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RESUMO

LEITE, T.C.C. Estudo quimico e farmacoldgico biomonitorado de sete espécies do
género Miconia (Melastomataceae). 2016. Tese (Doutorado). Universidade

Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil
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O género Miconia € composto por aproximadamente 1000 espécies, contudo
apenas quinze ja foram estudadas. Dentre as atividades bioldgicas descritas do
género destacam-se acdo antimicrobiana, antitumoral, antinociceptiva e
antioxidante. Do ponto de vista quimico destaca-se a presenca de terpenoides e
flavonoides. O presente trabalho teve como objetivo estudar as propriedades
antimicrobianas e citotoxicas de espécies de Miconia. Para isto foram coletadas
sete espécies: M. amacurensis, M. ciliata, M. holosericea, M. hypoleuca, M.
minutiflora, M. mirabilis e M. prasina. Os extratos hexanico, acetato de etila e
metandlico destas espécies foram avaliados frente a nove microrganismos pelo
método de difusdo em agar com disco de papel e microdiluicdo em caldo para
obtencdo da sua Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima
Microbicida (CMM). Além disso a atividade citotOxica destas espécies foi avaliada
através do método MTT frente a quatro linhagens de células cancerigenas e duas
linhagens de macréfagos murinos. No estudo fitoquimico determinou-se o perfil dos
extratos por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) utilizando-se reveladores
especificos para cada classe de metabdlitos secundarios. Como resultado da
difusdo em agar selecionou-se seis microrganismos que foram testados na
microdiluicio e nesta destacaram-se o0s extratos em acetato de etila de M.
amacurensis e M. prasina ativos numa concentracdo de 60 pug/mL, e os extratos
metandlicos de M. holosericea e M. mirabilis ativos nesta mesma concentracéo. Ja
na atividade citotoxica destacaram-se 0s extratos hexanico e acetato de etila de M.
holosericea e M. hypoleuca por que conseguiram inibir o crescimento de trés
linhagens de células cancerigenas com uma inibigcdo superior a 70 % e n&o foram
toxicos para as duas linhagens de macréfagos murinos. O perfil fitoquimico
demonstrou a presenca no geral de terpenos no extrato hexanico, terpenos e
cumarinas no extrato acetato de etila e flavonoides e taninos no extrato metanalico.
Para o estudo fitoquimico escolheu-se duas espécies que se destacaram na
atividade biol6gica e do extrato hexanico da espécie M. hypoleuca resultou na
identificacdo de oito triterpenos a-amirina, B-amirina, a-amirona, acido ursdlico,
acido oleandlico, lupeol, urs-12-en-3,11-diona, 3-hidroxi-urs-12-en-11-ona e um
esteroide [-sitosterol, mais dois esteroides em identificacdo. Ja o extrato AcOEt
isolou-se 2 flavonoides em identificacdo e do extrato hexanico da espécie M.
holosericea isolou-se 5 triterpenos e 3 esteroides que estdo em identificacdo. Estes
resultados evidenciam que as relevantes atividades encontradas  estédo
relacionadas aos triterpenos e esteroides presentes em alta concentracdo nestas
espécies.

Palavras-chave: Melastomataceae, Miconia, fitoquimica.



ABSTRACT

LEITE, T.C.C. Chemical and pharmacological activity of species of Miconia
(Melastomataceae). 2016. Thesis (Ph.D.) Universidade Federal de Pernambuco,

Recife, Pernambuco, Brazil

The Miconia genus consists of about 1000 species, yet only fifteen have been
studied. So this work was to study the chemical and biological properties of species
of Miconia. For this seven species were collected: M. amacurensis, M. ciliata, M.
holosericea, M. hypoleuca, M. minutiflora, M. mirabilis and M. prasina. The extracts
of these species were evaluated against nine microorganisms by diffusion method in
agar microdilution and to obtain their CMI and CMM. In addition, the cytotoxic
activity of these species was assessed by the MTT method front four cancer cell
lines and two lines of murine macrophages. In the phytochemical study we
determined the profile of the extracts by TLC and were chosen two species that
have excelled in biological activity. As a result of the agar diffusion was selected six
microorganisms were tested in microdilution and this stood out the extracts in EtOAc
M. amacurensis and M. prasina active at a concentration of 60 pug/mL, and MeOH
extracts of M. holosericea and M. mirabilis active in the same concentration. In the
cytotoxic activity stood out the less polar extracts of M. holosericea and M.
hypoleuca. The phytochemical profile showed a predominance of terpenoids. The
phytochemical study of the hexane extract of M. hypoleuca species resulted in the
isolation of eight triterpenoids a-amyrin, B-amyrin, a-amirona, ursolic acid, oleanolic
acid, lupeol, urs-12-en-3,11-dione, 3 -hydroxy-urs-12-en-11-one and one steroid [3-
sitosterol steroid two steroids in the identification phase. But the AcOEt extract
isolated two flavonoids in the identification phase and the hexane extract of the
species M. holosericea isolated triterpenes 5 and 3 steroids that are being identified.
These results show that the relevant activities found are related to triterpenoids and

steroids present in high concentration in these species.

Keywords: Melastomataceae, Miconia, phytochemistry.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o surgimento de bactérias resistentes a antibiéticos tem
despertado o interesse de pesquisas para o desenvolvimento de novas substancias
antimicrobianas, uma vez que a velocidade do surgimento da resisténcia bacteriana
a diversos antibioticos e agentes quimiotergpicos é bem maior que a velocidade da
introducdo de novos agentes antimicrobianos na terapéutica. Este contexto implica
relevante limitacdo as opc¢cOes de tratamento de infeccdes bacterianas,
representando uma ameaca para a saude publica (WANNMACHER, 2004).

Por outro lado, embora a resisténcia bacteriana ndo seja algo relevante na
terapéutica do cancer, outros fatores sdo preponderantes para a descoberta de
novos agentes quimioterapicos. Estes fatores sdo o surgimento elevado de novos
casos de cancer principalmente em paises com menor nivel socioeconémico, e que
por isso dispdem de menores recursos para o tratamento dessa patologia. Também
€ Iimportante mencionar que a baixa eficacia de determinados agentes
guimioterapicos aliada a elevada toxicidade fez surgir uma crescente busca por
novos agentes mais seletivos e mais eficazes (WHO, 2015).

Por estas razdes, a busca por novos medicamentos a partir de espécies
vegetais se tornou uma alternativa cada vez mais promissora, pois a velocidade
com que se langam novos farmacos baseados exclusivamente nas transformacoes
estruturais seguidas de sintese e semi-sintese ndo se mostrou tdo satisfatoria
guanto as industrias farmacéuticas acreditavam (ATANASOV et al., 2015).

Alem disso a utilizacdo de plantas medicinais na atualidade ganha
importancia crescente, pois a sociedade moderna vem adquirindo consciéncia de
gue o modelo de exploracdo dos recursos naturais com vistas unicamente a
obtencao do lucro ja ndo mais satisfaz a sua necessidade, e como consequéncia,
produz sérios danos ao meio ambiente. Outros fatores também estédo envolvidos
como 0s menores custos da terapia com plantas medicinais, a menor percentagem
de efeitos adversos associados a utilizacdo de plantas e a tendéncia mundial de
aproximacéao ao meio natural (MACIEL et al., 2002).

Neste sentido, Melastomataceae € uma familia botanica promissora para
estudos de investigacdo biologica e fitoquimica porque possui elevado nimero de
espécies e que historicamente tem sido pouco estudada, o que configura menos de

1 % do namero total de espécies da familia (LEITE, 2009).
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Outra preocupacao € ecoldgica, visto que esta familia se distribui no Brasil
predominantemente nos biomas mais ameacados (GOLDENBERG, 2000). Alem
disso, é caracteristica peculiar desta familia a tendéncia ao endemismo e a
consequente biossintese Unica presente nas espécies o que configura para a
Quimica de Produtos Naturais (QPN) um amplo campo de pesquisa para a
descoberta de novas moléculas (LEITE, 2009).

Miconia € o maior género em numero de espécies de Melastomataceae com
mais de mil espécies. No Brasil ocorrem 287 espécies de Miconia, e destas 122 sdo
endémicas. No Nordeste estdo presentes 74 espécies, Pernambuco e Alagoas sao
0s estados com maior percentagem com aproximadamente 35 % (26) e 25 % (19).
O bioma preferencial das espécies de Miconia presentes em Pernambuco e
Alagoas é a Mata Atlantica (FORZZA et al.,2010).

Também é importante mencionar que em Pernambuco restam apenas 2,5 %
da vegetacdo nativa de Mata atlantica, o que corresponde a Y do percentual
nacional, logo isto aumenta a relevancia do estudo, pois este bioma é considerado
uma das 34 zonas mundiais prioritarias de conservacéo devido ao seu elevado grau
de biodiversidade (hotspots) (LIMA, 1998; PORTAL MS, 2011).

Das sete espécies vegetais avaliadas neste trabalho: M. amacurensis, M.
ciliata, M. holosericea, M. hypoleuca, M. minutiflora, M. mirabilis e M. prasina,
apenas M. minutiflora j& foi estudada quanto as suas propriedades antimicrobianas
do extrato etanolico como também foi avaliado o perfil fitoquimico e a atividade
fotoprotetora e os doseamentos de flavonoides, taninos e fendlicos. As demais
espécies ndo foram alvo de nenhum tipo de estudo tanto de natureza quimica como

biologica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar o estudo quimico e farmacoldgico de sete espécies do género
Miconia (Melastomataceae).

2.2 Objetivos especificos

e Coletar as espécies: M. amacurensis, M. ciliata, M. holosericea, M. hypoleuca,

M. minutiflora, M. mirabilis e M. prasina (Melastomataceae);
e Obter extratos brutos em hexano, acetato de etila e metanol;

e Avaliar a atividade citotoxica de extratos brutos e fracdes frente as linhagens
de células tumorais humanas NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de
pulmédo), HEp-2 (carcinoma de laringe), HL-60 (leucemia promielocitica
aguda) e MCF-7 (cancer de mama) e de macrofagos murinos J774.A1 e RAW
264.7;

e Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos e fragdes e/ou produtos
isoladas frente as bactérias gram-positivas: Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis; bactérias gram-
negativas: Escherichia coli, Serratia marcescens e Pseudomonas aeruginosa,
bactéria alcool-acido-resistente Mycobacterium smegmatis e a levedura
Candida albicans;

e Determinar o perfil fitoquimico dos extratos;

e Isolar, purificar e caracterizar estruturalmente os constituintes quimicos das
espécies que apresentarem melhor atividade bioldgica.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Historico de utilizagéo de plantas no ocidente

Nas sociedades antigas, a doenca era vista também com um componente
mitologico, pois em alguns casos era tratada como um castigo divino, contudo
ainda assim os curandeiros tratavam os doentes com ervas além das preces. Ainda
gue inicialmente a escolha destas ervas se devesse ao completo acaso como a
semelhanca entre o 6rgdo doente e a forma da folha empregada, com o decorrer
dos anos este processo continuo de experimentacdo baseado na tentativa e erro
produziu um amplo conhecimento sobre o uso plantas na terapéutica (FERRO,
2006).

Ha extensos relatos sobre o uso de plantas medicinais na terapéutica em
importantes civilizagdes como 0s egipcios, os sumérios e os babilénicos. Nesta
época, as informacbes sobre sua utilizacdo foram difundidas por caracteristicas
peculiares do modo de producdo dominante, pois 0 modo de producao escravista e
a conseguente necessidade de guerras para a aquisicdo de novos escravos, fez
com que a cultura do vencido fosse sempre mesclada com a cultura do vencedor e
isto incluia a utilizacdo de plantas na terapéutica, o que possibilitou, na época, a
grande difusdo do conhecimento sobre esta terapia (TOMAZZONI, 2004).

Na idade média o conhecimento ocidental permaneceu sob a égide da igreja
e isto incluia o conhecimento sobre plantas, mas, mesmo assim, diversas espécies
vegetais tiveram seu conhecimento documentado, principalmente as relacionadas
ao universo cristdo, e isto culminou com a construcdo de grandes herbarios em
algumas cidades europeias (GURIB, 2006).

O advento do renascimento que inferiu um novo paradigma de pensamento,
ocasionou a ruptura do modelo de pensamento médico estabelecido, ligado ao
conhecimento popular, e fez surgir um novo modelo de cunho mais cientifico e isto
implicava também a utilizacdo de medicamentos em que se conhecia
adequadamente sua composigao.

Este novo contexto produziu a tendéncia na utilizagdo de Farmacos obtidos
de elementos quimicos metalicos como o arsénio, mercurio e enxofre, porém a
maioria da populacdo ainda utilizava a fitoterapia como alternativa terapéutica mais
vidvel (RAI; ACHARYA; RIOS, 2011).
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Este modelo de pensamento se manteve dominante até o comego do século
XIX, e combinado a evolucao das ciéncias, possibilitou um contexto propicio para o
nascimento da quimica farmacéutica; e isto significava que entdo a industria era
capaz de sintetizar os medicamentos no laboratorio, como também compreender de
modo mais claro a farmacodindmica e farmacocinética destes medicamentos. Logo,
a sintese quimica passa a ser o modo hegeménico de producdo de medicamentos
e a tendéncia principal de consumo (ARAUJO, 2002).

Este modelo perdurou por décadas até a sociedade constatar a alta
incidéncia de eventos associados aos efeitos adversos dos medicamentos
sintéticos, bem como o elevado custo desta terapéutica e a consequente exclusao
de grande parcela da mesma. Somado a tudo isto, outros fatores contribuiram com
a revalorizacdo dos medicamentos a base de plantas que deste momento em
diante aumentou constantemente até os dias atuais (FERREIRA, 1998).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) detectou que a maioria dos paises
ocidentais que utilizavam os medicamentos sintéticos como o principal recurso
terapéutico de sua assisténcia farmacéutica ndo foram capazes de propiciar as
condigbes minimas necessarias para manter um nivel basico de salde a sua
populacao (QUEIROZ, 2000).

Logo a partir disto, a OMS concluiu que o investimento em medicina
tradicional é a forma mais racional para contemplar as deficiéncias observadas
nestes paises, até por que grande parcela da populacdo dos mesmos utiliza os
recursos naturais, em especial as plantas como o Unico recurso acessivel (WHO,
1998).

3.2 Biodiversidade e biomas brasileiros

O Brasil esta relacionado no topo da lista dos 17 paises detentores da maior
biodiversidade do planeta, onde o numero de espécies presentes chega a
expressivos 20 % do numero total de espécies da terra, o que corresponde a
aproximadamente a 1,8 milhdo de espécies. Da flora brasileira ja foram descritas
45.835 espécies, sendo 680 algas, 32.715 angiospermas, 1.519 de briofitas, 30
gimnospermas e 1.239 samambaias e licofitas, isto representa apenas 11 % de
toda a flora existente (BRASIL, 2015).

Esta diversidade estad localizada prioritariamente em biomas altamente
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ameacados como o cerrado, segundo maior bioma brasileiro, que ocupa 21 % do
territério nacional e caracteriza-se como a mais diversificada savana tropical do
mundo. Isto tudo com taxa de endemismo proxima a 50 % de suas espécies
vegetais e apenas 2 % do seu territorio esta protegido sob a forma de unidades de
conservacgao (BRASIL, 2007).

A Caatinga, unico bioma exclusivo do Brasil, ocupa 11 % do territério
nacional, sendo o bioma mais ameacado pelas acdes antropicas e apenas 5 % esta
protegido pelas unidades de conservagdo. Ja a mata atlantica, é o bioma que esta
em maior contato com a populacdo brasileira e por isso também é um dos mais
degradados. Cerca de 120 milhdes de brasileiros (62 %), em 18 estados, vivem em
areas de mata atlantica, mas, mesmo assim, apenas 7 % de suas florestas se
mantém conservadas, mesmo sabendo que aproximadamente 35 % de todas as
espécies vegetais brasileiras estao presentes neste bioma (HAUFF, 2010).

Importantes estudos atuais relacionam a qualidade de vida da populagédo de
determinado local com a cobertura vegetal limitrofe, através da manutencédo de
fontes e nascentes e consequentemente da disponibilidade de agua para as
cidades. Outros fatores sdo a regulacdo do clima local pela pluviosidade,
temperatura e umidade e a disponibilidade de alimentos através da manutencao da
fertilidade do solo. Um dos modos de contribuir na preservacao da flora local é
conhecendo suas potencialidades sejam elas econdmicas, terapéuticas ou
socioculturais (LEWINSOHN; PRADO, 2000).

3.3 Corredor de biodiversidade

Fundamentalmente, o conceito de corredor de biodiversidade €é um
determinado espaco geografico onde ha a presenca de uma area de vegetacao que
liga diferentes fragmentos vegetacionais, ou unidades de conservacdo. Este
conceito é atualmente utilizado como uma estratégia da biologia da conservacao
para a manutencdo da biodiversidade em paisagens fragmentadas e tem como
objetivo reconectar os diversos espagcos compostos por um mosaico de usos e
ocupagdo da terra integrando desde as &reas de mata nativas como as que
sofreram acao antrépica como no caso de cultivo e pastagem, e também parques e
reservas em centros urbanos (BRASIL, 2002; TABARELLI; PINTO; LEAL, 2009).
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3.4.1 Corredor de Biodiversidade do Nordeste

Com cerca de 5,6 milhdes de hectares o corredor de biodiversidade do
Nordeste abrange os estados de Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do
Norte. Do total original restaram menos de 4 %, contudo este percentual restante
abriga cerca de 68 % das espécies de aves que ocorrem na mata atlantica, como
também 8 % de todas as plantas vasculares. Este corredor é composto por 71
unidades de conservacado, sendo que 36 estdo no estado de Pernambuco, 23 em
Alagoas, 08 na Paraiba e 02 no Rio Grande do Norte (ARRUDA; ARRUDA; SA,
2004).

3.4 A familia Melastomataceae

Melastomataceae é a sétima maior familia botanica em diversidade e a
segunda em ocorréncia dentre as angiospermas. Segundo Clausing e Renner
(2001) ela é composta por aproximadamente 170 géneros e 4.500 espécies. No
Brasil estdo presentes aproximadamente 1.500 espécies, o que corresponde a 30
% do total de espécies conhecidas (BAUMGRATZ et al., 2015).

Esta familia tem distribuicdo predominantemente tropical e ocorre em todos
os biomas caracteristicos desta zona, contudo a maioria das espécies esta
distribuida no novo mundo onde sdo abundantes e ecologicamente importantes,
destacando-se a América do Sul, Malasia e Indochina, considerados centros de
diversidade da familia. Nestes locais ha elevada ocorréncia de géneros endémicos
em biomas especificos. No Brasil o bioma predominante é a mata atlantica que
contem aproximadamente 50 % do total de espécies desta familia (GOLDENBERG
et al., 2008)

As espécies de Melastomataceae normalmente tem porte arbustivo até
arboreo, raramente herbaceo. Com folhas opostas, inteiras ou serreadas
geralmente revestidas de tricomas, sua nervacao é tipicamente curvinérvea, com as
nervuras secundarias emergindo de um mesmo ponto da base para percorrer a
periferia do limbo foliar de modo perpendicular até convergir no apice juntamente a
nervura principal. As flores sdo actinomorfas, diclamideas, bissexuadas, tetrameras
ou pentameras. Os frutos em geral sdo capsulares, bagas em algumas espécies,

com sementes diminutas e numerosas e com formato variado (RAPINI, 2007; JUDD
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et al., 2009).

3.4.1 Ecologia de Melastomataceae

Existe um mutualismo entre as espécies vegetais de Melastomataceae e as
aves que se alimentam de frutos (frugiferas), pois as aves se beneficiam quando
utilizam os frutos como fonte de nutrientes, e como elas deixam as sementes
intactas acabam por dispersar as mesmas beneficiando com isso as plantas na
competicdo pelos recursos essenciais como luz, agua e nutrientes, bem como, dos
locais de intensa predacédo (SNOW, 1981; STILLES; ROSSELLI; 1993).

Diversas espécies de melastomataceae tem potencial para serem
empregadas para recuperar ecossistemas degradados, uma vez que sao espécies
pioneiras normalmente encontradas em clareiras, em ambientes fragilizados de
solos pobres, e por isso algumas espécies ja sdo empregadas com este fim (CRUZ,
2009).

Algumas espécies de Melastomataceae sao utilizadas com o objetivo
paisagistico, destacando-se neste caso 0s géneros Tibouchina com as espécies T.
fothergillae, T. moricantiana, T. granulosa, T. heteromalla, T. mutabilis, T. pulchra, T.
reitzii, T. trichopoda e T. sellowiana. As espécies empregadas tém diferentes habitos,
desde arvores, arbustos até ervas (GOLDENBERG, 1998, BORTOLINI et al, 2009).

3.5 O género Miconia

Miconia € o maior género botanico da familia Melastomataceae, composto
por cerca de mil espécies no mundo. No Brasil ocorrem 282 espécies, sendo que
125 destas sao endémicas. Elas estéo distribuidas nos biomas amazénia, caatinga,
cerrado e mata atlantica (Figura 01) e em todos os estados brasileiros (Figura 02).
No bioma mata atlantica, selecionado para obtencdo das espécies vegetais
estudadas neste trabalho (Figura 03), sdo encontrados quase 45 % das espécies
ocorrentes no Brasil (CHAGAS, 2012, BAUMGRATZ et al., 2015).

Ecologicamente este género se destaca pelo mesmo motivo da familia que é
a alimentacdo de passaros frugivoros, sendo que algumas espécies se alimentam
basicamente de frutos de Miconia, jA que estes sdo suculentos, pequenos e

numerosos (LOISELLE; BLAKE, 1999). Outro fim ecolégico € arecuperagdo de
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areas degradadas, pois sdo espécies apropriadas ao reflorestamento por serem
pioneiras e de rapido crescimento (SILVA; TABARELLI, 2000).

Outros usos séo a producédo de carvao vegetal a partir do caule e o consumo
dos frutos na alimentacdo das comunidades tradicionais, embora geralmente estes
sejam de tamanho pequeno e ainda h utilizagdo ornamental (SCHUCH; SIMINSKI;
FANTINI, 2008).

Figura 01: Distribuicdo de espécies de Miconia nos biomas brasileiros

B Amazdénia

B mata atléntica
Bl cerrado

O caatinga

Fonte: GOLDENBERG, 2015.

3.5.1 Atividades bioldgicas descritas de espécies do género Miconia

Apesar da existéncia de grande numero de espécies e de sua ampla
distribuicdo pantropical no mundo e no Brasil, Miconia ainda € um género pouco
estudado tanto do ponto de vista quimico como farmacol6gico, onde o nimero de
espécies estudadas ndo corresponde a um centésimo do numero de espécies

existentes. As espécies ja estudadas estdo descritas na Tabela 01.



Figura 02: Distribuicédo geografica do género e das espécies utilizadas de Miconia no Brasil.

Género Miconia M. amacurensis

M. ciliata M. holosericea
M. hypoleuca M. minutiflora
M. mirabilis M. prasina

Fonte: GOLDENBERG, 2015.
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Figura 03: Espécies de Miconia estudadas neste trabalho

M. amacurensis

M. ciliata

¥t

F7 &
M. mirabilis

‘Fonte: AUTOR, 2015; CEPAN, 2011



Tabela 01: Atividades bioldgicas de espécies de Miconia

L . , In vitro/ Extrato/ A
Espécie vegetal Atividade descrita in vivo Detalhe/modelo composto Referéncia
. L L CHCl3; Pieroni et al.,
M. albicans Antioxidante in vitro DPPH MeOH 2011
~ . , . CH.Cly;
M. albicans Antinociceptiva in vivo Contorgao abdominal, ac. Acetico, ac. ursolico; Vasconcelos
camundongos , L et al., 2006
ac. oleandlico.
M. albicans
M. cabucu . . L . , CHCls; Serpeloni et al.,
M. rubiginosa Anticlastogénica in vivo Micronucleo MeOH. 2008
M. stenostachya
M. albicans CHCl:
M. cabucu Anti-mutagénica e o Ensaio clonogénico, extratos associados a ® Serpeloni et al.,
- 2 in vitro . ; ; L MeOH,;
M. rubiginosa mutagénica doxorrubicina para avaliar anti-mutagenicidade 2011
H,OEtOH.
M. stenostachya
M. albicans Ensaio clonogénico utilizando CHCls;
M. ca_lb_ucu Citotoxicidade n V'FrO/ Linhagem de fibroblastos de pulm&o de hamster MeOH,; Serpeloni etal.,
M. rubiginosa in vivo chinés H.OEtOH 2011
M. stenostachya 2 '
M. albicans .
M. cabucu Citotoxicidade in vivo R?:sg:: de(;1 ggn?jnzgrlf ?)g 21'1\llz)cr:nEetri1§or§Zggla CHCIs; Serpeloni etal,
M. rubiginosa 9 MeOH. 2008
extratos
M. stenostachya
M. albicans, Hexano;
M. rubiginosa Microbicida in vitro Disco difuséo CH:Cly; Celozt'g)ogt al,
M. stenostachya EtOH.



M. alypifolia

M. calvescens
M. fallax

M. fallax

M. fallax

M. fallax
M. stenostachya

M. langsdorffii

M. lepidota

M. lepidota

Tabela 01: Atividades bioldgicas de espécies de Miconia - continuacéo

Antioxidante

Microbicida
Anti-carcinogénica

Antinociceptiva

Citotoxicidade

Tripanocida

Leishimanicida

Citotoxicidade

Fungicida

In vitro

in vitro

in vivo

in vivo

in vitro

in vivo

in vitro

in vitro

in vitro

ABTS

Disco difuséo
Inibic@o leséo pré-cancerigena induzida por
DMH

Hot plate e Contor¢cdo abdominal, ac. Acético,
camundongos

Citotoxicidade frente a linhagem HelLA

Formas tripomastigotas
T. cruzi

Promastigota
L. amazonensis

Células murinas,
Carcinoma de pulméo

Método difusdo em &gar, frente a vérias cepas
de leveduras

apigenina-7-O-
glicosideo;

canferol-3-O-
diglicosideo;
canferol-3—-O-
galactosideo;

guercetina-3-O-
galactosideo.

CHCls;
MeOH.

ac. ursolico;
ac. oleandlico.

EtOH

EtOH;
ac. ursolico;
ac. oleandlico.

CH2C|2;
ac. ursolico;
ac. oleandlico;
ac.
sumaresindlico.

HzOEtOH;
ac. ursolico;
ac. oleandlico.

AcOEt;
MeOH.

AcOEt;
MeOH.
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Mancini et al.,
2008

Bardon et al.,
2007

Furtado et al.,
2008

Silva et al.,
2002

Cunha et al.,
2008

Cunha et al.,
2003b

Peixoto et al.,
2011

Gunatilaka et
al., 2001

Gunatilaka et
al., 2001



Tabela 01: Atividades bioldgicas de espécies de Miconia - continuacéo
M. ligustroides

31

. e CHCls;
- L Microdiluicdo em caldo, frente a 5 , o Cunha et al.,
Bactericida in vitro microrganismos ac. ursoI!(:_o, 2010
ac. oleandlico.
~ . , o Hexano;
M. ligustroides Antinociceptiva in vivo Contorgao abdominal, ac. acetico, CH:Cl; Cunha et
camundongos al.,2003a
EtOH.
EtOH;
Inibicso de ac. elagico;
M. myriantha ¢ in vitro Inibicdo da protease aspartica de C. albicans ac. gdlico; Li et al., 2001
proteases .
3 flavonoides
glicosilados;
~ . . L Hexano;
M. rubiginosa Antinociceptiva in vivo Contorcao abdominal, ac. Acético, CH,Cly: Spessoto et al.,
camundongos 2003
EtOH.
M. rubiginosa, ) :
M. stenostachya Microbicida in vitro Difusdo em disco I\C/:IS(CD:E R?_j“%%%zet
M. cabucu ' "
M. salicifolia Microbicida in vitro Microdiluicdo em caldo EtOH Bu;lsn;%rir(; et
CH2C|2;
ac. ursolico;
M. sellowiana Tripanocida in vitrof T cruzli:r:nrltﬁnifaor;assctglz?gr]:ss t(!:‘gs;?nsui?jon 0s hidroﬁféélico Cunha etal.,
M. ligustroides P in vivo ' g : g . i 2006
(Swiss) ac. oleandalico;
ac arjundlico;
ac. maslico.
— Inibicdo da oo Ensaio espectrofotométrico para determinacéo Nino et al.,
Miconia sp acetilcolinesterase In vitro da ICsoda enzima MeOH 2006
CH2Cly: extrato diclorometano, CHCIs: extrato cloroférmico, EtOH: extrato etanélico, MeOH: extrato metandlico, H,OEtOH: extrato hidroalcéolico, PCE:

eritrocito policromatico, NCE: eritrocito normocromatico. DMH: 1,2-dimetilhidrazina.



3.5.2 Compostos isolados de espécies do género Miconia
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O género Miconia segue a correspondéncia biossintética da familia

Melastomataceae, uma vez que prioritariamente foram isolados terpenoides e

flavonoides, notadamente em maior quantidade como nos demais géneros de

melastomataceae, em contrapartida como compostos menos comuns a familia h&

presenca de quinonas.

Tabela 02: Compostos isolados de espécies de Miconia

Extrato/
Especie Tecnicas de Composto Referéncia
vegetal Isolamento e
identificacéo
Hexano Sp—hldrox!—olea_m—12—en—28—oato de
metila; 3B-hidroxi-urs-12-en-28-oato de .
. CH.Cly/ s Macari et al.,
M. albicans metila;
CLCsgq, IV, 3-0-B-D-glicopi i 1990
EM, RMN 3-O--D-glicopiranosi
sﬂosteyol;_ ac. arJL_Jnollco;
a-amirina;
B-amirina;
Hexano/ B-sitosterol; Crevelin et
CG-EM campesterol, al., 2006
estigmasterol;
lupeol.
3-(E)-p-cumaroil-a-amirina
CHCIs ,g-aminna, .
MeOH/ ac. epl-.Betullnlco, _ _
ac. epi-ursolico; Pieroni et al.,
CPGsp, ac. ursolico; 2011
CLCsg, CLAE, ' L
RMN quercetina;
quercetina-3-O-glicosideo;
rutina;
CHzCl2 ac. oleandlico; Vasconcelos
CLCsg, CLAE, . Ja ’
ac. ursdlico. et al., 2006
RMN
apigenina-7-O-glicosideo;
I MeOH/ canferol-3-O-diglicosideo; Mancini et
M. alypifolia CPGsp o
canferol-3—O-galactosideo; al., 2008
CLAE, RMN : .
guercetina-3-O-galactosideo
5-hidroxi-4',7-dimetoxiflavona-(6-C-6")-5"-
hidroxi-3™",4™,7”-trimetoxiflavona;
MeOH/ ac. galico;
M. cabucu quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosil-(2—1)- Rodrigues et
CLCsg, CLAE, o P
EM. RMN O-B-D-xilopiranosideo; al., 2007

guercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo;
miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo;
guercetina-3-O-B-D-glicopiranosideo;



M. fallax

M. langsdorffii

M. lepidota

M.
ligustroides

M. myriantha

M.
pepericarpa

M. prasina

Hexano/
CG-EM

CH2Cl:
EtOH/
CLV, CLAE,
RMN

H>OEtOH,;
CLV, CLCsp,
CLAE, EM,
RMN

AcOEt
CLCsq,
CPGsp, EM,
RMN

Hexano/
CG-EM

CHCl/
CLV, CLAE,
EM, RMN

EtOH/
CLCsg, EM
RMN

Hexano/
CG-EM

MeOH/

canferol-3-O-B-D-(6"-cumaril)-
glicopiranosideo.

a-amirina
B-amirina;
[B-sitosterol;
estigmasterol;
lupeol.

ac. oleandlico;
ac. oleanonico;
ac. sumaresinolico;
ac. ursolico.

ac. ursolico;
ac. oleandlico;
e derivados sintéticos.

2-metoxi-6-heptil-1,4-benzoquinona;
2-metoxi-6-metil-1,4-benzoquinona;
2-metdxi-6-etil-1,4-benzoquinona;
2-metdxi-6-butil-1,4-benzoquinona;
2-metéxi-6-decil-1,4-benzoquinona;
2-metdxi-6-nonadecil-1,4-benzoquinona;
2-metdxi-6-benzil-1,4-benzoquinona;
2-metdxi-5-(1-hidroxipentil)-1,4-
benzoquinona;
Primina.

a-amirina;

B-amirina;

B-sitosterol;
estigmasterol.
ac. arjundlico;
ac. oleandlico;
ac. ursolico.

3,3'-di-O-metil ac. elagico-4-O-3-D-
xilopiranosideo;
ac. elagico;
ac. galico;
mattucinol-7-O-[4",6"-O-(S)-
hexahidroxidifenil]-B-D-glicopiranosideo;
mattucinol-7-O-[4",6"-di-O-galoil]-B-D-
glicopiranosideo;
mattucinol-7-O-B-D-glicopiranosideo.

a-amirina;
B-amirina;
B-sitosterol;
acetato de a-amirina;
acetato de p-amirina;
campesterol,
estigmasterol;
friedelina;
lupeol.

7-O-a-D-apiofuranosil-(1—6)-3-D-
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Crevelin et
al., 2006

Cunha et al.,
2008

Peixotto et
al., 2011

Gunatilaka et
al., 2001

Cunha et
al.,2003za;
Crevelin et
al., 2006

Cunha et al.,
2006

Li et al.,
2001

Crevelin et
al., 2006

Tarawneh et



M. rubiginosa

M. sellowiana

M.
stenostachya

M. trailli

CLV, CLAE,
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2003b
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CCDp: Cromatografia em Camada Delgada preparativa; CG: Cromatografia Gasosa; CLAE:
Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia; CLCsg: Cromatografia Liquida em coluna recheada
com silica gel; CLCsp: Cromatografia Liquida em coluna recheada com sephadex LH-20,
CLV: Cromatografia liquida no Vécuo; CPGsp: Cromatografia por Permeagdo em Gel
recheada com sephadex LH-20; RMN: Ressonancia Magnética Nuclear; EM: Espectrometria
de Massas; IV: Espectroscopia de Infravermelho; UV: espectroscopia no ultravioleta.
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3.6 Plantas medicinais como produto terapéutico

Dados globais demonstram que 80 % da populacdo mundial vivem em
paises que apresentam baixo indice de Desenvolvimento Humano (IDH) contra 20
% que vivem em paises com alto IDH. Contudo, relacionando estes dados com a
porcentagem de utilizacdo dos medicamentos pela populacdo mundial, verifica-se
gque estes 20 % mais ricos consomem cerca de 85 % dos medicamentos
industrializados. Portanto os 80 % da populagao restante consomem apenas 15 %
dos medicamentos industrializados produzidos no mundo (FERRO, 2006). No
Brasil, segundo o IBOPE, as classes A e B que representam aproximadamente um
guarto da populacdo, sdo responsaveis pelo consumo de quase metade dos
medicamentos comercializados no pais. Dividindo o pais por regides, conclui-se
gue o Sudeste consome metade dos medicamentos comercializados no Brasil
(IBOPE, 2013).

A desigualdade do consumo dos medicamentos industrializados é
consequéncia da falta de acesso da populacdo mais pobre a este tipo de
medicamento, e como resultado a populacao recorre as plantas como Unico recurso
terapéutico disponivel (DI STASI, 1996).

Além de alternativa terapéutica, as plantas também séo utilizadas como uma
estratégia eficaz na descoberta de novos farmacos, visto que o numero de
candidatos a farmaco pode ser superior a 20.000 moléculas testadas para cada
substancia que efetivamente se torna um medicamento (FERREIRA, 1998).

Com o emprego de ferramentas dirigidas como a etnofarmacologia, ou a
modificacdo estrutural de modelos vegetais este numero pode diminuir
drasticamente, e isto significa menor tempo em diversas etapas do processo. Mais
além, isto representa uma economia na faixa de milhées de ddlares, que é o custo

efetivo para se colocar um farmaco no mercado (PAIM, 2000).
3.7 Infeccao
As infecgBes tém elevado impacto sobre o sistema de saude de praticamente

todos os paises, e os menos favorecidos social e economicamente sdo 0s mais

impactados. Dentre as infec¢des, citando como exemplo apenas as do trato aéreo



36

superior, estas foram as principais causas de morte em paises de baixa renda no
ano de 2011 segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), e também foram
responsaveis nestes paises por 11,3 % dos Obitos totais. Ampliando este universo
para todos os paises, as infeccfes do trato aéreo superior sdo a terceira causa de
mortalidade da populacdo mundial, sendo responsavel aproximadamente por 6 %
dos 6bitos (WHO, 2012).

Embora a descoberta dos antibioticos tenha se dado ao acaso, anteriormente
ja existia o interesse nestas substancias, uma vez que teorias ja relacionavam a
existéncia de algumas patologias com a presenc¢a de um microrganismo no individuo
acometido por esta patologia. Pesquisas posteriores acabaram por confirmar esta
hipétese (LEWIS, 2013).

A elevada demanda de antibidticos ocasionada devido a primeira e
principalmente a segunda guerra mundial, e o conhecimento adquirido sobre as
infeccbes, possibilitaram o surgimento de diversos antibidticos derivados das
bactérias do género Streptomyces e fungos dos géneros Penicillium e
Cephalosporium, além de outros derivados de outros géneros. Este contexto
promissor, aliado as teorias que relacionavam a presenca de doencas unicamente a
presenca dos microrganismos ao nosso redor fez surgir uma demanda crescente na
populacdo para utilizacdo indiscriminada dos antimicrobianos (DAVIES; DAVIES,
2010).

O resultado disto foi a insurgéncia disseminada de resisténcia, consequéncia
da pressdo seletiva que eliminava as estirpes sensiveis e deixava apenas as
resistentes. Este fator, associado ao uso equivocado acentuou 0s casos de
resisténcia e foi se agravando por décadas até o surgimento de estirpes microbianas
multirresistentes, no qual os antimicrobianos disponiveis se mostraram ineficazes.
Isto culminou num cenario preocupante, pois 0 surgimento de resisténcia € muito
superior quando comparado ao surgimento de novos antimicrobianos (RIFFEL,
2002).

Desta forma, as plantas medicinais ganharam importancia neste novo
contexto de demanda por novos antimicrobianos e isto se expressa no namero de
artigos publicados sobre atividade antimicrobiana de plantas medicinais que quase
triplicou na ultima década (RIOS; RECIO, 2005).
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3.8 Cancer

Cancer compreende um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento continuo e desordenado de células. Estas células tém
capacidade de invadir e destruir tecidos e érgdos adjacentes, podendo se espalhar
para outras partes, formando metastases. A ocorréncia do cancer é de etiologia
multifatorial, e pode ter origem na combinacéo de varios fatores como 0s externos
ou ambientais que estdo relacionados ao modo de vida, e incluem comportamentos
inadequados do ponto de vista da medicina como o tabagismo, inatividade fisica,
alimentacdo impropria, excesso de peso, consumo excessivo de alcool, exposicao
prolongada a radiacdes ionizantes e a agentes infecciosos especificos (INCA, 2016;
WHO, 2015).

Estes fatores normalmente podem estar relacionados as predisposicdes
internas que incluem alteracGes do aparato genético que se expressam por seguidas
mutagbes em genes supressores de tumor, reparadores do DNA e oncogenes,
normalmente relacionados a protecdo contra as agressdes externas (HANAHAN;
WEINBERG, 2000).

3.8.1 Impacto econémico e social do cancer

O céancer é a patologia que mais impacta os sistemas de saude dos paises a
nivel global. Os gastos relacionados a esta doenca estdo na ordem de 2 (dois)
trilnGes de ddlares, ou 1,5 % do Produto Interno Bruto (PIB) mundial. Este volume é
tdo representativo que esta patologia é tema de debate em féruns econbémicos
mundiais. Apenas na Europa foram gastos, segundo a Sociedade Europeia de
Oncologia Médica, 324 bilhdes de dblares no ano de 2012 com o cancer. Destes, 50
bilhdes foram gastos com o cancer de pulméo e 13 bilhdes com o cancer de mama
(IARC, 2015).

Além dos gastos econdmicos, o cancer também produz consequéncias
sociais aos portadores desta patologia. Estas envolvem desde o maior gasto
percentual com saude da familia do doente, como também da diminuicdo
representativa do salario em virtude da patologia (reducéo de 40 % do valor bruto),
diminuicdo da probabilidade de conseguir emprego apos cinco anos do diagnostico e

baixa autoestima consequéncia do estigma desta patologia (MARIN, 2015).
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3.8.2 Epidemiologia do cancer

O cancer configura-se como um importante problema de saude publica com
elevada incidéncia em paises com populacdoes envelhecidas como a Europa e a
América do Norte como fica demonstrado na figura a seguir que apresenta a
incidéncia de cancer no globo no ano de 2012. Outro aspecto relevante é a
mortalidade pela patologia ja que neste ano foram 8,2 milhées de mortes por cancer
0 que se configura como a segunda causa de morte no mundo. Importante também
€ mencionar que grande parte destas mortes se da em paises pobres, pois 70 %
delas sdo na Asia, Africa, América do sul e América central. Estas mortes se devem,
em grande parte, as limitacfes de recursos destes paises com relacdo a prevencao,
diagndstico e tratamento (WHO, 2012).

Figura 04: Incidéncia de cancer no mundo no ano de 2012
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Fonte: IARC, 2015.

Dentre os diversos tipos se destacam, segundo a mortalidade, o cancer de
pulmao, figado, estbmago, cllon e mama. J4 segundo a morbidade, sao
representativos o cancer de mama, colon e reto nas mulheres e pulméo, préstata e
c6lon nos homens (IARC, 2015). No Brasil estima-se 596 mil novos casos da doenga
em 2016, sendo aproximadamente 301 mil para mulheres e 295 mil para homens.

Destacando-se o cancer de pele, préstata e mama (INCA, 2016).
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3.8.3 Tratamento

Os protocolos clinicos de tratamento atuais para o cancer sdo especificos
para determinado tipo e envolvem varias modalidades terapéuticas como a
radioterapia, a quimioterapia e a cirurgia. A terapéutica visa curar o cancer ou, pelo
menos, prolongar a vida do paciente com qualidade (WHO, 2015).

Tanto a radioterapia como a quimioterapia tém em comum o fato de terem
baixa especificidade para as células cancerigenas, o que representa elevado
nameros de efeitos adversos associados a estas terapéuticas. Sendo assim, a busca
por novos agentes quimioterapicos tem como obijetivo, além da destruicdo do tumor,
descobrir farmacos com menos efeitos adversos, e o0s produtos naturais sao
importantes modelos na busca por estes novos agentes (CRAGG; NEWMANN,
2013).
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4. METODOLOGIA

4.1 Material vegetal

Todas as espécies vegetais empregadas neste trabalho foram coletadas em
areas do corredor de biodiversidade de mata atlantica do Nordeste. A escolha das
espécies foi em virtude da importancia ecolégica que estas espécies desempenham
no ambiente em que estdo presentes. No estado de Alagoas, no ano de 2012, nos
municipios de Flexeiras, Macei6, Murici, Rio Largo e Satuba foram coletadas as
folhas de seis espécies de Miconia: M. amacurensis, M. holosericea, M. hypoleuca,
M. minutiflora, M. mirabilis e M. prasina. Estas espécies foram identificadas pelo
botanico MSc. Earl Celestino de Oliveira Chagas, do Instituto do Meio Ambiente de
Alagoas (IMA-AL). J4 a espécie M. ciliata foi coletada no estado de Pernambuco,
ano de 2015, municipio Barreiros, e identificada pela botanica Angélica Ferreira da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Por ultimo foi preparada uma
exsicata de cada espécie coletada e foram depositadas no Herbario do Instituto de
Meio Ambiente do Estado de Alagoas (IMA-MAC): M. amacurensis (MAC 52.184),
M. holosericea (MAC 43.139), M. hypoleuca (MAC 50.129), M. minutiflora (MAC
50.397), M. mirabilis (MAC 44.990), M. prasina (MAC 50.398) e Herbario
Vasconcelos Sobrinho, Universidade Federal Rural de Pernambuco (PEUFR): M.
ciliata (52.387).

4.2 Obtencao dos extratos

As folhas das espécies coletadas foram secas por 3 dias (72 h) em estufa
com temperatura controlada (50 °C) e renovacdo constante de ar. As mesmas
foram moidas em moinho de facas obtendo-se: M. amacurensis (1.000 g), M. ciliata
(2.000 g), M. holosericea (1.800 g), M. hypoleuca (1.200 g), M. minutiflora (2.000 g),
M. mirabilis (331 g), M. prasina (2.000 g). O material de cada espécie foi extraido
segundo a Figura 05, por maceracdo num periodo de 7 dias em temperatura
ambiente e protegida da luz. Os solventes utilizados foram hexano, acetato de etila

e metanol.



Figura 05: Fluxograma da metodologia de extracdo das espécies de
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4.3 Atividade Antimicrobiana

4.3.1 Microrganismos

41

Miconia

As linhagens de bactérias e do fungo leveduriforme utilizados foram obtidos

da Colecdo de Microrganismos do Departamento de Antibidticos da Universidade

Federal de Pernambuco (UFPEDA). Para este ensaio foram utilizadas quatro
bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (UFPEDAOQ1L), Micrococcus luteus
(UFPEDA 06), Bacillus subtilis (UFPEDA 16) e Enterococcus faecalis (UFPEDA

138); trés bactérias Gram-negativas: Escherichia coli (UFPEDA 224),

Serratia
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marcescens (UFPEDA 398) e Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 39); uma alcool-
acido-resistente: Mycobacterium smegmatis (UFPEDA 71) e a levedura Candida
albicans (UFPEDA 1007).

4.3.2 Método de difusdo em disco

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada pela metodologia de
difusdo em agar, utilizando discos de papel de filtro com diametro de 6 mm,
conforme Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012) para se conhecer
o perfil de atividade dos extratos. Para este ensaio foram utilizados aliquotas de 10
puL dos extratos na concentracdo de 300 mg/mL para impregnar os discos de papel.
Os extratos hexanico e acetato de etila foram solubilizados em DMSO/agua
destilada estéril e o0 metandlico em agua destilada estéril e entdo esterilizados por
filtracdo em membrana de 0,22 um. Uma suspensdo do microrganismo-teste (1,5 x
10® UFC/mL) para bactérias e (1,5 x 10° UFC/mL) para leveduras foi determinada
através da comparacao visual com um padrdo na concentracdo de 0,5 na escala de
Mc Farland e 0,1 mL foi espalhado sobre a superficie de meio s6lido AMH (Agar
Mueller-Hinton) em placa de Petri de (15 x 90 mm). Posteriormente foram
adicionados sobre as placas inoculadas os discos impregnados com os extratos. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 h para bactérias e a 28 °C por 48 h para
leveduras. Apés incubacao foram realizadas as medi¢c6es dos halos de inibicdo do
crescimento microbiano quantificado em mm. Como controle positivo se utilizou
eritromicina para bactérias e nistatina para leveduras. Todos 0s ensaios foram

realizados em triplicata e os mesmos repetidos duas vezes.

4.3.3 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Microbicida Minima
(CMM)

Apo6s conhecer o perfil de inibicAo dos extratos, foi realizado o ensaio de
susceptibilidade pela metodologia da microdiluicdo em caldo para determinacdo da
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Microbicida Minima (CMM)
segundo o National Committee for Clinical Laboratory Standards-NCCLS (2002;
2003). A determinacao da CIM foi feita em placas de 96 pocos estéreis, proprias

para microdilui¢o.
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Inicialmente, foi adicionado em cada poc¢o 90 pL do meio Caldo Muller Hinton
(CMH) e posteriormente, a partir da terceira coluna (A3), adicionou-se 90 pL do
extrato na concentracdo de 16 mg/mL. Esta aliquota foi homogeneizada e
transferida para a quarta coluna (A4) e assim por diante até a décima segunda
coluna (Al12), que recebe o extrato na concentracdo de 0,03 mg/mL. Esta ultima
aliquota (90 pL) depois de homogeneizada é descartada. Por ultimo, foi adicionado
10 pL da suspensdo do microrganismo preparada conforme o método anterior.
Logo, cada pogo recebeu como volume final de 100 pL (90 pL de meio e extrato e
10 puL do microrganismo). As placas com o meio, extrato e microrganismo foram
incubadas por 24 horas (37 °C) para bactérias e 48 horas (28 °C) para leveduras.
Posteriormente foram adicionados 30 uL de rezasurina (0,1 mg/mL) para andlise
guantitativa do crescimento microbiano nos pocos e determinacdo da atividade
antimicrobiana relativa de cada diluicdo das amostras. Para a determinacdo da
CMM repicou-se uma aliquota de 5 pL, das concentracfes que apresentaram
atividade na placa do CIM, em placas de Petri contendo AMH. Estas placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas para bactérias e 28 °C por 48 horas para leveduras.
A CMM foi considerada a menor concentracdo do extrato onde ndo houve

crescimento celular sobre a superficie do AMH.

4.4 Atividade citotoxica

A atividade citotéxica foi realizada através do método do MTT [brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium], que se baseia na capacidade da
enzima succinato desidrogenase, presente no ciclo de Krebs e ativa nas
mitocdndrias viaveis para converter o sal tetrazolium, de cor amarela em cristais de
formazan, de cor purpura (ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983).

As linhagens de células utilizadas foram NCI-H292 (carcinoma
mucoepidermoide de pulm&o humano), HEp-2 (carcinoma de laringe humana),
J774.A1 e RAW 264.7 (macréfagos murinos) mantidas em meio de cultura Meio
Eagle Modificado por Dulbecco, HL-60 (leucemia promielocitica aguda) e MCF-7
(cancer de mama humano) mantidas em meio de cultura Meio Roswell Park
Memorial Institute. Os meios foram suplementados com 10 % de soro fetal bovino e
1 % da solucdo de antibiotico (penicilina e estreptomicina). As células foram

mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera imida enriquecida com 5 % de CO».
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As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 h.
Em seguida as amostras dissolvidas em DMSO (1 %) foram adicionadas aos pogos
na concentracao final de 50 pg/mL. Apds 72 h de reincubacao foram adicionados 25
puL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de incubacédo, o meio de cultura com o MTT
foram aspirados e 100 pL de DMSO foi adicionado a cada poco. A absorbancia foi
medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm. Os
experimentos foram realizados em quadruplicata e a porcentagem de inibicdo foi
calculada no programa GraphPad Prism 5.0.

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das
amostras testadas. Amostras com atividade relevante (95 a 100 % de inibicdo), com
atividade moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 70 a 95 %) e sem
atividade (inibi¢cdo de crescimento menor que 70 %) (RODRIGUES et al., 2014).

4.5 Perfil fitoquimico em cromatografia

A analise do perfil fitoquimico foi feita por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) segundo WAGNER e BLADT (2001) e WAKSMUNDZKA-HAINOS
et al., (2008). Como fase estacionaria foram utilizadas placas com silica gel F2ss €
como fase movel hexano, acetato de etila e metanol nas proporcdes: extrato
hexanico (Hex:AcOEt-7:3), extrato acetato de etila (Hex:AcOEt-6:4), e extrato
metanolico (Hex:AcOEt:MeOH-2:6:2).

Os extratos na concentracdo de 5 mg/mL foram aplicados na base da placa
de silica e colocados para eluir na cuba cromatografica com os eluentes. As placas
com determinados reveladores (tabela 03) foram observadas em céamara
ultravioleta nos comprimentos de onda 254 nm e 365 nm e o0s aspectos visiveis
foram desenhados, outros reveladores exigiram aquecimento a 100 °C até o

aparecimento das bandas coloridas que foram observadas no visivel e ultravioleta.
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Tabela 03: Classes de metabdlitos e os respectivos reveladores do perfil fitoquimico

CLASSES REVELADOR COLORACAO UV/VIS
Dragendorff Laranja VIS
Alcaloides Mayer Branco VIS
Wagner Marrom VIS
Antragquinonas KOH 5% Laranja-avermelhadas UV/VIS
Cumarinas KOH 5% Verde-azuladas UV/VIS
AICls3 Amarelo-esverdeado uv
Flavonoides Anisaldeido-sulfarico Amarelo VIS
) Sulfato cérico Amarelo VIS
Oleos Anisaldeido sulfdrico Vermelho-amarronzadas VIS
essenciais
. Rosa/roxo: triterpenos,
Terpenoides Liebermann-Burchad Azul/verde: esteFr)oides VIS
Vanilina-sulfarica Roxo: terpenos VIS
Taninos FeCls Preto VIS

AICls: cloreto de aluminio, FeCls: cloreto férrico, KOH: hidroxido de potéassio.

4.6 Estudo quimico

O isolamento dos compostos dos extratos ativos foi realizado por métodos
cromatograficos. Para os extratos hexanicos foram realizadas cromatografias em
coluna aberta com fase fixa silica gel 60 G (70-230 mesh) e fase movel
hexano:acetato de etila em modo gradiente de polaridade crescente, isto tanto para
0s extratos como para as fracGes obtidas.

Para o extrato acetato de etila foi realizada inicialmente uma cromatografia
em coluna aberta com fase estacionaria composta por Sephadex LH 20 e MeOH
como fase moébvel. Posteriormente as fracBes obtidas foram submetidas a
sucessivas cromatografias em coluna com silica gel 60 G (70-230 mesh),
utilizando-se como fase mével hexano, acetato de etila e metanol em diferentes
proporc¢oes.

Além da cromatografia em coluna empregou-se no isolamento dos
compostos a recristalizacdo das fracdes que se apresentaram semi-purificadas e a
cromatografia em camada delgada para monitorar as fracdes obtidas da coluna,
como também para certificar o isolamento dos compostos.

A analise estrutural dos compostos isolados foi realizada por métodos
espectrométricos: *H-RMN e *C-RMN e espectrometria de massas. Os espectros
de 'H-RMN foram obtidos a 300 MHz e os de *C-RMN a 75 MHz em um aparelho
Varian Unity Plus-300. O TMS foi utilizado como padréo interno. As analises foram

realizadas na central analitica do Departamento de Quimica Fundamental da
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Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

A analise da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
foi realizada na central analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Séao
Paulo (IQ-USP) em um cromatégrafo gasoso modelo CG-ms QP5050 A, marca
Shimadzu, com fonte impacto de elétrons e analisador quadrupolo. As colunas
utilizadas foram CarbolWAX e 5 %metil-fenil silicone. As condi¢cdes de corrida
foram: temperatura do forno 70 °C com um aumento de 4 °C/min até 280 °C,
quando alcancada a temperatura a mesma foi mantida durante 15 min. O gas
transportador foi hélio, com uma velocidade de fluxo constante de 1,4 mL/min. A
temperatura da fonte de ionizac&o foi mantida a 280 °C, a energia de ionizacdo 70
eV e a corrente de ionizacdo 0,7 kV. Os espectros de massa foram registados em
30-450 m/z.. Os componentes individuais foram identificados pelo seu espectro de
massa correspondentes a 70 eV.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos extratos

Os extratos obtidos pela maceracao tém seus rendimentos apresentados na
Tabela 04. Avaliando as espécies observa-se um comportamento uniforme da
maioria, com excecao para M. ciliata e M. prasina que tiveram rendimento superior
comparadas com as demais. Analisando outros trabalhos com Miconias extraidas
por maceragdo pode-se inferir que estes resultados estdo de acordo com a
literatura uma vez que Cunha et al. (2003a) trabalhando com M. ligustroides obteve
os rendimentos: extrato hexanico (0,8 %), diclorometano (0,5 %) e etandlico (1,1
%). Ja Barroso (2015) trabalhando com M. ferruginata obteve os rendimentos:

extrato hexanico (5 %), acetato de etila (1,6 %).

Tabela 04: Rendimento dos extratos das espécies de Miconia estudadas

Espécie vegetal/extrato Hex (%) AcOEt (%) MeOH (%)
M. amacurensis 0,6 2,3 3,2
M. ciliata 2,5 4.0 6,0
M. holosericea 0,8 1,8 3,3
M. hypoleuca 0,7 1,3 3,7
M. minutiflora 0,7 1 3,3
M. mirabilis 0,5 0,8 4,1
M. prasina 2 1,7 7,7

Hex: hexano, AcOEt: acetato de etila, MeOH: metanol.

5.2 Atividade antimicrobiana

A Tabela 05 apresenta os halos de inibicdo em milimetros para o crescimento
dos microrganismos testados com o0s extratos hexanico, acetato de etila e
metandlico das sete espécies de Miconia. A partir dos resultados obtidos, observa-
se gue o extrato hexanico nao foi ativo, contudo pode-se inferir que esta falta de
atividade esta relacionada as limitagbes do método e ndo propriamente a auséncia
de compostos com esta propriedade. Esta é a maior limitagdo do ensaio, visto que
0 meio em que a substancia teste deve se difundir € um meio polar e o extrato
hexanico é apolar, logo ha uma ma difuséo do extrato no meio, entdo estes extratos
se restringem ao disco, nado inibindo o crescimento do microrganismo e com isso

nao apresentando atividade.
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Tabela 05: Halos de inibicdo em milimetros (mm) dos extratos de espécies de
Miconia frente a microrganismos

GRAM-POSITIVO GRAM-NEGATIVO AAR  FUNGO
Microrganismo 01 06 16 138 39 224 398 71 1007
/|Extrato
M. amacurensis
AN ND ND ND ND ND ND ND ND ND
M. ciliata ND ND ND ND ND ND  ND ND ND
hexano
M. holosericea ND ND ND ND ND ND ND ND ND
hexano
M. hypoleuca ND ND ND ND ND ND  ND ND ND
hexano
M. minutiflora
e ano ND ND ND ND ND ND  ND ND ND
M. mirabilis ND ND ND ND ND ND  ND ND ND
hexano
M.prasina ND ND ND ND ND ND ND ND ND
hexano
M. amacurensis 9,7 13,3 12,3 12,3
ACOEt +0.6 06 <06 NP ND o ND - ND  ND X0.6
M. ciliata 18,3 231 12,5 15,3 21,7 231
ACOEt +03 03 +10 NP 43 ND O ND 53 +1.0
M. holosericea 13,3 17,7 11,3 16,0
ACOEt +06 w06 #12 NP ND ND - ND  ND +1.0
M. hypoleuca 12,3 15,3 8,00 13,3
ACOEt 106 +15 00 ND ND  ND  ND  ND X056
M. minutiflora 10,7 16,0 9,3 12,7
ACOEt +12 10 06 NP ND o ND - ND  ND X0.6
M. mirabilis 14,7 14,3 10,7
ACOEt 106 06 +06 NP ND o ND - ND  ND ND
M. prasina 13,3 20,0 12,3 12,7 247
ACOEt +0,6 +10 #12 NP ND ND ND o6 +0,6
M. amacurensis 19,7 24,7 10,0 13,0 24,7 20,7
MeOH 106 06 10 NP 4 NDOOND 5 +1.2
M. ciliata 20,3 227 8,3 11,6 9,3 12,7
MeOH +0,3 03 03 NP w03 D ND 56 +1,0
M. holosericea 19,7 22,3 9,3 12,0 24,7 22,7
MeOH +0,6 06 06 NP w00 No ND .56 +0,6
M. hypoleuca 20,0 23,7 12,0 12,0 23,7 19,3
MeOH +0,0 06 +20 NP w00 N NDh +1,5
M. minutiflora 13,7 22,0 12,3 8,7 16,3 21,7
MeOH +0,6 +00 06 ND 06 D ND 456 +1,5
M. mirabilis 14,0 243 13,0 21,3 22,0
MeOH +0.0 06 00 NP ND ND - ND 0.0
M. prasina 7,3 14,7 8,7
MeOH +0,6 11  +12 NP ND ND  ND ND ND

01: S. aureus, 06: M. luteus, 16: B. subtilis, 138: E. faecalis, 39: P. aeruginosa, 224: E. coli, 398: S.
Marcencens, 71: M. smegmatis, 1007: C. Albicans, Hex: hexano, AcOEt: acetato de etila, MeOH:
metanol, ND: néo detectado.

A atividade dos extratos metandlicos foi superior em numero de espécies
inibidas e também mostraram maior espectro de atividade, pois conseguiram inibir
0 crescimento de bactérias gram-positivas (S. aureus, M. luteus e B. subtilis), gram-
negativa (P. aeruginosa), Aalcool-acido-resistente (M. smegmatis) e fungo

leveduriforme (C. albicans), enquanto que o extrato acetato de etila foi ativo no
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geral apenas frente as bactérias gram-positivas.

No teste de difusdo em agar, o diametro do halo de inibicdo nao foi
considerado para o estudo, j4 que a metodologia da difusdo em agar com disco de
papel foi utilizada apenas como parametro para determinar o perfil de inibicdo dos
extratos. Logo todos os microrganismos que foram inibidos pela difusdo em agar
com disco de papel foram avaliados pela metodologia de microdiluicdo para
determinacao da sua CMI e CMM.

A Tabela 06 apresenta a CMI e a CMM dos extratos das sete espécies de
Miconia. Observa-se que o0s extratos mostraram atividade frente a todos os
microrganismos testados 0 que contrasta com os resultados da difusdo em que

somente 0s extratos mais polares foram ativos.

Tabela 06: Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima Microbicida (CMM) em
mg/mL dos extratos de espécies de Miconia.

CIM/CMM GRAM POSITIVA GRAM NEG. AAR* FUNGO
Microrgan. /Extrato 01 06 16 39 71 1007
M. am:;;r:gnsis 1/8 2/8 1/16 2/8 1/2 1/2
M ciliata 212 0,12/0,5 2/8 0,5/2 2/4 2/8
M.Polosericea 5 ,25/4 214 0,12/0,25 4/16 1/8 112
M. E)g)((;lnectjca 2/16 0,5/8 1/8 2/8 1/2 1/4
" exano 2/8 18 1/8 2/4 218 214
M. mirabilis 1/8 0,5/4 0,5/4 1/8 0,5/2 212
M. prasina 0,5/8 1/8 0,5/4 1/4 1/2 1/4
M- amactrensis 0,58  0,06/025  0,25/1 1/2 0,5/1 0,5/1
M. clata 0251 006012  2/2 0,25/1 0,5/4 1/4
M. holosericea 0,25/4 0,25/2 2116 2/16 1/2 1/2
M. wcpgllzetuca 1 1/8 1/32 2/4 0,5/1 22
M. minutiflora 1/16 2/8 1/16 214 0,25/1 1/2
M. /:nciggtms 1/8 2/16 2/8 0,5/2 2/4 2/4
M. prasina 0252  0,06/05  0,25/2 1/2 0,5/0,5 0,12/1
M- amacurensis  0,25/2  0,25/0,25 212 0,5/1 0,25/0,25 0,5/1
M el 0,25/0,25 0,06/0,12  4/8 0,5/2 2/8 1/4
M-holosericea o254 0,06/2 214 0,5/2 0,25/0,5 0,5/8
M. Hypoleuca 0,25/2 1/2 2/4 0,5/0,5 0,5/0,5 1/2

MeOH
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M. minutiflora

MeOH 0,5/1 1/8 4/4 1/1 0,5/0,5 1/8
M. mirabilis

MeOH 0,5/2 0,06/1 1/1 0,5/0,5 0,25/0,5 0,5/2
M. prasina

MeOH 2/4 2/8 8/32 8/16 8/16 16/16

01: S. aureus, 06: M. luteus, 16: B. subtilis, 138: E. faecalis, 39: P. aeruginosa, 224: E. coli, 398: S.
Marcencens, 71: M. smegmatis, 1007: C. Albicans, Hex: hexano, AcOEt: acetato de etila, MeOH:
metanol, AAR: &lcool-acido resistente.

Analisando-se de maneira geral ndo € possivel definir uma polaridade de
extrato que se sobressai sob 0os demais, mas com relacdo a morfologia microbiana
pode se inferir que as bactérias gram-negativas foram inibidas em concentracdes
superiores quando comparadas as gram-positivas.

Segundo diversos autores em microbiologia dentre eles Rios e Recio (2005)
um extrato pode ser considerado promissor para futuros estudos de investigacéo
guando se apresenta ativo numa concentracao inferior a 0,1 mg/mL, logo a partir
deste parametro destacam-se 0s extratos em acetato de etila de M. amacurensis,
M. ciliata e M. prasina que se mostraram ativos numa concentragdo de 0,06 mg/mL
frente a M. luteus, como também os extratos metandlicos de M. ciliata, M.
holosericea e M. mirabilis ativos frente ao mesmo microrganismo nesta
concentracao.

Comparando os resultados obtidos com outras espécies de Miconia, pode-se
perceber uma atividade superior da maioria das Miconias avaliadas neste estudo,
uma vez que estas apresentaram CMI inferior a 1 mg/mL frente a maioria dos
microrganismos. Contudo os trabalhos que avaliaram a atividade antimicrobiana de
miconias geralmente obtiveram CMI igual ou superior a este valor como nos casos
de M. Cabucu, M. stenotachya e M. rubiginosa (BUSSMANN et al., 2010,
RODRIGUES et al., 2008).

5.3 Atividade Citotoxica

A Tabela 07 apresenta o resultado da avaliacdo da citotoxicidade dos
extratos de espécies de Miconia frente as linhagens de células tumorais humanas
HEp-2 (carcinoma de laringe humana), NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de
pulmdo humano), HL-60 (leucemia promielocitica aguda), MCF-7 (cancer de mama)

e as linhagens de macréfagos murinos (J774.A1 e RAW 264.7).

Todos os extratos testados apresentaram atividade frente a uma linhagem
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cancerigena, pois segundo a escala empregada todos inibiram alguma linhagem
com valores de inibicdo variando entre 70 a 90 %, o que se configura como atividade
moderada.

Comparando as linhagens cancerigenas observa-se que o0s extratos acetato
e hexano de todas as espécies avaliadas foram mais ativos frente a HEp-2, pois
todos inibiram esta linhagem com porcentagem de inibicdo superior a 70 %. Ja a
linhagem HL-60 também se mostrou sensivel a maioria destes extratos, pois
apenas o extrato hexano de M. prasina e M. minutiflora inibiram o crescimento

desta linhagem em porcentagem inferior a 70 %.

Tabela 07: Avaliacé@o da citotoxicidade de extratos de espécies de Miconia frente a linhagens de
células cancerigenas e macréfagos murinos
% de inibicdo
NCI-292 HL-60 MCF-7 HEP-2 J774.A1 RAW 264.7

Extrato

M. amacurensis

22,70 71,37 50,72 90,87 35,40 49,98
Hexano
M. holosericea
Herano 58,16 95,43 76,17 91,67 91,50 73,81
M. hypoleuca 75,67 99,54 39,74 92,31 27,70 NT
Hexano
M. minutiflora 16,12 48,74 50,38 88,07 32,50 74,73
Hexano
M. mirabilis 32,83 89,77 58,27 89,69 35,20 69,13
Hexano
M. prasina
bl 23,03 61,05 56,06 93,76 31,40 55,74
M. amacurensis 27,70 91,79 51,36 89,00 78,40 90,44
ACOEt
M. holosericea
ACOEt 60,26 94,82 72,62 92,17 90,40 08,78
M. hypoleuca 86,49 100,00 30,84 93,02 69,10 NT
AcOEt
M. minutiflora
P ORt 91,35 96,57 43,44 95,16 84,40 92,85
M. mirabilis
AOET 18,49 90,13 68,02 91,55 88,60 96,05
M. Prasina
AeORt 20,86 93,46 62,20 89,84 73,80 87,04
M. amacurensis 33,42 32,69 62,54 28,80 55,60 19,58
MeOH
M. holosericea
Moo 53,03 100,00 42,48 82,39 26,20 54,96
M. hypoleuca 65,56 68,67 40,80 56,73 49,70 NT
MeOH
M. minutifiora 12,83 32,42 37,56 47,62 8,80 36,50
MeOH
M. mirabilis 22.37 19,52 3937 2488 31,40 9,85
MeOH
M. Prasina
Moo 22,37 8,07 48,30 30,79 61,10 35,73

HEp-2 (carcinoma de laringe humana), NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulméo
humano), HL-60 (leucemia promielocitica aguda) e MCF-7 (cancer de mama), J774.A1, RAW 264.7
(macréfagos murinos); Hex: hexano, AcOEt: acetato de etila, MeOH: metanol, NT: n&o testado.
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As demais linhagens por outro lado sO foram inibidas com porcentagem
superior a 70 % pelo extrato hexanico em uma Unica espécie vegetal e pelo extrato
acetato em duas espécies. Pode se atribuir tal fato a resisténcia natural de
determinada linhagem frente aos agentes testados.

Com relacdo as linhagens celulares de macrofagos murinos pode se
perceber no geral uma menor inibicAo no crescimento destas células quando
comparadas as linhagens cancerigenas, ja que ficou claro nos extratos hexanico e
metandlico valores de inibi¢cdo inferiores a 70 % em praticamente todas as espécies
e isto é indicativo de baixa toxicidade destes extratos.

Avaliando os extratos por polaridade pode se perceber uma clara atividade
superior dos extratos hexanico e acetato, ja que apenas o extrato metandlico de M.
holosericea conseguiu inibir o crescimento de, pelo menos, duas linhagens
cancerigenas com porcentagem superior a 70 %. Pode se atribuir tal fato a
presenca majoritaria dos terpenos encontrados no perfil fitoquimico dos extratos
hexanico e acetato.

Dentre os resultados apresentados observa-se que se destacam as espécies
M. holosericea e M. hypoleuca, pois as mesmas conseguiram inibir o crescimento

de trés linhagens cancerigenas tanto no extrato hexanico quanto no extrato acetato.

5.4 Perfil fitoquimico

A Tabela 08 apresenta as classes de compostos presentes nos extratos
hexanico, acetato de etila e metandlico das espécies de Miconia estudadas.

A partir do perfil apresentado e dos trabalhos realizados com o género
Miconia pdde-se perceber uma tendéncia na biossintese das determinadas classes
de metabdlitos secundarios no género, e isto fica evidente por que nenhuma
espécie apresentou alcaloides e saponinas em nenhum extrato. Por outro lado,
todas apresentaram terpenoides no extrato hexanico e cumarinas no extrato
acetato. Praticamente todas as espécies apresentaram taninos e flavonoides no
extrato metandélico.

Com relacdo a variedade de compostos de uma mesma classe, observou-se
um claro padréo na biossintese de diversos terpenoides que se apresentaram sob a
forma de diversas manchas com Rf distintos, mas que tinham em comum a

presenca da coloracao referente aos terpenos com os reveladores especificos.
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Ext/composto Alcaloide  quinona Cumarina Flavonoide Tanino Terpenoide Saponina
M. amacurensis
Hexano - - - - - ++ -
AcOEt - - + + - + -
MeOH - - - + - -
M. ciliata
Hexano - - - - - ++ _
AcOEt - - - - - ++ -
MeOH - - - - + - -
M. holosericea
Hexano - - - - - ++ -
AcOEt - - + + )
MeOH - - -
M. hypoleuca
Hexano - - + - - ++ -
AcOEt - - + + - + -
MeOH - - + -
M. minutiflora
Hexano - - - - - ++ -
AcOEt - - + - - + -
MeOH - - + + _
M. mirabilis
Hexano - - - - - -
AcOEt - - + - - -
MeOH - - + +
M. prasina
Hexano - - - - - + -
AcOEt - - + + - + -
MeOH - - - + + + -

Hex: hexano, AcOEt: acetato de etila, MeOH: metanol; ND: ndo foi detectada a presenca desta

classe de compostos, PRES: 0 extrato apresentou esta classe de compostos.

Estes dados estdo de acordo a literatura, uma vez que varios artigos com

espécies de Miconia mostram clara tendéncia ao isolamento de esteroides e

triterpenos como, por exemplo, em Chan et.al. (1992) no qual foram isolados trés

triterpenos de M. stenotachia. Macari et al. (1990) isolaram outros trés triterpenos

diferentes de M. albicans, ou ainda no trabalho descrito por Crevelin et al. (2006)
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em que foram isolados nove triterpenos e esteroides de cinco espécies de Miconia.

5.5 ESTUDO QUIMICO

A partir dos resultados das atividades biolégicas escolheu-se as espécies M.
holosericea e M. hypoleuca para dar prosseguimento no estudo quimico. Esta
escolha justifica-se por que ambas apresentaram melhores resultados na atividade
citotdéxica ou na atividade antimicrobiana comparando com as demais espécies de

Miconia.k

5.5.1 Miconia hypoleuca

5.5.1.1 Extrato hexanico

O fracionamento do extrato em hexano foi realizado por cromatografia liquida
em coluna aberta recheada com silica gel, obtendo-se 130 fra¢Bes (Figura 06, pag.
55). Em seguida, as fracdes semelhantes foram reunidas apds analise por CCD, o
gue resultou em 49 fracdes e destas apds purificacdo, obtiveram-se 17 fracdes. As
fracbes que tinham peso superior a 50 mg, foram avaliadas quanto a sua
capacidade de inibir o crescimento de linhagens de células cancerigenas, o
resultado desta analise encontra-se na Tabela 09.

As 07 fracbes foram purificadas dando origem a 8 triterpenos e 3 esteroides,
alguns destes ja foram identificados e os demais estdo em fase de identificacdo por
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de
Massas (EM).

Tabela 09: Avaliacdo da citotoxicidade das fracdes do extrato hexanico de M. hypoleuca
frente a linhagens de células cancerigenas

Linhagem/ \~r 7 NCLH202  HEP-2 HL-60 1774

. Fracao
S HP 42 48,8 72,4 92,6 78,7 13,7
é HP 43 75,2 66,2 91,8 78,9 10,7
= HP 44 101,7 64,5 95,0 97,5 97,5
g HP 47 100,2 53,1 93,8 97,5 97,2
8 HP 49 21,8 66,2 99,0 75,8 13,7
= HP 51 72,5 66,0 86,6 78,7 85,3
HP 129 36,4 72,0 93,4 10,1 21,9

HEp-2 (carcinoma de laringe humana), NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulm&o humano),
HL-60 (leucemia promielocitica aguda) e MCF-7 (cancer de mama).
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Figura 06: Fluxograma de fracionamento do extrato hexanico de M. hypoleuca

EXT HEX MHP
(3.2¢)

Cromatografia em coluna com silica
gel fase mével Hexano / AcOEt

|
| | | | |

Hexano/AcOEt Hexano’/ AcOEt Hexano/ AcOEt Hexano/ AcOEt Hexano/ AcOEt
(9.5:0,5) ©@:1 (8,5:1,5) (8:2) (7:3)

H ! ) H |

F1-F7 F8-F40 F41-F61 F62-F99 F100-F130
(952 mg) (583 mg) (703 mg) (432 mg) (187,7mg)
Recristalizagdo Recristalizagdo Recristalizac3o Recristalizagao Recristalizagao

] F42F43(0 47|[F49F51
41 23||25|(33||14|[21 || 17
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5.5.1.1.1 Elucidagéo estrutural dos compostos isolados

w
\=]

5.5.1.1.1.1 Fracéo 42

A fracdo 42 (23 mg) se apresentou como um solido branco, solavel em
acetato de etila e que sob a Cromatografia em Camada Delgada apresentou-se
como uma banda de coloracdo roxa e roseo-avermelhada nos reveladores
anisaldeido e Liebermann-Burchadd, respectivamente, indicativa da presenca de
terpeno.

O composto presente nesta fracdo foi identificado por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) em comparacdo com dados da
literatura.

O cromatograma obtido da cromatografia gasosa apresentou 4 picos
majoritarios (Apéndice A, pag. 85) e um tinha perfil de triterpeno com base em seu
espectro de massas € ele o pico 19 com tempo de retencdo de 68,8 minutos.

O pico 19 apresentou os fragmentos caracteristicos e intensidades m/z 426
(5), m/z 411 (1), m/z 408 (0,7) m/z 393 (1), m/z 218 (100), m/z 203 (25), m/z 189
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(24), m/z 133 (24), m/z 207 (12). O pico do ion molecular foi encontrado em m/z 426
seguido do pico m/z 411 [M-15] indicativo da perda de metila, do pico m/z 408 [M-18]
indicativo da perda de agua, do pico m/z 393 [M-15-18] indicativo da perda de metila
e agua, o pico base m/z 218 se deve a presenca dos anéis CDE do fragmento A
(Figura 07) seguido do pico m/z 203 referente ao fragmento 218-15, com a perda da
metila em C-17 mais os picos m/z 189 [203-18] e m/z 133 sao indicativos segundo
Budzikiewicz (1963) e Djerassi (1962) de triterpenos do tipo oleanano e ursano
insaturados em C-12 e com substituicdo apenas em C-17 (Figura 07, fragmento A).

O pico m/z 207 neste caso estad relacionado aos anéis AB (Figura 08,
fragmento A) dos triterpenos e esta substituido com a hidroxila em C-3, a presenca
do pico m/z 393 indicando a perda de &gua contribui com esta afirmacédo. Logo a
partir do exposto trata-se de uma amirina, e neste caso o que vai diferencia-las é
apenas a intensidade dos picos m/z 203 e m/z 189 e comparando os com dados
com a literatura pode se perceber que na a-amirina 0s picos tém a mesma
intensidade como pode ser observado. Logo este composto € o urs-12-en-3-ol que é
a a-amirina (Figura 08) cuja formula molecular é C3oHs0O e a massa 426 (FINGOLO
et al., 2013).

Os triterpenos do tipo ursano, oleananos e lupanos séo considerados agentes
promissores para o tratamento do cancer, uma vez que tem boa atividade anticancer
e baixa toxicidade (VECHIA et al., 2009).

Dentre os triterpenos, o composto isolado nesta fracdo, a a-amirina € comum
no reino vegetal e possui diversas atividades bioldgicas ja descritas. Na literatura
destacam-se a atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria, anti-tlcera,
tripanocidal, gastroprotetora, antialérgica e anti-nociceptiva. A a-amirina, ja foi
isolada anteriormente em espécies de Miconia: M. albicans, M. cabucu, M.
ligustroides, M. pepericarpa, M. rubiginosa e M. sellowiana (CUNHA et al.,2003a;
CREVELIN et al., 2006; PIERONI et al., 2011, VAZQUEZ, 2012).

Com relacéo a atividade citotoxica da fracdo 42 a mesma apresentou inibicéo
frente a trés linhagens de células cancerigenas e ao mesmo tempo mostrou baixa
toxicidade a linhagem de macréfagos murinos. Contudo, esta fracdo apresentou
como terpeno apenas a-amirina que ja tem seu potencial citotoxico bem
documentado e considerado baixo quando comparado aos seus derivados
(BARROS et al., 2011; LASZCZYK, 2009).
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Figura 07: Esquema geral da fragmentacéo de triterpenos pentaciclicos do tipo

ursano e oleanano e os fragmentos comuns obtidos
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5.5.1.1.1.2 Fracéo 43

A fracdo 43 (25 mg) apresentou-se como um sélido branco, soluvel em
acetato de etila e mostrou sob a cromatografia em camada delgada a presenca de
trés bandas de coloracdo roxa e réseo-avermelhada nos reveladores anisaldeido e
Liebermann-Burchadd respectivamente, indicativo da presenca de terpenos.

Estes compostos foram identificados por Espectrometria de Massas (EM). O
cromatograma obtido da cromatografia gasosa apresentou 5 picos majoritarios
(Apéndice A, pag. 86) e trés tinham perfil de triterpenos com base em seus espectros
de massas sao eles os picos 25, 27 e 41 com tempo de retencdo de 66,5, 66,9 e
68,8 minutos respectivamente.

O pico 25 apresentou os fragmentos principais e intensidades m/z 426 (3),
m/z 411 (1), m/z 408 (1), m/z 393 (1), m/z 218 (100), m/z 207 (7), m/z 203 (58), m/z

189 (21), m/z 133 (13). O pico do ion molecular foi encontrado em m/z 426 seguido
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do pico m/z 411 [M-15] indicativo da perda de metila, do pico m/z 408 [M-18]
indicativo da perda de &4gua, do pico m/z 393 [M-15-18] indicativo da perda de metila
e agua, mais a presenca do pico base m/z 218 referente, segundo Budzikiewicz
(1963) e Djerassi (1962), ao fragmento correspondente aos anéis CDE (Figura 07,
fragmento A), o pico m/z 203 referente ao fragmento [A-15], que é perda da metila
em C-17, m/z 189 [203-18] e m/z 133 caracteristicos de um triterpeno insaturado em
C-12 do tipo oleano e ursano com substituicdo apenas em C-17 (Figura 07,
fragmento A).

Outro pico importante presente € o m/z 207 relacionado aos anéis AB (Figura
07, fragmento B) dos triterpenos e estd substituido com a hidroxila em C-3, a
presenca do pico m/z 393 indicando a perda de agua contribui com esta afirmacao.

Logo a partir dos dados pode-se inferir que se trata de uma amirina, e neste
caso o que vai diferencia-las é apenas a intensidade dos picos m/z 203 e m/z 189,
na B-amirina o0 m/z 203 € duas vezes mais intenso que o m/z 189 (FINGOLO et al.,
2013). Portanto este composto € Olean-12-en-3-ol ou B-amirina (Figura 09) cuja
formula molecular é C3Hs0O e a massa 426.

O pico 27 apresentou os fragmentos principais e intensidades m/z 424 (9),
m/z 409 (5), m/z 218 (91), m/z 203 (29), m/z 189 (24), m/z 133 (24), m/z 205 (11). A
presenca do ion molecular em m/z 424, seguida da presenca do pico m/z 409 [M-15]
da perda da metila e da presenca dos picos caracteristicos m/z 218 (Figura 07,
fragmento A), m/z 203 [218-15] (Figura 07, fragmento A), m/z 189 [203-18], e m/z
133 caracteristicos de um triterpeno insaturado em C-12 do tipo oleano e ursano.

Outro pico importante presente € o m/z 205 relacionado aos anéis AB (Figura
07, fragmento B) dos triterpenos e somado a auséncia de um pico com perda de
agua mais a presenca do ion molecular m/z 424 indicam a auséncia de uma
hidroxila no carbono-3 e isso sugere se tratar do composto Urs-12-en-3-ona que é a
a-amirona (Figura 09) de formula molecular C3oH40 e a massa 424.

O pico 41 apresentou os fragmentos principais e intensidades m/z 426 (3),
m/z 411 (1), m/z 393 (1), m/z 218 (100), m/z 203 (58), m/z 189 (21), m/z 133 (13)
estes picos e comparacéo com a literatura indicam se tratar novamente da a-amirina
(Figura 09).

A a-amirina também foi identificada por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) através de *H RMN e *C RMN. A andlise do espectro de

'H RMN (Apéndice B, pag. 90) apresentou indicios da presenca de triterpenos como
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o multipleto em 3,48 ppm caracteristico da presenca de hidrogénio de carbono
carbindlico (C-3), um multipleto em 5,24 ppm caracteristico de hidrogénios de
olefinas, além de uma grande concentracao de sinais entre 0,8 e 2,1 ppm.

O espectro de *C RMN (Apéndice B, pag. 91) confirmou o indicativo da
presenca de triterpeno com a presenca de trinta sinais e dentre eles a presenca do
carbono carbindlico (C-3) em 78,2 ppm, a presenca da dupla entre C-12 e C-13, com
sinais caracteristicos de esqueletos do tipo ursano em 125,0 e 139,9 ppm. Isto
comparado aos dados da literatura contidos na tabela 10 confirmam que o composto
isolado € a a-amirina (Figura 09).

A B-amirina, ja foi isolada anteriormente nas espécies de Miconia: M. albicans,
M. cabucu, M. ligustroides, M. pepericarpa, M. rubiginosa e M. sellowiana (CUNHA et
al.,2003a; CREVELIN et al., 2006; PIERONI et al., 2011, VAZQUEZ, 2012).

A a-amirona nunca foi isolada no género Miconia, em Melastomataceae elafoi
isolada pela primeira vez na espécie Marcetia velutina, apesar de fazer parte da via
biossintética da a-amirina, este composto € incomum e por isso nao ha estudos
sobre o potencial citotéxico do mesmo (LEITE, 2009).

Como esta fracdo apresentou resultados da citotoxicidade similares a fracédo
42, apenas a linhagem MCF7 foi inibida em porcentagem superior, ndo esta claro se
esta atividade se deve a a-amirona ou a a-amirina, contudo esta fragdo € também
interessante, pois inibiu trés linhagens de células cancerigenas com porcentagem
superior a 70 % e ao mesmo tempo ndo foi toxica a linhagem de macrofagos

murinos.

Figura 09: Estrutura dos compostos isolados da fracdo 43
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Tabela 10: Dados de *C RMN da fracdo 43 [101 MHz, piridina-d5, & (ppm)] e da
alfa-amirina [CDCl3, & (ppm)] (MENDES; CRUZ; DAVID, 1999).

Posicéo a-amirina 43
1 38,7 39,3
2 27,2 27,0
3 78,3 78,2
4 38,7 39,5
5 55,2 55,8
6 18,3 17,9
7 32,9 34,1
8 40,0 40,4
9 47,7 48,2
10 36,9 37,2
11 23 23,3
12 124.3 125,0
13 139,3 139,9
14 42,0 42,4
15 28,7 28,4
16 26,6 26,6
17 33,7 33,4
18 58,9 59,3
19 39,6 39,9
20 39,6 40,0
21 31,2 31,6
22 41,5 41,8
23 28,1 28,4
24 15,6 16,4
25 15,6 16,0
26 16,8 16,7
27 23,3 23,6
28 28,1 28,2
29 17,4 17,2
30 21,3 21,6

5.5.1.1.1.3 Fracao 44

A fracdo 44 (33 mg) apresentou-se como um sélido branco, soluvel em
acetato de etila e que demonstrou sob a cromatografia em camada delgada a
presenca de trés bandas de coloracdo roxa e réseo-avermelhada nos reveladores
anisaldeido e Liebermann-Burchadd respectivamente, indicativas da presenca de
terpenos

Os compostos foram identificados por Espectrometria de Massas (EM). O
cromatograma obtido da cromatografia gasosa apresentou 5 picos majoritarios

(Apéndice A, pag. 87) e trés tinham perfil de triterpenos com base em seus espectros
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de massas sao eles os picos 21, 32 e 38 com tempo de retencéo de 57,3, 66,2, 68,3
minutos respectivamente.
A substancia do pico 21 apresentou os fragmentos principais e intensidades
m/z 428 (4), 413 (2) 410 (1), 315 (1), 287(6), 273 (2), 246 (10), 245 (21), 246 (10),
231 (7), 213 (1), 163(3). O espectro de massas mostrou um pico em m/z 428
correspondente ao ion moleucular. Seguido dos picos m/z 413 [M-15] e m/z 410 [M-
18] mais a presenca do pico m/z 273 (Figura 10, fragmento A) referente a perda da
cadeia lateral, seguido da presenca do pico m/z 245 referente a perda da carbonila
[273-28], ainda a presenca dos picos caracteristicos da fragmentacdo do anel D m/z
246, m/z 231 e m/z 213 (Figura 10, fragmentos C e D), o pico m/z 163 (Figura 10,
fragmento E) referente a clivagem do anel C e também os picos m/z 315 [M-111]" e
m/z 287 [M-139]" referentes a quebra do anel B (Figura 10, fragmento G) sé&o
indicativos da presenca de um esteroide com insaturacdo em C-5 e hidroxila em C-3
com uma cadeia lateral de C11H23.
Figura 10: Esquema geral da fragmentacado de esteroides
g
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O pico 32 apresentou os fragmentos principais e intensidades m/z 426 (4),
m/z 411 (2), m/z 218 (100), m/z 203 (56), m/z 189 (19), m/z 133 (14) estes picos
guando comparados com a literatura indicam se tratar novamente da -amirina.
O pico 38 apresentou os fragmentos principais e intensidades m/z 426 (6),
m/z 411 (2), m/z 393 (1), m/z 218 (100), m/z 203 (28), m/z 189 (29), m/z 133 (30)
estes picos quando comparados com a literatura indicam se tratar novamente da a-

amirina.
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5.5.1.1.1.4 Fracao 47

Os compostos isolados da fracdo 47 (14 mg) apresentaram-se como um
solido branco, soluvel em acetato de etila e que demonstrou sob a cromatografia em
camada delgada a presenca de duas bandas de coloracdo roxa e roseo-
avermelhada nos reveladores anisaldeido e Liebermann-Burchadd respectivamente,
estas cores sao indicativas da presenca de triterpenos.

Estes compostos foram identificados por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) através de *H RMN e *C RMN, além da comparacéo de
dados com a literatura.

O espectro de 'H RMN da fracdo 47 (Apéndice B, pag. 92) é tipico de
triterpenos e 0s sinais caracteristicos como o singleto em 3,27 ppm referente ao
hidrogénio do carbono carbindlico em C-3, o singleto largo em 5,3 ppm dos
hidrogénios das olefinas, além de uma grande concentracao de sinais entre 1,0 e 2,3
ppm.

O espectro de *C RMN (Apéndice B, pag. 93) indicou se tratar de uma
mistura de trés triterpenos visto que foram encontrados 70 sinais, e dentre eles os
sinais do carbono carbindlico (C-3) de cada estrutura em 78,15 e 78,19 ppm,
também estavam presentes os sinais da dupla em C-12 125,71; 127,9 ppm e C-13
139,33, 144,89 ppm. Estes sinais sdo indicativos da presenca de esqueletos do tipo
ursano e oleanano segundo Olea e Roque (1990). Outros sinais presentes em
180,24 e 179,95 ppm sao referentes a funcdo acido carboxilico presente em ambos.
Logo esses dados em conjunto com os obtidos a partir do espectro de *H RMN e a
comparacao com os dados da literatura presentes na tabela 11, permitiu identificar
dois triterpenos: o 4cido ursolico e o acido oleandlico (Figura 11).

Nesta fracdo novamente foram isolados triterpenos comuns no reino vegetal,
0os acidos ursolico e oleandlico sdo comumente isolados em mistura. Estes
compostos ja foram isolados anteriormente em diversas espécies de Miconia. O
acido ursoélico: M. albicans, M. fallax, M. langsdorffii, M. ligustroides, M. sellowiana.
Acido oleandlico em: M. albicans, M. fallax, M. langsdorffii, M. ligustroides. Com
relacdo a atividade citotoxica ambos ja foram extensamente estudados com suas
ICso ja estabelecidas para mais de dez linhagens de células cancerigenas, algumas
com resultados relevantes (CUNHA et al., 2003a; CREVELIN et al., 2006
LASZCZYK, 2009; CREVELIN et al., 2006; PIERONI et al., 2011, VECHIA, 2009).
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A atividade citotdxica da fracdo 47 apresentou um percentual de inibicdo
sempre superior a 90 % nas trés linhagens cancerigenas. Contudo a mesma se
mostrou téxica para a linhagem de macréfagos murinos, com inibicdo de 97 % o que
evidencia sua toxicidade e inabilita para testes futuros como um farmaco para este

fim.

Tabela 11: Dados de RMN de *°C da fracdo 47 [125 MHz, piridina-d5, 3C (ppm)] e
dos acidos oleandlico e ursdlico [piridina-d5, 8C (ppm)] (AGRAWAL, JAIN, 1992,
MOREIRA, 2000).

Acido Acido

Posicdao L1 47 | 1 47 1
ursolico oleandlico
1 39,4 39,4 38,9 39,0
2 28,1 28,1 28,2 28,3
3 78,1 78,2 78,0 78,1
4 39,1 39,1 39,4 39,5
5 55,8 55,8 55,8 55,8
6 18,8 18,8 18,8 18,8
7 33,6 33,6 33,3 33,3
8 40,0 40,0 39,8 39,8
9 48,0 48,1 48,2 48,1
10 37,3 37,3 37,4 37,5
11 23,6 23,6 23,8 23,8
12 125,7 125,7 1225 122,6
13 139,3 139,3 144.,8 144.8
14 42,5 42,5 42,0 42,0
15 28,7 28,7 28,3 28,6
16 24,9 24,9 23,8 23,8
17 48,0 48,1 46,7 46,7
18 53,6 53,6 42,0 42,0
19 39,5 39,5 46,7 46,5
20 39,4 39,4 31,0 31,0
21 31,1 31,1 34,3 34,2
22 37,5 37,5 33,3 33,2
23 28,8 28,8 28,7 28,8
24 16,6 16,6 16,5 16,6
25 15,7 15,7 15,5 15,6
26 17,5 17,5 17,5 17,5
27 23,9 23,9 26,2 26,2
28 179,9 179,9 180,2 180,2
29 17,5 17,5 33,3 33,3

30 21,4 21,4 23,8 23,8
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Figura 11: Estrutura dos triterpenos isolados da fragao 47
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5.5.1.1.1.5 Fracao 49

A fracdo 49 (21 mg) apresentou-se como um soélido branco, solavel em
acetato de etila e que demonstrou sob a CCD a presenca de diversas bandas de
coloracdo roxa e roseo-avermelhada nos reveladores anisaldeido e Liebermann-
Burchadd respectivamente, indicativas da presenca de triterpenos.

Estes compostos foram identificados por CG-EM. O cromatograma obtido

omatografia gasosa apresentou 7 picos majoritarios (Apéndice A, pag. 88) e trés
tinham perfil de triterpenos com base em seus espectros de massas. Os picos sao
45, 60 e 67 com tempo de retencado de 49,6, 55,7, 58,1 minutos respectivamente.
O pico 45 apresentou os fragmentos principais e intensidades m/z 426 (7), 365 (5),
218 (6), 207 (21) 203 (9), 189 (48). Este pico demonstrou a presenca do ion
molecular em m/z 426 seguido do pico m/z 365 [M-43-18] referente a perda da
cadeia lateral (C3H7) e agua mais a presenca dos picos intensos m/z 218, m/z 203
[218-15], m/z 207 e m/z 189 (207-H20) referentes a clivagem do anel C e
caracteristicos de triterpenos do tipo lupeno com hidroxila em C-3. Adicionando-se a
tudo isto a elevada intensidade dos picos m/z 189 e m/z 207 em comparagao com a
literatura a estrutura presente é o composto lupeol (lup-20(29)-en-3-ol) cuja férmula
molecular € C3oHs00 e a massa 426 [Figura 12] (OGUNKOYA,1981).

O pico 60 apresentou os fragmentos principais e intensidades m/z 438 (10),
423 (10), 410 (10), 273 (61), 232 (53), 135 (83). Este pico demonstrou a presenca do
ion molecular m/z 438, m/z 423 [M-15] referente a perda comum de metila, 410 [M-
28] referente a perda da carbonila. Segundo Budzikiewicz (1963) os picos presentes

m/z 273 e m/z 232 (Figura 13, fragmento D e E) s&o referentes aos anéis CDE com
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carbonila em C-11 e insaturacdo em C-12 e m/z 135 (Figura 13, fragmento F) é
referente ao anel C. Logo trata-se de um triterpeno do tipo ursano ou oleanano com
insaturacdo em C-12 e carbonila em C-11, a presenca do pico m/z 205 e auséncia
da perda de agua indica a presenca de outra carbonila em C-3 e Segundo Branco et
al. (2004) quando a intensidade do pico m/z 273 € maior que a do pico m/z 232 &
indicativo de urseno. Portanto a estrutura € urs-12-en-3-11-diona cuja férmula
molecular & C3oH602 e a massa 438 (Figura 12).

O pico 67 apresentou os fragmentos principais e intensidades m/z 440 (11),
379 (11), 273 (52), 232 (34), 135 (70). Este pico demonstrou a presenca do ion
molecular m/z 440, m/z 379 [M-15-18-28] referente a perda comum de metila, agua e
carbonila. Segundo Budzikiewicz (1963) os picos presentes m/z 273 e m/z 232
(Figura 13, fragmento D e E) séo referentes aos anéis CDE com carbonila em C-11 e
instauracdo em C-12 e m/z 135 (Figura 13, fragmento F) é referente ao anel C. Logo
trata-se de um triterpeno do tipo ursano ou oleanano com instauracdo em C-12 e
carbonila em C-11, a perda de agua indica a presenca de uma hidroxila em C-3 e
Segundo Branco et al (2004) quando a intensidade do pico m/z 273 é maior que a do
pico m/z 232 é indicativo de urseno. Portanto a estrutura € 3-hidroxi-urs-12-en-11-
ona cuja féormula molecular & C3oH4g02 € a massa 440 (Figura 12).

Os triterpenos isolados nesta fragdo 3-hidroxi-urs-12-en-11-ona e urs-12-en-
3,11-diona ainda ndo foram isolados em Melastomataceae. Ja o lupeol é bastante
comum no reino vegetal e consequentemente em Miconia, ele ja foi isolado nas
espécies do género: M. albicans, M. fallax, M. rubiginosa, M. sellowiana. Com
relacdo a atividade citotoxica apenas o lupeol ja foi extensamente avaliado com sua
IC 50 ou porcentagem de inibicdo (50 %) ja documentada em mais de trinta linhagens
diferentes de células cancerigenas. Ja o 3-hidroxi-urs-12-en-11-ona e urs-12-en-
3,11-diona embora néo tenham estudos, a presenca da fungéo carbonila na posicéo
C-11 é descrita como um centro de atividade citotoxica, que serviu de modelo para a
sintese de diversos derivados com resultados relevantes (CUNHA et al.,2003a;
CREVELIN et al., 2006; GALLO; SARASHINE, 2009; LASZCZYK, 2009; VECHIA,
2009; CSUK et al., 2010; PIERONI et al., 2011).

A fracdo 49 conseguiu inibir duas linhagens cancerigenas em porcentagem
superior a 70 % e ainda apresentou baixa toxicidade para os macréfagos murinos,
contudo, € necessario isolar os compostos da fragcéo e testa-los separadamente uma

vez que a atividade pode estar relacionada ao lupeol.
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Figura 12: Estrutura dos compostos isolados da fragao 49

Urs-12-//en-3,11-diona
Lupeol 3-hidroxi-urs-12-en-11-ona

Figura 13: Fragmentos comuns aos triterpenos
H

N H N HO

Fragmento D Fragmento E Fragmento F
5.5.1.1.1.6 Fracdo 51

A fracdo 51 (17 mg) apresentou-se como um sélido branco, solivel em
acetato de etila e que demonstrou sob CCD a presenca de duas bandas de
coloracdo roxa e roseo-avermelhada nos reveladores anisaldeido e Liebermann-
Burchadd respectivamente, estas cores séo indicativas da presenca de terpenos.

Estes compostos foram identificados por CG-EM. O cromatograma
apresentou 4 picos majoritarios (Apéndice A, pag. 89) e dois tinham perfil de
terpenos com base em seus espectros de massas. Os picos sao: 9 e 11 com tempo
de retencéo de 65,1 e 65,3 minutos respectivamente.

O pico 9 apresentou os fragmentos principais e intensidades m/z 414 (9), 399
(3), 396 (6), 381 (4), 371 (1), 329 (7), 303 (7), 273 (3), 246 (1), 232 (1), 231 (4), 213
(9), 163 (9), 145(18), 138 (1), 120 (8), 105 (23). Este pico demonstrou a presenca do
ion molecular em m/z 414 seguido do pico m/z 399 (M-15) referente a perda de
metila caracteristica, do pico m/z 396 (M-18) referente a perda de agua, m/z 381 (M-
15-18) referente a perda de metila e agua, m/z 273 (Figura 10, fragmento A)
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referente a perda da cadeia lateral. Estes ions sugerem a presenca de um esteroide
com cadeia lateral cuja formula molecular € CioH21 (WILLIE; DJERASSI, 1967,
WILLIE, 1977).

Ja os picos m/z 329 (M-85), 303 (M-111), 275 (M-139) referentes a clivagem
do anel B (Figura 10, fragmento G) sugerem insaturacdo em C-5. Os picos m/z 246,
232 (anéis ABC), 231 (246-metila), 213 (231-H20) referentes a quebra do anel D
(Figura 15, fragmento C e D), picos m/z 163, 145 referentes a quebra do anel C
(Figura 15, fragmento E), e pico m/z 138, 120 (138-H20) e 105 (120-metila) referente
a clivagem do anel B (Figura 10, fragmento F) sugerem apenas uma substituicdo em
C-3 por uma hidroxila e confirmam a insaturagdo em C-5. Logo a partir destes dados
o composto isolado é o B-sitosterol (Figura 14) de formula molecular CzgHs00
(TOKES; JONES; DJERASSI, 1968, WILLIE, 1977).

Este composto também foi identificado por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN): *H RMN e **C RMN. O espectro de *H RMN (Apéndice B,
pag. 94) apresentou indicios da presenca de esteroides como 0s seis sinais das
metilas entre 0,7 e 0,9 ppm: 0,71 (Me-18), 0,98 (Me-19), 0,89 (Me-21), 0,88 (Me-26),
0,92 (Me-27), 0,94 (Me-29). O multipleto em 3,8 ppm caracteristico da presenca de
hidrogénio de carbono carbindlico (C-3) e um singleto largo em 5,0 ppm
caracteristico de hidrogénios de olefinas.

O espectro *C de RMN (Apéndice B, pag. 95) confirmou o indicativo da
presenca de esteroides com a presenca de vinte e nove sinais e dentre eles a
presenca do carbono carbindlico (C-3) em 71,7 ppm, a presenca de carbono
olefinico com deslocamento de dupla entre C-5 e C-6, com sinais caracteristicos de
esqueletos do tipo ursano em 125,0 e 139,9 ppm. Isto comparado aos dados da
literatura contidos na tabela 12 confirmam que o composto isolado € o 3-sitosterol.

O pico 11 apresentou os fragmentos principais e intensidades m/z 416 (6),
396 (2), 289 (6), 161 (12), 124 (8), 109 (12). A presenca do ion molecular em m/z
416 seguido do pico m/z 289 (Figura 10, fragmento A) referente a perda da cadeia
lateral € um indicativo de um esteroide com cadeia lateral de formula molecular
CoH19 € que possui uma insaturacdo, uma carbonila e uma hidroxila. A presenca dos
picos m/z 161 (Figura 10, fragmento E) referente a clivagem do anel C e também
dos picos m/z 124 e m/z 109 (Figura 10, fragmento F) referentes a clivagem do anel
B que sugerem a presenca da carbonila em C-3 seguido da insaturacdo em C-4.

Elas também excluem a presenca da hidroxila nos aneis Ae B, a ausencia do
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fragmento referente aos anéis ABC (Figura 10, fragmento C e D) é indicativo que a
hidroxila estd no anel C nas posicbes C-11 ou C-12. Logo estes dados sé&o
indicativos que se trata do composto 3-ceto-4-en-11-hidroxiesteroide ou 3-ceto-4-en-
12-hidroxiesteroide (WILLIE; DJERASSI, 1967; TOKES; JONES; DJERASSI, 1968).
O composto isolado desta fragéo, o B-sitosterol € um dos esteroides mais

comuns em plantas e ja foi isolado em diversas espécies do género Miconia, como
M. albicans, M. cabucu, M. ligustroides, M. pepericarpa, M. rubiginosa, M.
sellowiana. Com relacdo a atividade citotoxica o [B-sitosterol ja foi extensamente
avaliado e se mostrou bastante promissor nos ensaios de cancer de prostata e colon
(MACARI et al., 1990; HOLTZ; FINK, AWAD, 1998; CUNHA et al., 2003a; CREVELIN
et al.,, 2006; LASZCZYK, 2009; BASCAR et al.,, 2010; PIERONI et al., 2011,
ATANASOV et al., 2015).

Tabela 12: Dados de **C RMN da fracéo 51 [101 MHz, piridina-d5, & (ppm)] e do B-
sitosterol [CDClIs, & (ppm)] (MACARI, 1990).

Posicéao B-sitosterol 51
1 37,2 37,3
2 31,6 30,4
3 71,7 71,7
4 42,3 42,9
5 140,7 142,4
6 121,6 121,6
7 31,8 32,6
8 31,8 32,6
9 50,1 50,9
10 36,4 36,8
11 21,1 21,7
12 39,7 40,4
13 42,3 42,9
14 56,7 56,7
15 24,2 24,9
16 28,1 28,9
17 56,1 56,7
18 11,9 12,4
19 19,6 20,0
20 36,0 36,8
21 18,7 19,4
22 33,9 34,6
23 26,1 26,8
24 45,8 46,4
25 29,1 29,9
26 19,6 20,4
27 18,9 19,6

28 23,0 23,8

29 119 12.6
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Figura 14: Estrutura do B-sitosterol

O resultado da atividade citéxica mostrou a eficacia desta fracdo com inibicéo
de trés linhagens de células cancerigenas, mas por outro lado demonstrou

toxicidade frente aos macréfagos murinos.

5.5.1.2 Extrato Acetato de Etila (AcOEt)

O fracionamento do extrato Acetato de Etila (AcOEt) de M. hypoleuca por
cromatografia liquida em coluna recheada com sephadex LH 20 produziu 75
fracbes (Figura 15) que ap6s CCD e cromatografia liguida em coluna aberta
recheada com silica gel resultou em 5 fracdes, e estas por sua vez depois de
purificadas originaram 3 compostos: 2 flavonoides (cristais amarelos) e um sdlido
amarelo nao classificado, todos em fase de identificacdo por espectroscopia de

Ressonancia Magnética Nuclear uni e bi-dimensional (RMN).

Figura 15: Fluxograma de isolamento do extrato ACOEt de M. hypoleuca

EXT AcOET MHP
(1,6¢)

Cromatografia em coluna com
sephadex ¢ fase mavel MeOH

F4-F§ F9-F12 F13-F16 F17-F25
(245 mg) ( 198 mg) (234 mg) (174 mg)

— 7

FI-F3
(733 mg)

Cromatografia em coluna com silica
gel e fase movel HexAcOEt MeOH




5.5.2 Miconia holosericea

5.5.2.1 Extrato hexanico
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O fracionamento foi realizado por cromatografia liquida em coluna aberta

recheada com silica gel, obtendo-se 157 fracbes (Figura 16), sendo que as

semelhantes foram unidas apos analise por CCD, o que resultou em 44 fracdes.

Destas, apoOs purificacdo obtiveram-se 18 fracdes, e oito foram escolhidas, de

acordo com seu rendimento e perfil fitoquimico, para serem avaliadas quanto a sua

capacidade de inibir o crescimento do microrganismo Stafilococus aureus

(UFPPEDA 01), considerado um dos microrganismos padrées para ensaios

bioguiados. O resultado desta analise apresenta-se na Tabela 13.

Figura 16: Fluxograma de isolamento do extrato hexanico de M. holosericea

EXT HEX MHol
(2,4g)

Cromatografia em coluna com silica
gel fase mével Hexano / AcOEt

|
| | | | |

Hexano/ AcOEt Hexano/ AcOEt Hexano/ AcOEt Hexano/ AcOEt Hexano/ AcOEt

9.5: 0.5 ©:) (8.5: 1.5) (8:2) @::3)
F1-F20 F21-F38 F39-F71 F72-F99 F100-F157
(381 mg) (470 mg) (464 mg) (306 mg) (723mg)
{ | [ 5 5
Recristalizagdo Recristalizagdo Recristalizagdo Recristalizagao Recristalizagédo

| |

F73||F77||F99| F107| F133
39 13 25 23 28
mg | |mg || mg mg | | mg

As 18 fracdes foram purificadas por centrifugacéo e recristalizagcdo dando

origem a 5 triterpenos e 3 esteroides, que foram analisados por CG-EM e

encontram-se em fase de identificacéo.



Tabela 13: CMI e CMM em pg/mL das fracdes do extrato hexanico de M.

holosericea frente a S. aureus.

Miconia holosericea

Fracéao CMI/ICMM
HOL 49 1250/5000
HOL 55 1250/5000
HOL 73 30/600
HOL 77 100/200
HOL 99 300/900
HOL 107 70/150
HOL 133 300/600
HOL 157 30/90
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6 CONCLUSOES

As espécies de Miconia foram selecionadas para este estudo devido a
importancia ecolégica que desempenham no meio em que estao inseridas e também
por que sua prevaléncia é fundamental em biomas altamente ameagados.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método da difusdo em agar com
disco de papel dos diferentes extratos das espécies de Miconia tracou um perfil de
inibicdo para os extratos AcCOEt e MeOH, pois foram mais eficazes na inibicdo de
bactérias gram positivas (S. aureus, M. luteus e B. subtilis), o0s mesmos também
inibiram uma gram-negativa (Pseudomonas aeruginosa), uma alcool-acido-resistente
(M. smegmatis) e um fungo leveduriforme (C. albicans).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método da microdiluicdo em
caldo determinou a CMI e a CMM das sete espécies de miconias e a partir dele pode
se inferir gue as mesmas sdo mais eficazes contra as gram-positivas e também se
destacaram pelo resultado M. amacurensis, M. holosericea, M. mirabilis e M.
prasina.

A avaliacdo da atividade citotoxica pelo método do MTT demonstrou que 0S
extratos com menor polaridade para todas as espécies foram mais ativos contra as
linhagens cancerigenas e isto pode estar relacionado com a presenca dos
terpenoides. Nesta atividade, destacaram-se M. holosericea e M. hypoleuca, o que
as selecionou para o estudo quimico na busca do principio ativo responsavel por
esta atividade.

O perfil fitoquimico demonstrou a presenca de flavonoides nos extratos
acetato e metanolico de algumas espécies, taninos nos metandlicos e terpenoides
em todos o0s extratos hexénicos e em alguns extratos acetato com elevada
diversidade nas vérias bandas relacionadas.

O estudo quimico das espécies selecionadas: M. hypoleuca e M. holosericea
foi baseado nos resultados da atividade biologica, pois ambas se destacaram na
atividade citotdxica e antimicrobiana respectivamente.

O estudo quimico do extrato hexanico de Miconia hypoleuca permitiu a
identificagdo por métodos cromatograficos de 8 triterpenos e 3 esteroides,
triterpenos: a-amirina, B-amirina, a-amirona, acido ursolico, acido oleandlico, lupeol,
urs-12-en-3,11-diona, 3-hidréxi-urs-12-en-11-ona e um esteroide B-sitosterol, mais

dois esteroides em fase de identificacdo. Por RMN foram identificados 3 triterpenos
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e 1 esteroide e por CG-EM foram identificados apenas os compostos majoritarios
que estdo relacionados a atividade biologica, neste caso se excluiu o0s
hidrocarbonetos e acidos graxos.

Ja o estudo quimico do extrato acetato de etila de M.hypoleuca permitiu o
isolamento por métodos cromatograficos de dois flavonoides que estdo em fase de
identificacéo.

O estudo quimico do extrato hexanico de M. holosericea permitiu a
caracterizagdo por métodos cromatograficos de 5 triterpenos e 3 esteroides que
estdo em fase de identificacao.

Cabe ressaltar também que das sete espécies avaliadas neste trabalho
apenas M. minutiflora e M. prasina ja possuiam algum tipo de registro cientifico

relacionado.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados deste trabalho fomentam o estudo de novas espécies de
Miconia que se mostraram ricas em compostos das classes dos terpendides e que
por isso demonstraram relevante resultado nas atividades testadas.

Para as espécies analisadas neste trabalho sdo necessarios estudos
posteriores com outras atividades bioldgicas como a antiparasitaria, leischimanicida
e antiflamatéria pois estes poderiam ser relevantes uma vez que este género ja
apresentou resultados positivos para estas atividades e também estavam
relacionados aos terpendides. Também seria interessante avaliar a atividade
antimicrobiana frente a linhagens de microrganismos isolados da clinica para avaliar
seu real potencial contra amostras patogénicas locais.

Das fracdes do extrato hexanico de M. hypoleuca analisadas por CG-EM
deve-se identificar os compostos minoritarios. Do extrato acetato reisolar o0s
flavonoides em maior quantidade e identifica-los. Ja a espécie M. holosericea
identificar os terpenos ja analisados por CG-EM do extrato hexanico.

Acrescentar outros métodos na analise da atividade antioxidante ja realizada
por dois métodos DPPH e poder redutor e que apresentaram resultados relevantes e
terminar o doseamento dos flavonoides e fendlicos que estéo relacionados com esta
atividade.

Selecionar variaveis significativas, por meio de Plackett-Burman, no processo
de extracdo de fendlicos e flavonoides por diferentes métodos e otimizar a extracao
utilizando metodologia de superficie de resposta.

Estabelecer um perfil biossintético das espécies de Miconia pela técnica dos
componentes principais e analise multivariada utilizando espectroscopia no
infravermelho e espectroscopia no ultravioleta.

Também pode ser realizado o estudo quimico de outras espécies deste
trabalho uma vez que os resultados promissores aliados a caracteristica de
biossintese particular da familia poderiam resultar em novos compostos com elevada

atividade biolégica.
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APENDICE A - Cromatogramas e espectros de massas das fracbes analisadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) das folhas de
Miconia hypoleuca
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Cromatograma e espetros por CG-EM da amostra MHP 43
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Cromatograma e espetros da CG-EM da amostra MHP 49
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Cromatograma e espetros da CG-EM da amostra MHP 51
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Espectro de *H-RMN de 43, em piridina-d5.

APENDICE B - Espectros de RMN das fracdes das folhas de Miconia hypoleca
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Espectro de *C-RMN de 43, em piridina-d5.
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Espectro de *H-RMN de 47, em piridina-d5.
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Espectro de **C-RMN de 47, em piridina-d5.
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Espectro de *H-RMN de 51, em piridina-d5.
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Espectro de *C-RMN de 51, em piridina-d5
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