42%. A analise estatistica dos resultados demonstrou que a
capacidade dos extratos em promover lise dos coagulos foi estatisticamente
diferente do padrdo estreptoquinase (p < 0,05). Todos os resultados estédo
mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 - Atividade trombolitica dos EEF e EEG de M. strigipes, estreptoquinase e veiculos de
solubilizacéo.

Lise dos coagulos Valor de p quando

Extratos e Controles (% + desvio comparado a
padrdo) estreptoquinase*

EEF de M. strigipes 9,54 +1,97 < 0,05
EEG de M. strigipes 12,47 + 1,87 <0,05
Estreptoquinase 100.000 Ul 50,12 £9,23
Agua 6,42 + 6,22
Propilenoglicol 10% 8,10+0,73

* p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

4.2.5 Determinacdo da atividade de inibicdo dos EEF e EEG de M.

strigipes sobre a a-amilase

A atividade de inibicdo dos EEF e EEG de M. strigipes sobre a enzima a-amilase foi
avaliada na concentracdo final de 1000 pg/mL, e os resultados mostraram que 0s
extratos nao apresentaram capacidade de inibicdo dessa enzima nos ensaios
realizados. O controle positivo acarbose apresentou 87,44 + 0,9% de inibicdo sobre

a atividade da enzima.

4.2.6 Determinacdo da atividade de inibicdo dos EEF e EEG de M.

strigipes sobre a a-glicosidase

A atividade de inibicdo dos EEF e EEG de M. strigipes sobre a enzima a-glicosidase

foi avaliada inicialmente na concentracdo final de 1000 pg/mL. Os resultados
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demonstraram que os EEF e EEG foram capazes de influenciar na atividade
enzimética da a-glicosidase, com atividade de inibicdo de 84,62 + 0,87 e 93,17 *
1,24%, respectivamente. Estes valores de inibicdo demonstrados pelos extratos
foram bem proximos ao que o controle positivo desoxinojirimicina apresentou sobre
a atividade da enzima, 94,85 + 0,03%. Os valores da CEsodos EEF e EEG foram de
40,66 £ 0,81 e 18,52 £ 1,57 ug/mL, respectivamente, enquanto a desoxinojirimicina
demonstrou CEsy de 37,30 = 4,41 pug/mL. Estes resultados demonstraram o grande
potencial de inibicdo dos extratos sobre a enzima a-glicosidase, visto que o EEF

apresentou CEsg préxima a do controle positivo e o EEG cerca de duas vezes menor.

4.2.7 Determinacdo da atividade de inibicdo dos EEF e EEG de M.

strigipes sobre a tirosinase

A atividade de inibicdo dos EEF e EEG de M. strigipes sobre a enzima tirosinase foi
avaliada na concentracao final de 1000 pg/mL. Os resultados mostraram que o EEF
de M. strigipes ndo apresentou capacidade de inibicdo sobre a enzima tirosinase no
ensaio realizado. Por outro lado, o EEG teve uma atividade de inibicdo dessa
enzima de 39,47 + 5,01%. O controle positivo, acido kojico, apresentou uma

atividade de inibicdo sobre a enzima de 97,28 + 0,29%.
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5 DISCUSSAO

A espécie vegetal Myrciaria strigipes € uma arvore recomendada para
reflorestamentos e arborizacdo urbana, além de produzir frutos comestiveis que sédo
apreciados pela populacdo (LORENZI, 2009). Ademais, € utilizada popularmente
para fins medicinais no tratamento de caibra, edema e dor de barriga (SOUZA et al.,
2014). Nao sao encontrados registros na literatura referentes a estudos fitoquimicos

e ensaios de atividade bioldgica dessa espécie.

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes quimicos das
espécies vegetais e avaliar sua presenca nas mesmas, identificando grupos de
metabdlitos secundarios relevantes, sendo wuma ferramenta importante
principalmente quando ndo se dispde de estudos quimicos sobre a espécie de
interesse. A analise fitoquimica em geral envolve diferentes etapas, como coleta e
preparacdo do material vegetal, extracdo, analise fitoquimica preliminar,
fracionamento e isolamento de substancias e elucidacéao estrutural (SONAGLIO et
al., 2007).

A analise fitoquimica preliminar dos EEF e EEG de M. strigipes indicou a presenca
de flavonoides, cumarinas, alcaloides, saponinas, taninos, triterpenos, esteroides e
antraquinonas, sendo esta detectada somente no EEF. O estudo quimico do EEF
conduziu ao isolamento e identificacdo de cinco compostos da classe dos terpenos,
sendo quatro triterpenos, friedelina, 28-hidroxifriedelina, glutinol e &cido ursélico, e
um esteroide, B-sitosterol, bem como permitiu identificar trés compostos fendlicos,

acido elagico, hiperosideo e isoquercitrina.

Os terpenos, dentre os metabolitos secundarios de plantas, sdo o grupo mais
numeroso e diversificado, com mais de 40.000 substancias diferentes pertencentes
a essa classe (GARCIA; CARRIL, 2009). Exercem fungdes variadas nas plantas,
como protecdo contra infecgbes por fungos e bactérias, atracdo de polinizadores e
originam hormonios de crescimento vegetal (NIERO; MALHEIROS, 2014). Além
disso, muitos representantes da classe sao comercialmente interessantes pela
possibilidade de uso como agentes aromatizantes e fragrancias em bebidas,

alimentos, sabonetes, cosméticos e perfumes, ou por sua importancia como
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inseticidas naturais, podendo ser utilizados para manter a qualidade de produtos
agricolas (GARCIA; CARRIL, 2009).

Grande parte dos terpenos demonstra alguma atividade biolégica e, nesse sentido,
um grupo que se destaca é o dos triterpenos, uma vez que apresentam um amplo
espectro de atividades (PATOCKA, 2003), tais como analgésica e anti-inflamatéria
(ANTONISAMY; DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2011) citotoxica (CHUDZIK;
KORZONEK-SZLACHETA; KROL, 2015), antitumoral (LEE et al., 2014),
hipoglicemiante (ALQAHTANI et al.,, 2013), antifangica (KUETE et al., 2007),
antibacteriana (NASCIMENTO et al., 2014), antiviral (HUANG et al., 2013),
antioxidante (QIAO et al., 2014), cardioprotetora (MAPANGA et al.,, 2012) e
gastroprotetora (PERTINO et al., 2007).

A presenca de terpenos em espécies da familia Myrtaceae é uma caracteristica
marcante (PADOVAN et al., 2014). Nessa perspectiva, o presente trabalho corrobora
com essa afirmacgédo, visto que foram isolados e identificados quatro triterpenos
pentaciclicos. Apesar de serem substancias ja conhecidas e descritas em plantas, é
a primeira vez que a friedelina, o glutinol e o acido ursolico séo relatados no género
Myrciaria, mas esses ja foram identificados na familia Myrtaceae. A friedelina ja foi
isolada em espécies como Syzygium jambos (KUIATE et al., 2007), Eugenia
copacabanensis (CARVALHO JUNIOR et al., 2014), Eugenia grandis (MANOHARAN
et al., 2007) e Syzygium formosanum (CHANG et al., 1999), sendo que nesta Ultima
também foi isolado o glutinol (CHANG et al., 1999). O acido ursoélico ja foi
identificado nas espécies E. copacabanensis (CARVALHO JUNIOR et al., 2014),
Psidium guajava (SHRUTHI et al., 2013) e Plinia edulis (ISHIKAWA et al., 2008). Por
outro lado, verificou-se, por meio de levantamento bibliografico, que € a primeira vez

que a 28-hidroxifriedelina é relatada em uma espécie da familia Myrtaceae.

A friedelina tem apresentado uma variedade de atividades biol6gicas descritas na
literatura. Antonisamy et al. (2015) demonstraram significativo efeito gastroprotetor
desse triterpeno em Ulcera gastrica induzida por etanol em modelo animal, e Sunil et
al. (2013) relataram a atividade antioxidante e o efeito hepatoprotetor. Ademais,
estudos tém atribuido importante atividade antimicrobiana a friedelina, inibindo o
crescimento de fungos e de bactérias Gram-positiva e Gram-negativa (KUETE et al.,

2007). A friedelina apresentou também atividades anti-inflamatdria, analgésica,
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antipirética (ANTONISAMY; DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2011),
antiplasmodial in vitro (NGOUAMEGNE et al.,, 2008) e antiparasitica contra duas
espécies que provocam muitos prejuizos a agricultura (BASKAR; DURAIPANDIYAN;
IGNACIMUTHU, 2014).

Nakagawa et al. (2004) ao investigarem possiveis efeitos antitumorais de 25
compostos isolados de Maytenus laevis, demonstraram que a 28-hidroxifriedelina
apresentou a maior capacidade de inducdo de citocinas entre os compostos. Esse
triterpeno demonstrou também atividade antiplasmodial in vitro (NGOUAMEGNE et
al., 2008) e moderada atividade citotéxica contra linhagem de célula cancerigena
(THAOQO et al., 2010).

Dentre as atividades biologicas relatadas na literatura para o glutinol estdo as
atividades anti-inflamatéria e analgésica (GAERTNER et al., 1999), hipoglicemiante
(SHARMA et al., 2015) e antifungica (MADUREIRA et al., 2003).

O acido ursolico tem sido extensivamente estudado e varios autores relatam
significativo efeito antitumoral e atividade citotoxica desse triterpeno frente a
diversas linhagens de células cancerigenas (SHANMUGAM et al., 2013; SHAO et
al., 2011). Destaca-se também o estudo de Wu et al. (2014) que demonstrou o
potencial hipoglicemiante do &cido ursolico, visto que este exibiu relevante
capacidade de inibicdo da enzima a-glicosidase. Outras atividades biologicas
promovidas por esse triterpeno sdo a anti-inflamatoria (CHECKER et al., 2012),
hepatoprotetora (SARASWAT,; VISEN; AGARWAL, 2000), antibacteriana e
antioxidante (NASCIMENTO et al., 2014).

Os esteroides vegetais sdo compostos presentes em um grande namero de plantas
e possuem estruturas quimicas semelhantes a do colesterol, diferenciando-se deste
pelas configuracdes no ndcleo ou na cadeia lateral ou, ainda, pelos seus grupos
polares (AMBAVADE; MISAR; AMBAVADE, 2014). Assim como o colesterol nas
células animais, os esteroides vegetais desempenham importantes funcdes nas
plantas, como regulacao da fluidez e da permeabilidade a agua e estabilizacdo da
membrana celular, atuacdo como substrato para uma ampla variedade de
metabdlitos secundarios e acdo como hormonios vegetais (PIIRONEN et al., 2000).

Mais de 40 diferentes esteroides ja foram identificados em plantas, sendo o B-
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sitosterol um dos mais abundantes, ja foi descrito em cerca de 500 espécies
vegetais (AMBAVADE; MISAR; AMBAVADE, 2014).

Apesar de ser uma substancia ja conhecida e bem difundida nas espécies vegetais,
0 presente trabalho relatou pela primeira vez a presenca de [-sitosterol no género
Myrciaria. Entretanto, esse esteroide ja foi identificado na familia Myrtaceae, em
espécies como Eugenia jambolona (SAHA et al., 2013), E. copacabanensis
(CARVALHO JUNIOR et al., 2014), E. grandis (MANOHARAN et al., 2007) e Psidium
guajava (SHRUTHI et al., 2013).

O B-sitosterol possui diversas atividades biolégicas relatadas na literatura, dentre
elas, as atividades hipocolesterolémica (WANG et al.,, 2015), analgésica e anti-
inflamatoria (NIRMAL et al., 2012), antibacteriana e antifungica (ODIBA et al., 2014),
antitumoral (MAHADDALKAR et al.,, 2015), antioxidante (LI et al., 2012) e
imunomoduladora (AHERNE; O’'BRIEN, 2008).

Além dos terpenos, foram identificados na espécie em estudo compostos fendlicos.
Estes compostos sdo um dos grupos de metabdlitos secundarios mais numerosos,
com mais de 8.000 estruturas conhecidas, e amplamente distribuidos no reino
vegetal (CONFORTI; MENICHINI, 2011). Essa classe de compostos desempenha
importantes fungdes nas plantas, como atracdo de polinizadores, prote¢do contra
patdogenos e predadores, protecdo contra os efeitos deletérios da radiacdo UV e
contribuem para o aroma e sabor (CHEYNIER, 2012). Ademais, possuem relevante
importancia econdmica, sendo utilizados na producdo de papel, tintas, cosméticos e

na industria de alimentos como corantes e conservantes (BRAVO, 1998).

Além disso, os compostos fendlicos se destacam por promoverem diversas
atividades biolégicas, como antioxidante (GUTIERREZ, 2013; LI et al., 2014), anti-
inflamatoéria (LI et al.,, 2014), citotoxica (PENG et al.,, 2012), hepatoprotetora
(GUTIERREZ, 2013), antitrombdtica (TAO et al., 2012), antimicrobiana (RASHED et
al., 2014), antiviral (HU et al., 2013) e cardioprotetora (RANGEL-HUERTA et al.,
2015).

A andlise do perfil quimico de M. strigipes utilizando CLAE-DAD permitiu detectar a
presenca de acido elagico, hiperosideo e isoquercitrina. Apesar de serem

substancias ja relatadas no género Myrciaria, € a primeira vez que sao descritas
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nessa espécie. O acido elagico foi detectado nas espécies Myrciaria dubia, Myrciaria
cauliflora e Myrciaria vexator, a isoquercitrina nas duas ultimas e o hiperosideo
nessa ultima espécie (DASTMALCHI et al., 2012; FRACASSETTI et al., 2013; WU et
al., 2012).

A isoquercitrina (quercetina-3-O-B-D-glicopiranosideo) é uma das principais formas
glicosiladas do flavonol quercetina, e tem despertado cada vez mais interesse dos
pesquisadores devido, principalmente, as atividades biolégicas que tem
demonstrado, como antioxidante (LI et al., 2011), antifungica (YUN et al., 2015), anti-
inflamatdéria (SOBERON et al., 2010), antitumoral (AMADO et al., 2014) e
hipoglicemiante (PAULO et al., 2008).

O hiperosideo (quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo) possui diversas atividades
biologicas ja descritas, como antioxidante (ZHOU et al., 2013), hipoglicemiante
(VERMA et al., 2013), antitrombdética (KU et al., 2013), cardioprotetora (LI et al.,
2013) e anti-inflamatéria (KU et al., 2015).

Em relacdo ao acido elagico, as principais atividades biolégicas descritas sdo a
antioxidante (HAYES et al.,, 2011), anti-inflamatéria (KARLSSON et al., 2010),
hipoglicemiante (YOU et al.,, 2012), antitumoral (UMESALMA; SUDHANDIRAN,
2011) e gastroprotetora (BESERRA et al., 2011).

Quanto a avaliacdo das atividades biologicas de M. strigipes, 0 primeiro ensaio
realizado foi o de letalidade frente as larvas de Artemia salina. Este € considerado
uma ferramenta util para avaliacdo preliminar da toxicidade do extrato, pois suas
larvas sé@o altamente sensiveis a uma variedade de substancias quimicas. Ademais,
pode direcionar novos estudos e sinalizar concentracdes nao toxicas a serem
utilizadas (OLIVA et al., 2007).

Nesse ensaio, de acordo com Nguta et al. (2011), extratos com valor de DLsy, menor
gue 100 pg/mL demonstram alta toxicidade, DLsp entre 100 e 500 pg/mL moderada
atividade, DLsp entre 500 e 1000 pg/mL apresentam leve toxicidade e DLsg maior
gue 1000 pg/mL ndo demonstram toxicidade. Considerando isto, o EEF de M.
strigipes apresentou leve toxicidade, visto que o valor de DLsy encontrado neste
trabalho foi de 648,17 pug/mL, ao contrario do EEG que ndo apresentou toxicidade
(DLsp > 1000 pg/mL). A presenca de antraquinonas no EEF, detectadas na
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fitoquimica preliminar, pode estar relacionada com a leve toxicidade desempenhada.
Montoya et al. (2003) verificaram toxicidade do extrato benzénico de Heterophyllaea
pustulata frente as larvas de A. salina, e o0 estudo quimico desse extrato, além de
mostrar que as antraquinonas eram 0S compostos majoritarios, conduziu ao
isolamento e identificacdo de seis antraquinonas. Estudos demonstram que
representantes dessa classe quimica possuem atividades biolégicas como citotdxica
(ALI et al., 2000; CUI et al., 2008), viruscida (ANDERSEN et al., 1991), antifingica
(AGARWAL et al.,, 2000), antibacteriana (ALl et al., 2000), antimalarica e
antiproliferativa (HOU et al., 2009).

Toxicidade frente a A. salina ja foi descrita também em outras espécies da familia
Myrtaceae, como em Calycorectes psidiiflorus (DOMINGUES et al., 2010), Syzygium
cumini (DIAS et al., 2013), Eugenia uniflora (LEITE et al., 2009) e Pimenta dioica
(PARRA et al., 2001).

A avaliagéo da atividade antimicrobiana dos extratos foi realizada por meio do teste
de disco-difusdo em &agar, técnica qualitativa que pode ser utilizada como uma
triagem preliminar (MORENO et al., 2006). Os resultados demonstraram que
somente o EEG apresentou atividade frente a um dos trés microrganismos testados,
promoveu halo de inibicAo do crescimento da bactéria Gram-positiva S. aureus
ATCC 25213.

Essa atividade do EEG pode estar relacionada com a presenca de substancias
pertencentes a diferentes classes quimicas, como taninos, flavonoides e terpenos. A
acao antimicrobiana dos taninos pode ser explicada, principalmente, devido sua
capacidade de inibicdo das enzimas dos microrganismos pela complexacdo com
ions metalicos e/ou com os substratos das enzimas, e também pela sua acao
modificadora sobre o metabolismo dos microrganismos, devido a quelacdo de
elementos essenciais ou agdo sobre as membranas celulares (SANTOS; MELLO,
2007).

A atividade antimicrobiana dos flavonoides tem sido reportada na literatura ao longo
de véarias décadas. Sugere-se que a agdo antibacteriana direta dessa classe esta
relacionada com diferentes mecanismos, como danos a membrana citoplasmatica

causados por rompimento e/ou reducdo na fluidez da mesma, inibicdo do
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metabolismo energético e da sintese de acidos nucléicos promovidas pela inibi¢cao
de enzimas chave nesses processos, e inibicdo da sintese da parede e da
membrana celular (CUSHNIE; LAMB, 2011). Em relagc&o aos terpenos, 0 mecanismo
de acdo antimicrobiano proposto esta relacionado com sua capacidade de promover
perturbacdo da fracdo lipidica da membrana plasmética do microrganismo,
resultando em rompimento e/ou alteragcdo da permeabilidade (TROMBETTA et al.,
2005).

Por outro lado, devido a limitacdo da técnica, a formacdo de halo de inibicdo do
crescimento de S. aureus ATCC 25213, E. coli ATCC 25922 e C. albicans NPM-
M196, promovida pelo EEF, pode ter sido prejudicada.Tal afirmacéo deve-se ao fato
de que, nessa técnica, a atividade é dependente da difusdo da(s) substancia(s)
ativa(s) em todas as direcbes do agar, e, dessa forma, as substancias menos
polares, como alguns terpenos, e as de maior peso molecular, como alguns taninos,
podem ter sua acdo prejudicada, pois se difundem mais lentamente no meio de
cultura (MORENO et al., 2006).

O estudo de Bona et al. (2014) demonstra essa limitacdo na pratica. Os autores
compararam as atividades antimicrobianas de trés espécies pertencentes a familia
Myrtaceae, determinadas por diferentes técnicas. Dessa forma, puderam verificar
que alguns extratos que ndo apresentaram atividade no método de disco-difuséo,
demonstraram ser ativos na técnica de microdiluicio em caldo. As espécies
Myrciaria cauliflora, Psidium guajava e Syzygium cumini ndo apresentaram halo de
inibicdo do crescimento de Candida albicans no teste de disco-difusdo enquanto na
microdiluicdo apresentaram atividade. Esse mesmo fato aconteceu com a avaliacao

da atividade de S. cumini frente a S. aureus.

Diversos estudos destacam a capacidade antioxidante de espécies do género
Myrciaria. No estudo de Goncalves, Lajolo e Genovese (2010) a atividade
antioxidante de M. dubia mostrou ser a maior entre as dezesseis espécies
pesquisadas. Essa relevante atividade da espécie também é demonstrada entre as
dezoito que foram estudadas por Rufino et al. (2010), sendo que nesse estudo
destaca-se também a atividade antioxidante de M. cauliflora. Reynertson et al.
(2008), ao avaliarem a atividade antioxidante de quatorze representantes da familia

Myrtaceae, demonstraram que trés espécies do género Myrciaria, M. cauliflora, M.
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vexator e M. dubia, se destacaram, sendo que as duas primeiras foram as que
apresentaram atividade antioxidante mais intensa dentre todas as espécies

estudadas.

A atividade antioxidante de uma planta pode estar associada com os efeitos
sinérgicos de diferentes compostos ativos que contribuem em graus diferentes para
a atividade. Estudos demonstram que a atividade antioxidante apresenta forte
correlacéo positiva com a presenca de compostos fendlicos (MUSTAFA et al., 2010),
dentre os quais se destacam os flavonoides, devido sua reconhecida capacidade
antioxidante (PIETTA, 2000).

Diferentes mecanismos de acéo ja foram descritos para explicar essa potencialidade
antioxidante dos flavonoides, entre eles, capacidade de inibicdo de enzimas
envolvidas na producdo de ER, quelacdo de metais que catalisam reacfes de
formacao de ER e atividade sequestradora direta sobre as ER (HAVSTEEN, 2002).
Muitos estudos discutem as relacdes da estrutura dos flavonoides que contribuem
para a capacidade antioxidante, e alguns pontos-chave na estrutura estdo bem
definidos, como as presencas de hidroxilas fendlicas em posicdo orto (grupo
catecol), principalmente no anel B, dupla ligagéo entre os carbonos 2 e 3 conjugada
com grupo carbonila no carbono 4 do anel C, e hidroxilas fendlicas nos carbonos 3 e
5 dos aneéis C e A, respectivamente (Figura 43) (PIETTA, 2000). As hidroxilas
fendlicas, principalmente as do grupo catecol, funcionam como um potente doador
de elétrons para as ER, estabilizando-as e formando o radical livre flavonil. Apesar
de possuir um elétron desemparelhado, essa molécula formada mantém-se estavel
devido a capacidade de deslocalizacdo desse elétron, que é conferida pelas
caracteristicas estruturais mencionadas acima (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
PIETTA, 2000).
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Figura 43 - Grupamentos quimicos importantes para o desempenho da atividade antioxidante de
flavonoides.

Fonte: Adaptado de Pietta (2000).

Diante do exposto, era de se esperar que o EEF de M. strigipes demonstrasse uma
melhor capacidade antioxidante que a do EEG, pois o resultado da quantificacdo de
flavonoides totais mostrou uma quantidade em torno de trés vezes maior para
aguele em relacdo a esse. Entretanto, os dois extratos apresentaram atividade
antioxidante proxima frente ao radical ABTS, inibiram acima de 90% o radical ja na
concentracdo de 50 pg/mL, demonstraram ndo ter diferenca estatisticamente
significativa com o controle positivo TROLOX na concentracdo de 100 pg/mL, e
apresentaram valores das CEsp préoximos. Frente ao radical DDPH, o EEG
apresentou uma melhor atividade antioxidante do que o EEF, obtendo maiores
porcentagens de inibicdo desse radical, principalmente nas concentracfes de 50 e

100 pg/mL, e sua CEspfoi menor que a do EEF.

Esses resultados podem ser explicados, em parte, pelo fato de que a atividade
antioxidante dos flavonoides depende de algumas caracteristicas estruturais. Assim,
0 EEG, apesar de possuir um teor de flavonoides totais menor, pode ter flavonoides
com caracteristicas que proporcionem maior atividade antioxidante do que os
presentes no EEF. O fato de ter sido detectada a presenca de dois flavonois
glicosilados no EEF pode reforgcar essa argumentacédo, uma vez que a glicosilacao
da hidroxila da posicdo 3 do anel C leva a uma diminuicdo consideravel na

capacidade antioxidante do composto dessa classe (PIETTA, 2000).

Com base no perfil cromatografico do EEF (Figura 13) e do EEG (Figura 17), obtidos
por CLAE, pode-se inferir que o EEG apresenta um teor de compostos fendlicos

maior que o presente no EEF, o que também justifica sua maior capacidade
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antioxidante. Além disso, o teor de acido elagico determinado por CLAE foi cerca de
trés vezes maior no EEG em relagcdo ao EEF, fato este que também pode estar
contribuindo para a atividade antioxidante, visto que estudos também demonstram

essa atividade exercida por esse composto (HAYES et al., 2011).

A pesquisa de atividade trombolitica visa dar contribuicAo a busca por novos
compostos da classe dos agentes tromboliticos, visto que o arsenal terapéutico
atualmente disponivel é limitado. Os agentes tromboliticos sdo comumente usados
nos casos de trombose venosa, infarto do miocardio, embolia pulmonar,
tromboembolismo arterial e acidente vascular cerebral, condi¢cdes clinicas que

representam um sério problema de saude publica (ALl et al., 2014b).

As plantas tém sido alvo de inUmeros estudos recentes na busca de compostos com
promissora atividade trombolitica (ALI et al.,, 2014a; HUSSAIN et al., 2014),
entretanto, ndo ha estudos na literatura sobre a atividade trombolitica de espécies
da familia Myrtaceae. Nesse sentido, o presente trabalho avaliou a atividade
trombolitica dos EEF e EEG de M. strigipes, tendo os dois extratos apresentado
porcentagem de lise dos coagulos, 9,54 e 12,47%, respectivamente, menor que a do
controle positivo estreptoquinase, 50,12%. A analise estatistica destes resultados
confirmou que a diferenca apresentada pelos extratos em relacdo a estreptoquinase

foi estatisticamente significativa (p < 0,05).

A inibicdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase, enzimas envolvidas na digestao
dos carboidratos ingeridos na dieta, constitui uma importante estratégia para o
tratamento do diabetes tipo 2. Os principais compostos disponiveis para uso clinico
com esse mecanismo de acdo sao a acarbose, o miglitol e a voglibose, entretanto,
possuem utilizacdo terapéutica limitada devido aos diversos efeitos colaterais
gastrointestinais que provocam. Estes efeitos estdo relacionados com a falta de
especificidade de acao desses compostos, uma vez que a excessiva inibicdo da a-
amilase pode levar a uma fermentacdo bacteriana anormal do carboidrato néo
digerido por essa enzima, provocando entdo os efeitos gastrointestinais
indesejaveis. Diante disso, existe uma grande busca por compostos com atividade
de inibicdo sobre a enzima a-glicosidase e com efeito minimo ou sem efeito sobre a
a-amilase para serem utilizados no tratamento do diabetes tipo 2 (PINTO et al.,
2010).
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Nesse sentido, os EEF e EEG de M. strigipes demonstraram um grande potencial,
visto que apresentaram atividade de inibicdo da a-glicosidase, 84,62% e 93,17%,
respectivamente, bem proxima a do controle positivo desoxinojirimicina, 94,85%.
Ademais, os extratos ndo apresentaram qualquer atividade de inibicdo sobre a a-
amilase, demonstrando assim uma grande especificidade de acdo desses extratos
sobre a a-glicosidase. Os valores calculados das CEsg dos extratos, no ensaio de
inibicdo da a-glicosidase, confirmam o grande potencial de inibi¢cdo, visto que o EEF
apresentou CEsg proxima a do controle positivo desoxinojirimicina, e o EEG cerca de

duas vezes menor.

Na literatura, outras espécies da familia Myrtaceae também apresentaram inibicéo
sobre a enzima a-glicosidase. O extrato hidroalcodlico da semente de Syzygium
cumini demonstrou um potencial de inibicdo com valor de CEs, de 120,9 pg/mL
(SHINDE et al., 2008). O extrato metandlico das folhas de Myrcia multiflora inibiu a
a-glicosidase com CEsp de 225 pg/mL (YOSHIKAWA et al., 1998). Fracdes polares
do extrato hidroalcodlico da Eugenia uniflora mostraram percentuais de inibicdo da
a-glicosidase que variaram de 84,6 a 95% (ARAI et al., 1999). Souza et al. (2012a)
demonstraram que o0 extrato de Eugenia dysenterica apresentou atividade de

inibicdo dessa enzima com CEszg de 0,46 pg/mL.

A atividade de inibicdo da a-glicosidase pelos EEF e EEG de M. strigipes pode estar
relacionada com a presenca de compostos pertencentes a diferentes classes
quimicas, visto que varios estudos relatam o potencial de inibicdo dos taninos
(GUNAWAN-PUTERI; KAWABATA, 2010), triterpenos (WANG et al., 2013),
flavonoides (PEREIRA et al.,, 2011) e acidos fendlicos (YOU et al.,, 2012). Em
relacdo aos flavonoides, algumas caracteristicas estruturais sdo importantes para a
atividade de inibicdo, como a presenca de hidroxila no carbono 3 do anel C,
entretanto, a glicosilacdo dessa posi¢do ndo provocou um decréscimo acentuado na
atividade, e a presenca e o numero de hidroxilas no anel B (WANG; DU; SONG,
2010). Dentre os acidos fendlicos, o acido elagico se destaca por possuir uma
elevada atividade inibitéria sobre a a-glicosidase (YOU et al., 2012), entdo, esse
composto pode estar contribuindo para a maior atividade inibitéria do EEG
comparado ao EEF, uma vez que a quantificacAo mostrou maior quantidade de

acido elagico no EEG. O &acido ursdlico também € um composto com reconhecida
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capacidade de inibicdo dessa enzima e pode estar contribuindo para a atividade
inibitoria dos extratos (WANG et al., 2013).

Em relacéo a inibicdo da enzima tirosinase, compostos com essa capacidade podem
ser clinicamente (teis no tratamento de desordens de hiperpigmentacdo da pele
relacionadas com a melanina (KIM; UYAMA, 2005). Nos ensaios de inibicdo dessa
enzima, realizados neste trabalho, o EEF ndo apresentou qualquer atividade de
inibicdo, enquanto o EEG de M. strigipes demonstrou atividade de inibicdo de

39,47%, e o padrao positivo acido kojico de 97,28%.

Estudos com outras espécies da familia Myrtaceae também demonstraram essa
variagcao na atividade. Baurin et al. (2002) relataram uma atividade de inibigdo de 2%
para o extrato das folhas de Myrcia sphaerocarpa. Da mesma forma, estudo com a
flor da espécie Eugenia caryophyllata mostrou inibicdo da tirosinase de 12% (LEE et
al., 1997). As espécies Syzygium cumini e Syzygium aromaticum apresentaram
atividade de inibicdo de 3,4% e 69,4%, respectivamente (ADHIKARI et al., 2008).
Por outro lado, os extratos aquoso, etandlico e hexanico das folhas de Eugenia
dysenterica mostraram destacada atividade de inibicdo da tirosinase, 90,5%, 100% e
100%, respectivamente (SOUZA et al., 2012b).

Os compostos fendlicos sdo os mais relatados como inibidores da enzima tirosinase,
estando os flavonoides entre os mais estudados (CHANG, 2009). Flavonoides que
contém o0s grupos substituintes 3-hidroxi-4-ceto ou 5-hidroxi-4-ceto e/ou catecol
podem quelar o cobre presente no sitio ativo da enzima, inibindo-a de maneira
competitiva (KIM; UYAMA, 2005). Outro fato que reforca a importancia da presenca
da hidroxila livre na posicdo 3 € que a glicosilagdo nessa posicdo leva a uma
diminuicdo na atividade do flavonoide (CHANG, 2009). Diante disso, uma possivel
diferenca na composicdo de compostos fendlicos dos EEF e EEG de M. strigipes
pode ser responsavel pela diferenca encontrada na atividade de inibicdo da

tirosinase.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho relatou pela primeira vez aspectos quimicos e atividades
biologicas da espécie vegetal Myrciaria strigipes O. Berg. O estudo quimico indicou
a presenca de diversas classes de metabdlitos secundéarios, como flavonoides,
taninos, triterpenos, esteroides, cumarinas, alcaloides, saponinas e antraquinonas.
Foram isolados e/ou identificados cinco compostos da classe dos terpenos, quatro
triterpenos pentaciclicos (friedelina, 28-hidroxifriedelina, glutinol e acido ursdlico) e
um esteroide tetraciclico (B-sitosterol), e trés compostos fendlicos (isoquercitrina,
hiperosideo e acido elagico). Os extratos vegetais sdo misturas complexas e muitas
vezes 0S compostos encontram-se em baixas concentracdes, dificultando o
isolamento e identificagdo dos mesmos. Dessa forma, faz-se necesséria a

continuidade dos esfor¢os para um maior conhecimento quimico da espécie.

Este trabalho demonstrou que a espécie pode ser considerada como fonte de
compostos bioativos por apresentar efeitos antimicrobiano, antioxidante e de inibicéo
das enzimas tirosinase e a-glicosidase. O EEF demonstrou leve toxicidade as larvas
de Artemia salina, o que desperta maior atencédo a seguranca do uso dessa planta
medicinal e também mostra a necessidade de mais estudos relacionados com essa
atividade. Apenas o EEG apresentou as atividades inibitéria da enzima tirosinase e
antimicrobiana, porém, a técnica que foi utilizada na avaliacdo antimicrobiana pode
levar a resultado falso negativo, assim, faz-se necesséaria a avaliacdo por outras
técnicas mais sensiveis. A espécie apresentou atividade antioxidante frente a
radicais sintéticos, direcionando a continuidade da avaliacdo dessa atividade frente a
espécies reativas de interesse biologico. Os EEF e EEG de M. strigipes
apresentaram promissora atividade de inibicdo sobre a a-glicosidase, enzima
envolvida na doencga diabetes. Esses resultados demonstram a necessidade de mais
estudos que proporcionem esclarecimentos quanto ao(s) mecanismo(s)

responsavel(is) pelas atividades demonstradas.

Portanto, este trabalho contribuiu para o conhecimento das propriedades quimicas e
biologicas de M. strigipes, espécie vegetal nativa do Brasil e endémica da Bahia e do
Espirito Santo. Dessa forma, o estudo esta em consonancia com o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos que visa garantir a populagcéo

brasileira 0 acesso seguro e 0 uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
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promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento de tecnologias

e inovagoes e o fortalecimento das cadeias e arranjos produtivos.
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Abstract

The popular use of medicinal plants is an advantageous resource on the chemical-biological research in
natural products area. Ipomoea alba L. (Convolvulaceae), Solanum cordifolium Dunal (Solanaceae) and
Myrciaria strigipes O. Berg (Myrtaceae) are naturally occurring species in Brazil, used for snake bites
treatments, liver disorders and abdominal pain, respectively. The aim of this study was to evaluate the
chemical profile, the cytotoxicity and thrombolytic activity of ethanolic extracts of this species leaves. The
chemical profile was characterized from the performance of phytochemical tests of metabolites classes
identification. The cytotoxicity of the extracts was determined by brine shrimp lethality bicassay (Artemia
salina Leach.), and the in vitro thrombolytic activity was evaluated through the extracts capacity to cause
Iysis in human blood clot. The phytochemical tests indicated the presence of alkaloids, flavonoids, steroids,
tannins and coumarins in all three extracts. Saponins was detected in [, albg and M. strigipes, while
naphthoguinones only in M. strigipes. I. alba and S. cordifolium extracts did not show cytotoxicity front A.
salina, in contrast to M. strigipes extract (LD50 = 648.17 ppm). In thrombolytic test, 5. cordifolium extract
exhibited higher activity than I. alba and M. strigipes extracts (17.65, 10.60 and 3.88% lysis, respectively).
This species extracts did not present promising thrombolytic activity. Only M. strigipes demonstrated
cytotoxicity to A. salina, which evoke increased attention to the safety of this medicinal plant use.

Keywords: Thrombolytic activity; Medicinal plants; Phytochemical screening; Cytotoxicity activity
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Introduction

The popular use of medicinal plants is an
advantageous resource on the chemical-biological
research in natural products area. The plant
secondary metabolism is a large library of chemical
compounds, whose structural diversity s
continuously evolving and hence discovery [1]. In a
preliminary investigation, natural products are
subjected to in vitro assays for biological activity
screening and chemical characterization tests. This
makes it possible to infer which chemical classes
may be involved to the biological response
evaluated [2]. Historically, natural products have
been a leading source of antithrombotic
compounds (heparin, vitamin K antagonists,
streptokinase, urokinase) [3]). Recent studies
evaluate the in vitro thrombaolytic activity of herbal
extracts, aimed at finding new and promising
natural compounds for this purpose [4-9].

Several discussions involving the clinical use of

thrombolytic agents. Hypotension and
cerebrovascular accident have been observed
recurrently, after thrombolytic drugs

administration. In addition, aged over 65, previous
cardiopulmonary resuscitation and diabetes evoke
the inhibition of this drugs use [10-13]. In sight of
the clinical restrictions and therapeutic risks
associates in thrombolytic therapy, there is a need
to search for new molecules with this biological
activity. Just as the industrially drugs, the natural
products use for therapeutic purposes also requires
care, considering their biosafety. In this regard,
studies evaluate the plant extracts toxicity, in order
to ensure the medicinal plants safe use [14-15].
Myrciaria strigipes O. Berg (Myrtaceae) is known as
“cambucé-da-praia”, “ubanaxica”, “manaxica”,
“cabeludinha-da-praia” and popurlarly used for
cramps, edema and abdominal pain [16]. The
Myrciaria genus has around 99 known species,
which 21 are native in Brazil, including M. strigipes.
These species are widespread in several Brazilian
biomes as Amazon Forest, Caatinga, Cerrado,
Atlantic Forest, Pampa and mainly cultivated in Rio
de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais and Espirito
Santo [17]. Ipomoea alba L., popularly known as
“dama-da-noite” and “boa-noite” in Brazil, belongs
to Convolvulaceae family and it is a native species
to tropical and subtropical regions of America, from
Argentina to Florida. This specie is utilized in
gardening due to its beauty, although also others
purposes are related, such as treatment of paralysis
and soft tissue swelling, snake bites and religious
rituals [18-20]. Solanum cordifolium Dunal, known
as “jurubeba” and “joa-mansa”, is helpful for

anemia and hepatic and digestive disorders [21]. This
specie is a representative from Solanaceae family,
which consists of approximately 3000 species and 90
genus, including Solanum genus that stands out with
over 1.500 species [22]. S. cordifolium is native in
Brazil and geographically distributed mainly in Rio de
Janeiro, Minas Gerais and Espirito Santo [23].

This paper describes the phytochemical study and
the cytotoxicity and thrombolytic activity evaluation
of ethanolic extracts from I. alba, S. cordifolium and
M. strigipes leaves, aiming to contribute to the
chemical-biological knowledge of these species.

Methods

Collection and identification of plant material and
preparation of ethanolic extracts

1. alba, M. strigipes and S. cordifolium leaves were
collected in Governador Valadares (MG), Sao Mateus
(ES) and Vila Velha (ES), Brazil, respectively. The plant
material collected was identified and a voucher
specimen of I alba has been deposited in the
herbarium at the Vale do Rio Doce University
(Univale) under the identification number 744, and a
voucher specimens of M. strigipes and 5. cordifolium
has been deposited in the VIES Herbarium at the
Federal University of Espirito Santo under
identification number 25.038 and 12.357-1,
respectively. The collected leaves were separately
dried for about 72 hours in an oven at 38-40 °C. The
dried plant materials were ground into coarse
powder and separately extracted by passive
maceration with ethanol. It was then filtered, and
the filtrate was then concentrated using a rotary
evaporator. The three extracts obtained were
preserved in a refrigerator (2 to 5 °C) until used in
subsequent chemical and biological assays.

Preliminary phytochemical screening

The ethanolic extracts were subjected to preliminary
phytochemical screening to identify major classes of
secondary metabolites. For each class of metabolite
there are specific reactions that indicate their
presence from change or formation of color, foam,
fluorescence or precipitate. These tests were
evaluated the presence of flavonoids, triterpenes,
steroids, naphthoquinones, saponins, alkaloids,
tannins, coumarins and anthraquinone heterosides
[24-25].

Artemia salina lethality assay

The cytotoxicity of the extracts was evaluated on A.
saling, according to the methodology proposed by
Meyer et al (1982) [26]. A. salina encysted eggs
were incubated for 48 hours in saline solution
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(36 g/L) at 28 °C, under constant light and aeration,
for hatching of larvae in a nauplii state. Then the
larvae were distributed into tubes containing
extracts at different concentrations (250, 500, and
1000 ppm). Potassium dichromate (250, 500, and
1000 ppm) and extracts vehicle (dimethyl sulfoxide,
DMSO, 1% v/v) were employed as positive and
negative control, respectively. Survivors larvae were
counted after 24 hours. The lethality percentage
was calculated for each concentration and then the
50% lethal dose (LD50) values were determined by
linear regression. The assay was performed in
triplicate.

In vitro thrombolytic activity

The in vitro thrombolytic activity of the extracts was
evaluated according to the methodology proposed
by Prasad et al. (2006) [27]. Small portions of
human venous blood (500 pL) contained in
microcentrifuge tubes were incubated at 37 °C for
45 minutes. After formation of clot, the remaining
fluid was removed without disrupting the clot
formed and each microcentrifuge tube was weighed
to determine the clot weight. After the addition of
150 uL of thrombolytic agent, the tubes were
incubated at 37 °C for 90 minutes and the resulting
fluid clot lysis was carefully aspirated. Then, the clot
was again weighed and the percentage of clot lysis
was calculated. The extracts were evaluated at
concentration of 1,0 mg/mL solubilized in propylene
glycal 10% v/v. As thrombolytic activity control it
was used streptokinase 100.000 Ul, solubilized in
distilled water and the thrombolytic activity of
vehicles was evaluated too. The assay was
performed in quadruplicate. The significance of the
percentage of clot lysis promoted by plants extracts
and streptokinase when compared with their
vehicles was tested by the Student t test with
independent samples, using IBM SPSS Statistics 20
program (p<0.05). This assay was approved by the
Ethics Committee at the Federal University of
Espirito Santo, Brazil, under number 148.873.

Results

Preliminary phytochemical screening
Phytochemical tests revealed the presence of
alkaloids, flavonoids, steroids, tannins, and
coumarins in all three plants studied. Saponins was
detected in I alba and M. strigipes, while
naphthoquinones only in M. strigipes.

Artemia salina lethality assay
The ethanolic extracts from I alba and S.
cordifolium leaves did not show cytotoxicity on A.

saling (LD50>1000 ppm), as opposed to M. strigipes
leaves ethanolic extract (LD50 648.17 ppm).

In vitro thrombolytic activity

The S. cordifolium extract exhibited higher activity
than I alba and M. strigipes extracts (17.65, 10.60 e
3.88% lysis, respectively). The highest percentage of
lysis was achieved by streptokinase, whose value was
50,12%. S. cordifolium extract and streptokinase
showed significant differences (p <0,001 and p =
0.003, respectively) when compared with the
respective vehicles used for the solubilization. All
results are presented in Table 01.

Discussion

The knowledge related to the presence of certain
chemical classes in plant species facilitates the choice
of the chromatographic process and isolation, as well
as guides the possible biological assays [28]. Another
application of the results obtained in the
phytochemical screening is associated with the
definition of chemical markers for quality control of
these species [29]. Studies show that the chemical
composition of plant species can be changed,
according to climatic factors (circadian cycle and
seasonality), herbivory, or even the human action
[30], which can influence directly the therapeutic
action promoted by using of medicinal plant.

Among the three species, M. strigipes shows a
greater varietmy of chemical classes. The presence of
naphthoguinones may be related to the cytotoxicity
performed by this extract in the A. salino bioassay.
This chemical class is known for its toxicity, because
of their bioactive properties, such as antitumor,
microbicides trypanocidal activities [31].

The A. salina toxicity assay is widely used for
predicting important pharmacological activities such
as enzyme inhibition, ion channels interference and
antimicrobial, cytotoxic and anti-Trypanosoma cruzi
activities [32-34]. In this respect, extracts that have
higher toxicity on A. salina can be most promising for
these activities. However, plant species which
expressing toxicity on A. salina may also present risks
to human health [35-36]. Among the species
evaluated in this study, only M. strigipes showed
cytotoxicity to the A. salina larvae, which arouses
greater attention to the safety use of this medicinal
plant and leads new studies to investigate the
hioactive potential of this extract.

Approximately 29.6% of all deaths worldwide in 2010
were due to cardiovascular diseases, among them
there is the ischaemic heart disease that was most
responsible for this percentage [37]. In the ischemic
diseases treatment an alternative for the restoration
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of blood flow is the thrombolysis promoted by
drugs [10]. The thrombolytic drugs arsenal is still
limited when compared to other therapeutic
classes, such as the antiplatelet agents used in
cardiovascular diseases [38]. Thus, research in order
to discover new thrombolytic agents are needed in
attempt to expand the list of drugs in this
pharmacological class. The three plant species
studied showed clots lysis ability of weak to
moderate, and only S. cordifolium extract had
statistical difference when compared to the vehicle.
Similar results with other plant species have been
described by several researchers. Khatun et al in
2014 [13] evaluated the thrombolytic activity of
Cestrum diurnum, reaching 8.78% as a result of
clots lysis. Hussain et al 2014 [10] studying the
thrombolytic activity of four medicinal plants
available in Bangladesh found results ranging from
15.1% to 21.26% of clots lysis. On the other hand,
the six plants studied by Prasad et al 2007 [15] two,
Bacopa monnieri and Fagonia Arabica, showed
promising clots lysis capacity, 41.8% and 75.6%,
respectively, which then proves the existence of
plant molecules with such a bioactive property. The
results found in this paper contribute to the
chemical-biological  knowledge of  Myrciaria
strigipes, Ipomoea alba and Solanum cordifolium. In
view of the literature, this study is the first report to
assess the thrombolytic activity of these plant
species. The bioassay with larvae of A. salina
allowed to infer that M. strigipes species has
cytotoxic potential, which arouses attention to the
secure use of this medicinal plant.
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Table 1. Thrombolytic activity of I. alba, S. cordifolium and M. strigipes extracts

Extracts, Control and Vehicles

Clot lysis (%)

p value (compared to vehicle)

Ipomoea alba
Solanum cordifolium
Myrciaria strigipes
Streptoguinase
Water
Propylenoglycol 10%

10.60 £ 2,62
17.65 £ 3,88
9.54+ 1,97
50.12 +9,23
6.42+6,22
2.10+0,73

0.116

0.003

0.247
<0.001

http://pharmacologyonline_sifae.it
ISSN: 1827-8620



