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RESUMO

Espécies do género Miconia sdo descritas na literatura por possuirem propriedades
antimicrobiana, antioxidante, antitumoral e anti-inflamatéria. Estas atividades estéo
associadas a presenca de esteroides, terpenoides e flavonoides em diversos tipos de extratos.
Diante do exposto, o objetivo desde trabalho foi avaliar a composi¢do quimica e as atividades
bioldgicas dos extratos hexano (hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) de Miconia
affinis, Miconia caiuia e Miconia pyrifolia e isolar os possiveis compostos responsaveis por
estas atividades. Os extratos foram submetidos a Cromatografia em Camada Delgada para
determinacdo do perfil fitoquimico. Em seguida, foi realizado o doseamento de fendis totais e
residuais. O potencial antioxidante dos extratos foi avaliado pelos métodos de DPPH, ABTs e
Fosfomolibdénio. Além disso, a citotoxicidade dos extratos, pelo método do MTT, foi
analisada frente as células cancerigenas humanas e atividade hemolitica em eritrocitos de
humanos. A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada pelo teste de difusdo em agar
com disco de papel e por microdiluicdo em caldo para determinar a Concentracdo Minima
Inibitori e a Concentracdo Minima Microbicida. Foram utilizados micro- organismos Gram-
positivos, Gram-negativos, Alcool-Acido-Resistente e leveduriforme. Os extratos de M.
caiuia também foram submetidos ao ensaio microbioldgico com isolados clinicos de
Staphylococcus aureus- ORSA. No estudo quimico, o extrato hexanico de M. caiuia foi
fracionado em coluna liquida recheada com silica e eluida com diferentes solventes organicos.
As fracdes foram analisadas por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
e por Ressonancia Magnética Nuclear. Os extratos ACOEt e MeOH de M. caiuia, foram
analisados por Cromatografia Liquida acoplada a espectro de massas. A andlise do perfil
fitogquimico dos extratos de Miconia demonstrou a presenca majoritaria de triterpenos,
esteroides e flavonoides. Os extratos apresentaram teores variados de fendis totais e residuais.
Em todas as metodologias empregadas foi possivel verificar a alta capacidade do extrato
MeOH em sequestrar os radicais livres. Os extratos apresentaram percentual de inibicdo de
100% frente as linhagens de leucemia MOLT-4, K-562 e HL-60 e ndo foram citotoxicos para
as células normais. Todos os extratos de Miconia affinis, Miconia caiuia e Miconia pyrifolia
apresentaram atividade antimicrobiana, porém o extrato hexanico de M. caiuia foi 0 mais
ativo, inibindo o crescimento de aureus oxacilina resistente na concentragao de 0,05 mg/mL.
Estes resultados mostraram que as espécies de Miconia estudadas sdo fortes candidatas para a
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos com agdo antimicrobiana e antineoplésica.

Palavras-chave: Antioxidante. Antimicrobiano. Cancer.



ABSTRACT

Species of the genus Miconia are described in the literature because their
antimicrobial, antioxidant, antitumor and anti-inflammatory properties. These activities are
associated with the presence of steroids, terpenoids and flavonoids in various types of
extracts. The aim of this work was to evaluate the chemical composition and biological
activities of hexane (hex), ethyl acetate (AcOEt) and methanol (MeOH) extracts from
Miconia affinis, Miconia caiuia and Miconia pyrifolia and to isolate the possible compounds
responsible for these activities. The extracts were submitted to Thin Layer Chromatography to
determine the phytochemical profile. Then, the total and residual phenols were assayed. The
antioxidant potential of the extracts was evaluated by the methods of DPPH, ABTs and
Phosphomolybdenum. In addition, the cytotoxicity of extracts by the MTT method and
hemolytic activity in human erythrocytes. The antimicrobial activity of the extracts was
evaluated by the diffusion test in paper disc agar and by microdilution in broth to determine
Minimum Inhibitory Concentration and Minimum Microbicidal Concentration. Gram-
positive, Gram-negative, Alcohol-Acid- Resistant and yeast-like microorganisms were used.
The extracts from M. caiuia were also submitted to a microbiological assay with clinical
isolates of Staphylococcus aureus. In the chemical study, the hexane extract of M. caiuia was
fractionated in liquid column with silica and eluted with different organic solvents. The
fractions were analyzed by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry and by
Nuclear Magnetic Resonance. The extracts ACOEt and MeOH of M. caiuia were analyzed by
Liquid Chromatography coupled to mass spectrum. The analysis of the phytochemical profile
of the extracts of Miconia demonstrated the major presence of triterpenes, steroids and
flavonoids. The extracts presented varied contents of total and residual phenols. In all the
methodologies used it was possible to verify the high capacity of the MeOH extract in
sequestering the free radicals. The extracts presented 100% inhibition percentage against
MOLT-4, K-562 and HL-60 leukemia lines and were not cytotoxic for normal cells. All
extracts of Miconia affinis, Miconia caiuia and Miconia pyrifolia presented antimicrobial
activity, but the hexanic extract of M. caiuia was the most active, inhibiting the growth of S.
aureus oxacillin resistant at a concentration of 0.05 mg/mL. These results showed that
Miconia species studied are strong candidates for the discovery and development of new

drugs with antimicrobial and antineoplastic action.

Keywords: Antioxidant. Antimicrobial. Cancer.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos de origem vegetal em estudos quimicos e biologicos tem sido
realizada nos Ultimos anos com o intuito de encontrar compostos biologicamente ativos para a
sintese e o desenvolvimento de novos agentes farmacoldgicos que minimizem os efeitos
toxicos causados por parte dos medicamentos disponiveis (PATWARDHAN et al.; 2004;
MACIEL, et al.; 2002). De fato, as plantas possuem uma ampla gama de metabélitos
secundarios que apresentam as mais diversas e complexas estruturas quimicas produzidas por
diferentes vias biossintéticas (LEWINSOHN, GIJZEN; 2009). Essas estruturas pertencem a
classes de compostos como terpenos, flavonoides, alcaloides, cumarinas, dentre outras, que
apresentam inUmeras atividades bioldgicas (DEWICK, 2002; CUNICO et. al., 2004).
Adicionalmente, varios estudos tém demonstrado o potencial terapéutico de novas moléculas
de origem vegetal como agentes antimicrobianos (MICHELIN et al., 2005), antioxidantes e
mutagénicos (ZAHIN, et al., 2010).

Neste contexto, vale destacar que o Brasil possui elevada diversidade bioldgica
distribuida nos biomas Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Este ultimo & amplamente
estudado devido a variedade de espécies vegetais endémicas e a abundancia de recursos
naturais, mostrando-se promissor no desenvolvimento de novas pesquisas (LEWINSOHN,
PRADO; 2002; DRUMMOND, et al.; 2005).

Dentre as espécies endémicas encontradas na Mata Atlantica estdo aquelas
pertencentes a familia Melastomataceae. Na familia Melastomataceae, 0 género Miconia € o
maior, com mais de 1.056 espécies, ocorrendo principalmente nas areas tropicais e nos mais
variados biomas no Brasil, incluindo o cerrado, a caatinga, a floresta amazdnica e a mata
atlantica (GOLDENBERG, 2000; BAUMGRATZ; CHIAVEGATTO, 2006;
GOLDENBERG, 2012). No Nordeste encontram-se 74 espécies de Miconia, presentes
majoritariamente na Mata Atlantica, sendo Pernambuco o segundo estado em percentagem de
espécies presentes (FORZZA et al., 2010).

Na literatura, encontram-se relatos do uso popular de espécies de Miconia no
tratamento de reumatismo, resfriado e febre (CRUZ; KAPLAN, 2004); acOes antisséptica,
cicatrizante e para afec¢Ges da garganta (FENNER et al., 2006).

Estudos biolégicos com os extratos brutos e compostos isolados de algumas espécies
de Miconia comprovaram as atividades antimicrobiana (CUNHA et. al., 2010), analgésica
(VASCONCELOS et. al.,, 2003; CUNHA et. al., 2003), leishmanicida (PEIXOTO et.al.,
2011), antioxidantes (PIERONI et. al., 2011), purificacdo sanguinea (BUSMANN et. al.,
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2010) e antitumoral (QUEIROZ et. al., 2011). Entre 0os compostos quimicos isolados de
espécies de Miconia estdo cumarinas, triterpenos e quinonas (LOWRY, 1968; MACARI et
al.,1990; GUNATILAKA et al., 2001).

A investigacdo do potencial terapéutico de algumas espécies de Miconia e/ou de seus
compostos isolados tem demonstrado resultados promissores. Diante do que foi exposto, este
trabalho visa contribuir para o conhecimento quimico e farmacoldgico de espécies vegetais
ainda pouco estudadas como Miconia affinis, Miconia caiuia e Miconia pyrifolia, buscando a

descoberta de novos medicamentos.

1.1  OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar as atividades bioldgicas dos extratos brutos de Miconia affinis, Miconia caiuia

e Miconia pyrifolia e isolar os compostos quimicos presentes nos extratos.

1.1.2 Obijetivos Especificos

e Obter extratos brutos de Miconia affinis, Miconia caiuia e Miconia pyrifolia;

e Determinar o perfil fitoquimico dos extratos brutos;

e Investigar a citotoxicidade dos extratos sobre células cancerigenas humanas;

e Verificar o potencial de hemolise dos extratos em estudo;

e Avaliar a suscetibilidade antimicrobiana dos extratos brutos frente a micro-organismos
Gram-positivos, Gram-negativos e leveduriforme;

e Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos frente aos microrganismos testes;

e Avaliar o extrato mais ativo frente a isolados de ORSA, Teste D+ e Perfil de
resisténcia a clindamicina;

e Avaliar o potencial antioxidante dos extratos de Miconia;

e Quantificar as concentracGes de compostos fendlicos totais e taninos dos extratos de
Miconia;

e Fracionar o0 extrato que se monstrou mais ativo e ndo apresentou toxicidade;

e Analisar os metabdlitos secundarios dos extratos em acetato de etila e metanol da
espécie vegetal que apresentou melhor atividade;

e Isolar, purificar e identificar estruturalmente os compostos quimicos;
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS

A utilizacdo de plantas medicinais pelo homem como opcdo terapéutica para o
tratamento das afeccBes é uma pratica empirica comum desde os tempos imemoriais. A
medicina popular no Brasil € o reflexo do conhecimento transmitido entre as geracGes de
diferentes povos e imigrantes que difundiram o seu conhecimento sobre a utilizagéo e o
aprimoramento da flora medicinal, tornando as plantas medicinais importantes instrumentos
na assisténcia farmacéutica (BRASIL, 2006).

Mesmo com o0s avangos da medicina moderna, o homem continua buscando na
natureza recursos que lhes proporcionem melhorias nas condi¢bes de vida e de sua saude.
Dados registrados pelo Ministério da Saude (MS) relatam o acréscimo de 161 % entre 0s anos
de 2013-2015 na busca pela populacdo por tratamentos a base de plantas medicinais e
fitoterapicos, ressaltando a importancia dos estudos na descoberta de novos principios ativos
provenientes de produtos naturais (BRASIL, 2016).

Os fitoterapicos sdo medicamentos obtidos empregando-se exclusivamente derivados
de droga vegetal como constituintes ativos. Estes constituintes ativos sd@o substancias ou
classes de substancias caracterizadas quimicamente as quais sdo atribuidas acéo
farmacoldgica e terapéutica do medicamento. Regulamentados por intermédio da Resolucao
da Diretoria Colegiada- RDC N° 48 de 2004, os fitoterapicos sdo caracterizados pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela constancia de sua
qualidade e seguranca que podem ser validadas através de levantamentos etnofarmacologicos
de utilizacdo, publicacbes técnico-cientificas ou estudos farmacologicos e toxicolégicos pre-
clinicos e clinicos (ANVISA, 2004).

2.1.1 Familia Melastomataceae

A diversidade em espécies arboreas e arbustivas da familia Melastomataceae A. Juss
tem impulsionado pesquisadores das diversas aéreas do conhecimento a explorar o potencial
quimico e farmacoldgico das espécies vegetais que compde esta familia, com a perspectiva
em encontrar novos agentes terapéuticos. A familia Melastomataceae apresenta cerca de 200
géneros e 5000 espécies ainda pouco estudadas, e destaca-se das demais angiospermas por sua
abundancia vegetal podendo ser encontrada em ambientes predominantemente tropicais
(SOUZA; LORENZI, 2008; RENNER, 2010; GOLDENBERG, 2012).

No Brasil, aproximadamente 1.500 espécies de Melastomataceae estdo distribuidas
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entre dominios da Amazbnia, Cerrado e Mata Atlantica, destas, quase 50% do total das
espécies estdo presentes no bioma da Mata Atlantica (BAUMGRATZ et al., 2015).
Adicionalmente, a familia apresenta dentre outras caracteristicas a peculiaridade de tendéncia
ao endemismo e a consequente biossintese Unica presente nestas espécies 0 que para a
Quimica de Produtos Naturais (QPN) é um atrativo e vasto campo de pesquisas para a
descoberta de novas moléculas (GOLDENBERG, 2000; LEITE, 2009).

2.1.2 Geénero Miconia Ruiz & Pav.

Entre os diversos géneros de Melastomataceae, 0 género Miconia destaca-se por
apresentar mais de 1.056 especies descritas em todo o mundo representando ¥ das espécies de
Melastomataceae (GOLDENBERG, 2012). Miconia foi descrito pela primeira vez por Ruiz e
Pavon em 1974. Sendo exclusivamente neotropical, espécies do género Miconia sao
encontradas em toda a América, desde o sul do México até o norte da Argentina e Uruguai
(GOLDENBERG, 2000). Em territério brasileiro, aproximadamente 300 espécies de Miconia
estdo distribuidas nos mais variados biomas como Amaz6nia, Mata Atlantica, Cerrado e
Caatinga (Figura 01), desde o nivel do mar nas restingas até os campos de altitude
(BAUMGRATZ; CHIAVEGATTO, 2006).

Figura 1: Distribuicdo das espécies de Miconia nos biomas brasileiros

B Amazonia

B mata atlantica
W cerrado

[ caatinga

Fonte: GOLDENBERG, 2015.

Diante da preferéncia das espécies do género Miconia pelo Bioma da Mata Atlantica,
as espécies estudadas neste trabalho foram coletadas nas restingas da Mata Atlantica, onde
segundo Braumgratz e colaboradores (2015) se encontram cerca de 45 % das espécies de

Miconia do Brasil.
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2.1.3 Miconia affinis DC.

Miconia affinis € conhecida popularmente no Brasil como “jacatira-branca” e esta
distribuida geograficamente desde o Sul do Meéxico até o Sudeste do Brasil. A preferéncia por
solos Umidos e profundos, matas ciliares, mata de planicie e encostas sdo caracteristicas desta
espécie. Presente em todo Nordeste, M. affinis é conhecida popularmente em Pernambucano
como “casquinho” (CHAGAS, 2012).

Como todas angiospermas, M. affinis também apresenta periodo de inflorescéncia
entre 0s meses de marco e abril e infrutescéncia de setembro a dezembro, conforme mostra a
Figura 02. Devido algumas semelhancas morfoldgica e fenotipica das flores e folhas de M.
affinis com a espécie Miconia prasina, ambas sdo confundidas com frequéncia (REZENDE;
ROMERO; GOLDENBERG, 2014).

Figura 2: Miconia affinis no periodo de inflorescéncia (A) e infrutescéncia (B e C).

Fonte: CHAGAS, 2012

2.1.4 Miconia caiuia E. C. O. Chagas & R. Goldenb.

Miconia caiuia, espécie recentemente identificada, € encontrada nas florestas
submontanhosas Umidas ameacadas de extin¢cdo nos estados de Alagoas, Pernambuco e
norte da Bahia. M caiuia é chamada popularmente por “caiuia” e “carrasco” em Alagoas e;
na Bahia ¢ conhecida por “munduru” e em Pernambuco como “pau-mondé”. Esta espécie
floresce de outubro a janeiro, apresentando frutos do més de janeiro - maio. De origem
indigena, caiuia significa “aquele que vive na floresta” ou da “floresta”, sendo endémica no

Nordeste, encontrada ao longo da costa conforme mostra a Figura 03 (CHAGAS, 2013).



24

Figura 3: Miconia caiuia no periodo de inflorescéncia (A e B) e infrutescéncia (C).

Fonte: CHAGAS; BARBOSA; GOLDENBERG, 2013
2.1.5 Miconia pyrifolia Naudin

Miconia pyrifolia ou “tinteiro-branco” distribui-se pelo sudeste da Venezuela, Peru,
Brasil, Guiana e Suriname. Habitando florestas ciliares, imidas de encosta e estacionais de
planicie, esta espécie floresce e frutifica entre 0s meses de novembro a maio. No estado de
Alagoas, M. pyrifolia é conhecida popularmente por “caiubim”, “caramondé”, “caubim”,
“cauia” e “gramundé”; também ¢ confundida frequentemente com Miconia minutiflora e
Miconia cinnamomifolia (CHAGAS, 2012). A Figura 4 mostra a especie M. Pyrifolia

fotografada durante a coleta.

Figura 4: Partes areas de M. pyrifolia Naudin (A) e (B).

= ‘

Fonte: O AUTOR.
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2.1.6 Uso popular, atividades bioldgicas e constituintes quimicos de espécies de Miconia

Poucos estudos relatam a utilizagdo de Miconia na medicina popular. Cruz e Kaplan
(2004) verificaram que a populacdo faz uso de algumas espécies de Miconia cinnmonifolia
(DC.) Naudin para auxiliar no tratamento de resfriado e febre. Fenner e colaboradores (2006)
também estudaram a utilizacdo de plantas medicinais e descreveram as espécies Miconia
aplostachya (Bonpl.) DC. e Miconia albicans (Sw.) Tr. para o tratamento das afeccdes da
garganta, cicatrizacdo, antisséptico, eupéptica e antirreumatica.

Entretanto, diversos estudos descritos na literatura comprovaram as atividades
bioldgicas de diferentes espécies de Miconia como o potencial antioxidante de M. albicans
(PIERONI et al., 2011); antimicrobiano de M. latecremata (GONTIJO et al., 2013), M.
minutiflora (ARAUJO, 2011), M. rubiginosa (QUEIROZ et. al., 2011) e M. lugustroides
(CUNHA et. al., 2010); anti- inflamatorio de M. calvescens (BARDON et al., 2007) e M.
albicans (VASCONCELOS et al., 2006); antitumoral de M. rubiginosa (QUEIROZ et. al.,
2011) e M. fallax (CUNHA et. al., 2008); antiviral de M. stenostachya e M. fallax (CUNHA
et. al., 2008); analgésico de M. rubiginosa (SPESSOTO et. al., 2003); tripanocida de
M.cabucu (LEITE, 2009); leishmanicida de M. langsdorffii (PEIXOTO et. al., 2011);
genotoxica e mutagénica de M. genus (SERPELONI et. al., 2011), ressaltando a importancia
da continuidade de estudos com outras espécies do género.

Do ponto de vista quimico, os compostos majoritarios isolados entre as espécies de
Miconia foram quinonas: M. lepidota (GUNATILAKA et al., 2001); terpenos: M. cabucu e
M. albicans (CREVELIN et al., 2006) e flavonoides: M. prasina e M. rubiginosa
(TARAWNEH, 2014; RODRIGUES, 2011).

Neste cenério, justifica-se a avaliacdo das atividades biologicas de Miconia affinis,
Miconia caiuia e Miconia pyrifolia visto que, ainda ndo ha estudos quimicos e farmacologicos

destas espécies, sendo este trabalho o primeiro relato.

2.2 CANCER

Céancer ¢ um conjunto de mais de 100 patologias que partilham do crescimento
desordenado de células que invadem tecidos e dérgaos. Na proliferacdo descontrolada e
independente dessas células estdo envolvidos alguns genes que participam dos fatores de
regulacdo do crescimento e diferenciagdo celular normal. A perda do controle bioldgico

natural leva as células a se dividirem rapidamente, adquirindo novas caracteristicas como a
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autossufiéncia na sinalizagcdo de fatores de crescimento, insensibilidade aos inibidores de
crescimento, evasdao da apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese, invasao
tecidual e metéstases (Figura 5) (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Figura 5: Caracteristicas adquiridas pelo cancer

: Autossuficiénciana i
sinalizac8o de fatores de
crescimento

Angiogénese

Fonte: Adaptado de HANAHAN; WEINBERG, 2000.

O resultado destas alteracBes (marcos do céancer) sdao celulas com comportamentos
biologicos distintos das células normais. Estas células podem apresentar morfologia celular
anormal devido a incapacidade da célula diferenciar-se; angiogénese tumoral, que é o
surgimento de novos vasos sanguineos para suprimento dessas novas células, sendo este,
resultado dos estimulos das proprias células tumorais sobre as células endoteliais que estdo
envolta do tumor; metastases: provenientes de células tumorais imoveis que adquiriram
condices de mobilidade com alta capacidade de multiplicacdo e potencial invasor,
proporcionando a migracdo dessas células para outras partes do organismo; e 0 antiapoptose,
onde as células neoplasicas rejeitam o0s sinais de morte e cedem espacos para as células
normais recém-produzidas (BRASIL, 2012; GRIFFITHS et al., 2008; NAOUM, 2015).

Durante anos, o cancer foi caracterizado como uma doenca prépria dos paises
desenvolvidos. No entanto, nas Ultimas décadas ela vem se expandindo por todo o mundo,
atingindo tanto as grandes poténcias quanto os paises em desenvolvimento. Por isso, 0 cancer

tem-se apresentado como um relevante problema de salde pudblica a nivel mundial. Os
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impactos sociais e econdmicos desta doenca na sociedade sdo preocupantes, uma vez que
resultam em altos indices de morbidade e mortalidade, além de gastos onerosos para o
tratamento na rede publica (BRASIL; 2011).

A elevada incidéncia do cancer tem preocupado a Organizacdo Mundial da Salde-
OMS, levando-a a promover a¢des na salde que auxiliem na prevencao e no tratamento da
doenca. Dados do Instituto Brasileiro do Cancer (INCA) estimam que nos anos 2016 e 2017
sejam registrados 596 mil novos casos de cancer no Brasil, sendo pouco mais de 300.000 em
mulheres. Na regido do nordeste brasileiro o cancer de prdstata e de mama incide em 51,84
para cada 100 mil habitantes homens e 38,74 para 100 mil habitantes mulheres, ocupando
ambos, a primeira posi¢do do ranking de patologias de origem cancerigena. Além destes, 0s
tipos de cancer mais incidentes sdo o de pele ndo melanoma, célon e reto, pulméo e estdmago
(BRASIL, 2016).

O processo que leva a formacdo do cancer, desde as alteracbes no genoma até a
formacdo do tumor, € denominado carcinogénese ou oncogénese. Estas alteracdes levam a
célula a uma evolugdo progressiva de alteracbes na sua capacidade de proliferacéo,
diferenciacdo, sobrevida e interativa com o meio ambiente. A etapa dessas alteracbes €
dividida em trés estagios: iniciacdo, promocao e proliferacdo ou progresséo celular (Figura 6)
(ROCHA,; SILVA, 2003).

Figura 6: Processo de desenvolvimento de uma célula cancerigena.

Mutacao
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(Apoptose) celular

Fonte: Adaptada do INCA (1996).

A iniciacdo representa a primeira etapa do processo de carcinogénese e refere-se ao
momento em que ocorre 0 desvio do genoma ocasionando as mutagdes no DNA celular,

devido & acdo de fatores carcinogénicos. Com as mutagdes, a célula torna-se mais “suscetivel”
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devido & perda de controle dos fatores de crescimento celular, fatores de diferenciacéo e
apoptoticos. Essas células “iniciadas” permanecem latentes, até que sofram a a¢do dos agentes
promotores, sendo estas alteracGes irreversiveis, porém o fen6tipo no genoma alterado ainda
ndo esta expresso (KUMMAR, 2005).

Durante a promocdo, 0s agentes oncopromotores atuam na célula que ja esta alterada,
fazendo-a adquirir as vantagens proliferativas, devido a interagdo dos fatores de crescimento,
citocinas e seus respectivos receptores com a capacidade de ndo responder mais aos
mecanismos de controle do organismo, tornando-se entdo, uma célula maligna. Por fim,
durante a progressdo, as células malignas provenientes de diversas mutacdes biol6gicas
apresentam o fendtipo caracteristico e multiplicam-se de forma agressiva com grande
potencial de invaséo e disseminacao, sendo este processo irreversivel (BRASIL, 2012; MELO
etal., 2012).

As causas que induzem ao cancer sdo variadas, podendo ser externas ou internas ao
organismo, estando ambas inter-relacionadas. No entanto, em ambos os casos, verifica-se a
inducdo de alteracbes mutagénicas e ndo mutagénicas ou epigenéticas nas células (BRASIL,
2012). Vaérios sdo 0s agentes carcinogénicos e eles dividem-se em trés categorias:
carcinogenos quimicos, fisico e bioldgico (BRASIL, 2012; MELO et al., 2012; SMITH,;
OERTLE; PRATO, 2014).

2.2.1 Terapia Anticancerigena

A partir de varias abordagens terapéuticas combinadas, € possivel realizar o tratamento
do paciente com cancer. A cirurgia, a radioterapia, a hormonioterapia e a quimioterapia sao 0s
tratamentos basicos e comuns para varios tipos de cancer que isolados ou combinados entre si
atuam em diferentes estagios da célula tumoral, dependendo do tipo do tumor (BRASIL,
2012; CARVALHO; TIRNAUER; PELLMAN, 2003).

A cirurgia é a forma de tratamento mais antiga e baseia-se na remocao do tumor,
quando este é localizado e encontra-se em condi¢es anatbmicas favoraveis, entretanto €
considerado apenas um método paliativo. A radioterapia utiliza diferentes radiac6es
ionizantes (raios-X ou raios y) e ¢ indicada, principalmente, para o tratamento loco-regional
do cancer que atinge as células neoplasicas que ndo podem ser totalmente removidos
cirurgicamente ou para aqueles que costumam reincidir ap6s o processo cirurgico. Ja a
hormonioterapia consiste na introdugdo de substancias analogos ou inibidoras de horménios

para tratar as neoplasias sensiveis aos horménios presentes no organismo (BRASIL, 2012;



29

SANTOS et al., 2010).

De todas as terapias citadas acima, a quimioterapia ainda é a forma de tratamento mais
utilizada e consiste na administracdo regular de farmacos que interferem no processo de
crescimento e divisdo celular de células cancerigenas. A quimioterapia é baseada na
combinacédo de diferentes farmacos (poliquimioterapia) atuando em subpopulagdes de células
tumorais em distintos estagios de desenvolvimento (SAWADA et al., 2009).

Adicionalmente, alguns quimioterapicos e antibidticos também podem atuar sobre as
células cancerigenas inibindo a sintese proteica ou agindo a nivel de membrana, promovendo
a morte das células e impedindo a progressao do cancer (BRASIL, 2016). Apesar de ser a
terapia mais utilizada, a maioria dos farmacos utilizados na quimioterapia ndo possui
especificidade, lesionando tanto tecidos sadios quanto os mutantes, além de contribuirem para
0 surgimento de efeitos colaterais como nauseas, vOmitos, anemia, mielossupressao,
imunossupressdo, alopecia, toxicidade renal, toxicidade pulmonar, neurotoxicidade, entre
outras (SAWADA et al., 2009).

Normalmente a quimioterapia é utilizada como adjuvante, apds cirurgia ou
radioterapia, ou como paliativo visando melhorar a qualidade de vida do paciente (BRASIL,
2012). Sendo assim, faz-se necessario a busca de novos compostos bioativos, associados aos
conhecimentos dos processos genéticos e bioguimicos, para que estes possam atuar sobre os
mecanismos celulares e induzam o bloqueio da proliferacdo dessas células cancerigenas,

para a descoberta de novas estratégias de tratamento da doenga.

2.3 ANTIBIOTICOS E A RESISTENCIA BACTERIANA

Os antibidticos sdo medicamentos de origem natural ou sintética com capacidade de
inibir parcial ou totalmente o crescimento e a multiplicacdo dos micro-organismos
(WALSH, 2004). Os farmacos antimicrobianos possuem uma importancia terapéutica que se
estende desde o tratamento de infeccbes até ao suporte em cirurgias, em transplante de
orgaos e em terapias anticancerigenas. Entretanto, esses medicamentos se destacam por
serem 0s mais utilizados pela clinica para tratar algum tipo de infeccdo bacteriana (BRITO;
CORDEIRO; 2012; WHO, 2012).

Alguns antimicrobianos, por possuir a capacidade de inibir o crescimento celular, sdo
utilizados para auxiliar no tratamento do cancer. Os antibiéticos antitumorais mais conhecidos
sdo antraciclinas. Esta classe de moléculas se ligam aos fosfolipidios presentes na membrana

celular, modificando a fluidez e consequentemente a entrada e saida de ions. Além disso,
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esses antibidticos também induz a formacdo de radicais livres de oxigénio e semiquinona
como resultado do processo de reducdo enzimética. E por fim, a inducdo de ligacdes
interfilamentares com o material genético, bloqueando a sintese do RNA e DNA e o
desaceleramento da atividade da topoisomerase 11, causando a quebra dos filamentos do DNA
(ALMEIDA, et al, 2005; CULLINANE; CUTTS, VANROSMALEN,1994).

O desenvolvimento de antimicrobianos com amplo espectro de ag&o proporcionou um
tratamento diversificado e cada vez mais eficaz contra as doencas infecciosas, porém, a
auséncia da analise criteriosa para a utilizacdo desses medicamentos atrelados ao uso
excessivo, favoreceu o aparecimento e a disseminacdode espécies microbianas com multiplas
resisténcias a acdo das drogas (ANDRADE et al., 2006; AQUINO; BARROS; SILVA; 2010).

Com a intengdo de propor o uso racional de antimicrobianos e minimizar o indice no
registro de casos de resisténcia bacteriana, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) determina através da Resolucdo da Diretoria Colegiada- RDC 44/2010, que a
venda de antibidticos seja controlada com retencdo de receita nas farmacias e drogarias
(ANVISA, 2010).

O uso excessivo e descontrolado dos medicamentos, a dificuldade do diagnostico e as
péssimas condigcdes de higiene sdo fatores que contribuem para o indice de resisténcia aos
antibioticos. Por esse motivo, tem se elevado os estudos farmacolégicos na busca por
substancias que sejam nocivas a essas bactérias potencialmente perigosas, e que estas
substancias atuem impedindo a transducdo de sinais e a plasticidade génica bacteriana, com o
intuito de erradicar essas superbactérias (PENA et al., 2015; ROE, 2008; VON NUSSBAUM
et. al., 2006).

A resisténcia microbiana é definida como um mecanismo de defesa desenvolvido
pelos microrganismos, podendo apresenta-se de forma intrinseca ou adquirida, com
capacidade de diminuir ou inativar a acdo dos farmacos (ARIAS; CARRILHO, 2012).

A resisténcia intrinseca também denominada de resisténcia natural, é a capacidade
inata de determinada espécie bacteriana resistir ao antibiotico. Esse tipo de mecanismo esta
relacionado a diversas proteinas envolvidas em processos bioquimicos e fisioldgicos, inibindo
a acdo do farmaco, devido a auséncia de um alvo especifico (MARTINEZ, 2012).

A resisténcia adquirida é desenvolvida pelos microrganismos apds exposicoes
sucessivas aos antibidticos e podem apresentar-se de quatro formas: alteragdo na
permeabilidade da membrana externa, alteragdo do sitio de acdo do antimicrobiano, bomba de
efluxo e inativagdo enzimética (BLAIR et al.; 2015).

A acdo dos antimicrobianos e os mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos



31

agentes patogénicos variam conforme a classe de antibidticos empregada, a exemplo os
antibioticos B- lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenens e monobactans) que
atuam diretamente na biossintese dos peptideoglicanos (responsaveis pela integridade da
parede bacteriana) e apresentam mecanismos de resisténcia bacteriana desenvolvidos pela
hidrolise do anel B-lactamico, por Bomba de efluxo ou alteragdo do local-alvo, diferente dos
Aminoglicosideos (gentamicina, amicacina, estreptomicina e tobramicina), que atuam
inibindo a sintese proteica bacteriana bloqueando a continuagdo da tradugdo com mecanismos
de resisténcia através dos processos de fosforilagdo, acetilacdo, efluxo ou alteracdo do alvo
(DAVIES, DAVIES; 2010)

A permeabilidade da membrana celular bacteriana é uma caracteristica essencial para
que o antibiotico apresente o efeito desejado, seja ele bactericida ou bacteriostatico. As
bactérias Gram- negativas sdo intrinsecamente menos permeaveis aos antibioticos e isso é
devido a presenca de uma membrana externa que impede a difusdo e, consequentemente, a
acdo dos antibidticos em seu citoplasma (DELCOUR, 2009). Alteracdes no sitio de ligacdes
entre a membrana externa com o LPS resultam no aumento da permeabilizacdo da membrana
externa, permitindo a absorcdo de agentes antimicrobianos na célula bacteriana (Figura 7)
(DELCOUR, 2009; GOODMAN; GILMAN'S, 2008; HANCOCK, 1984).

Figura 7: Estrutura da parede celular de bactérias Gram-negativas.
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Fonte: http://[phmb.info/antissepsia_e_antissepticos.html (adaptada)

Outro mecanismo ligado a membrana externa é a perda ou a regulacdo negativa das
porinas. As porinas sdo proteinas que formam canais entre as membranas externa e interna

que permitem a passagem de moléculas de pequeno peso molecular, tais como peptideos e
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agentes antimicrobianos. Modificagdes no nimero de copias, tamanho, na seletividade e
mutacdes que alterem a expressdo e/ou funcdo das porinas nha membrana externa da célula
altera a permeabilidade e, consequentemente, a sensibilidade aos antibioticos (FERNANDEZ;
HANCOCK, 2012; HANCOCK, 1984). Esse tipo de mecanismo é obtido através do uso de
antibidticos como [B- lactdmicos que penetram na membrana externa de bactérias Gram-
negativas via porinas (Figura 8), como, por exemplo, tetraciclinas e fluoroquinolonas
(FERNANDEZ; HANCOK, 2012).

Figura 8: Alteracdes na estrutura das porinas.
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Fonte: Fernandez; Hancok (2012).

O mecanismo que envolve a altera¢do no sitio de acdo caracteriza-se pela auséncia ou
diminuicdo da afinidade entre o antibidtico e o local de ligacdo na célula bacteriana,
ocasionada pela aquisicdo de genes ou mutacdo. O resultado dessa modificacdo é o
impedimento da ligacdo do farmaco ao sitio de acdo (Figura 9). Este mecanismo pode ser

observado na interferéncia na sintese de proteinas ou na sintese de DNA, devido a
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substituicdes de aminoacidos (BLAIR et al.; 2015; GOODMAN; GILMAN'S, 2008).

Antibioticos como rifamicinas e quinolonas causam mutagdes na RNA-polimerase e
na DNA-girase, respectivamente, que resulta na resisténcia bacteriana (DZIDIC, SUSKOVIC;
KOS, 2008).

Figura 9: Alteracdo dos sitios-alvo apds ligacdo do antibidtico.
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Fonte: ANVISA, 2007.

A bomba de efluxo atua nas células bacterianas expulsando diferentes tipos de
produtos quimicos, tais como corantes, solventes organicos e moléculas desnecessarias ao
desenvolvimento do microrganismo. Como mecanismo de resisténcia, as bombas de efluxo
reduzem a concentracdo do antibidtico dentro das células bacterianas, e por agir de forma
lenta, promove tempo suficiente para que a bactéria se adapte e torne-se resistente, por meio
de mutacdes ou alteracao do sitio- alvo dos antibidticos (DZIDIC, SUSKOVIC; KOS, 2008;
KUMAR; VARELA, 2012).

O mecanismo de acdo da bomba de efluxo pode variar de acordo com sua
especificidade e mecanismo. Dentre os mecanismos podemos citar: alteracdo nos reguladores
responsaveis pela expressdo da bomba de efluxo, as alteracdes quimicas na estrutura do
antibidtico, ruptura na montagem estrutural da bomba, e auséncia de energia necessaria para a
atividade da bomba (ASKOURA et al.,, 2011). Dentre os mecanismos de resisténcia
bacteriana, este € considerado o mais importante e estudado, pois atua em todas as classes de
antibioticos, formando sistemas de efluxo capazes de expelir um largo espectro de farmacos
estruturalmente ndo relacionados, auxiliando significativamente para a resisténcia bacteriana a
multiplas drogas (MDR) (Figura 10). Tanto as bactérias Gram-positivas quanto as Gram-

negativas podem possuir uma Unica bomba de efluxo que atue em um e /ou véarias farmacos
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(BLAIR, et al. 2015; DZIDIC, SUSKOVIC; KOS, 2008).

Figura 10: Representagdo dos mecanismos de resisténcia através da existéncia de bombas de
efluxo.

Fonte: ANVISA, 2007.

Outro tipo de mecanismo é a pela degradacdo e/ou inativacdo do antibidtico por
enzimas produzidas naturalmente por bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. As f-
lactamases sdo um bom exemplo de enzimas hidroliticas bacteriana que atuam quebrando
ligagdo amida do anel B- lactamico e, consequentemente, desativando as propriedades
antibacterianas da molécula (BLAIR, et al. 2015; WRIGHT, 2005). Mais de 200 tipos de
diferentes [B-lactamases ja foram identificadas e classificadas de acordo com suas
caracteristicas funcionais, como por exemplo, o substrato ao qual possui maior afinidade.
Essas caracteristicas sdo adquiridas através da codificagdo cromossémica ou transferidas a
partir dos plasmideos de diferentes bactérias (BLAIR, et al. 2015; DZIDIC, SUSKOVIC;
KOS, 2008; WRIGHT, 2005).

No entanto, o uso indiscriminado de farmacos antimicrobianos tem aumentado o
nimero de mutacGes génicas resultando em uma nova populacdo bacteriana mais resistente,
ou co-resistente — microrganismo tolerante as concentracfes terapéuticas de mais de uma
classe de antimicrobiano (DOYLE et al., 2013). Diante desse contexto, ha uma necessidade
crescente de reposicdo de novos antibidticos para suplantar a resisténcia a partir de produtos
naturais bioativos e/ou sintéticos, a fim de evitar o surgimento e a proliferacdo de novas

popula¢bes microbianas multirresistentes.
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3 METODOLOGIA

3.1 ASPECTOSETICOS

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas adotadas pela
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa- CONEP. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco sob o protocolo de niimero
60107916.80000.5208. Este trabalho encontra-se em concordancia com as Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisas com Seres Humanos vigentes na Resolucéo 466/12 —
CNS-MS.

3.2 MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas de Miconia affinis, Miconia caiuia e Miconia pyrifolia foram
coletadas no més de agosto de 2013 em S&o José da Laje, municipio que faz parte da Reserva
da Biosfera da Mata Atlantica (RBMA), no Estado de Alagoas. Apds a identificacdo pelo
Boténico MSc. Earl Celestino de Oliveira Chagas, as exsicatas foram depositadas no Herbario
do Instituto do Meio Ambiente de Alagoas (IMA-MAC).

3.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Para obtencdo dos extratos, as partes aéreas das espécies de Miconia foram secas em
estufaa 50 °C com renovacao constante de ar durante 72 h e o material foi triturado em
moinho de facas. Em seguida, para cada 150 g do material vegetal obtido foi utilizado 700 mL
de solvente, em ordem crescente de polaridade: hexano (hex), acetato de etila (AcOEt) e
metanol (MeOH). Os extratos foram obtidos por maceracdo exaustiva e ao abrigo da luz. Os
extrativos foram secos em evaporador rotativo com temperatura controlada (50 °C). O

rendimento de cada extrato foi calculado por gravimetria.

34  TRIAGEM FITOQUIMICA - CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA
(CCD)

A triagem fitoquimica foi realizada como intuito de detectar a presenca de metabdlitos
secundarios por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) (WAGNER; BLADT, 2001). Para
realizacdo da CCD, os extratos de M. affinis, M. caiuia e M. pyrifolia foram pesados na
concentragdo de 5 mg/mL e dissolvidos nos solventes Hex, AcCOEt e MeOH. Como fase

estacionaria foram utilizadas placas com silica gel F2s4 € como fase movel os solventes nas
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proporcoes: hexano:acetato de etila (70:30 v/v), hexano:acetato de etila (50:50 v/v) e
hexano:cloroférmio:acetato de etila: metanol (2:3:4:1v/v/viv). Apos a eluigdo, as placas foram
secas e pulverizadas com os reveladores especificos e examinadas sob luz ultravioleta (254
e 365 nm). Alguns reveladores exigiram o aquecimento a 100 °C para visualizagdo das

bandas coloridas no ultravioleta ou visivel.

35 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS TOTAIS (TFTS) E DO TEOR DE
TANINOS TOTAIS (TTTS)

A determinacdo espectrofotométrica dos compostos fendlicos foi realizada através do
método colorimétrico utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu, e o &cido tanico foi utilizado
como padrdo de referéncia para construcdo da curva de calibracéo. O teor de fendis residuais
também foi quantificado com o reagente Folin-Ciocalteu e o método utilizado foi por
precipitacdo da caseina, onde o TTTs é a diferenca entre 0s niveis de fenois totais e residuais
(AMORIM et al., 2008). O TFTs foi calculado utilizando aliquotas de 0,2 mL dos extratos
hexanico, acetato de etila e metanolico de M. affinis, M. caiuia e M. pyrifolia diluidos em
metanol (1 mg/mL, p/v) e transferido para tubos de ensaio. Em seguida, foram adicionados
500 pL de solucao aquosa do reagente Folin- Ciocalteu (10%, v/v), 1 mL de solucdo aquosa
de carbonato de sodio (7,5%, p/v) e 8,3 mL de agua destilada. As amostras permaneceram em
repouso no escuro durante 30 minutos a temperatura ambiente e a absorbancia foi medida em
espectrofotbmetro a 760 nm contra um branco preparado com &agua destilada. As amostras
foram submetidas ao mesmo procedimento que o TFTs. A curva de calibracdo foi obtida
fazendo-se uso de oito dilui¢cBes de acido tanico (0,5 — 10 pg/mL). Para calcular o contetdo
fendlico residual, 6 mL dos extratos diluidos (1 mg/mL, p/v) foram colocados sob agitacéo
durante 3 horas com 1 g de caseina e 12 mL de agua destilada. Apos filtrar, o volume foi
ajustado a 25 mL com agua destilada. Em seguida, 1 mL do filtrado foi adicionado a 500 pL
de Folin-Ciocalteu, 1 mL de solucdo agquosa de carbonato de sodio (7,5%, p/v) e 7,5 mL de
agua destilada. Os TFTs e TTTs foram expressos em miligramas de equivalentes de acido
tanico por grama de extrato (mg EAT/g). As amostras foram avaliadas com seis repeticdes.
As equacdes da curva de calibragdo para o acido tanico foi y = 0,0839x + 0,0134 (R? =
0,9902) para as espécies de M. affinis e M. caiuiae y=0,1812 + 0,0534 (R? = 0,9357) para M.
pyrifolia.

3.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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3.6.1 Atividade sequestradora de radicais livres pelo método DPPH

Através da atividade antioxidante de um produto é possivel avaliar se 0 mesmo tem a
capacidade de sequestrar radicais livres, que sdo prejudiciais a salde. Este teste utilizou uma
solucdo contendo o radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil - DPPH para avaliar a
habilidade dos extratos em sequestrar este radical livre estavel, que potencialmente reage com
compostos capazes de doar um atomo de hidrogénio. A reducdo do radical DPPH foi
determinada pela mudanca colorimétrica medida em 517 nm (RUFINO, et al., 2007; W.
BRAND-WILLIAMS, et al.,1995). Para a realizacao do teste, adicionou-se 270 uL da solucéo
de DPPH na concentracdo de 23,6 pg/mL a diferentes concentragcdes dos extratos de M.
affinis; M. caiuia e M. pyrifolia (62,5 a 10.000 pg/mL) diluidos em MeOH. Apds 30 minutos,
a absorbancia foi lida em espectofotémetro com um comprimento de onde A = 517 nm. O
acido ascoérbico foi usado como composto de referéncia, com concentracfes que variaram de
1,56 a 200 pg/ mL. O controle negativo foi composto pela mistura DPPH e MeOH. A
eliminacéo de radicais DPPH foi calculada pela formula: Calculo da atividade sequestradora:
AS (%) = 100 (Abs. controle - Abs. Amostra/ Abs. controle). A atividade antioxidante dos
extratos foi expressa como ICsp, definida como a concentragdo do extrato (g/mL) necessaria

para inibir a formacao de 50% dos radicais livres por DPPH.
3.6.2 Atividade sequestradora de radicais livres pelo método ABTS

Para 0 ensaio do radical ABTS (2,2 AZINO BIS (3-etilbenzo-tiazolina-6-acido
sufonico) sal de diamdnio, foi utilizado o método descrito por ZHU et al. (2011) e RUFINO et
al. (2007). As solucdes utilizadas de ABTS 7 mM e solucdo de persulfato de potassio (K2SOs)
2,4 mM foram misturadas e mantidas ao abrigo da luz para reagir durante 12 h a temperatura
ambiente. Em seguida, a solucéo foi diluida misturando 1 mL de solucdo de ABTS + com 65
mL de metanol para se obter uma absorbancia de 0,70 nm + 0,05 nm a 734 nm utilizando o
espectrofotobmetro (HAN et al.,, 2011). As concentracdes da solucdo padrdo de Trolox
utilizadas neste teste foram de 0,5 a 5,0 pg/mL. A solucdo Trolox + MeOH foi o branco do
experimento. Aliquotas de 2.700 pL do radical ABTS foram acrescentadas nas concentracoes
de 12,5 a 100 pg/mL dos extratos de M. affinis, M. caiuia e M. pyrifolia. Apos reagir durante
6 min, a leitura das absorb&ncias em triplicata, foi realizada no comprimento de A = 734 nm
utilizando o espectrofotdmetro. A atividade antioxidante equivalente ao trolox foi
determinada pelo percentual de sequestro + desvio padrdo. Os resultados expressos em ICsg

que foram definidos como a concentracdo de extrato (pug/mL) necesséria para inibir a
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formacéo de 50% de radical ABTS. A atividade de eliminagdo do radical foi calculada ABTS
(%) = 100 x (média das absorbancias do branco - média das absorbancias da amostra) /média

das absorbéancias do branco.

3.6.3 Atividade sequestradora de radicais livres pelo método do fosfomolibdénio

A técnica descrita por Pietro e colaboradores (1999) foi utilizada para avaliar a
atividade antioxidante através da reducdo do complexo fosfomolibdénio. Este complexo,
formado em meio aquoso, é composto por 0,498 g de fosfato de sédio monobaésico, 0,494 g de
molibdato de aménio e 60 mL da solucdo de &cido sulfirico, ajustado para o volume final de
100 mL. Para este ensaio, as amostras extrativas de M. affinis, M. caiuia e M. pyrifolia foram
diluidas em metanol obtendo-se a concentracdo de 1 mg/mL. Partindo desta concentragéo,
aliquotas de 100 pL de cada extrato foram transferidas para eppendorfs contendo 1 mL do
reagente fosfomolibdénio. O branco foi composto por 1 mL do reagente e 100 uL de MeOH.
A curva padréo foi realizada com o acido ascorbico nas concentragdes de 6,25; 12,5; 25; 50;
100 e 200 pg/mL. Em seguida, todos os eppendorfs foram colocados em banho-maria a 95 °C
por 90 minutos. Apos o resfriamento das amostras, a leitura das absorbancias foi realizada em
espectofotometro no comprimento de A = 695 nm. O ensaio foi realizado em triplicata e os
resultados analisados e expressos em 1Cso, que foram definidos como a concentragdo de

extrato (ug/mL) necessaria para inibir a formacéo de 50% de radical fosfomolibdénio.

3.7  LINHAGENS CELULARES E CULTIVO

As linhagens celulares utilizadas no teste de citotoxicidade foram HEp-2 (carcinoma
de laringe humana), HT-29 (cancer de c6lon), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), e NCI-
H292 (carcinoma de pulmdo), todas cultivadas em meio de cultura DMEM - Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium. Para as linhagens em suspensdo HL-60 (leucemia promielocitica
aguda), K562 (leucemia mieloide cronica) e MOLT-4 (leucemia linfoblastica aguda), utilizou-
se 0 meio de cultura RPMI- 1640. Ambos os meios de cultura, foram suplementados com
Soro Fetal Bovino (SFB) a 10% e adicionados 100 pg/mL de penicilina e estreptomicina e
todas as culturas ficaram mantidas em estufa atmosférica com 5% de CO2. Todas as linhagens
foram provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro, Brasil e mantidas no Laboratorio
de Cultura de Células do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco, Brasil. Os eritrécitos humanos foram obtidos através de puncdo intravenosa a

vacuo, de individuos voluntérios saudaveis, em tubos heparinizados.
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3.7.1 Atividade citotdxica frente a linhagens cancerigenas

A atividade citotoxica foi realizada através do método do MTT [brometo de (3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetraz6lio], que se baseia na capacidade da enzima succinato
desidrogenase, presente no ciclo de Krebs e ativa nas mitocondrias viaveis, de converter o sal
tetrazélio, de cor amarela em cristais de formazan, de cor purpura (ALLEY et al., 1988;
MOSMANN, 1983). As linhagens de células foram plaqueadas em placas de 96 pocos nas
concentragdes 0,3x10° células/mL (HEp-2, HT-29, MCF-7 e NCI-H292), 0,3x10° células/mL
(HL-60 e K562) ou 10° células/mL (MOLT-4 ) e incubadas. ApoGs 24 horas, os extratos foram
adicionados na concentracdo de 50 pg/mL e as fragdes na concentracdo de 25 pg/ mL. Apos
72 horas de tratamento, foram adicionados a cada pogo 25 puL de MTT (5 mg/mL) e depois
de 3 h de incubacdo, o0 meio de cultura com o MTT foram aspirados e 100 pL de
dimetilsuféxido (DMSO) foi adicionado a cada pogo. A doxorrubicina (5 pg/mL) foi utilizada
como farmaco padréo. A absorbancia foi medida em um leitor automatico 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 7.0 Demo. 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 (inibicdo de crescimento menor
que 70 %) (RODRIGUES et al.,, 2014). A concentracdo capaz de reduzir em 50 % a
viabilidade das células em relagdo ao controle (Clso) foi calculada para definicdo do grau de
citotoxicidade, através de regressdo ndo linear utilizando o software Graph pad prisma verséo
7.0 demo.

3.8  ATIVIDADE HEMOLITICA

Através da atividade hemolitica foi possivel avaliar se os produtos sdo capazes de
promover danos a membrana dos eritrdcitos, seja pela formacdo de poros ou por ruptura total.
Os eritrocitos humanos foram lavados trés vezes com solucgéo salina (NaCl 0,85% + CaCl, 10
mM), e apds a ultima centrifugacdo (3000 rpm, 5 min) o sobrenadante foi descartado e as
células ressuspendidas em solucdo salina para se obter uma suspensao de eritrocitos a 2%. O
experimento foi realizado em microplaca com 96 pogos. Foram plaqueados: 100 pL de
solucdo salina (controle negativo); 50 pL da solugdo salina + 50 pL do veiculo (branco); 80
ML de solucéo salina + 20 pL de Triton X- 100 a 1% (controle positivo); 100 pL de solugéo
salina + 100 pL dos extratos de M. affinis, M. caiuia e M. pyrifolia em DMSO a 10 % (teste).
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Em seguida, 100 pL da suspensdo de eritrocitos foi plagueada em todos os pocos. Apds
incubagdo por 1 h sob agitacdo constante a 28 °C, a placa permaneceu em repouso por 10
minutos e em seguida foi centrifuga. Apos a coleta sobrenadante, a leitura dptica foi realizada
(560 nm) em leitor automatico de microplacas. Os experimentos foram realizados obedecendo
todas as exigéncias do Comité de Etica de humanos. Para este ensaio, considera-se tOxico o

produto que apresenta valor de concentragéo efetiva 50% (CEso) < 200.

3.9 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA MICRORGANISMOS UTILIZADOS

As linhagens de bactérias e o fungo leveduriforme foram provenientes da Colecéo de
Microrganismos do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco-
UFPEDA. Foram utilizadas inicialmente quatro bactérias Gram-positivas (G+):
Staphylococcus aureus (UFPEDA 02); Bacillus subtilis (UFPEDA 86); Micrococcus luteus
(UFPEDA 100) e Enterococcus faecalis (UFPEDA 138); trés bactérias Gram-negativas:
Escherichia coli (UFPEDA 224); Serratia marcencens (UFPEDA 352) e Pseudomonas
aeruginosa (UFPEDA 416); uma alcool-acido-resistente (AAR): Mycobacterium smegmatis
(UFPEDA 71) e a levedura Candida albicans (UFPEDA 1007). Também foram utilizados
onze isolados clinicos de Staphylococcus aureus oxacilina-resistentes (ORSA) (UFPEDA
671; UFPEDA 705; UFPEDA 709; UFPEDA 719; UFPEDA 725; UFPEDA 728; UFPEDA
729; UFPEDA 731 e UFPEDA 732); sete cepas de S. aureus Teste D+ (UFPEDA 670;
UFPEDA 691; UFPEDA 700; UFPEDA 718; UFPEDA 719; UFPEDA 729 e UFPEDA
730) e trés isolados de S. aureus sensivel ou resistente a clindamicina (UFPEDA 672,
UFPEDA 707 e UFPEDA 711).

3.9.1 Selecdo antimicrobiana: Teste de difusdo em disco de papel

A atividade antimicrobiana dos extratos avaliados pela metodologia de difusdo em
agar, utilizando-se discos de papel de filtro com diametro de 6 mm, foi realizada conforme
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012) para se conhecer o perfil de
atividade dos extratos de M. affinis, M. caiuia e M. pyrifolia. Para este teste, aliquotas de 30
pL dos extratos na concentracdo de 30 mg/mL foi impregnadanos discos de papel. Os extratos
foram solubilizados em DMSO e entéo esterilizados por filtragdo em membrana de 0,22 um
(TPP). Uma suspensio do microrganismo-teste (1,5 x 102 UFC/mL para bactérias e 1,5 x 10°
UFC/mL para leveduras) foi determinada atraveés de comparacdo visual com um padrdo na

concentracédo de 0,5 na escala de Mc Farland e transferida 0,1 mL para placa de Petri de (15 x
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90 mm) contendo o meio solido AMH (Agar Miieller—Hinton). Posteriormente, os discos
impregnados com os extratos foram adicionados sobre as placas inoculadas. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h (bactérias e leveduras). Apds este periodo, o halo de inibicdo do
crescimento microbiano foi medido em mm com o auxilio de um halémetro. Como controle
positivo utilizou-se eritromicina para bactérias e nistatina para leveduras, todos os ensaios

foram realizados em triplicata e 0s mesmos repetidos trés vezes.

3.9.2 Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e Concentra¢do Minima Microbicida
(CMM)

Apbs conhecer o perfil de inibicdo dos extratos, foi realizado o ensaio de
susceptibilidade pela metodologia da microdiluicdo em caldo para determinacdo da
Concentracdo Minima inibitoria (CMI) e Concentragdo Minima Bactericida e fungicida
(CMB e CMF) segundo o CLSI (2002; 2003). A determinacdo da concentracdo inibitoria
minima foi feita utilizando placas com 96 pocos.

Inicialmente, adicionou-se em cada poco 90 pL do meio Caldo Muller Hinton (CMH)
e posteriormente, a partir da terceira coluna (A3), 90 pL dos extratos na concentracdo de 30
mg/mL. Esta aliquota foi homogeneizada e transferida para a quarta coluna (A4) e assim por
diante até a décima segunda coluna (A12), que recebe os extratos na concentracdo de 0,03
mg/mL. Nesta ultima, a aliquota (90 pL) depois de homogeneizada foi descartada. Por ultimo
foi adicionada uma aliquota de 10 pL da suspensdo do microrganismo preparada conforme o
método anterior.

As microplacas com o meio, extrato e microrganismo foram incubadas por 24 horas
(37 °C) para bactérias e leveduras. Posteriormente foram adicionados 30 pL de resazurina
para analise quantitativa do crescimento microbiano nos poc¢os e determinacdo da atividade
antimicrobiana relativa de cada diluicdo das amostras. Para a determinacdo da Concentracao
Minima Microbicida (CMM) foi repicada uma aliquota de 5 pL das concentragcdes que ndo
apresentaram atividade visivel a olho nu na microplaca do CMI, em placas de Petri contendo
Agar Mueller Hinton (AMH). Estas placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. A CMM foi
considerada a menor concentracdo do extrato onde ndo houve crescimento celular sobre a
superficie do AMH.

3.10 ESTUDO QUIMICO
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3.10.1 Métodos Cromatograficos: Coluna aberta com fase silica gel

O isolamento dos compostos do extrato ativo foi feito por métodos cromatogréficos. O
extrato hexano de Miconia caiuia foi fracionado por cromatografia em coluna aberta com fase
fixa silica gel 60 G (70-230 mesh) e fase movel hexano:acetato de etila:acetona: metanol em
modo gradiente de polaridade crescente. Posteriormente as fragdes obtidas foram submetidas
a CCD utilizando-se como fase mdvel hexano (1:1 v/v); hexano:acetato de etila (8:2 v/v);
hexano:acetato de etila (7:3 v/v) hexano:acetato de etila (6:4 v/v); hexano:acetato de etila (5:5
v/v); acetato de etila (1:1 v/v); acetona:metanol (8:2 v/v); acetona:metanol (5:5 v/v) e metanol
(1:1 v/v). Além da cromatografia em coluna empregou-se no isolamento dos compostos, a

recristalizacdo das fracfes que se apresentaram semi-purificadas e o monitoramento por CCD.

3.10.2 Identificagdo estrutural

A analise estrutural dos compostos isolados foi realizada por métodos espectroscopia
de '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 equipamento Varian Unity Plus-300. O TMS
(tetrametilsilano) foi utilizado como padréo interno. As analises foram realizadas na Central
Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de
Pernambuco- UFPE.

3.10.3 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

A andlise da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG- EM)
foi realizada no Laboratorio LAMAI do Departamento de Antibioticos em um cromatografo
gasoso modelo CG-MSQP5050 A, marca Shimadzu, com fonte impacto de elétrons e
analisador quadrupolo. As colunas utilizadas foram CarbolWAX e 5 % metil-fenil silicone.
As condicdes 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 ionizacdo foi mantida a 280 °C, a energia de ionizacdo 70 eV e a corrente de
ionizagdo 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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3.10.4 Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometro e lonizagdo de massas

Os extratos de M. caiuia em acetato de etila e metanol foram analisados por
Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometro e lonizacdo de massas (LC-EI-MS/MS)
com o intuito de identificar os compostos quimicos presentes nestes extratos. Apos a injecao
de 5 pL das amostras, analise foi realizada por LC-EI-MS/MS Esquire 3000 Plus-Bruker
Daltonics (Bruker Corp. EUA) com coluna Allatima C 18 (5 pm, 150 x 3.2 mm) e fase movel
composta por Formiato de Aménio (5 mmol L-1) e metanol. O LC-EI-MS/MS foi obtido em
modo ion positivo e negativo utilizando asseguintes condic6es: capilar 4000V, nebulizador 27
psi, 7 L/min de gas seco e 320 RC tempo seco (FERREIRA et al., 2014). O experimento foi
realizado no Laboratorio de Bioprospeccao Fitoquimica da UFRPE.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IDENTIFICACAO DOS MATERIAIS BOTANICOS

As especies de Miconia affinis, Miconia caiuia e Miconia pyrifolia foram coletadas na
Reserva Particular do Patrimdnio Nacional (RPPN) Osvaldo Timoteo, e apos a identificacéo
pelo botanico MSc. Earl Celestino de Oliveira Chagas, as exsicatas foram depositadas no
IMA-MAC sob os seguintes nimeros de protocolos: Miconia affinis (MAC-14271); Miconia
caiuia (MAC- 9815); e Miconia pyrifolia (MAC 58162).

4.2  EXTRATOS VEGETAIS

As partes aéreas de M. affinis, M. caiuia e M. pyrifolia foram submetidas ao método de
extracdo por maceragdo exaustiva, e apresentaram rendimentos que variaram entre 1% e 5,4%
conforme a Tabela 1. O rendimento obtido foi calculado através da relacdo entre o peso do

extrato e 0 peso seco dos materiais vegetais utilizados no inicio da extracao.

Tabela 1: Rendimento dos extratos brutos em hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e
metanol (MeOH) das espécies de Miconia estudadas.

Espécie vegetal /extrato Hex (%0) AcEOt (%) MeOH (%)
M. affinis 1,0 1,3 2,1
M. caiuia 1,3 1,8 54

M. pyrifolia 1,5 1,5 3,3




44

O método de extragdo por maceragdo tem sido utilizado com frequéncia por outros
pesquisadores para obter os extratos apolares e polares de diferentes espécies de Miconia. O
rendimento dos extratos varia conforme a polaridade dos solventes extraidos. No nosso
estudo, o extrato mais polar, o0 metanolico, rendeu (%) até cinco vezes se comparado com o
extrato em hexano. Este comportamento também foi observado em outros trabalhos, segundo
Rodrigues (2007) e extragdo por maceragdo exaustiva em metanol das espécies M. cabucu e
M. ribiginosa apresentaram rendimento 3,43% e 7,86% em relacdo a quantidade em gramas
de material seco inicialmente utilizado.

O rendimento dos extrativos de Miconia em hexano e acetato de etila disponiveis na
literatura condizem com os encontrados neste trabalho para M. affinis, M. ciauia e M.
pyrifolia. Cunha et al. (2003a) obteve 0,8% de rendimento em massa do extrato hexanico
trabalhando com a espécie M. ligustroides, enquanto que Barroso (2015) ao preparar 0
extrativo em acetato de etila da espécie M. ferruginata, obteve um rendimento de 1,6%,

similares ao encontrado no presente estudo onde os rendimentos ficaram entre 1,3% e 1,8%.

4.3 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

Com a caracterizagdo fitoquimica dos extratos de Miconia em estudo foi possivel
detectar a presenca majoritaria de triterpenos e esteroides nos extratos em hexano de todas as
espécies. Nos extratos em acetato de etila de M. affinis e M. caiuia observou-se a presenca de
flavonoides. Também foi possivel verificar que a espécie M. affinis destaca-se por apresentar
outras classes de metabdlitos secundarios, como as antroquinonas nos extratos hexano,
Acetato de etila e metanol, e cumarinas no extrato metandlico (Tabela 2).

A presenca de triterpenos também foi verificada em extratos brutos de outras espécies
de Miconia, como M. stenostachya, M. ligustroides e M. sellowiana por Cunha et al. (2003,
2006) com o isolamento de trés triterpenos para cada espécie.

Em estudos fitoquimicos realizados com o extrato metandlico de Miconia prasina
verificou- se a presenca de diversos flavonoides, uma classe de constituintes quimicos que
possui diversas atividades bioldgicas relatadas na literatura, como acdo antidiabética, nas
doencas renais e cancer (LOPES et al., 2003; OLIVEIRA et al.,2007; TARAWNEH, 2014).
Araujo (2011) também observou a presenca de flavonoides no extrato em MeOH de M.

minutiflora, além da presenca de alcaloides, terpenos e esteroides.
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Tabela 2: Caracterizacdo fitoquimica dos extratos em hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) de Miconia affinis, Miconia caiuia e

Miconia pyrifolia por cromatografia em camada delgada (CCD).

Extratos Reveladores
Liebermann-— Anisaldeido Sulfato sérico KOH EtOH NEU AICl; Dragendorff FeCls
Burchard
M. affinis Hex Triterpenos/ Triterpenos/ Solvente Antraquinonas
esteroides universal e antracenos
M. affinis AcCOEt Flavonoides  Antraquinonas - - Taninos
e antracenos
M. affinis MeOH Flavonoides e Cumarinas e Flavonoides Flavonoides
antraquinonas
M. caiuia Hex Triterpenos/ Triterpenos/ Solvente - Taninos
esteroides universal
M. caiuia AcEOt Flavonoides - - Taninos
M. caiuia MeOH Flavonoides/ - Flavonoides Flavonoides
M. pyrifolia Hex Triterpenos/ Triterpenos/ Solvente -
esteroides universal
M. pyrifolia AcEOt - - - - Taninos
M. pyrifolia MeOH Flavonoides e Flavonoides Flavonoides

KOH EtOH- hidroxido de potassio em 5% de etanol; NEU- &cido etilborilaminoéster a 1% em etanol;

AICI; — Cloreto de Aluminio; FeCls; — Cloreto férrico; (-) Ndo detectado
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44  QUANTIFICACAO DO TEOR DE FENOIS TOTAIS (TFTS) E TEOR DE
TANINOS TOTAIS (TTTS)

A analise quantitativa do TFTs e TTTs em miligramas equivalentes de acido tanico
por grama de extrato (mg EAT/g) dos extratos organicos de Miconia variaram muito entre si.
Os extratos em acetato de etila de M. affinis e M. caiuia destacaram-se por apresentar 0s
maiores valores de TFTs (154,84+ 15,9 e 133,45 £ 9,7) e TTTs (99,3+ 9,5 e 85,11 + 11,0),
respectivamente. Para os extratos hex e AcOEt de M. pyrifolia ndo possivel quantificar os
valores de fendis totais e taninos totais pelo método do Folin- Ciocalteu, devido a interacdo
entre as moléculas quimicas presentes no extrato e o carbonato de sédio (Na2CO3) utilizado
para 0 experimento. Os resultados obtidos no doseamento de fendis totais e taninos totais
estdo expressos na Tabela 3.

Tabela 3: Doseamento de fenois totais e taninos totais dos extratos em hexano (Hex), acetato
de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) de Miconia affinis, Miconia caiuia e Miconia pyrifolia
pelo método Folin- Ciocalteu.

Extratos Fenois Totais Taninos Totais
(mg EAT/g £ SD) (mg EAT/g+ SD)

M. affinis Hex 59,1+55 21,1+23
M. affinis AcOEt 154,8 + 15,9 99,+9,5
M. affinis MeOH 146,6 + 12,5 70,774
M. caiuia Hex 92,242 759+49
M. caiuia AcOEt 133,4 +9,7 85,1+11,0
M.caiuia MeOH 80,5+ 3,9 31,8+7,1
M. pyrifolia Hex ND ND

M. pyrifolia AcOEt ND ND

M. pyrifolia MeOH 351+27 16+0,3

ND: ndo- determinado; mg EAT/g — miligramas equivalentes de &cido tanico por grama de
extrato

Li et al. (2001) estudando os compostos fendlicos da espécie M. myriantha isolaram e
elucidaram os fendis matucinol-7-O-[4",6"-O-(S)-hexaidroxifenoil]-D-glicopiranosideo e

matucinol-7-O-[4",6"-di-O-galoil]-_-D-glicopiranosideo atribuindo a estes, as atividades
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inibitrias contra as enzimas asparticas que quebram as ligacbes peptidicas entre o0s
aminoécidos das proteinas secretadas pela Candida albicans. Derivados de acidos fendlicos e
tanicos também foram encontrados nas espécies M. cabucu e M. rubiginosa (Rodrigues,
2008).

Conhecidos por apresentar propriedades farmacoldgicas como analgésicas e anti-
inflamatorias, os taninos também sdo identificados e isolados em diversos extratos de plantas
(JORGE, et al., 2004). Nas espécies da Familia Melastomataceae, os derivados de taninos
hidrossoliveis sdo frequentemente encontrados (HAVSTEEN, 2002), justificando o
aparecimento destes, durante a analise do perfil fitoquimico e os altos valores de taninos totais
obtidos das espécies M. affinis e M. caiuia.

Os compostos fenolicos também s@o muito conhecidos por apresentar a capacidade em
sequestrar os radicais livres, esse potencial antioxidante é atribuido ao grupo das hidroxilas
que podem ceder os elétrons e resistir ao deslocamento deste em torno do sistema aromatico.
Essas substancias ainda podem agir como agente pro-oxidativos, exercer efeito

antitumorigénico e promover a atividade antitumoral (OLIVEIRA, 2007).

45  ATIVIDADE SEQUESTRADORA DE RADICAIS LIVRES PELO METODO
DPPH, ABTS E FOSFOMOLIBDENIO

A atividade sequestradora de radicais livres dos extratos de M. affinis, M. caiuia e M.
pyrifolia avaliada pelos métodos DPPH, ABTS e fosfomolibdénio, estdo mostrados na Tabela
4.

Tabela 4: Atividade antioxidante dos extratos de M. affinis, M. caiuia e M. pyrifolia.

Amostras DPPH ABTS Fosfomolibdénio
Clso Clso (mg/EAC @)
(ug/mL)xDP (ug/mL)£DP
M. affinis Hex > 500 2,55+ 0,01 63,45+55
M. affinis AcOEt > 500 3,50 + 0,07 04,84 + 8,34
M. affinis MeOH 7154 +58 7,87 £ 0,06 146,67 + 12,5
M. caiuia Hex 74,32 +£0,5 0,90 + 0,07 100,2 + 4,25
M. caiuia AcOEt 2,44 + 0,02 1,46 £ 0,13 125,45+ 94
M. caiuia MeOH 5,60 + 0,07 0,87 +£0,12 80,55 + 3,92
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M. pyrifolia Hex > 500 1,08 £ 0,10 24,42 + 0,20
M. pyrifolia AcOEt 10,70 £ 0,05 2,32+0,10 28,87 0,15
M. pyrifolia MeOH 4,32 + 0,04 4,73 +0,42 37,40 £ 0,23

Clso — Concentracdo que inibe 50% a formagéo dos radicais + Desvio padrdo; mg/EAC g-
miligramas equivalentes de acido ascdérbico por grama do extrato.

Os extratos de Miconia avaliados nas metodologias DPPH e ABTS apresentam efeitos
de inibicdo dose-dependente. Quanto menor for os valores de Clso, maior é o potencial
antioxidante das amostras. Diante disto, infere-se que os extratos em ACEOt e MeOH de M.
caiuia e o extrato metanolico de M. pyrifolia apresentaram alta capacidade de sequestro do
radical DPPH, com valores de Clso que variaram entre 2,44 pg/mL — 5,60 pg/mL. Pieroni et
al. (2011) investigaram a atividade antioxidante de M. albicans através do método do DPPH e
verificaram que o extrato em MeOH destacou-se por apresentar a maior quantidade de
compostos fendlicos e consequentemente a melhor atividade antioxidante. Na metodologia
por ABTS todos os extrativos foram considerados com propriedades antioxidantes. Mancini et
al. (2008) também avaliaram a atividade antioxidante pelo método do ABTS dos flavonoides
isolados de M. alypifolia, e verificou que aqueles flavonoides apresentavam percentual de

inibicdo em até 100 % do radical ABTS em concentrag6es inferiores a 100 puM.

Na atividade antirradicalar pelo método do fosfomolibdénio os extratos de M. affinis e
M. caiuia foram 0s que se mostraram mais expressivos, com 0s maiores valores de

miligramas equivalentes de acido ascorbico por gramas do extrato.

De acordo com o perfil fitoquimico, é possivel verificar a presenca de flavonoides nos
extratos em acetato de etila e metanol das espécies estudadas. Essa classe de compostos
possui uma variedade de atividades farmacoldgicas e dentre estas, antioxidante (GATTUSSO
et al.,2007), sugerindo que a alta atividade radicalar dos extratos podem esta associada a estes

metabdlicos secundarios.

46  CITOTOXICIDADE

4.6.1 Citotoxicidade em células cancerigenas

Os resultados obtidos para a espécie de M. affinis mostraram que 0s extratos em
hexano, acetato de etila e metanol inibiram o crescimento das linhagens de leucemia (HL-60,
MOLT-4 e K-562) em 91% - 100%. Além disso, o extrato em AcOEt apresentou percentual
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de inibi¢do do crescimento celular da linhagem tumoral de adenocarcinoma de mama (MCF-
de 70% (Tabela 5).

Os extratos em hexano e acetato de etila de M. caiuia apresentaram atividade
relevante, pois conseguiram inibir em 100% o crescimento das linhagens de leucemia
promielocitica aguda (HL-60) e leucemia mieloide crénica (K-562) e atividade moderada
para a linhagem HEp-2 (carcinoma de laringe humana). O extrato metandlico com atividade
moderada, apresentou percentual de inibicdo de 96,79 % frente a linhagem HT-29 (cancer de
colon) e 96,42 % frente a linhagem MOLT-4 (leucemia linfoblastica aguda).

Os extrativos de M. pyrifolia mostrou-se com perfil relevante frente & linhagem
MOLT-4, com os valores de 100 % de inibicdo do crescimento celular, porém nao foi ativo
frente as linhagens HEp-2, MCF-7 e NCI-H292. Foi observada atividade moderada dos
extratos em hexano, acetato de etila e metanol frente a linhagem K-562.

A andlise comparativa entre os percentuais de inibicdo de crescimento das linhagens
de leucemia, tratadas com os extratos organicos das espécies de M. affinis, M.caiuia e M.
pyrifolia na concentracdo de 50 pug/mL, classifica os extratos da seguinte forma: atividade
relevante para a linhagem de leucemia linfoblastica aguda (MOLT-4), atividade relevante a
moderada em relacdo a linhagem leucemia mieloide cronica (K-562) e atividade relevante a
moderada frente a linhagem leucemia promielocitica aguda (HL-60), com excec¢do do extrato
metanolico de M. pyrifolia, classificado como ndo ativo para esta linhagem (Tabela 6).

Na literatura foram encontrados estudos a cerca da atividade antitumoral apresentada
por triterpenos isolados de plantas do género Miconia (DALLA VECHIA et al., 2009),
podendo-se inferir que a acdo antitumoral apresentada pelos extratos pode esta relacionada
com a presenca de triterpenos, conforme foram observados durante a prospeccdo fitoquimica
no presente estudo.

Estudos realizados por Oliveira (2010) com triterpenos isolados de M. ferruginata
mostraram-se satisfatérios com percentuais de inibicdo de 98,1% e 98,5% para as linhagens
de melanoma e c6lon, respectivamente.

Adicionalmente, Serpeloni (2011) avaliou a atividade das espécies M. albicans e M.
stenostachya e verificou diferencas na citotoxicidade, a espécie M. albicans apresentou
citotoxicidade em concentragdo de 30 mg/mL diferente da espécie M. stenostachya, que se
mostrou citotdxica em concentracdo duas vezes maior (60 mg/mL) durante os ensaios de

genotixicidade e mutagenicidade.
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Tabela 5: Percentual de Inibicdo do crescimento celular (IC %) dos extratos em hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) de Miconia
affinis, Miconia caiuia e Miconia pyrifolia em linhagens de células tumorais na concentracdo de 50 pg/mL através do método colorimétrico MTT ap0s 72

horas de tratamento.

Extratos HEp-2 HT-29 MCF-7 NCI-H292 HL-60 K-562 MOLT-4
M. affinis Hex 60,38 + 2,75 88,66 + 2,17 64,80 + 5,29 39,29 +2,26 91,22 + 5,77 98,44 + 0,82 100,00 + 0,0
M. affinis ACOEt 83,88 £0,91 53,96 + 3,36 100,00+ 0,0 41,50 £3,03 100,00 + 0,0 98,81+0,71 100,00 + 0,0
M. affinis MeOH 40,65 + 2,20 96,23 +0,21 56,65 + 4,81 59,55 +0,35 100,00 + 0,0 99,11+0,91 100,00 + 0,0
M. caiuia Hex 82,92 +4,20 82,92 + 4,20 68,27 + 4,50 98,86 +0,22 100,00 + 0,0 100,00 + 0,0 95,06 +0,0

M. caiuia AcEOt 93,51+0,16 53,96 + 3,97 79,41 +£1,59 82,83 0,91 100,00 £ 0,0 100,00 + 0,0 96,72 +0,0

M. caiuia MeOH 48,52 + 6,70 96,79 +£0,32 63,08 £1,51 46,80 +1,42 79,04 £1,01 100,00 + 0,0 96,42 +0,0

M. pyrifolia Hex 59,63 £2,55 31,40 £0,27 69,26 2,12 31,01 £3,18 78,78 £4,01 94,03 + 0,56 100,00 + 0,0
M. pyrifolia ACEOt 49,96 +1,41 94,10 +£0,48 73,79 £2,98 61,23 £1,25 100,00 £ 0,0 89,01 £0,12 100,00 + 0,0
M. pyrifolia MeOH 21,82+1,28 52,22 +£3,92 66,14 1,27 58,23 +0,80 27,54 +£4,90 90,89 +2,0 100,00 + 0,0

Os dados sdo apresentados como média + desvio-padréo do percentual de inibicdo do crescimento celular das células: HEp-2 (carcinoma de laringe humana);
HT-29 (cancer de colon); MCF-7 (adenocarcinoma de mama); NCI-H292 (carcinoma de pulmdo); HL-60 (leucemia promielocitica aguda); K562
(leucemia mieloide crénica) e MOLTI-4 (leucemia linfoblastica aguda) tratadas com os extratos organicos de Miconia em relacdo ao controle.
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Apos avaliacdo criteriosa do perfil citotdxico dos extratos organicos de M. affinis, M.
caiuia e M. pyrifolia frente as celulas cancerigenas, os extratos que apresentaram perfil
relevante a moderado com percentual de inibicdo do crescimento acima de 70 %, foram
testados em varias concentracdes para calcular a concentracdo do extrato que inibe 50% do
crescimento das células tumorais comparados com o controle (Tabela 7).

Os resultados foram expressos em p/mL com seus respectivos intervalos de confianca.
A andlise entre as espécies para esta linhagem mostra que o extrato em hexano de M. caiuia
apresentou a melhor atividade com a capacidade de inibir na concentragdo abaixo de 10
pg/mL o crescimento em 50% das células de leucemia promielocita aguda.

Os extratos de M. caiuia testados com a linhagem MOLT-4 mostraram-se ativos com
valores de Clso de 1,5 pg/mL para o extrato metanolico; Clso de 2,2 pg/mL para o extrato em
acetato de etila; e Clso de 1,4 pg/mL para o extrato em hexano. O Unico extrato de M. affinis
testado para a linhagem de adenocarcinoma de mama (MCF-7), apresentou valor de Clso de
16,33 pg/mL, valor este, que caracterizou o extrato como ativo segundo os valores
estabelecidos pelo Instituto do Cancer dos Estados Unidos, que considera o extrato ativo com
valores de Clsg abaixo de 30 pg/mL. Nenhum dos extratos testados para as linhagens HEp-2 e

NCI-H292 apresentaram valores de Clso abaixo de 30 pug/mL.
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Tabela 6: Clso dos extratos em hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) de Miconia affinis, Miconia caiuia e Miconia pyrifolia e
doxorrubicina (controle positivo) em células neoplasicas, através do ensaio colorimétrico MTT, apds 72 horas de tratamento.

Clso (mg/ mL)

Intervalo de confiancga (1C 95%)

Extratos

M
M
M
M
M.
M
M
M
M

. affinis Hex

. affinis AcCOEt

. affinis MeOH

. caiuia Hex
caiuia ACEOt

. caiuia MeOH

. pyrifolia Hex

. pyrifolia AcEOt

. pyrifolia MeOH

Doxorrubicina

HEp-2
NT
32,44

(28,15 -37,39)
NT

25,58
(22,12 - 37,39)
35,14
(32,90 - 61,77)
NT
NT
NT
NT

0,7
(0,3-1,4)

HT-29

NT

NT

NT
NT

0,4
(0,3-0,5)

MCF-7

NT

16,33
(13,23 -20,17)
NT

NT

38,53
(33,26 - 44,12)
NT
NT
NT
NT

0,11
(0,08 - 0,15)

NCI-H292

NT
NT

NT
42,95
(33,90 - 54,42)
34,43
(26,45 - 44,67)
NT
NT
NT
NT

0,01
(0,004 - 0,3)

HL-60

11,38
(8,28 - 15,64)
13,61
(11,7 - 15,72)
25,36
(21,34 - 26,78)
9,45
(8,61 - 10,39)
25,59
(21,24 - 30,84)
36,74
(31,64 - 42,64)
21,30
(13,26 - 34,22)
24,43
(19,86 - 31,55)
25,12
(20,00 - 31,53)
0,06
(0,05 - 0,08)

K-562

5,55
(5,0- 6,0)

17,26
(14,20 - 20,99)
14,79
(12,93 - 16,91)
46,47
(42,24 —51,12)

08
(0,7- 0,9)

MOLT-4

3,49
(2,61 - 4,66)
2,02
(0,65 - 6,26)
1,50
(0,26 - 8,51)
8,0
(6,49 - 10,09)
19,91
(14,59 - 27,16)

0,04
(0,04 - 0,05)

Os valores apresentados sdo da concentracdo que inibe 50% do crescimento celular das células: HEp-2 (carcinoma de laringe humana); HT-29 (cancer de co6lon); MCF-7
(adenocarcinoma de mama); NCI-H292 (carcinoma de pulmao); HL-60 (leucemia promielocitica aguda); K562 (leucemia mieloide cronica); MOLT-4 (leucemia
linfoblastica aguda) tratadas com os extratos de Miconia e Doxorrubicina em relagdo ao controle, calculados por anélise de regressdo ndo-linear.NT- ndo testado, (-):
nao-ativo.
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4.7  ANALISE DA RUPTURA DA MEMBRANA ERITROCITARIA

Com relacéo a atividade hemolitica, os extratos hexano, acetato de etila e metanol de
M. affinis, M. caiuia e M. pyrifolia apresentaram CEso acima de 200 pg/mL, portanto, ndo
foram considerados hemoliticos Estes resultados indicam que os extratos em estudo ndo
foram capazes de promover a hemdlise celular, ndo sendo considerado toxico para eritrocitos
humanos. Neste ensaio, considera-se toxico o produto que apresenta valor de concentracdo
efetiva 50% (CEso) < 200 pg/mL (COSTA-LOTUFO et al., 2005).

4.8 ANTIMICROBIANA
4.8.1 Teste por Difusdo em Disco de papel

Os resultados obtidos no teste de sensibilidade antimicrobiana foram expressos em
milimetros (mm) através da medicdo dos halos de inibicdo microbiana. Com uma analise
geral dos resultados obtidos na Tabela 7 pode-se afirmar que todos os extratos de M. affnis e
M. caiuia apresentaram atividade antimicrobiana, inibindo o crescimento de bactérias Gram-
positivas.

O extrato em hexano de M. pyrifolia foi ativo apenas para a levedura Candida
albicans apresentando halo de inibicdo de 22 mm. Os extratos de M. affnis mostraram-se
ativos frente a todas as classes de microrganismos utilizados: bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas, 1 Alcool-4cido- resistente- AAR e leveduriforme, com halos de inibicdo de
crescimento em 18 mm para Micrococcus luteus tratados com o extrato AcOEt; 20 mm para
C. albicans com tratamento dos extratos Hex e AcOEt; e halos 16 mm inibindo o crescimento
de E. coli tratada com o extrato Hex. O extrato em MeOH de M. affnis inibiu o crescimento
bacteriano de B. subtilis com média de halo de inibi¢do de 21 mm.

Durante a analise comparativa dos extratos de M. caiuia observou-se que apenas 0
extrato metandlico mostrou-se ativo frente a bactéria Escherichia coli. O perfil de
sensibilidade dos extratos em Hex e ACEOt de M. caiuia para as bactérias S. aureus, M.
luteus, B. subtilis e E. faecalis sdo bastante semelhantes quando comparados entre si,
comprovando o potencial antimicrobiano desta espécie para bactérias Gram-positivas.

O extrato Hex de M. pyrifolia ndo apresentou atividade antimicrobiana, entretanto
sugere-se que a auséncia da atividade pode estar relacionada com a polaridade do extrato,
visto que o meio utilizado- Mueller-Hinton (MH) € polar e o extrato apolar, ocorrendo uma
ma difusdo do extrato no meio, dificultando a acdo do mesmo para inibir o crescimento

microbiano.
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A atividade antimicrobiana das espécies M. albicans, M. rubiginosa e M.
stenostachhya também foi avaliada pelo método de difusdo, demostrando a inibicdo do
crescimento microbiano em concentragbes muito superiores das utilizadas no referido
trabalho (30 mg/mL). Nas concentragdes de 300 mg/mL, as espécies M. albicans e M.,
rubiginosa tiveram halos de inibicdo que variaram entre entre 11 a 19 mm para bactérias
Gram-positivas, e halos de inibicdo em torno de 20 mm para C. albicans (CELOTTO et al,
2003).

Apds conhecer o perfil de inibicdo dos extratos em estudo, todos os extratos foram
submetidos ao ensaio de microdiluicdo em caldo para determinar a Concentragdo Minima
Inibitéria (CMI) e a Concentragdo Minima Microbicida (CMM).
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Tabela 7: Média do perfil de Sensibilidade Antimicrobiana dos extratos em hexano (HEX), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) em milimetros
(mm) de Miconia affinis, Miconia caiuia e Miconia pyrifolia com concentragéo de 30 mg/ mL.

MICRORGANISMOS UFPEDA

Extratos S. aureus B. subtilis M. luteus E. faecalis E. coli S. marcencens P.aeruginosa M. smegmatis C. albicans
M. affinis Hex - 10,00 £0,0 15,0+1,0 10,0 +0,0 16,3+0,5 10,0+0,0 - - 20,0+£0,0
M. affinis AcCOEt 15,0+0,0 16,0+ 1,7 18,33 +£0,5 15,0+0,0 15,0+0,0 133+15 10,0+0,0 15,0+0,0 20,0+£0,0
M. affinis MeOH 10,00 £0,0 21,33+0,5 13,66 £ 0,5 16,6 +0,5 10,0+0,0 11,0+1,0 - - 13,6 +0,5
M. caiuia Hex 18,33+0,5 19,33+0,5 19,7 +0,5 19,3+0,5 - 13,0+1,0 - 15,0+0,0 16,0+0,0
M. caiuia AcEOt 16,33+1,1 17,0+£1,0 16,0+ 1,7 16,0+0,0 - 10,0+0,0 - 10,0+0,0 10,0+0,0
M. caiuia MeOH 10,66 £ 0,5 10,0+ 0,0 14,66 £ 0,5 16,0 +0,0 18,0+0,0 - - 10,0 +0,0 14,0+0,0
M. pyrifolia Hex - - - - - - - - 22,0+0,0
M. pyrifolia AcEOt - - - - - - - - -
M. pyrifolia MeOH 10,33 +0,5 10,33 +0,5 10,00 £ 0,0 - 11,7£15 - - - -
Clorafenicol/ 33,0£0,0 26,0+£0,0 45,0%0,0 20,0+0,0 35,0£0,0 19,0+0,0 20,0+£0,0 17,0+0,0 NT

Nistatina

Bactérias G(+): S. aureus = Staphylococcus aureus (UFPEDA 02); Bacillus subtilis (UFPEDA 86); Micrococcus luteus (UFPEDA 100) e Enterococcus faecalis
(UFPEDA 138); Bactérias Gram-negativas (G-): Escherichia coli (UFPEDA 224); Serratia marcencens (UFPEDA 352) e Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416);

Alcool-4cido-resistente (AAR): Mycobacterium smegmatis (UFPEDA 71) e a levedura Candida albicans (UFPEDA 1007), NT: n3o testado; (-): ndoativo.



4.8.2 Concentracdo Minima Inibitéria- CMI e Concentragdo Minima Microbicida- CMM

A Tabela 8 abaixo mostra a atividade antimicrobiana dos extratos organicos de Miconia para todos 0os microrganismos utilizados neste ensaio.
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Tabela 8: Atividade bacteriostatica e bactericida dos extratos brutos em hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) de Miconia affinis, M.
caiuia e M. pyrifolia com concentragéo inicial de 30 mg/mL.

MICRORGANISMOS UFPEDA

M
M
M
M
M
M
M
M

M.

Extratos

. affinis Hex
. affinis AcOEt
. affinis MeOH

. caiuia Hex
. caiuia AcEOt

. caiuia MeOH
. pyrifolia Hex
. pyrifolia AcCEOt

pyrifolia MeOH

Eritromicina/
Nistatina

S. aureus

CMI/ CMM

7.5/15,0
7,5/15,0
375/17,5
0,05/ 0,47
0,11/0,94
1,87/75
3,75/15,0
7.5/15,0
7.5/15,0
0,6/1,2

B. subtilis

CMI/ CMM

3,75/75
0,23/1,87
3,75/3,75
0,05/ 0,23
0,23/0,94
0,11/0,94
3,75/15,0
3,75/15,0
3,75/15,0
1,2/24

M. luteus

CMI/ CMM

0,94/75
0,94/1,87
1,87/3,75
0,47/ 7,5
0,94/ 15,0
1,87 /15,0
3,75/3,75
3,75/3,75
3,75/15,0
0,6/1,2

E. faecalis

CMI/ CMM

0,23/1,87
0,93/3,75
1,87/75
0,23/1,87
0,94/75
1,87/75
3,75/3,75
3,75/3,75
75175
0,3/0,3

E. coli

CMI/ CMM

3,75175
0,93/75
1,87/175
3,75/3,75
3,7513,75
3,75/15,0
3,75/15,0
3,75/15,0
7,5/15,0
1,2/24

S. marcencens

CMI/ CMM

3,75175
3,75/15,0
3,75/3,75
3,75/3,75
3,75/15,0
3,75/15,0
3,75/15,0

1,87/75

1,87/75

0,6/1,2

P. aeruginosa
CMI/ CMM
3,75/75

3,75175
3,75175

3,75/15,0
1,87/75
3,75/15,0

M. smegmatis
CMI/ CMM

1,87/3,75
3,75/175
1,87/75
0,4710,47
0,94/3,75
1,87/3,75

0,25/0,25

C. albicans
CMI/ CMM

0,47/1,87
0,93/3,75
1,87/75
0,05/0,94
0,12/0,94
0,05/3,75
0,93/3,75
0,93/3,75

NT

Bactérias G(+): S. aureus = Staphylococcus aureus (UFPEDA 02); Bacillus subtilis (UFPEDA 86); Micrococcus luteus (UFPEDA 100) e Enterococcus faecalis
(UFPEDA 138); Bacterias Gram-negativas (G-): Escherichia coli (UFPEDA 224); Serratia marcencens (UFPEDA 352) e Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416);
Alcool-acido-resistente (AAR): Mycobacterium smegmatis (UFPEDA 71) e a levedura Candida albicans (UFPEDA 1007), NT- ndo testado; (-): ndo-ativo.
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Os resultados obtidos no teste de microdiluicdo demonstraram que os extratos Hex e
AcEOt de M. affinis apresentaram valores de CMI de 0,23 mg/mL e 0,93 mg/mL para E.
faecalis, e 0,47 mg/mLe 0,93 mg/mL para C. albicans, respectivamente. Ambos os extratos
inibiram o crescimento deM. luteus na concentracao de 0,94 mg/mL.

Os valores de CMI dos extratos mais apolares de M. caiuia variaram entre 0,05 e 0,94
mg/mL para bactérias gram-positivas. Enquanto o extrato em MeOH de M. caiuia apresentou
CMI igual a 0,5 mg/mL para C. albicans e 0,1 mg/mL para B. subtilis. O extrato Hex
apresentou valores de CMI e CMM de 0,47 mg/mL para M. smegmatis e de 0,5 e 0,47 mg/mL
para S. aureus.

O extrato em hexano e acetato de etila de M. pyrifolia mostrou-se ativo com valores de
CMI de 0,93 mg/mL para C. albicans. Os extratos organicos de M. caiuia e M. pyrifolia ndo
tem atividade antimicrobiana para P. aeruginosa e M. smegmatis, respectivamente.

A auséncia de resultados durante o teste de difusdo para o extrato em AcOEt de M.
pyrifolia pode estar relacionada com as limitacdes do teste com extratos de determinada
polaridade. Estudos antimicrobianos realizados com Miconia latecrenata frente a S. aureus
verificaram que os valores da CMI estavam abaixo de 20 mg/mL (GONTHO et al., 2013).
Adicionalmente, foi verificado que os valores de CMI para M. rubiginosa e M. cabucu
variaram de 1,5 a maiores que 10 mg/mL (RODRIGUES, 2007), demonstrando que 0S
resultados do nosso estudo quando comparados com outras espéecies do género Miconia foram
bastante promissores contra bactérias gram-positivas, com os valores da CMI abaixo de 1 mg/
mL para os extratos em Hex, AcOEt e MeOH entre as espécies estudadas; contra bactérias
gram-negativas os extratos em AcOEt com CMI igual a 0,93 mg/mL (M. affinis) e 1,87mg/
mL (M. pyrifolia), e para a levedura com CMI abaixo de 1 mg/mL, exceto o extrato MeOH de
M. affinis.

Aradjo (2011) analisou a atividade antimicrobiana do extrato metandlico de M.
minutiflora e obteve os valores de CMI para cepas de S. aureus de 0,625 mg/mL,
corroborando com o valor obtido no presente estudo, onde obtivemos CMI de 0,05 mg/mL
com o extrato em hexano de M. caiuia. Aradjo (2011) também realizou a analise fitoquimica
do extrato de M. minutiflora, verificando a presenca de alcaloides, flavonoides, terpenos e
triterpenos, o que justifica em nosso estudo a elevada atividade antimicrobiana dos extratos
estudados. Rios e Receio (2005) afirmaram que em concentragdes inferiores a 100 pug/mL, o
extrato pode ser favoravel em estudos a cerca do seu potencial antimicrobiano.

Diante disto, pode-se concluir que os extratos em estudo de Miconia apresentaram

resultados antimicrobianos promissores e que o extrato Hex e AcOEt de M. caiuia foram 0s
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mais sensivel a bactéria S. aureus, com valores de CMI e CMM abaixo de 1 mg/mL. Esta
espécie foi submetida a novos testes de microdiluicdo com isolados clinicos de S. aureus
conforme mostra Tabela 9,10 e 11.
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Tabela 9: Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) e Concentragdo Minima Bactericida (CMB) dos extratos em hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e
metanol (MeOH) de Miconia caiuia (mg/ mL) em isolados clinicos de Staphylococcus aureus Oxacilina Resistentes (ORSAS) - UFPEDA.

ORSAS de Staphylococcus
aureus
Extratos UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA
671 705 709 719 725 728 729 731 732

CMI/CMB CMI/CMB CMI/CMB CMI/CMB CMI/CMB CMI/CMB  CMI/CMB CMI/CMB CMI/CMB

M. caiuia Hex 0,23/3,75 1,87/3,75 0,47/75 0,23/0,94 0,47170,47 0,23/0,47 0,94/094 0,23/047 0,23/0,23
M. caiuia ACEOt 0,23/3,75 3,75175 0,93/75 0,23/0,94 0,47170,94 0,94/1,87 094/187 094/187 0,94/1,87
M. caiuia MeOH 3,75175 7,5/15,0 7,5/15,0 7,5/15,0 7,5/3,75 7,5/15,0 7,5/15,0 7,5/15,0 7,5/15,0

Tabela 10: Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentragdo Minima Bactericida (CMB) dos extratos em hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e
metanol (MeOH) de Miconia caiuia (mg/mL) em isolados clinicos de Staphylococcus aureus - TESTE D+ (UFPEDA).

Staphylococcus aureus — Teste D+

Extratos

M. caiuia Hex

M. caiuia AcEOt
M. caiuia MeOH

UFPEDA 670

CMI/ CMB
0,05/ 0,94
0,12/1,87
7,5/15,0

UFPEDA 691 UFPEDA 700
CMI/ CMB CMI/ CMB
0,12/0,23 0,47/0,94
0,23/0,47 0,4717,5

7,5/15,0 3,75/15,0

UFPEDA 718

CMI/ CMB
0,23/7,5
0,23/0,94
7,5/15,0

UFPEDA 719

CMI/ CMB

0,23/ 0,94

0,23/0,94

7,5/15,0

UFPEDA 729

CMI/ CMB

0,94/ 0,94

0,94/1,87

7,5/15,0

UFPEDA 730

CMI/ CMB
0,94 /0,94
0,94 /1,87
7,5/15,0
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Tabela 11: Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima Bactericida
(CMB) dos extratos em hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) de
Miconia caiuia (mg/ mL) em isolados clinicos de Staphylococcus aureus com perfil de
Sensibilidade ou Resisténcia a Clindamicina e Eritromicina - UFPEDA.

Staphylococcus aureus- UFPEDA

Extratos UFPEDA UFPEDA UFPEDA

672 707 711
CMI/ CMB CMI/ CMB CMI/ CMB
M. caiuia Hex 0,23/0,23 0,23/ 0,47 0,4713,75
M. caiuia ACEOt 0,94 /0,47 0,23/75 047/75
M. caiuia MeOH 751150 75175 751150

Os resultados expressos na Tabela 9 indica que os extratos em hex e AcOEt de M.
caiuia apresentaram valores de CMI entre 0,23- 0,94 mg/mL para os isolados de S. aureus
(ORSAS) testados, com excecdo para o isolado 705 (ferida operatdria), que os valores de CMI
foram 1,87 mg/mL e 3,75 mg/mL, respectivamente. O extrato metandlico se mostrou menos
ativo, se comparado aos demais.

O extrato em hexano de M. caiuia inibiu de cepas de S. aureus com perfil de
resisténcia Teste D+ em concentragdes inferiores a 1 mg/mL. Para S. aureus 670 (UFPEDA),
isolada de urina, a CMI foi de 0,05 mg/mL, ja para S. aureus 691 (UFPEDA), isolada da
ponta de cateter, a CMI foi 0,12 mg/mL (Tabela 10).

A analise dos resultados expressos na Tabela 11 mostra que os extratos Hex e AcOEt
de M. caiuia apresentaram CMI de 0,23 mg/mL frente ao microrganismo isolado da secrecao
traqueal (UFPEDA 707) que possui perfil de resisténcia ao antibidtico clindamicina. Para as
amostras sensiveis a clindamicina e eritromicina (UFPEDA 672 e UFPEDA 7110) os extratos
inibiram o crescimento bacteriano nas concentracfes que variaram entre 0,23 e 0,94 mg/mL.

Adicionalmente, foi realizado um novo ensaio de Concentracdo Minima Inibitéria e
Microbicida com os trés extratos organicos de M. caiuia em outras duas cepas de bactérias do
género Staphylococcus: S. saprophyticus (UFPEDA 823) e S. epidermidis (UFPEDA 183);
outra espécie de Bacilo: Bacillus cereus (UFPEDA 764) e duas bactérias Gram-negativas:
Salmonella enteritidis (UFPEDA 415) e Shigella sonnei (413) com intuito de ainda verificar a

atividade antimicrobiana da espécie (Tabela 12).
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Tabela 12: Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentragdo Minima Bactericida
(CMB) dos extratos em hexano (HEX), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) de

Miconia caiuia (mg/ mL).

Microrganismos

UFPEDA
Extratos UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA  UFPEDA
183 413 415 764 823
CMI/CMB CMI/CMB  CMI/CMB  CMI/CMB CMI/CMB
M. caiuia Hex 1,87/3,75 0,4713,75 0,23/0,47 0,23/0,23 0,12/0,23
M. caiuia ACEOt  1.87/150  047/75 047175 0,47/0,94 0,48/0,93
M. caiuia MeOH  1,87/150  7,5/15,0 7,5/15,0 7,5/15,0 7,5/15,0

A Tabela 12 confirma a atividade antimicrobiana da espécie M. caiuia frente a outros
microrganismos do género Staphylococcus. Os valores CMI para S. saprophyticus mostraram-
se bem proximos aos obtidos no ensaio realizado com os S. aureus. Entretanto, para as
bactérias gram- negativas testadas anteriormente, os extratos de M. caiuia ndo haviam
apresentados resultados significativos, diferente do que ocorreu com as amostras: UFPEDA
413 e UFPEDA 415, onde os outros hexanico e acetato de etila tiveram valores de CMI entre
0,23 e 0,47 mg/mL.

O extrato metanolico da espécie M. minutiflora foi estudadofrente as amostras clinicas
de S. aureus, B. cereus e C. albicans, os valores de CMI foram de 0,625 mg/mL para as
bactérias Gram- positivas e CMI de 2,5 mg/mL para a levedura. Estes resultados
correlacionados com os obtidos durante os testesde CMI das espécies M. affinis, M. caiuia e

M. pyrifolia evidenciam o perfil antimicrobiano do género.

49 QUIMICA

Diante dos resultados promissores nas atividades antimicrobiana e anticancer, M.
caiuia foi a espécie escolhida para proceder com os estudos quimicos apds uma analise

comparativa dos resultados obtidos nas atividades biologicas entre as espécies.

4.9.1 Coluna cromatografica liquida aberta recheada com silica

O extrato em hexano de M. caiuia foi fracionado através do método cromatogréafico
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em coluna aberta recheada com silica em gel, eluida com sistemas hex: hex (1:1) fornecendo
15 fracGes que foram acompanhadas por CCD, onde foi possivel perceber a presenca de
compostos muito apolares; hex:AcOEt (9:1) gerando 20 fracbes que foram reagrupadas em 7
fracOes; hex:AcOEt (8:2 e 5:5) originando 35 fracfes que também foram reunidas em 14
fracdes; acetona: acetona (1:1) obtendo 7 fracOes; acetona: MeOH (8:2 e 5:5) com 2 fracdes; e
MeOH (1:1) com1 fragé&o.

Do total de 80 fracBes, 71 foram submetidas a analise por CCD com o intuito de
identificar as fragBes que poderiam ser quimicamente semelhantes. Apos a analise restaram 25
fracbes, as mesmas foram renomeadas e tiveram seu rendimento final expressos em
miligramas (mg), conforme mostra a Tabela 13.

O rendimento (mg) das fracdes foi muito diferente. Vinte e uma fracGes apresentaram
valores que variaram entre 0,1- 50 mg. Apenas as fragdes 20, 21, 24 e 67 apresentaram
rendimento superior a 50 mg, destacam-se as fragdes: F.20 e F.21 pelo rendimento de 489,7
mg e 255,6 mg, respectivamente.

As fracOes 78, 79 e 80 sofreram processo de cristalizagdo espontanea, por apresentar
estruturas cristalinas semelhantes foram reunidas em uma Unica amostra e enviada para
analise de identificacdo do(s) composto(s) por espectrocospia de Ressonancia Magnética

Nuclear (RMN) que ainda estd em andamento.



Tabela 13: Rendimento das fragfes do extrativo de M. caiuia.

FRACOES RENDIMENTO
F.19 M. caiuia hex 0,1 mg
F.20 M. caiuia hex 489,7 mg
F.21 M. caiuia hex 255,6 mg
F.24 M. caiuia hex 85,0 mg
F.27 M. caiuia hex 45,5 mg
F.29 M. caiuia hex 18,1 mg
F. 33 M. caiuia hex 48,7 mg
F.37 M. caiuia hex 17,4 mg
F.38 M. caiuia hex 7,5mg
F.39 M. caiuia hex 26,0 mg
F.44 M. caiuia hex 7,1 mg
F.45 M. caiuia hex 0,7 mg
F.47 M. caiuia hex 9,6 mg
F.49 M. caiuia hex 3,0mg
F.50 M. caiuia hex 21,6 mg
F.52 M. caiuia hex 28,9 mg
F.54 M. caiuia hex 8,2 mg
F.55 M. caiuia hex 25,8 mg
F.56 M. caiuia hex 5,6 mg
F.58 M. caiuia hex 16,2 mg
F.61 M. caiuia hex 3,9 mg
F.64 M. caiuia hex 5,0 mg
F.67 M. caiuia hex 53,7 mg
F.69 M. caiuia hex 12,3 mg
F.70 M. caiuia hex 1,5mg

4.9.2 Cromatografia Gasosa acoplada ao espectrometro de massas

63

As 25 fraces de M. caiuia foram analisadas por GC-EMs. O cromatograma obtido foi

baseado na biblioteca de espectros NIST 11 e a elucidacdo das amostras foram realizadas com

base no indice de similaridade entre os compostos em compara¢do com os dados disponiveis

na biblioteca e na literatura, conforme a seguir. Vale ressaltar, que alguns compostos ndo

puderam ser identificados devido a baixa resolu¢do em alguns picos quando comparados com

a biblioteca disponivel.
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Elucidacdo dos compostos identificados na Fragéo 20.

Figura 11: Cromatograma GCMS da Fracgéo 20.
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A Figura 1 mostra o cromatograma obtido pelo GCMS, nele foi possivel identificar
quatros picos que apresentaram fragmentos caracteristicos e intensidade m/z, levando em

consideracdo o tempo de retencédo e area % (Tabela 14).

Tabela 14: Dados da analise do cromatograma da Fracéo 20.

Picos Tempo de Area (%) Pico base
Retencéao (m/z)
1 34.592 283634 43.05
2 41.325 898793 71.15
3 68.342 227118 43.10
4 70.033 2867649 218.30

A fracdo 20 se apresentou com um sélido branco (aspecto visivel), solivel no sistema
hex: AcOEt, foi analisada por CCD onde foi possivel verificar o surgimento de trés bandas
com coloracdo roxa ao ser revelada com o anisaldeido, indicando a presenca de percursores

terpenoides. A identificacdo dos 4 picos esta representadas na Tabela 15.
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Tabela 15: Elucidacdo das estruturas quimicas presentes na Fracdo 20.

Picos indice de Férmula Peso Substancias
similaridade molecular molecular
1 86% Ci19H350 282 g/mol 2-Nonadecanone
2 90 % CooH40, 338 g/mol Fitol
3 87 % C2oH400 296 g/mol 1-Etil-Octadecane
4 91 % C3oH500 426 g/mol  B-amirina (olean-12-en-3beta-ol)

Dentre as substancias identificadas na fragdo 20, o quarto pico (RT 70 minutos) foi o
mais significativo, com perfil de triterpeno, com fragmentos principais e intensidades m/z 426
(4), m/z 218 (100), m/z 207 (7), m/z 203 (50), m/z 189 (20), m/z 133 (10). A presenca do ion
molecular em m/z 426 e o pico base m/z 218 (Fig. 2, Fragmento A) sdo caracteristicos de
triterpenos insaturados do tipo oleanano e ursano insaturados em C-12 e substituidos em C-
17. A presenca do pico base em m/z 218 (100) seguido da presenca do pico m/z 203 com
intensidade relevante e que se refere ao fragmento A-15 (Fig. 2, fragmento B) indica que se
trata de uma amirina. Além disso, observa-se que o0 pico m/z 203 é duas vezes mais intenso
que o pico m/z 189 o que é indicativo de uma estrutura do tipo olean-12-en-3-ol (FINGOLO
et al., 2013). Logo a partir destes dados, pode-se atribuir ao referido composto a formula
molecular C3oHsoO que é coerente com o Olean-12-en-3-ol ou B-amirina. A comparagdo com
a literatura e a biblioteca de espectros de massas da NIST 11 confirma esta proposta uma vez

que o pico 4 apresentou indice de similaridade de 91 % com a - amirina.

Figura 12: Esquema geral da fragmentacdo de triterpenos pentaciclicos do tipo ursano e
oleanano e os fragmentos comuns obtidos

“,
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Elucidacdo dos compostos identificados na Fragéo 21.

Figura 13: Cromatograma GCMS da Fracgéo 21.
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A figura 3 mostra o cromatograma onde estéo presentes doze picos com os fragmentos

e intensidade m/z; Tempo de retencdo e area % descritos na Tabela 16.

Tabela 16: Dados da anélise do cromatograma da Fragéo 21.

Picos Tempo de Area (%) Pico base (m/z)
Retencéo
1 34.608 857192 43.00
2 36.592 348700 43.05
3 37.750 618183 43.05
4 40.633 160369 85.05
5 41.300 115442 71.10
6 41.975 346469 55.05
7 42.508 199740 43.05
8 44.625 227022 43.05
9 62.667 99180 165.10
10 62.925 197059 43.05
11 69.125 3950855 43.05

70.150 2964636 218.20

[EEN
N
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Os compostos identificados na fragcéo 21 estdo descritos na Tabela 17, conforme a seguir.

Tabela 17: Elucidacdo das estruturas quimicas presentes na Fracdo 21

Picos indice de Formula Peso Substancias
similaridade molecular molecular
1 88 % Ci1sH360 268 g/mol 2-pentadecanone
2 86 % C2oH400 296 g/mol 1-Etil- octadecanone
3 90 % C16H320, 256 g/mol Acido n-Hexadecanoico
4 80 % CigHs7l 380 g/mol 1-lodo- octadecane
5 86 % C2oH400 296 g/mol Fitol
6 87 % CusHog 196 g/mol 5-Tetradecene
7 88 % Ci1gH3602 284 g/mol Acido Esteriaco
8 89 % CasH70 490 g/mol 17-Pentatriacontene
9 82 % Ca9H500, 430 g/mol Vitamina E
10 - - - N&o- identificado
11 93 % CaoH500 414 g/mol [3- sitosterol
12 83 % C3oH500 426 g/mol B —amirina (olean-12-en-3-ol)

As substancias de interesse identificadas na fragdo 21 encontram-se nos picos 11 (RT

69 minutos) e no pico 12 (RT 70 minutos). O pico 11 tem o perfil de esteroides com
fragmentos principais e intensidades m/z 414 (25), m/z 396 (3), 273 (4), m/z 255 (4), m/z 231
(3) e m/z217 (4), com ion molecular m/z414 seguido do pico m/z 399 (M-15) e o pico base
m/z 43.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 &gua, m/z 271 referente a perda da cadeia lateral sugerem
a presenca de um esteroide com cadeia lateral com formula molecular C10H21.

Ja os picos m/z 329 (M-85), 303 (M-111), 275 (M-139) referentes a clivagem do anel
B sugerem instauracdo em C-5. Os picos m/z 246, 232 (anéis ABC), 231 (246-metila), 213
(231-H20) referentes a quebra do anel D, picos m/z 163, 145 referentes a quebra do anel C, e
pico m/z 138, 120 (138-H20) e 105 (120-metila) referente a clivagem do anel B sugerem
apenas uma substituicdo em C-3 por uma hidroxila e confirmam a insaturacdo em C-5. Logo a

partir destes dados o composto isolado € o B-sitosterol de formula molecular C29H500.
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O - sitosterol apresenta pico intenso de m/z 217, devido a perda de 4gua em conjunto
com dois 4tomos de hidrogénio provenientes do nucleo esteroidal provenientes de uma
mudanca de conformagdo do ion molecular. Além disso, o fragmento m/z 273 obtido por
intermédio da quebra da ligacdo entre os carbonos C17-C20 sdo caracteristicas peculiares dos
fitoesterois (ERICSSON; IVONNE, 2009). Segundo a biblioteca NIST 11, o pico 11
apresenta 93% de indice de similaridade com o 3- sitosterol, com peso molecular de 414g/mol
(Figura 4).

O estudo quimico dos extrativos de outras espécies de Miconia também identificaram
a presenga de esteroides. O - sitosterol isolado de M. caiuia foi encontrado nas seguintes
espécies: M. albicans (MACARI et al., 1990); M. cabucu, M. ligustroides (CUNHA et al.,
2003); M. sellowiana, M. rubiginosae M. pepericarpa (CREVELIN et al., 2006).

Figura 14: Esquema geral da fragmentagao do 3- sitosterol com os fragmentos comuns btidos

O pico 12, da F.21, apresenta perfil de triterpeno, com fragmentos principais e
intensidades m/z 426 (3), m/z 218 (100), m/z 207 (7), m/z 203 (55), m/z 189 (20), m/z 133
(9). A presenca do ion molecular em m/z 426 e o pico base m/z 218 sdo caracteristicos de
triterpenos insaturados. Com indice de similaridade de 83 %, segundo a biblioteca utilizada, o

pico 12 apresenta a 3-amirina, substancia também identificada na fragéo 20.

A identificacdo de B-amirinanas investigacfes quimicas de outras espécies de Miconia:
M. rubiginosa (CREVELIN et al.,2006); M. albicans (PIERONI et al., 2011); M. cabucu, M.
pepericarpa e M. sellowiana (VAZQUEZ, 2012), M. ligustroides(CUNHA et al.,2003a)

corrobora com os achados deste trabalho.
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Elucidacdo dos compostos identificados na Fragéo 24.

Figura 15: Cromatograma GCMS da Fracgéo 24.
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A figura 5 mostra o cromatograma da fracdo 24 onde estdo representados dois picos

com fragmentos, tempo de retencéo e intensidade m/z bem proximos (Tabela 18).

Tabela 18: Dados do cromatograma da Fragédo 24.

Picos Tempo de Retengdo Area (%) Pico base
(m/z)
1 34.608 90222 43.00
2 37.750 499589 43.05

A similaridade dos dados obtidos é confirmada através da analise com a biblioteca

disponivel, o pico 1 apresentou os fragmentos e intensidades m/z (109), m/z (85), m/z (71),

m/z (58) e m/z (48), o composto identificado com 88 % de similaridade foi 6,10-dimetil-2-

Undecano, com massa molecular de 198 g/mol e formula quimica CH13H260. J& pico 20s
fragmentos e intensidades foram m/z (256), m/z (213), m/z (185), m/z (171), m/z (157), m/z
(129), m/z (115), m/z (97), m/z (83), m/z (73), m/z (60) e m/z (48), com 87 % de similaridade

e massa molecular de 256 g/mol o composto identificado foi o acido n-Hexadecanoico

(C16H3202).



Elucidacdo dos compostos identificados na Fragéo 33.

Figura 16: Cromatograma GCMS da Fracéo 33.
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Apenas 1 unico pico foi detectado na fracdo 33, com tempo de retencdo de 9.04

minutos, a area % (357039), fragmentos e intensidade m/z (43.0) foi identificado com 84 %

de similaridade como 2-4-dimetil-pentanal com formula molecular de C7H140 e peso

molecular de 114 mg/mol.

Elucidacdo dos compostos identificados na Fragédo 71.

Figura 17: Cromatograma GCMS da Fracéo 71.
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A andlise deste cromatograma indica a presenca de 2 picos: Pico 1- Tempo de

retencdo de 9.0 minutos, area (%) de 167043 e fragmentos e intensidades m/z (43) e Pico-2

Tempo de retengdo de 11.96 minutos, area (%) de 68284 e fragmentos e intensidades m/z
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(41.05). Com 84 % de similaridade o pico refere-se ao composto 4,4-dimetil-2-Pentanone
(C7H140) com peso molecular de 114 mg/mol. J& no pico a substancia identificada foi 2-
Furanone (CsHgO2) com 74 % de indice de similaridade e peso molecular de 112 mg/mol.

As fragbes que tiveram suas estruturas quimicas identificadas e massa suficiente
minima para mensurar sua atividade bioldgica, foi submetida ao ensaio de citotoxicidade para
verificar se estruturas eram biologicamente ativas para inibir o crescimento de células

neoplasicas (Tabela 19).

Tabela 19: Clso das fragdes em hexano (Hex) de Miconia caiuia em células neoplasicas,
através do ensaio colorimétrico MTT, apds 72 horas de tratamento na concentracéo inicial de
25 pg/mL.

Clso (ug/mL)
Intervalo de Confianca (I1C 95%0)

Amostras de M. caiuia HL-60 K-562 MOLT-4
(Hex)

Fracgdo 21 2,27 3,17 2,34
(1,47 - 3,49) (2,36 - 4,25) (1,83 -2,98)

Fracgdo 24 4,38 3,91 2,87
(3,75-5,12) (3,0-5,0) (2,15 -3,84)

Fracdo 33 4,91 7,61 7,17
(3,76 - 6,42) (6,46 - 8,9) (4,87 - 10,54)

Fracdo 71 6,71 8,39 6,66
(4,96 - 9,0) (6,33-11,12) (4,23 - 10,50)

Os esteroides e os triterpenos sdo geralmente estudados por se apresentar ativos para
diversas atividades de interesse bioldgico, como por exemplo, a atividade antimicrobiana.
Encontrados em extratos e/ou fracfes de vegetais, essas substancias sdo comumente isoladas
com solventes mais apolares, que no referido trabalho, foi identificado nas fracbes F.20 e F.21
do extrativo em hexanico de M. caiuia. Com os resultados obtidos na atividade citotdxica, é
possivel observar que as F.21, F.24, F.33 e F.71 inibiram significativamente o crescimento
das linhagens de leucemia testadas (HL60, K-562 e MOLTI-4). A fracdo F.21, apresentou
Clsg 2,27 pg/mL para HL- 60 (leucemia promielocitica aguda); Cls03,17 pug/mL para K562
(leucemia mieloide cronica) e Cls02,34 pg/mLpara MOLT-4 (leucemia linfoblastica aguda).
Esses resultados sugerem atividade relevante do(s) composto(s) identificado(s) nesta fracao
por Espectrometria de Massas (EM), principalmente pelas substancias [-amirina e f-

sitosterol.
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Vechia e colaboradores (2009) relatam a utilizagdode plantas que apresentam 0s
triterpenos do tipo acido oleandlico e o isémero acido ursélico para fins terapéuticos com
efeitos anti- inflamatdrio, analgésico, hepatoprotetor e sedativo. As abordagens
farmacoldgicas dessas substancias se estendem a boa atividade anticancerigena e a baixa
toxicidade, caracterizando estes constituintes quimicos candidatos promissores para auxiliar
no tratamento do cancer. Na literatura, estudos anticancerigenos in vivo com esses triterpenos
também verificaram o bloqueio da progressdo tumoral (OGURO, et. al.,1998), do
desenvolvimento de tumores implantados em camundongos (HSU, YANG; 1997) e inducéo
da diferenciacdo celular, in vitro (LEE, et. al., 1994), ressaltando a continuidade das

investigagdes farmacoldgicas com B-amirina identificada na F.20 e F.21.

4.9.3 Cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas- LCMS

A analise e elucidacdo dos compostos quimicos presentes nos extratos em AcOEt e
MeOH de M. caiuia ainda estdo em andamento.

5 CONCLUSOES

Os extratos brutos de M. affinis, M. caiuia e M. pyrifolia mostraram-se ativos para as
atividades bioldgicas testadas. A atividade citotdxica das espécies, avaliada pelo método do
MTT, caracterizou os extrativos de Miconia com capacidade de inibir a proliferacdo das
linhagens cancerigenas testadas, destacando o potencial anticancerigeno sobre as linhagens de
leucemia (HL- 60, K-562 e MOLTI-4). Atrelados a isto, auséncia da citotoxicidade para as
células normais tornam as espécies candidatas promissoras para 0s ensaios antitumorais mais
aprofundados. A avaliacdo da atividade antimicrobiana demostrou que as espécies
apresentaram amplo espectro de acdo, pois inibiram o crescimento microbiano de bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas, uma alcool-acido- resistente e da levedura. Entre as espécies
estudadas, M. caiuia destaca-se com atividade relevante para bactérias Gram-positivas.
Isolados clinicos de Staphylococcus aureus foram utilizados com o intuito de investigar a
eficdcia antimicrobiana da espécie e a partir dos resultados obtidos infere-se que o extrato em
hexano apresenta atividade superior aos demais extratos organicos da espécie. Com o perfil
fitoquimico e a analise dos constituintes quimicos presentes no extrato organico mais apolar
foi possivel associar 0s resultados promissores de M. caiuia com 0s esteroides e triterpenos ja
descritos na literatura. Entretanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados para avaliar

essas substancias identificadas individualmente.
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