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RESUMO

Microlicia crenulata (DC.) Mart. (Melastomataceae) possui ocorréncia bastante restrita,
sendo considerada endémica do estado de Minas Gerais, Brasil. At¢ 0 momento, foi
estudada apenas quimicamente para fins taxonémicos. O presente trabalho objetivou
obter conhecimentos Uteis para a conservacdo dos alimentos. Os 0Oleos essenciais
obtidos por hidrodestilacdo e volateis obtidos por HS-SPME das partes aéreas de M.
crenulata foram avaliados quanto a composicdo quimica. As atividades antioxidante,
antibacteriana, antifingica, antiprotozoaria e citotoxica in vitro de M. crenulata também
foram estudadas. Para avaliacdo da atividade antioxidante foram realizados ensaios
com DPPH e com ABTS. A atividade antibacteriana foi estimada usando técnica de
difusdo em disco e microdiluicdo frente a Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. A atividade antifingica foi avaliada por
testes in vitro (Concentracdo Inibitéria Minima) contra os fungos: Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Saccharomyces cerevisiae, Candida parapsilosis, Candida tropicalis,
Candida Krusei, Candida dubliniensis, Candida albicans, Candida glabrata,
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatti. A atividade antiprotozoéaria foi
estudada em culturas de Plasmodium falciparum, clone W2, resistente a cloroquina, por
meio do método pLDH. A atividade citototoxica in vitro foi investigada contra a linhagem
celular HepG2 A16. O 6leo essencial de M. crenulata constitui-se de mistura complexa,
formada principalmente por compostos terpénicos. A espécie apresenta ligeira variacdo
do rendimento e da composi¢cdo quimica do 6leo essencial em funcdo dos estagios
fenoldgicos. Os perfis dos compostos volateis foram diferentes quando a técnica
empregada foi hidrodestilacdo ou HS-SPME. Da fracdo diclorometéanica isolou-se a
acacetina, sendo o primeiro relato da ocorréncia dessa flavona para o género
Microlicia. M. crenulata apresentou consideravel atividade antioxidante in vitro nos
ensaios do DPPH e do ABTS. As fragbes mais polares apresentaram maior atividade
antioxidante e os melhores resultados foram obtidos para a fragdo etandlica FE. O éleo
essencial apresentou moderada atividade inibitéria frente a P. aeruginosa, S. cerevisiae
e A. flavus e fraca atividade contra A. niger, ndo foi capaz de inibir o crescimento de B.
cereus, E. coli e S. aureus, assim como nao foi ativo contra as espécies estudadas dos
géneros Candida e Cryptococcus na maior concentragdo testada (250 pg/mL). As
fracbes extraidas em aparelho de Soxhlet, fracdo metandlica e fragdo aquosa,

apresentaram atividade moderada contra as cepas de P. aeruginosa. A fracdo acetato



de etila apresentou fraca atividade contra P. aeruginosa. Para B. cereus, o0s resultados
obtidos demonstraram que as fragcdes hexanica e diclorometanica apresentaram acao
moderada sobre a referida bactéria. Nenhuma das fracdes testadas apresentou
atividade contra E. coli e S. aureus. As fragcbes hexanica, metandlica e aquosa
demonstraram boa atividade contra S. cerevisiae. O extrato etandlico bruto obtido por
percolacdo e suas fracdes apresentaram boa atividade inibitoria frente a leveduras. Os
melhores resultados de inibicdo foram contra as espécies de C. glabrata, C.
dubliniensis e C. gattii e os componentes responsaveis pela atividade antifingica
podem ser polifendis, particularmente taninos hidrolisaveis. Com relacdo a atividade
antiplasmadica in vitro cinco amostras foram ativas, uma moderadamente ativa, duas
pouco ativas e seis inativas. As fracdes apresentaram atividade antiplasmadica in vitro
e boa seletividade para o parasita em relacdo as células HepG2. Em relacdo as
atividades relatadas neste estudo verifica-se a necessidade de prosseguir com o
isolamento dos principios ativos, a fim de constatar se um Unico composto é o

responsavel pelas atividades ou se ocorre interagdo com outros compostos.

Palavras-chave: Microlicia crenulata, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana e

alimentos.



ABSTRACT

Microlicia crenulata (DC.) Mart (Melastomataceae) has a very restricted occurrence,
being considered endemic to the state of Minas Gerais, Brazil. To date, the species has
been chemically only for taxonomic purposes. This work sought to obtain useful
knowledge oils for the preservation of food. The chemical compositions of essential oils
extracted by hydrodistillation and of volatile substances extracted by HS-SPME from
aerial parts of the M. crenulata were evaluated. The in vitro antioxidant, antibacterial,
antifungal, antiprotozoal and cytotoxic activities of M. crenulata were also studied. To
evaluate the antioxidant activity, assays were performed with DPPH and ABTS. The
antibacterial activity was estimated using the disk diffusion and microdilution techniques
against Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa and
Escherichia coli. The antifungal activity was evaluated in vitro (minimum inhibitory
concentration) against the fungi Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Saccharomyces
cerevisiae, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida
dubliniensis, Candida albicans, Candida glabrata, Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii. The antiprotozoal activity was studied against the chloroquine-
resistant W2 clone of Plasmodium falciparum by the pLDH method. The in vitro
cytotoxic activity was investigated against the HepG2 A16 cell line. The essential oil of
M. crenulata consisted of a complex mixture, including mainly terpene compounds.
There was a slight variation in the yield and chemical composition of the essential oil
according to the phenological stages. The profiles of volatile compounds were different
when the hydrodistillation and HS-SPME techniques were used. Acacetin was isolated
from the dichloromethane fraction, this being the first report of the occurrence of this
flavone in the Microlicia genus. Considerable antioxidant activity in vitro in assays with
DPPH and ABTS was observed for M. crenulata. The highest antioxidant activities were
observed for more polar fractions, and the best results were obtained for the ethanol
fraction FE. The essential oil showed moderate inhibitory activity against P. aeruginosa,
S. cerevisiae and A. flavus and weak activity against A. niger. It was not able to inhibit
the growth of B. cereus, E. coli or S. aureus, and was not active against species of
Candida and Cryptococcus at the highest concentration tested (250 pug/mL). Moderate
activities against strains of P. aeruginosa were observed for fractions extracted by
Soxhlet, the methanol fraction and aqueous fraction. The ethyl acetate fraction

presented weak activity against P. aeruginosa. For B. cereus, the results showed that



the hexane and dichlorometane fractions were moderately active against the said
bacteria. None of the tested fractions showed activity against E. coli and S. aureus.
Hexane, methanol and aqueous fractions showed good activity against S. cerevisiae.
The crude ethanol extract obtained by percolation and its fractions showed good
inhibitory activity against yeasts. The best results were obtained for the inhibition of C.
glabrata, C. dubliniensis and C. gattii, and the components responsible for the
antifungal activity may be polyphenols, especially hydrolysable tannins. Regarding the
in vitro antiplasmodial activity, five samples were active, one was moderately active, two
were slightly active and six were inactive. The fractions showed in vitro antiplasmodial
activity and good selectivity for the parasite in relation to HepG2 cells. Regarding the
activities reported in this study there is the need to continue with the isolation of the
active principles to ascertain whether a single compound is responsible for the activities

or interaction with other compounds occurs.

Keywords: Microlicia crenulata, antioxidant activity, antimicrobial activity and food.
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1 INTRODUCAO

O uso de produtos derivados de plantas como ingredientes funcionais em
formulagBes alimenticias, farmacéuticas, sanitizantes entre outras, tem despertado
grande interesse. As plantas representam uma fonte importante para pesquisar novas
substancias e principios ativos para diversos usos. O estudo fitoquimico de uma
espécie vegetal pode revelar a ocorréncia de substancias de interesses diversos para o
homem (SANTOS et al., 2004). A literatura apresenta Vvarios relatos atribuindo
atividades bioldgicas aos produtos derivados de plantas, tais como: antioxidante
(SCHERER et al, 2009 e RUFINO et al., 2009), antimicrobiana (MONTANARI et al,
2012; OLIVEIRA et al., 2010a e RODRIGUES et al., 2008), antitumoral (RIBEIRO, 2012
e YOSHIDA et al.,, 2010), anti-inflamatoria (IGNOATO et al.,, 2012), inseticida e
repelente (CORREA & SALGADO, 2011; RESTELLO et al., 2012), nematocida (WANG
et al., 2012), antimalarica (BATISTA et al., 2009; MARIATH et al., 2009 e OLIVEIRA et
al., 2009), dentre outras.

Entre os metabdlitos secundarios de plantas, os 6leos volateis constituem uma
fonte rica de compostos biologicamente ativos (SILVA et al., 2010). Segundo Bakkali et
al. (2008), aproximadamente trés mil 6leos essenciais sdo conhecidos atualmente.
Destes, somente cerca de 300 sdo de importancia comercial, especialmente para as
indastrias farmacéutica, agrondmica, alimenticia, sanitaria e cosmética. Varios estudos
citam que os 6leos essenciais de plantas apresentam propriedades antioxidantes,
antimicrobianos e aromatizantes (OLIVEIRA et al., 2010a; JAKIEMIU, 2008; BUSATTA,
2006). Os compostos antioxidantes ocupam um lugar de destaque para as industrias
de alimentos e farmacéutica. A pesquisa nesse seguimento € importante para obtencao
de novos compostos capazes de neutralizar agentes nocivos a sistemas biologicos.

Microlicia crenulata (DC.) Mart. € uma espécie pertencente a familia
Melastomataceae, sendo 0 género associado as formacdes campestres, com maior
diversidade apresentada nos campos rupestres do Brasil Central (ROMERO, 2003). A
espécie despertou interesse devido as suas peculiaridades ecolbgicas: apresentar alta
capacidade competitiva nos locais de sua ocorréncia formando povoamentos quase
puros e aparentemente nao ser predada. Até o presente, a espécie foi estudada

apenas quimicamente para fins taxonémicos.
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A pesquisa de novos agentes antioxidantes e antimicrobianos é uma via
importante para a descoberta de substancias mais eficazes e menos toxicas. Nesse
contexto, o presente estudo teve por objetivo geral avaliar o potencial antioxidante e
antimicrobiano dos metabdlitos secundéarios de Microlicia crenulata, com vistas a obter
conhecimentos Uteis para a conservacdo de alimentos. Os objetivos especificos foram:
(i) estudo da composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais obtidos por hidrodestilacédo e
dos volateis das partes aéreas obtidos por HS-SPME; (ii) estudo da atividade
antioxidante in vitro de extrato e fracdes pelos métodos do DPPH e ABTS; (iii) estudo
da atividade antimicrobiana in vitro do Oleo essencial e fragdes.

Oportunamente também foi estudado o potencial antiprotozoério das fra¢des de
M. crenulata frente a cepas de Plasmodium falciparum, um dos agentes etiolégicos da
malaria. Deve-se compreender que existem protozoarios que séo transmitidos por agua
e alimentos contaminados, desempenhando importante papel em saude publica.
Dentre esses se destacam: Cryptosporidium parvum, Giardia lamblia, Entamoeba
histolytica e Toxoplasma gondii (BRASIL, 2010). Considerando que esses parasitas
pertencem a um grupo taxonomicamente ndo muito distante é factivel que, se as
fracOes estudadas apresentarem atividade contra P. falciparum, possam ser também

ativas contra protozodrios veiculados por alimentos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os primeiros estudos cientificos de plantas datam do século XIX. Neste periodo
foram isolados alguns compostos de plantas que se afirmaram como principios ativos
eficazes e de grande relevancia para a medicina, a exemplo da cénfora, da quinina, da
estriquinina, da morfina e da cocaina (HAMBURGER & HOSTETTMANN, 1991).

O uso de plantas para o tratamento de enfermidades pelos seres humanos é
uma pratica milenar e, mesmo atualmente, aparece como o principal recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Na década de 90, a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) divulgou que 60 a 85% da populacdo dos paises em
desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como Unica forma de acesso aos
cuidados da saude (VEIGA Jr et al., 2005).

Apo6s 1945, devido ao desenvolvimento da quimica farmacéutica sintética e o
aparecimento dos antibidticos produzidos por fermentacdo microbiana, houve uma
acentuada reducdo na utilizacdo de plantas medicinais e, evidentemente, uma
diminuicdo expressiva dos investimentos para estudos desta natureza. Nas Ultimas
duas décadas, as pesquisas sobre a atividade de plantas e a bioprospeccéo de seus
respectivos principios ativos foram intensificadas (CUNHA Jr & SCHEUERMANN,
2005).

2.1 Microlicia crenulata (DC.) Mart.

O género Microlicia insere-se na tribo Microlicieae, que por sua vez, pertence a
familia Melastomataceae. Esta tribo é fortemente associada as formacdes rupestres do
Brasil Central. Analises cladisticas baseadas na sequéncia de DNA dentro do
cloroplasto rpll6 tém estabelecido seis géneros pertencentes a tribo: Chaetostoma,
Lavoisiera, Microlicia, Rhynchanthera, Stenodon e Trembleya (FRITSCH et al., 2004).

A familia Melastomataceae, que pertence a ordem Myrtales, possui distribuicéo
pantropical, com aproximadamente 200 géneros e 5000 espécies, das quais dois tercos
sdo neotropicais. Constitui uma das principais familias da flora brasileira, com cerca de
70 géneros e 1000 espécies, presentes nos mais variados ecossistemas (GIULIETTI, et
al.,, 2009). A familia Melastomataceae € composta por 11 tribos (CLAUSING &
RENNER, 2001) sendo Melastomeae, Miconieae e Microlicieae consideradas as mais
importantes para o Brasil (ROMERO, 2003). Dentro da tribo Microlicieae, o género

Microlicia D. Don compreende aproximadamente 130 espécies (ROMERO, 2013).
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O género Microlicia (micros = pequeno, elikia = estatura) foi estabelecido por
Don (1823). As espécies de Microlicia distribuem-se principalmente em Minas Gerais,
Bahia e Goias, com algumas ocorréncias no Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Mato
Grosso do Sul e Mato Grosso e em menor numero, no Piaui, Maranhdo, Para,
Amazonas e Rondbnia. Somente trés espécies sdo encontradas no Peru, Bolivia,
Venezuela e as Guianas. No Brasil, as espécies ocupam, preferencialmente, os
campos rupestres e adjacéncias, campos de altitude e campos limpos associados a
cerrado formando, na maioria das vezes, grandes populacdes. O género atinge sua
maior diversidade nos campos rupestres e formacdes associadas dos estados de
Minas Gerais, Goias e Bahia (ROMERO, 2003).

A espécie deste estudo possui ocorréncia bastante restrita, sendo considerada
endémica do estado de Minas Gerais (ROMERO & WOODGYER, 2013). E bastante
prolifica nos sitios de ocorréncia natural, conformando povoamentos quase puros.
Ocupa, geralmente, solos argilo-arenosos e locais onde h& maior teor de umidade,
porém sem encharcamentos permanentes. Constitui uma lenhosa importantissima na
colonizacdo de ambientes degradados, apresentando, analogamente a sua ocorréncia
natural, povoamentos bastante densos (TEIXEIRA, 1997).

Microlicia crenulata € um arbusto com altura média entre 0,5-0,8 m, raramente
ultrapassando 1,20 m (TEIXEIRA, 1997) (Figura 1). Possui uma copa globosa, aspecto

mais caracteristico quando de sua ocorréncia isolada. Suas folhas sdo adpressas.

Figura 1 - Populagdo de M. crenulata e detalhe de partes aéreas no periodo de

intensa floracao.
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2.2 Constituintes quimicos e atividade biolégica de espécies da familia
Melastomataceae

A familia Melastomataceae caracteriza-se pela presenca de taninos (muito
comum), alcaldides (raros), antocianinas, flavonoides (BOMFIM-PATRICIO et al., 2001)
e triterpenos (CUNHA et al., 2008a). Cassiano et al. (2010) detectaram a presenca de
alcanos, acidos carboxilicos, ésteres de metila e diterpenos no extrato hexanico de
Microlicia hatschbachii Wurdack. Os diterpenos foram identificados como acido labd-
8(17)-en-15-6ico e acido labd-8(17),13-dien-15-6ico, sendo este o primeiro relato da
presenca de diterpenos labdanos em Melastomataceae.

Estudos quimicos e biolégicos tém sido realizados em espécies de diversos
géneros da familia Melastomataceae. Dentre as atividades biolégicas observadas,
podem-se citar as atividades: antimicrobiana, antiparasitaria, antioxidante, atividade
citotoxica, anticoagulante, antitlcera, antidiarréia, anti-inflamatéria, antinociceptiva,
antipirética (JOFFRY et al., 2012). Apresenta-se o levantamento referente as atividades
biologicas de espécies da familia Melastomataceae no Brasil (Tabela 1).

Tabela 1 - Atividades biologicas de espécies da familia Melastomataceae no

Brasil
Espécie Substrato Atividade Referéncia
Marcetia Extrato hexanico, Antimicrobiana LEITE et al.,
canescens extrato acetato de etila 2012b
e extrato metanolico
Marcetia latifélia Extrato hexénico e Antimicrobiana LEITE et al.,
extrato acetato de etila 2012a
Marcetia Extrato hexanico, Antimicrobiana LEITE et al.,
macrophylla extrato acetato de etila 2012b
e extrato metanolico
Marcetia taxifolia  Extrato hexanico, Antimicrobiana LEITE et al.,
extrato acetato de etila 2012b
e extrato metandlico
Miconia albicans  Extrato metandlico e Antioxidante PIERONI et al.,
fracao butandlica 2011
Extrato Analgésica VASCONCELOS
diclorometéanico et al., 2006
Extrato etandlico Antimicrobiana CELLOTO et al.,
2003
Miconia cabucu Extrato cloroférmico Antimicrobiana RODRIGUES et
al., 2008
Extrato metandlico Analgésica RODRIGUES,
2007

/continua.
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Tabela 1 - Atividades bioldgicas de espécies da familia Melastomataceae no

Brasil (concluséao)

Miconia fallax

Miconia
ferruginata

Miconia
langsdorffii

Miconia
ligustroides

Miconia
rubiginosa

Miconia
sellowiana

Miconia
stenostachya

Tibouchina
stenocarpa

Extrato etandlico, acido
ursolico e acido
oleandico

Acidos  ursélico e
oleandico

Extrato

diclorometéanico
Acido ursoélico e acido

oleandlico

Extrato etandlico e
fracdo hexano/EtOAc
1:1

Extrato hidroalcodlico,
acido ursoélico e acido
oleandico
Acido ursoélico e acido
oleandico

Acido ursoélico, &cido
oleandico e acido
urjndlico
Extrato hexanico,
diclorometéanico e
etanodlico

Extrato metandlico
Fracdo aquosa

Extrato hexanico,
extrato diclorometanico
e extrato etanolico
Extrato etandlico

Acido ursdélico, &cido
2a-hidroxiursolico e
acido maslico

Extrato metandlico

Extrato
diclorometanico
Extrato etandlico

Extrato hexanico,
extrato diclorometanico
e etandlico

Extrato hexanico,
extrato diclorometanico
e extrato etandlico

Antitumoral

Quimiopreventiva

Tripanomicida
Antimicrobiana
inibitéria
catepsina B
Esquitissomicida

Antileishmania

Antimicrobiana

Tripanomicida

Analgésico

Antimicrobiana
Analgésica
SNC
Analgésica
Antimicrobiana

Tripanomicida

Antimicrobiana
Tripanomicida
Antimicrobiana

Tripanomicida

Antimicrobina

e

da

no

CUNHA et al,,
2008b

FURTADO et al.,
2008

CUNHA et al.,,
2003a
OLIVEIRA, 2010

CUNHA et al,,
2012
PEIXOTO et al.,
2011
CUNHA et al,,
2010
CUNHA et al,,
2006
CUNHA et al.,,
2003b

RODRIGUES et
al., 2008
RODRIGUES,
2007
SPESSOTO et
al., 2003

CELLOTO et al.,
2003
CUNHA et al.,,
2006

RODRIGUES et
al., 2008
CUNHA et al.,,
2003a
CELLOTO et al.,
2003

CUNHA et al,,
2009

FARIA et al,
2006
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Até o momento, ndo foram encontradas referéncias a trabalhos de investigacao
sobre os compostos bioativos de M. crenulata. Neste termo, a Unica investigacao
relacionada a espécie foi um estudo quimiotaxonémico efetuado por Bomfim-Patricio et
al. (2001). Poucos estudos foram realizados com espécies do género Microlicia
(CASSIANO et al.,, 2010; TOUDAHL et al, 2012) e, nestes, predominam a
caracterizacdo quimica dos constituintes. Dentre outros fatores, o endemismo do
género pode ter contribuido para a falta de estudos na literatura, seja de natureza

biologica ou quimica.

2.3 Metabolitos secundarios das plantas

O metabolismo das plantas tem sido dividido didaticamente em metabolismo
primario e secundario, mas, na realidade, ndo existe uma divisdo exata entre estes dois
tipos de metabolismo. Admite-se, contudo, que os carboidratos, as proteinas, os
lipidios e os acidos nucléicos, que sdo comuns aos seres Vivos e essenciais para a
manutencdo das células, sdo originados do metabolismo primario. E as substancias
originadas a partir de rotas biossintéticas diversas, e que estéo restritas a certos grupos
taxondmicos, com bioguimica e metabolismo especificos e Unicos, sdo produtos do
metabolismo secundario (WINK, 1990).

O grande potencial dos vegetais para fornecer novas substancias deve-se a
incrivel capacidade desses organismos em biossintetizar os mais diversos tipos de
estruturas moleculares. As propriedades terapéuticas dos vegetais estdo
especialmente relacionadas com os chamados metabdlitos secundarios que sao
compostos micromoleculares evolutivamente selecionados para conferir vantagens
adaptativas as plantas (CUNHA Jr & SCHEUERMANN, 2005).

No decorrer da evolucao as plantas desenvolveram mecanismos de defesa para
sua sobrevivéncia. Dentre estes, as rotas biossintéticas, conhecidas como metabolismo
secundario, produzem substancias protetoras importantes (SALISBURY & ROSS,
1992). Durante muito tempo, esses compostos foram considerados como residuos do
metabolismo, sem utilidade bioldgica. Atualmente, sabe-se que tais compostos,
definidos como metabdlitos secundarios, podem ser caracterizados como elementos de
diferenciacao e especializacéo celular, atuando, por exemplo, na defesa contra ataque

de predadadores (herbivoros e microrganismos), na protecao contra os raios UV, em
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atracdo de polinizadores ou de animais dispersores de sementes, protecdo contra
perda de 4gua e aumento de temperatura, além de sua participagdo em alelopatias
(FABROWSKI, 2002; SIMOES et al., 2004; HARBONE, 1993; WINK, 1990).

Em vérias espécies vegetais, o local da biossintese dos metabdlitos secundarios
esta restrito a um 6rgado, ao passo que os produtos sdo acumulados em toda a planta
ou em o6rgaos diferentes, devido a um sistema de transporte intercelular. Nas células,
certos mecanismos bioquimicos garantem a conducdo dos compostos aos
compartimentos de estocagem apropriados: os hidrofilicos tendem a ser armazenados
nos vacuolos, e os lipofilicos acumulam-se em ductos de células mortas ou ligam-se
aos componentes celulares lipofilicos, como membranas, ceras cuticulares e lignina
(WINK, 1990). Essa compartimentalizacdo é importante para a sobrevivéncia do
vegetal. Por exemplo, os glicosideos cianogénicos sdo estocados nos vacuolos das
células epidérmicas; portanto, encontram-se isolados de hidrolases, localizadas nos
tecidos do mesofilo adjacente. Somente nas situacdes em que os tecidos sao
danificados (por exemplo, durante a mastigacéo) é que os glicosideos cianogénicos e
as hidrolases interagem, havendo liberacdo de HCN. Assim, a prépria planta produtora
fica protegida e utiliza essa estratégia em caso de ataque de herbivoros (SIMOES et
al., 2004).

Segundo Simdes et al. (2004), todos o0s metabdlitos secundéarios sao
praticamente formados a partir do metabolismo da glicose, via duas rotas principais: 0
acido chiquimico e o acetato (Figura 2). O acido chiquimico origina os metabdlitos
secundarios aromaticos, tais como: alcaldides inddlicos, quinolinicos, isoquinolinicos,
ligninas e lignanas, cumarinas e taninos hidrossoluveis. Os derivados do acetato
podem ser formados por trés vias diferentes: via do ciclo do &cido citrico, via do
mevalonato e via da condensacdo do acetato. A via ciclo do acido citrico origina 0s
alcaloides pirrolidinicos, tropanicos, pirrolizidinicos, piperidinicos e quinolizidinicos. A
via do mevalonato produz os terpendides e os esterois. Pela condensacéao do acetato,
formam-se os &cidos graxos e acetogeninas. A combinag¢do de uma unidade de acido
chiguimico e uma ou mais unidades de acetato origina as antraguinonas, flavonoides e

0s taninos condensados.
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GLICOSE polissacarideos
\

L heterosideos

acido chiquimico acetil-CoA
\

triptofano  fenilalanina/  4cido galico viamevalonato  condensago

- ciclo do
‘ tirosina .
alcaléides acido i 5i
Feaio _ citrico isoprenoides .
indolicos e taninos ‘ acidos graxos
uinolinicos idrolisavei . . ;
q hidrolisaveis  antraquinonas terpendides acetogeninas
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protoalcaléides acido ‘ flavonou;es d o e esterols
alcaldides cinamico aninos condensados lisina

isoquinolinicos e

benzilisoquinolinicos alcaldides
fenilpropandides pirrolidinicos,
‘ tropanicos,
pirrolizidinicos,
lignanas e ligninas piperidinicos e
cumarinas quinolizidinicos

Figura 2 - Ciclo biossintético dos metabélitos secundarios (SIMOES et al., 2004).

Os metabdlitos secundarios de maior atividade biolégica sdo os Oleos
essenciais, 0s 4&cidos organicos, alcaléides, flavonoides, taninos, cumarinas,
saponinas, mucilagens, glicosideos e amidas e, quando induzem respostas fisiologicas
em outros organismos, recebem a denominacgdo de principios ativos. A existéncia e a
distribuicdo desses compostos sdo muito variaveis nas espécies vegetais, dependendo
de fatores hereditarios, ontogénicos (etapas de desenvolvimento) e ambientais (clima,
solo e outros) (ROBBERS et al., 1997).

2.3.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos, cuja estrutura basica € o esqueleto
de carbono do tipo C6-C3-C6 com quinze atomos de carbono dispostos em trés anéis:
dois anéis arométicos (A e B) e um pirano (cadeia heterociclica C) (Figura 3). Podem
ser subdivididos em 13 classes: chalconas, dihidrochalconas, auronas, flavonas,
flavonais, dihidroflavonol, flavanonas, flavanol, flavandiol, antocianidina, isoflavonoides,
biflavonoides e proantocianidinas (BRAVO, 1998). Estdo presentes na maioria das
plantas e, por isso, constituem-se como uma das classes de produtos naturais mais
abundantes na natureza com mais de oito mil compostos diferentes ja identificados
(PIETTA, 2000). Podem ocorrer como agliconas, glicosideos ou como parte de outras
estruturas que contenham flavonoides, como as flavonolignanas, porém

frequentemente ocorrem como glicosideos (BEHLING et al., 2004).
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Figura 3 - Estrutura e numeracgao basica dos flavonoides.

Varios estudos indicam que os flavonoides possuem atividades biolégicas como
antialérgica, antiviral, anti-inflamatoria, vasodilatadora, antioxidante (SHOHAIB et al.,
2011 e PIETTA, 2000), antitumoral, antibacteriana, antifingica, antidiabética e anti-
hepatotéxica (SHOHAIB et al., 2011). Segundo relatos de Ross & Kasum (2002)
existem diversas atividades biologicas atribuidas aos flavonoides, algumas das quais
poderiam ser benéficas ou prejudiciais, dependendo das circunstancias especificas,
sendo necessarios mais estudos.

Um estudo quimiotaxondmico realizado por Bomfim-Patricio et al. (2001) com
folnas de espécies de Melastomataceae pertencentes aos géneros Lavoisiera,
Microlicia e Trembleya, resultou na identificacdo de 116 flavonoides, compreendendo
69 flavonodis e 47 flavonas. As espécies de Microlicia descritas neste trabalho
apresentaram, predominantemente, derivados da classe dos flavondis, exceto M.
juniperina, e auséncia de compostos 6-oxigenados. Foi observado que o género
Microlicia possui ampla diversidade estrutural de derivados glicosilados da quercetina e
do canferol e que M. crenulata possui apenas flavondis glicosilados (quercetina-3-O-

glicosideos e canferol-3-O-glicosideos) e quercetina (aglicona) (Figura 4).

R
OH
1 R1=H; R2 = glicosideo
2 R1 =H; R2 = galactosilramnosideo
OH ] 3 R1 =H; R2 =diglicosideo
4 R1=OH; R2 = hidrogénio
5 R1 = OH; R2 = arabinosideo
6 R1=O0H; R2 = glicosideo
7 R1 =0OH; R2 = ramnosideo
OR; 8 R1 = 0OH; R2 = xilosideo
OH o 9 R1=O0H; R2 = glicosilramnosideo

10 R1 = OH; R2 = ramnosilglicosideo

Figura 4 - Estruturas dos flavonoides encontrados em M. crenulata por BOMFIM-
PATRICIO et al. (2001).
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Os flavonoides isolados de folhas de diferentes espécies do género Microlicia

por Bomfim-Patricio et al. (2001) estéo listados na Tabela 2. Na Figura 5, somente as

estruturas quimicas das agliconas correspondentes, apigenina, luteolina, crisoeriol,

canferol, quercetina, miricetina, ramnetina e isoramnetina estao representadas.

Tabela 2 - Flavonoides isolados de amostras de Microlicia D. Don

Flavonoide

Espécie

Apigenina 7-O-glicosideo

Apigenina 7-O-xilosideo
Luteolina 7-O-arabinosideo
Crisoeriol

Crisoeriol 7-O-arabinosideo
Crisoeriol 7-O-glicosideo
Canferol

Canferol 3-O-arabinosideo

Canferol 3-O-glicosideo

Canferol 3-O-xilosideo

Canferol 3-O-arabinosilxilosideo
Canferol 3-O-glicosilramnosideo
Canferol 3-O-galactosilramnosideo
Canferol 3-O-diglicosideo

Canferol 3-O-(glicose-xilose)*
Canferol 3-O-xilosilglicosideo
Canferol 3-O-dixilosideo

Canferol 7-O-arabinosideo
Canferol 3,7-di-O-diglicosideo
Quercetina

Quercetina 3-O-arabinosideo

Quercetina 3-O-galactosideo

M. avicularis Mart. ex Naud.; M. fulva
(Spreng.) Cham.; M. isophylla DC.; M.
martiana O. Berg. ex Triana; M. selaginea
Naud.

M. martiana O. Berg. ex Triana

M. glandulifera Cogn.; M. juniperina St. Hil.

M. macrophylla Naud.

M. macrophylla Naud.

M. macrophylla Naud.

M. confertiflora Naud. var. confertiflora Naud.
M. fulva (Spreng.) Cham.; M. martiana O.

Berg. ex Triana

M. confertiflora Naud. var. confertiflora Naud.;
M. crenulata Mart.; M. cuneata Naud.; M. fulva
(Spreng.) Cham.; M. glandulifera Cogn.; M.
martiana O. Berg. ex Triana.

M. glandulifera Cogn.; M. martiana O. Berg. ex
Triana

. polystemma Naud.

. glandulifera Cogn.; M. macrophylla Naud.

. crenulata Mart.

. crenulata Mart.; M. cuneata Naud.

. polystemma Naud.

. glandulifera Cogn.; M. isophylla DC

. isophylla DC.

. selaginea Naud.

. confertiflora Naud. var. confertiflora Naud.

. crenulata Mart.; M. cuneata Naud.; M.
damazioi Brade; M. fulva (Spreng.) Cham.; M.
glandulifera Cogn.; M. macrophylla Naud.; M.
pulchella Naud.; M. selaginea Naud.

M. confertiflora Naud. var. confertiflora Naud.;
M. crenulata Mart.; M. cuneata Naud.; M. fulva
(Spreng.) Cham.; M. glandulifera Cogn.; M.
isophylla DC.; M. macrophylla Naud.; M.
martiana O. Berg. ex Triana; M. pulchella
Naud.; M. selaginea Naud.

M. confertiflora Naud. var. laxifolia Cogn.; M.
selaginea Naud.

=TI L

/continua.



Tabela 2 - Flavonoides isolados de amostras de Microlicia D. Don (conclusé&o)

Quercetina 3-O-glicosideo

Quercetina 3-O-ramnosideo

Quercetina 3-O-xilosideo

Quercetina 3-O-arabinosilgalactosideo
Quercetina 3-O-arabinosilglicosideo
Quercetina 3-O-arabinosilramnosideo
Quercetina 3-O-galactosilglicosideo
Quercetina 3-O-diglicosideo

Quercetina 3-O-glicosilramnosideo

Quercetina 3-O-glicosilxilosideo
Quercetina 3-O-diarabinosideo

Quercetina 3-O-ramnosilglicosideo

Quercetina 3-O-diramnosideo
Quercetina 3-O-ramnosilxilosideo
Quercetina 3-O-xilosilglicosideo
Quercetina 3-O-dixilosideo
Quercetina 7-O-glicosideo
Quercetina 7-O-xilosideo
Quercetina 7,3’-dimetil éter 3,4’-di-O-,
(xilose ou glicose)*

Ramnetina 3-O-glicosideo
Ramnetina 3-O-diglcosideo
Isoramnetina

Isoramnetina 3-O-arabinosideo
Isoramnetina 3-O-galactosideo
Isoramnetina 3-O-glicosideo
Miricetina 3-O-glicosideo
Miricetina 3-O-xilosideo

M. avicularis Mart. ex Naud.; M. confertiflora
Naud. var. confertiffora  Naud.;, M.
confertifiora Naud. var. laxifolia Cogn.; M.
crenulata Mart.; M. cuneata Naud.; M.
damazioi Brade; M. fulva (Spreng.) Cham.;
M. glandulifera Cogn.; M. isophylla DC.; M.
macrophylla Naud.; M. martiana O. Berg. ex
Triana; M. pulchella Naud.; M. selaginea
Naud.

M. crenulata Mart.; M. damazioi Brade; M.
fulva (Spreng.) Cham.

M. crenulata Mart.; M. fulva (Spreng.)
Cham.; M. isophylla DC.; M. martiana O.
Berg. ex Triana; M. pulchella Naud.

M. glandulifera Cogn.

M. glandulifera Cogn.

M. avicularis Mart. ex Naud.

M. selaginea Naud.

M. avicularis Mart. ex Naud.; M. confertiflora
Naud. var. laxifolia Cogn.; M. cuneata
Naud.; M. glandulifera  Cogn.; M.
macrophylla Naud.; M. pulchella Naud.

M. crenulata Mart.; M. fulva (Spreng.)
Cham.; M. macrophylla Naud.

M. isophylla DC.; M. pulchella Naud.

M. confertiffora Naud. var. confertiflora
Naud.

M. avicularis Mart. ex Naud.; M. crenulata
Mart.; M. cuneata Naud.; M. fulva (Spreng.)
Cham.; M. glandulifera Cogn.

. glandulifera Cogn.; M. polystemma Naud.
. pulchella Naud.

. glandulifera Cogn.

. glandulifera Cogn.; M. isophylla DC.

. pulchella Naud.

. pulchella Naud.

. glandulifera Cogn.

. selaginea Naud.
. selaginea Naud.
. selaginea Naud.
. selaginea Naud.
. selaginea Naud.
. selaginea Naud.
. fulva (Spreng.) Cham.
. fulva (Spreng.) Cham.

SIS KL L

* Posicdo relativa dos acglcares ndo determinada.

Fonte: Bomfim-Patricio et al. (2001).
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Figura 5 - Estrutura quimica das agliconas dos flavonoides isolados de diferentes

espécies de Microlicia por Bomfim-Patricio et al. (2001).
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2.3.2 Taninos

O tanino é utilizado desde a antiguidade (cerca de 1500 a.c.) e, atualmente, tem
ampla aplicacdo na medicina e industria de alimentos. Na Asia (Japdo e China),
extratos de plantas que contém taninos sdo usados como adstringente contra diarreia,
como diurético, contra tumores estomacais e duodenais e como anti-inflamatério e
antisséptico. Os taninos podem precipitar metais pesados e alcalbides (exceto morfina),
portanto podem ser utilizados em envenenamentos com estas substancias
(KHANBABAEE & VAN REE, 2001).

A sensacao adstringente provocada por vinhos, sucos de frutas, chas e outras
bebidas esta relacionada, em grande parte, aos taninos. Ao precipitar as proteinas
ricas em prolina presentes na saliva, ocorre a perda do poder lubrificante (SIMON et al.,
2003).

Os taninos sdo usados na estabilizacdo de cerveja na industria de alimentos.
Sua funcédo é reduzir a concentracdo de proteinas por meio da precipitacdo como
complexos tanino-proteicos, que sao retirados da cerveja por meio da sedimentagao ou
centrifugacaoffiltracdo (BATTESTIN et al., 2004). S&o utilizados como coagulantes na
producgéo de borracha e como corantes na produgéo de tintas, inclusive como corantes
téxteis (KHANBABAEE & VAN REE, 2001), como coagulantes e floculantes no
tratamento de 4gua em barragens e curtimento de couro (PANSERA et al., 2003).

Os taninos representam o quarto constituinte vegetal mais abundante depois da
celulose, da hemicelulose e da lignina. Atuam como parte do mecanismo de defesa dos
vegetais contra microrganismos, herbivoros e condigbes ambientais hostis (PINTO et
al., 2005).

Taninos sdo substancias polifendlicas que podem ser divididos em dois grandes
grupos: condensado e hidrolisavel. Taninos condensados sdo formados por meio da
condensacdo de flavan-3-ols (catequinas) e s&o muitas vezes referidos como
proantocianidinas (YOSHIDA et al., 2010).

Dentre os taninos hidrolisaveis encontramos o0s galotaninos e os elagitaninos.
Galotaninos sdo os taninos hidrolisaveis mais simples em ocorréncia, sua estrutura
basica corresponde a um nucleo poliol ligado a moléculas de acido galico. Apesar da
grande variedade de combinacdes possiveis 0s galotaninos apresentam um nucleo
poliol, de glicose na maioria dos casos, sendo que as hidroxilas podem estar totalmente
ou parcialmente substituidas por unidades galoila. Os elagitaninos sado formados a

partir dos galotaninos, mais especificamente da pentagaloilglicose por um processo de
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acoplamento oxidativo de pelo menos duas das espécies galoila, formando as unidades
quirais HHDP (hexahidroxidifenoila) (YOSHIDA et al., 2010). A estrutura molecular do

HHDP esta apresentada na Figura 6.

FIGURA 6 - Unidade HHDP (hexahidroxidifenoila).

Os elagitaninos produzem &cido elagico apos a hidrélise. Os elagitaninos
incluem: elagitaninos monomeéricos, elagitaninos C-glicosidico com um ndcleo de
glicose de cadeia aberta, taninos complexos (taninos C-glicosidico condensado com
flavan-3-ol), e oligbmeros que sao produzidos por meio de ligagbes intermoleculares
C-O ou C-C entre monbmeros. Ao contrario dos taninos condensados que sao
comumente encontrados em todo reino vegetal, elagitaninos foram encontrados
somente em angiospermas dicotiledéneas. Entre as familias de plantas ricas em
elagitaninos estdo Myrtaceae, Lythraceae, Onagraceae, Melastomataceae e
Combretaceae. Essas familias pertencem a ordem Myrtales de acordo com o0s
sistemas de classificacao de plantas de Cronquist e APGII (YOSHIDA et al., 2010).

A familia Melastomataceae produz oligbmeros que sao distintos daqueles de
qualguer outra familia. Ao contrario dos taninos monoméricos hidrolisaveis, as
estruturas dos oligbmeros sdo caracteristicas de uma familia ou género de plantas,
sugerindo que as formas de oligomerizacdo dos monémeros sdo provavelmente
reguladas enzimaticamente de maneira semelhante dentro de cada grupo de plantas
(YOSHIDA et al., 2005). Aproximadamente 40% dos elagitaninos oligoméricos ja
caracterizados foram isolados de espécies de Onagraceae, Lythraceae, Myrtaceae,
Trapaceae e Melastomataceae, indicando que estas variedades de plantas sao boas
fontes naturais destes oligdbmeros (YOSHIDA et al., 2010).

Taninos complexos sdo caracterizados por uma estrutura de tanino C-glicosidico
condensado com flavan-3-ol (catequina ou epicatequina). Ao contrario dos taninos

C-glicosidicos, estes taninos foram encontrados em um ndamero bastante limitado de



espécies de plantas pertencentes
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familias Combretaceae, Myrtaceae,

Melastomataceae, Fagaceae e Theaceae (YOSHIDA et al., 2010).

A Tabela 3 lista varios taninos

isolados de diferentes espécies de

Melastomaceae, estando representadas somente as estruturas quimicas dos
monomeros na Figura 7 (YOSHIDA et al., 2005).

HO.

OH
OH

O\O OH
O o
\
(of

|
OH co o
OH |
o
HO OH HO OH

Pedunculagin (PE)

@;w -

o
? %o
To OH
e
OH HO

Pterocaryanin C (PC)

—COOCHZ
OH coo co
HO

OH OH
OH

OH

Strictinin (S)

HO OH
OH
OH
?:o OH
o HCO OH
o OH
o
o \
co co
o —{yon
HO OH HO OH

OH ' \ OH
co
OH | £o
o Yo
HO OH HO OH

Casuarictin (C)

OH

OH
H,CO OH
%/o co OH

OH

1,4,6-Trigalloylglucose (TG)

Figura 7 - Estrutura quimica de taninos hidrolisaveis em plantas da familia

Melastomataceae.



32

-asoon|BjAoleb-o-1p- 5t -¢'7 10 pealsul [AO3UOJBA PaZIUOIOET-€'7 ¢ dnoib -¢'7 10 pealsul dnoub |Ao3uoeA-€'7 &
IBIAONER-O-IP- 90> -ddHH-€ ¢ JO pEajsul] |[EA PRZIUOIIET-EZ q ddHH-€ ¢ JO peajsul l [EAEC

+ S(1-€) 2d (7-2) D (9-v) dd L Urrej0qoN
+ OLF-2) 2 (1-€) Dd(7-2) D S UIIe}0qoN
+ 0 (1-€) 2d(7-2) O (9-¥) Oa O urrejoqoN
+ 2(1-€) Dd (r-7) D (9-%) ad d umeloqoN
+ 1 2(1-€) 2d (7-2) D (9-¥)0d Y UIEl0qoN g
SOIRTIRIR L
* + + + 0(1-) 0d () O [ TITR}0qoN
+ «0d (7-7) D (9-%) dd (1 TITRI0QON
+ 00 (7-7) 0 (9-%) ad N UITE}0qoN
+ + 01 (r-2) O(9-%) ad TN UTTRI0GON
+ dd (r-7) 0 (9-) ad T UITE}0qON
+ + 2d (7-2) O (9-%) ad 5 UTTRI0qON
" + + 2d (7-2) D (9-¥) Od H UITe10qON
SOISTIIIT,
* + Ad (9-¥) ad f WAI[IP2IA]
N + 2d(r2) 0 O UIIE10GON
" * QA7) O [ UITE}0qON
+ + 0d(7-7) O H UITE10qON
i + + + + D1(-2) D O UITej0qON
+ + + + + + 2d-2) 0 g urmel0qoN
" + 0(¥) oL g uneIpag
+ s(9-¥) Od [ UITR10QON
N + + + D (9-v) g€d  UITE10GON
* + + + + 009-%) Dd A TIrej0qoN
SOISWII(]
* * + + (D1)esoonjSKoTeST-9H T
" + + (s)urmnomng
* (8d) g urxooserg
+ + + (Dd) D urueAresolalg
N + + + + + + (D) unoLrense)
+ + + + + + (ad) wrdenounpag
SOISTIQUOTA]
Eje[nonIaqn], eoljIuSern WNas0l EBIO[JIJ[OII  EIPUEJSPIUSS QJ[EUNIOUN UMOUJEqeE[Ell  WNIO[JIni
BIpalg E[[UIP]A] UONU00IR)eH ‘L BUTonoqL], W ETIO)JSB[o]A]  TMJSR[IOTOTA] BINNISa ap odi], sojsodmo)

(s00Z “"Ie 12 epIysoOA) seadejewolse|aw El[lWE} EP sejue|d wa SI9AES||OIPIY soUlue] - ¢ E|]ode ]



33

Da espécie Osbeckia chinensis, foram identificados trés elagitaninos C-
glicosidicos, casuarinin, casuariin e epi-punicacortein A, e de Tibouchina
semidecandra, foram isolados castalagin, vescalagin e casuarinin. Da espécie
Melastoma malabathricum, foram isolados os taninos complexos stenophyllanin A,
malabathrin A, malabathrin E, malabathrin F (YOSHIDA et al., 2010). Yoshida et al.
(2005) isolaram e caracterizaram os elagitaninos pentaméricos melastoflorins A, B, C e
D das folhas de Monochaetum multiflorum.

Segundo Haslam (1996) as propriedades farmacologicas dos taninos séo, pelo
menos em parte, em virtude de trés caracteristicas gerais: 1. Complexa¢do com ions
metalicos (ferro, manganés, vanadio, cobre, aluminio, célcio, entre outros); 2. Atividade
antioxidante e sequestradora de radicais livres e; 3. Habilidade de complexar com
outras moléculas, incluindo macromoléculas tais como proteinas e polissacarideos.

Varias propriedades biolégicas benéficas para a saude humana tém sido
relatadas tanto para os elagitaninos como para as proantocianidinas. A forte afinidade
dos taninos por diversos biopolimeros, tais como enzimas, e os efeitos antioxidantes
baseados no sequestro de radical sdo a chave para seus diversos efeitos bioldgicos.
Foram observados efeitos antimicrobianos, antitumoral, inibidor de enzima, e
imunomodulador dos elagitaninos de espécies de plantas da ordem Myrtales
(YOSHIDA et al., 2010).

2.3.3 Oleos essenciais

O conhecimento sobre 6leos essenciais de plantas data de alguns séculos antes
da era crista. A referéncia historica de obtencao e utilizacdo desses Oleos esta ligada,
originariamente, a civilizacdes antigas, com destaque para o Egito, Pérsia, China e
india. A evolugdo de conhecimentos técnicos sobre 6leos essenciais deu-se em
meados do século XVIII, quando se iniciaram estudos para as caracterizacdes
quimicas (VITTI & BRITO 2003). Atualmente, é grande o numero de plantas
conhecidas para a producéo de 6leos essenciais com viabilidade econémica.

Os oOleos essenciais sao definidos pela Organizacdo Internacional de Padrbes
(ISO) como sendo os produtos obtidos de partes de plantas por meio da destilacéo por
arraste com vapor d'agua, bem como os produtos obtidos por prensagem dos
pericarpos de frutos. Podem ser também chamados de 6leos volateis, 6leos etéreos ou

esséncias. Possuem aparéncia oleosa a temperatura ambiente, advindo, dai, a

denominacéo de 6leo. Entretanto, sua principal caracteristica € a volatilidade.
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Os Oleos volateis sdo produzidos no metabolismo secundéario das plantas. Sua
localizacé@o varia de acordo com a familia botanica a qual pertence, podendo ocorrer
em estruturas secretoras especializadas, tais como canais oleiferos (Apiaceae), bolsas
lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae, Rutaceae), pélos glandulares (Lamiaceae),
células parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae). Podem ser
estocados nas flores, folhas, cascas do caule, madeira, raizes, rizomas, frutos ou
sementes, podendo variar na sua composi¢cdo de acordo com a localizagcdo em uma
mesma espécie (SIMOES & SPITZER, 2004). Além da variacéo de acordo com o 6rgéo
de localizacao, outros fatores podem interferir na composic¢éao do éleo essencial de uma
mesma espécie vegetal, tais como: a época de coleta; condi¢des climéticas e de solo;
localizac&o geogréfica; ciclo vegetativo da espécie e o processo de obtencio (SIMOES
& SPITZER, 2004).

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas a temperatura ambiente, cujos componentes incluem
hidrocarbonetos (monoterpenos, sesquiterpenos, entre outros) e compostos
oxigenados (&lcoois, ésteres, éteres, aldeidos, cetonas, lactonas, fendis, éteres
fendlicos, entre outros). Geralmente, um deles € o composto majoritario, havendo
outros em menores teores e alguns em baixissimas quantidades (tragos).
Quimicamente, estes compostos derivam de terpendides, originados a partir do acido
mevaldnico e do metileritritol fosfato, ou de fenilpropandides, provindos do &cido
chiguimico. Os fenilpropandides sdo caracterizados por apresentarem um anel
benzénico com uma cadeia lateral de trés carbonos. Os terpendides séo classificados
pelo nimero de unidades isoprénicas que possuem, sendo os mais frequentes o0s
monoterpenodides (cerca de 90% dos 6leos) e os sesquiterpenos (SIMOES & SPITZER,
2004).

Toudahl et al. (2012) estudaram a composicdo quimica do 6Oleo essencial de
Microlicia graveolens e identificaram 13 compostos, o que representa 99,8 % de sua
composicdo. O componente majoritario foi o acetato de (+)-trans-pinocarvila (78.9 %),
seguido por acetato de (-)-trans-pinocarvila (5.5 %) e B-pineno (3.8 %). O 6leo de M.
graveolens apresenta em menores concentracées 0s seguintes compostos: B-mirceno,
D-limoneno, 1-metil-4(1-acetoxi-1-metil-etil)-ciclohex-2-enol, pinocarvona, 4-terpineol,
L-pinocarveol, a-terpineol, acetato de (+)-mirtenila, B-bisaboleno e verbenil propil éter.
Até o presente, esse € 0 Unico relato na literatura referente a composi¢do quimica de

Oleo essencial de alguma espécie do género Microlicia.
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Na natureza, os 6leos essenciais desempenham papéis ecoldgicos importantes
na protegdo das plantas, por atuarem como antimicrobianos, inseticidas e contra
herbivoros. Na fitoterapia, destacam-se pelas suas propriedades antibacterianas,
analgésicas, sedativas, expectorantes, estimulantes e estomaquicas (SILVA & CASALI,
2000; CRAVEIRO et al., 1981). Os dleos volateis sdo utilizados para conferir aroma e
odores especiais a produtos alimenticios e de perfumaria (CRAVEIRO et al. 1981).
Servem como uma fonte alternativa de agentes antimicrobianos contra patégenos e/ou
deteriorantes em alimentos (OLIVEIRA et al., 2010a; KOTZEKIDOU et al., 2007,
SKANDAMIS et al., 2002). Principalmente devido a propriedade antimicrobiana, o uso
dos Oleos essenciais nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética esta se
difundindo cada vez mais como alternativa aos produtos sintéticos.

O estudo e desenvolvimento das embalagens, especialmente as embalagens
ativas, que interagem com o alimento, tém sido de fundamental importancia para
estender sua vida-de-prateleira (MORAES et al., 2007). Dentre os antimicrobianos
utilizados em embalagens tém-se alguns 6leos essenciais (BOLTRE et al.,, 2010;
MELO, 2010; OJAGH et al., 2010; ROJAS-GRAU et al., 2007). Os compostos ativos,
uma vez incorporados nos polimeros e em contato com o alimento, podem migrar lenta
e gradualmente, da embalagem para a superficie do alimento, de modo que a atividade
antimicrobiana ocorra com maior intensidade onde se faz necessario (COMA, 2008).
Apesar das vantagens, a embalagem antimicrobiana ndo pode alterar negativamente a
aparéncia, odor e sabor dos alimentos. Deve-se considerar, na selecdo do agente
antimicrobiano, seu mecanismo de inibicao, cinética de migracéo e difusdo do agente
no alimento, caracteristicas fisico-quimicas do alimento, tipo e populacdo de
microrganismos, fisiologia do microrganismo-alvo, processo de fabricacdo do material
de embalagem, e processabilidade do material de embalagem e aspectos relacionados
a legislacédo (OLIVEIRA & OLIVEIRA, 2004).

Pesquisas sobre caracterizacdo quimica e descricdo de atividades bioldgicas
atribuem os efeitos dos 6leos volateis principalmente aos compostos majoritarios
(SANTURIO et al., 2007). No entanto, VAN ZYL et al. (2006) apontaram que todos 0s
compostos dos 0leos podem interagir de maneira complexa, o que poderia refletir na
atividade biolégica. Apesar de apresentar varias caracteristicas benéficas, os efeitos
toxicos que estas substancias podem ocasionar ndo podem ser descartados (SIMOES
et al., 2004; FABROWSKI, 2002; ROBBERS et al., 1997).

Santos et. al. (2006), apOs estudo bibliométrico de 12995 documentos de
patentes depositadas nos Estados Unidos entre 1980 até 2003 sobre o tema dos 0Oleos
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essenciais, relataram informacdes interessantes sobre esses compostos. Os depadsitos
de patentes envolvendo Oleos essenciais e compostos terpénicos nas éareas de
preparacdes medicinais contabilizaram 13,95%; para manipulacdo genética de plantas
superiores e microrganismos visando a sintese de terpenos, 8,37%; para tensoativos,
4,04%; para polimeros, 3,32% e para cosmeéticos, 3,10%. Na mesma pesquisa
verificaram que, das patentes listadas, as companhias norte-americanas Procter &
Gamble e Colgate-Palmolive possuem, respectivamente, 2,01 e 1,38%; a empresa
francesa L’Oréal, 2,01% e a alema Hoescht 1,09%. Esta informacdo demonstra uma
crescente busca por novas tecnologias para é&reas de tensoativos, compostos
farmacéuticos e polimeros utilizando-se 6leos essenciais e compostos terpénicos.

Os métodos de extracdo de Oleos volateis variam segundo a sua localizacdo na
planta e com a proposta de utilizacdo do mesmo (CHAAR, 2000; ROBBERS et al.,
1997). A composicao e as caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos essenciais podem
variar de acordo com o método de extracdo utilizado e com as condi¢cées operacionais
empregadas na extracdo (ROBBERS et al., 1997).

O arraste por vapor d'agua é o método mais empregado por apresentar bom
rendimento, ser de baixo custo e de facil execucdo. Existem trés técnicas de extracdes
distintas de arraste por vapor d’agua. A distingdo entre as técnicas é feita pela forma na
qual se estabelece o contato entre a amostra e a agua, na fase liquida ou de vapor. A
primeira técnica chamada de hidrodestilacdo, a amostra fica imersa na agua contida
numa caldeira. A segunda, chamada de destilacdo pela 4gua e vapor, a amostra fica
contida em um recipiente logo acima da caldeira, permanecendo, desse modo,
separada da agua. A terceira, chamada de destilacdo pelo vapor de 4gua, a amostra é
mantida em um recipiente separado e o vapor de agua que flui provém de um gerador
préprio independente (CHAAR, 2000). O calor do vapor faz com que as paredes
celulares se abram. Assim, o 6leo que esta entre as células evapora juntamente com a
agua e vai para o tubo de resfriamento. A fase oleosa ndo se mistura com a fase
aguosa. Os 6leos essenciais ficam concentrados sobre a camada de agua, por serem
menos densos, podendo ser facilmente separados. Preferencialmente, esse método
tem sido utilizado na extracdo de oleos de plantas frescas. A farmacopeia Brasileira
(edic&o V) preconiza o uso de um aparelho tipo Clevenger, com algumas modificacdes.
O aparelho de Clevenger é utilizado em producdes de pequena escala (Figura 8).

A industria utiliza, preferencialmente, a extracdo por vapor d’agua por ser menor
0 contato da amostra com a agua em relacdo aos métodos anteriores de arraste por

vapor d’agua. Nessa técnica, sdo menos acentuada a hidrolise de ésteres, a oxidagéo
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de componentes volateis e a polimerizagdo de outros constituintes, em particular dos
aldeidos. A &gua residual desse método de extracdo € denominada de hidrolato, que

normalmente é rica em compostos do 6leo essencial solubilizado (CHAAR, 2000).

150 |

Figura 8 - Extrator de 6leos essenciais tipo Clevenger modificado

2.4 Microextracao em Fase Sélida

A Microextracdo em Fase Solida - SPME (Solid Phase Micro-Extration) € uma
técnica de extracdo e pré-concentracdo rapida e simples, ndo utiliza solventes
extratores e dispensa manipulacdo excessiva de amostra. Tem aplicacdes em areas
como alimentos, produtos naturais e farmacéuticos, andlise ambiental, de 4gua e de
solos, andlise clinica e forense. Tem elevado poder de concentracdo (adequando-se
com as sensibilidades dos detectores de cromatografia gasosa), € aplicavel a muitos
tipos de analitos e facilita o transporte do material extraido para o cromatografo
(QUEIROZ & LANCAS, 2005; SARTORATTO, 2001; VALENTE & AUGUSTO, 2000).

A teoria de SPME fundamenta-se na cinética de transferéncia de massa entre
fases e na termodinamica que descreve o equilibrio de particdo do analito entre as
fases. Numa extracdo por SPME, as moléculas do analito tém de se deslocar da matriz

e penetrar no recobrimento e, para isto, resisténcias a transferéncias de massa devem
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ser vencidas, até que se estabeleca um equilibrio de particdo (ou de adsor¢do, para o
caso de recobrimentos soélidos) do analito, entre a fibora e o meio que a envolve
(VALENTE & AUGUSTO, 2000).

O dispositivo basico de SPME consiste de uma fibra 6tica de silica fundida de
100 pm de diametro, com 10 mm de uma extremidade recoberta com um filme fino de
um polimero (polidimetilsiloxano = PDMS, poliacrilato = PA ou Carbowax = Cwx) ou de
um solido adsorvente (carvao ativo microparticulado = Carboxen) (Figura 9). As
espessuras dos recobrimentos de fibras comerciais variam de 7 um a 100 um e seus
volumes de 0,03 pL a 0,7 pL. A extracdo acontece introduzindo-se a secéo recoberta
na amostra, ou no seu espaco confinante (headspace) acima da amostra. Apés a
extracdo, a fibra € removida da amostra e inserida no injetor do cromatografo de gas,
onde os analitos sdo termicamente dessorvidos sob fluxo do gas de arraste e
carregados para a coluna cromatografica. Com as dimensdes anteriormente
mencionadas, as fibras extraem pequenas quantidades de analito, o que facilita sua
dessorcéo e subsequente separacédo cromatografica (VALENTE & AUGUSTO, 2000).

+—— Seringa
|| | — Parafuso que retem o émbalo

. Abertura em forma de Z

|~ Janela para verificar o tipo de fibra

| /" :
513 - Guia ajustavel da agulha (

r\ - Sistema de molas .
3\ H L——— Agulha que perfura o septa

Septo de selagem 1 —— Tubo hipodérmico

.
i

— Fibra de silica fundida

’

Figura 9 - Dispositivo de SPME comercializado pela Supelco.
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2.5 Atividade antioxidante

O estudo da atividade antioxidante de compostos organicos tem sido estimulado
pela demanda crescente de substancias com potencial antioxidante pelas industrias de
alimentos, medicamentos e cosméticos. Especificamente, a substituicdo de
antioxidantes sintéticos por antioxidantes naturais tem estimulado pesquisas na area de
ciéncia dos alimentos. Os processos oxidativos, responsaveis por alteracdes na cor,
sabor, textura e valor nutricional dos alimentos, podem ser evitados pela modificacao
das condicbes ambientais ou utilizacdo de substancias antioxidantes, as quais
impedem ou diminuem o desencadeamento das reacdes oxidativas (AMAROWICZ et
al., 2004). A propriedade antioxidante pode ser caracterizada como a doagédo de um
elétron, alquilacdo de metais de transicdo com funcdo catalitica ou inibicdo de
elementos oxidativos (HALLIWELL, 1999).

A possibilidade de que os antioxidantes sintéticos sejam nocivos ao organismo,
somada a rejeicdo por parte dos consumidores em relacdo a esses compostos, abrem
campo para a pesquisa de novos antioxidantes naturais. Os compostos antioxidantes,
quando presentes em pequenas concentracdes, retardam a deterioracdo oxidativa de
Oleos e gorduras nos alimentos, responsavel por odores de ranco e “off-flavours”.
Assim, evitam a destruicdo de nutrientes e, consequentemente, o decréscimo na
qualidade nutricional, sensorial e de seguranca alimentar.

Os antioxidantes sintéticos sdo usados como aditivos alimentares para prevenir
ou retardar a oxidacdo lipidica. Sdo substancias que tiveram seu uso aprovado em
alimentos apos investigacdes que comprovaram sua seguranca dentro de um limite de
ingestdo diaria. Dessa forma, estéo sujeitas a legislacbes especificas de cada pais ou
normas internacionais (TAKEMOTO et al., 2009). Os antioxidantes sintéticos mais
utilizados na industria brasileira sdo: butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno
(BHT), galato de propila (PG) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) (Figura 10). O emprego
desses antioxidantes tem sido alvo de questionamentos quanto a inocuidade, uma vez
gue estudos toxicologicos tém demonstrado que o BHA e o BHT se acumulam no
organismo podendo causar danos ao figado e carcinogénese (ITO et al., 1986;
WHYSNER et al., 1994).
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Figura 10 - Estrutura fenodlica dos antioxidantes sintéticos mais

usados na industria de alimentos.

Entre os antioxidantes naturais mais utilizados em alimentos podem ser citados
os tocoferdis (Figura 11), acidos fendlicos e extratos de plantas como alecrim e sélvia
(RAMALHO & JORGE, 2006).

R4

HO
CH;, CH;, CH;

R (@) CH
3 CH, 3
R;

a - tocoferol: R; = R, = Rg = CH3

B - tocoferol: R; = R3 = CH3; R, = H
y - tocoferol: R; = H; R, = R3 = CHs3
d - tocoferol: R; = R, = H; Rs = CH3

Figura 11 — Estruturas dos tocoferais.
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Para a selecdo de um antioxidante devem-se considerar as seguintes
propriedades: eficacia em baixas concentracdes (0,001 a 0,01%); auséncia de efeitos
indesejaveis na cor, no odor, no sabor e em outras caracteristicas do alimento;
compatibilidade com o alimento e facil aplicacdo; estabilidade nas condicbes de
processo e armazenamento e o0 composto e seus produtos de oxidacdo ndo podem ser
toxicos, mesmo em doses muito maiores das que normalmente seriam ingeridas no
alimento. Também, devem ser ponderados outros fatores como legislacdo, custo e
preferéncia do consumidor por antioxidantes naturais (RAMALHO & JORGE, 2006).

Vérios estudos tém relatado a atividade antioxidante de extratos vegetais e sua
relacdo com o conteudo de compostos fendlicos (SCHERER & GODOY, 2009;
MARIUTTI & BRAGAGNOLO, 2007). Esses compostos constituem uma mistura
complexa de produtos originados do metabolismo secundério das plantas que diferem
em estrutura quimica e reatividade. Dentre esses, os flavonoides e taninos sao
substancias doadoras de elétrons e, portanto, excelentes antioxidantes (GAO et
al.,1999). Os compostos fendlicos atuam como antioxidantes em concentracdes
relativamente baixas, enquanto comportam-se como proantioxidantes em altas
concentracdes, visto que sdo susceptiveis a oxidacdo (ROBARDS, 2003).

A atividade antioxidante pode ser avaliada por metodologias in vitro e in vivo. Os
métodos in vitro sdo avaliacdes potenciais da atividade antioxidante de um determinado
composto puro ou extrato, uma vez que a interagao fisiolégica entre o organismo e o
antioxidante ndo é analisada, como acontece nos métodos in vivo. Quando bem
conduzida, a avaliagdo in vitro fornece uma estimativa do potencial antioxidante do
composto em andlise. Dentre os métodos espectrofotométricos in vitro mais utilizados
para mensurar a capacidade antioxidante de alimentos, bebidas, extratos de plantas e
compostos puros estdo os ensaios do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e do ABTS
(acido 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) (LI et al., 2012).

O método DPPH baseia-se na reducdo desse radical na presenca de
antioxidantes doadores de hidrogénio em solucdo alcodlica. O radical, ao capturar os
hidrogénios, passa para sua forma estavel, mudando a coloragdo do meio reacional de
violeta para amarelo (Figura 12). O DPPH é um radical estavel e mostra forte banda de
absorcdo em 517 nm (BORGES et al., 2011; POHLIT et al., 2004).
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NO, NO,
DPPH reduzido

Radical DPPH Quercetina
(violeta) (amarelo)

Quercetina oxidada
estabilizada por ressonancia

Figura 12 - Reducdo do radical livre DPPH pelo flavonoide antioxidante

guercetina.

O método ABTS ou TEAC, segundo Re et al. (1999), baseia-se na geracao do
ABTS*®*, que apresenta cor azul esverdeado, por meio da reacdo do ABTS com
persulfato de potassio. O radical apresenta maximos de absorcdo a 415, 645, 734 e
815 nm. Com a adicdo de um antioxidante, ocorre a reducdo do ABTS®" a ABTS
promovendo a perda da coloragdo do meio reacional (Figura 13). Com a extensao da
descoloracdo, a porcentagem de inibicdo do ABTS®" é determinada em fungdo do
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico), um padréo submetido as
mesmas condi¢cdes de analise do antioxidante. A atividade antioxidante da amostra é
dada em pM equivalente de Trolox em um grama de amostra, originando o nome
TEAC, capacidade antioxidante equivalente ao Trolox. O método é aplicavel ao estudo

de antioxidantes hidrossoluveis e lipossolUveis, compostos puros e extratos vegetais.

+
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Figura 13- Estabilzacdo do ABTS®" por um antioxidante e sua formacdo pelo

persulfato de potassio.
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2.6 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Dentre as atividades biolégicas observadas em espécies da familia
Melastomataceae, foram descritas as propriedades antimicrobianas, por exemplo, para
Marcetia DC. (LEITE et al., 2012b), Miconia sp. (RODRIGUES et al., 2008), Melastoma
candidum D. Don (WANG et al., 2008), Tibouchina stenoscarpa (FARIA et al., 2006). A
atividade antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada por meio da determinacdo da
guantidade da amostra necessaria para inibir o crescimento do microrganismo-teste;
esse valor € conhecido como Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) (PINTO et al.,
2003). Existem diversos métodos para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos
vegetais. Os mais conhecidos sédo: método de difusdo em &gar, método de
macrodiluicdo e microdiluicdo. Contudo, ndo existe método padronizado para expressar
os resultados de testes antimicrobianos de produtos naturais. As variacdes referentes a
determinacdo da CIM de 6leo e extratos de plantas podem ser atribuidas a varios
fatores. Dentre eles podem-se citar a técnica aplicada, o microrganismo e a cepa
utilizada no teste, a origem da planta, a época da coleta, se o 6leo e os extratos foram
preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de 6leo e extrato
testados (FENNEL et al., 2004).

2.6.1 Métodos de difusao

O teste de difusdo em agar € um método fisico, no qual um microrganismo é
testado contra uma substancia biologicamente ativa em meio de cultura sélido e
relaciona o tamanho da zona de inibicdo de crescimento do microrganismo testado com
a concentracdo da amostra ensaiada (PINTO et al., 2003). A aplicacdo do método de
difusdo se limita a microrganismos de crescimento rapido, sendo eles aerdbios ou
aerobios facultativos. A avaliacdo é comparativa frente a um padrdo biolégico de
referéncia (controle positivo) e a zona ou o halo de inibicdo de crescimento é medida
partindo-se da circunferéncia do disco ou poco, até a margem onde ha crescimento de
microrganismos (BARRY & THORNSBERRY, 1991). Como controle positivo, emprega-
se um quimioterapico padrdo, e como controle negativo o solvente utilizado para a
dissolucdo das amostras (KARAMAN et al., 2003; SPRINGFIELD et al., 2003). As
técnicas de aplicacdo da substancia antimicrobiana no método de difusdo podem ser
por meio de disco, cilindros de aco inoxidavel ou vidro e perfuragdo em agar (PINTO et

al., 2003).
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2.6.1.1 Teste de difusdo em disco

O teste de difusdo em disco consiste na aplicacdo da solucdo de agente
antimicrobiano em discos de papel de filtro nas diferentes concentracbes a serem
testadas (OSTROSKY et al., 2008). O método consiste em colocar os discos sobre o
meio de cultura sélido previamente inoculado em placas de Petri com diferentes cargas
microbianas: 102 UFC (Unidade Formadora de Colénia)/mL para bactérias, 10°
UFC/mL para leveduras e 10* UFC/mL para esporo de fungo (KARAMAN et al., 2003).
A disposicéo dos discos deve ser tal que sua distancia até a lateral da placa seja maior
gue 15 mm e de modo a ndo sobrepor as zonas de inibicdo. O pH do meio de cultura
deve estar entre 7,2 e 7,4, e a profundidade recomendada é de aproximadamente
4 mm (BARRY & THORNSBERRY, 1991).

2.6.1.2 Cilindros de aco inoxidavel

Esta técnica de aplicagdo envolve cilindros de acgo inoxidavel no meio de cultura
solidificado j& inoculado e a adicdo da solugdo em estudo nos cilindros (OSTROSKY et
al., 2008).
2.6.1.3 Perfuracdo em agar

Na técnica de perfuracdo em agar, a remocao do meio de cultura sélido é
realizada com auxilio de cilindros de 6-8 mm de didametro para a formacao de pocos,
nos quais é possivel aplicacdo das substancias a serem analisadas (OSTROSKY et al.,

2008).

2.6.2 Método de diluicdo em caldo

O meétodo de diluicio em caldo considera a relacdo entre a proporcdo de
crescimento do microrganismo-teste no meio liquido e a concentragdo da amostra

ensaiada, por meio de macro ou microdilui¢ao.
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2.6.2.1 Macrodiluicéao

A macrodiluicdo envolve testes em tubos de ensaio, com volume de meio de
cultura variando de 1 e 10 mL. E trabalhoso, consome muito tempo, requer muito
espaco no laboratério e gera grande quantidade de residuos (ZGODA & PORTER,
2001; SAHM & WASHINGTON II, 1991).

2.6.2.2 Microdiluicao

A microdiluicdo utiliza microplacas com 96 pocos, com volume de meio de
cultura entre 0,1 e 0,2 mL. Eloff (1998) utilizando a técnica de diluicdo em microplacas
para averiguar a atividade antimicrobiana em extratos vegetais observou
inconvenientes na técnica, tais como células de alguns microrganismos que se aderiam
a base do poco, enquanto as de outros permaneciam em suspensao. Além disso,
compostos presentes em alguns extratos precipitavam, e a coloragéo verde da clorofila
em concentracdo muito alta interferia na analise. Contudo, concluiu que o método é
barato, demanda pouca quantidade de amostra, pode ser utilizado para grande namero
de amostras, tem reprodutibilidade e é mais sensivel que outros métodos usados na
literatura.

Vérios fatores afetam a sensibilidade dos métodos de difusdo e de diluicéo,
portanto, é necessario conhecer as condicfes experimentais e fazer a padronizacao
rigorosa na execucao do teste. Meios de cultura, disponibilidade de oxigénio, pH,
in6culo e condi¢des de incubacdo sdo aspectos considerados importantes. O método
de diluicdo em agar € o mais utilizado, devido a simplicidade de execucéo e ao baixo
custo. Na determinacdo da CIM, o método da microdiluicdo € bastante utilizado

principalmente devido a sua sensibilidade e quantidade minima de reagentes.



46

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Equipamentos utilizados durante o estudo

Balanca analitica Shimadzu, AY220;

bateria segundo Sebelin para extragcdes por solventes (Soxhlet), Quimis, modelo
308.16;

camara com luz ultravioleta (UV) A = 365 nm para visulaizacdo de placas de
cromatografia em camada delgada, Prodicil;

cromatdgrafo a gas Shimadzu GC-17A equipado com detector de ionizagdo em chama
(DIC) e coluna SPB-5 da marca Supelco (30 m x 0,25 mm, espessura do filme de 0,25
pum), sendo as condi¢cBes de andlise descritas no item métodos;

cromatografo a gas Shimadzu GC-17A equipado com coluna de silica fundida RTX-5
da marca Restek (30 m x 0,25 mm, espessura do filme de 0,25 um) e acoplado a
espectrobmetro de massas Shimadzu GCMS-QP5050A, sendo as condi¢cdes de andlise
descritas no item métodos;

espectrofotometro de absor¢cdo no infravermelho, Perkin-Elmer FT-IR, modelo
Spectrum One;

espectrofotdbmetro de absorcéo no ultravioleta e visivel, Perkin ElImer, modelo U-2900;
espectrofotdmetro, Micronal B542;

espectrometro de ressonancia magnética nuclear, Bruker Advance DRX400;

estufa ventilada (estufa com circulacdo de ar forcada para secagem de material
vegetal, Fanem modelo 320-SE);

lavadora ultrassénica Unique (modelo USC 1400) e lavadora ultrassénica Thornton
(modelo T50);

leitor de microplacas Tecan, modelo Infinite M200 Pro;

liofilizador Freezone, modelo 77500, Labconco;

microcentrifuga, Cientec, modelo CT-14000D;

moinho de facas Marconi, modelo MA-680;

percolador;

sistema de concentracéo a vacuo Centrivap, Labconco, modelo A50;

sistema de purificacdo de dgua Millipore, modelo Milli-Q Plus;

sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Waters, modelo 2695, constituido de

bomba quaternaria modelo L-6200A, injetor automatico, detector de arranjo de diodos
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(DAD), modelo 2996. O software Empower (Waters) foi utilizado para o processamento
dos dados;

sistema de evaporacdo Biichi composto de banho de agua termostatizado (modelo
B-480), evaporador rotatorio (modelo R-114) e bomba de vacuo (modelo V-700)

acoplada a controlador de vacuo (modelo V-850).

3.2 Material diverso

Coluna para CLAE LiChrospher 100 RP-18 (particulas de 5 pym, 125 x 4 mm d.i.,
Merck) e pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (particulas de 5 pm, Merck);

coluna para CG de silica fundida RTX-5 da marca Restek (30 m x 0,25 mm, espessura
do filme de 0,25 pm);

coluna para CG SPB-5 da marca Supelco (30 m x 0,25 mm, espessura do filme de
0,25 pm);

placa de microtitulacdo, fundo chato, 96 cavidades, em poliestireno, com tampa e
estéril (Cral Plast);

fibora de SPME de PDMS, 100 um (SUPELCO, 57300-U);

silica gel 60, 63-200 pum, 70-230 mesh para coluna (Sigma-Aldrich);

silica gel 60G para CCD (Vetec);

sephadex-LH20 (GE Healthcare);

vials de vidro para CLAE com tampas e septos de silicone e politetrafluoretileno;

vials de vidro para CG-EM e CG-DIC com tampa especifica e septo;

vidrarias diversas.

3.3 Reagentes e solventes

Solventes de grau P.A.: hexano, diclorometano, acetato de etila (EtOAc), butanol,
metanol, acetona, dimetilsulféxido (DMSO), etanol absoluto, cloroférmio (Synth e

Vetec);

Solventes de grau CLAE: Acetonitrila (ACN) e metanol da marca Tédia Brasil,
Acidos grau P.A: acido sulfarico, 4cido acético glacial, 4cido férmico;
Anisaldeido, etanol 95%, cloreto de aluminio, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, persulfato de

potassio, Trolox e sal diaménio do acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico).
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3.4 Solucgdes reveladoras para cromatografia em camada delgada preparadas
segundo Wagner et al. (1984)

Solucéo de anisaldeido sulfurico

Foram misturados 0,5 mL de anisaldeido, 10 mL de AcOH glacial, 85 mL de
MeOH e 5 mL de acido sulfarico a 98% v/v, nessa ordem, sob resfriamento. A solucéo
foi armazenada a 4 °C, até o momento de uso. A placa foi borrifada com a solucéo e

revelada apés aquecimento;
Solucéo de cloreto de aluminio a 5% p/v em MeOH

Dissolveu-se 5 g de cloreto de aluminio em 100 mL de MeOH, sob resfriamento.
Essa solucéo foi armazenada a 4 °C até o momento de uso. As placas foram reveladas
borrifando-as com a solucédo. A fluorescéncia, observada apés secagem ao ar e sob luz
UV A 365 nm, indica a presenca de flavonoides;

Solucédo de Produtos Naturais + Polietilenoglicol (NP/PEG)

Dissolveu-se 0,1 g de &cido difenilbérico 2-aminoetil éster (NP) em 10 mL de
metanol para preparo do Reagente de Produtos Naturais (NP). Esta solucédo foi
armazenada, até o momento de uso, sob refrigeracdo (2-8°C) A solucdo de
polietilenoglicol foi preparada por meio da dissolugéo de 0,5 g de polietilenoglicol 4000
(PEG) em 10 mL de etanol e armazenada em temperatura ambiente. Para revelagéo

das placas primeiramente era borrifada a solucdo de NP seguida da de PEG;

Solucéo de cloreto férrico a 10% em agua

Solubilizaram-se 10 g de cloreto férrico em 100 mL de agua destilada. A placa foi

borrifada com a solucdo e observada sob luz visivel.
3.5 Material botanico: coleta e identificacao
O material vegetal de Microlicia crenulata (DC.) Mart. foi coletado no municipio

de Itabirito, Minas Gerais em dois periodos distintos: no periodo chuvoso (fevereiro),

com oOtimos niveis de crescimento vegetativo e de floracdo e, no final do periodo de
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estiagem (outubro), com baixo crescimento vegetativo e auséncia de floracao. Partes
aéreas do material vegetal (ramos, folhas e flores) foram colhidas com tesoura,
acondicionadas em sacos plasticos e transportadas para o laboratorio em recipiente
hermético contendo gelo, objetivando-se a reducédo da atividade fisiologica da planta. A
colheita de material foi realizada sem provocar a supressao da planta, tendo sido
constatada vigorosa brotacdo apds o corte. A identificacdo botanica foi realizada pela
Dra. Rosana Romero, especialista do género. A exsicata encontra-se depositada no
herbario da Universidade Federal de Uberlandia/HUFU sob o numero de registro
63079.

3.6 Métodos

3.6.1 Extracdo do 6leo essencial

Empregou-se o método de hidrodestilagcéo, utilizando um aparelho de Clevenger
modificado acoplado a um baléo de 2 L. Foram utilizados 150 g da planta fresca (partes
aéreas) e 1000 mL de agua. O tempo das extracdes foi de 4 horas a partir do momento
de ebulicdo da amostra. Posteriormente, coletou-se o hidrolato, que foi centrifugado a
10000 rpm por 10 minutos. O dleo foi removido com o auxilio de uma pipeta de Pasteur
e, subsequentemente, transferido para um Eppendorf, pesado, envolto por parafiime e
folha de aluminio e entdo armazenado em freezer a -20 °C. O experimento foi realizado
em triplicata.

A massa de cada 6leo foi mensurada em balanca analitica e os rendimentos
expressos em relacdo a massa de matéria seca do vegetal. A matéria seca foi
determinada pela secagem de trés aliquotas de aproximadamente 25 g em estufa com
circulacado forcada do ar a temperatura de 103 + 2°C durante 24 horas (ASABE
STANDARDS, 2006).

O odleo essencial, denominado OE1, foi extraido da planta coletada no final do
periodo de estiagem, com baixo crescimento vegetativo e auséncia de floragdo. O 6leo
essencial extraido da planta coletada em periodo chuvoso, com o6timos niveis de

crescimento vegetativo e de floracéo foi designado OEZ2.

3.6.2 Microextracdo em fase solida no modo Headspace (HS-SPME) dos

constituintes volateis
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Para analise dos volateis, 1,0 g do material vegetal (planta fresca coletada no
final do periodo de estiagem, com baixo crescimento vegetativo e auséncia de floragao)
foi colocado em vial de 20 mL, de 22x75 mm, ocupando no maximo a metade do
frasco. Os vials foram lacrados com tampa especifica com septo e a fibra, para a
microextracdo em fase sdlida (SPME), foi exposta a fase gasosa acima da planta
(headspace), a 50°C por 30 minutos. Neste estudo foi utlizada fibra de
polidimetilsiloxano de 100 ym (PDMS, 100 pm).

3.6.3 Caracterizacdo dos componentes volateis

As analises cromatograficas foram realizadas no Laboratorio de Analise e
Sintese de Agroquimicos, localizado no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Vigcosa. As analises qualitativas dos compostos volateis foram realizadas
por meio de cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas (CG-EM),
empregando-se equipamento da marca Shimadzu, modelo GCMS-QP5050A. Para a
identificacdo dos constituintes quimicos, foi utilizada uma coluna capilar de silica
fundida modelo RTX-5 (5% difenil/95% dimetilpolisiloxano) da marca Restek, com 30 m
de comprimento, d.i. de 0,25 mm, espessura do filme de 0,25 uym, e hélio como gas
carreador. As condicdes operacionais foram: presséo interna da coluna de 100,2 kPa,
razdo de split de 1:20 para os 0leos essenciais e razdo de Split de 1:5 para os volateis
extraido por HS-SPME, fluxo de gas na coluna de 1,8 mLmin™, temperatura no injetor
de 220°C, temperatura no detector ou na interface (CG-EM) de 240°C. A temperatura
inicial da coluna foi 40°C por 2 min, seguido de um incremento de 3°C/min até atingir
240°C, sendo mantida por 5 min nessa temperatura. O espectrémetro de massas foi
programado para realizar leituras em uma faixa de 30 a 400 u, em intervalos de 0,5 s,
com energia de ionizagdo de 70 eV. Foi injetado 1 yL de cada amostra do 6leo, na
concentracdo de 10000 ppm, utilizando como solvente diclorometano. Para as anélises
dos volateis extraidos por HS-SPME, a fibra foi inserida diretamente no injetor do
cromatografo a 220°C e mantida por 10 minutos para dessor¢céao dos analitos.

As identificacbes dos constituintes foram realizadas com base na comparacao
dos seus espectros de massas com o0s disponiveis no banco de dados da biblioteca
Wiley 7 e também pelos indices de retencdo aritméticos calculados para cada
constituinte, de acordo com Adams (2007). Para calculo dos indices de retencéo
aritmeéticos, foi injetada no cromatografo, nas mesmas condi¢cdes das amostras, uma

mistura de alcanos lineares (C7 a C40).
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A quantificacdo dos componentes foi realizada utilizando-se um cromatoégrafo a
gads com detector de ionizacdo de chamas (CG-DIC) da marca Shimadzu, modelo
GC-17A. Foi utillizada uma coluna capilar modelo SPB-5 (5% de difenil/95%
dimetilpolisiloxano) da marca Supelco, com 30 m de comprimento, 0,25 mm de
didmetro interno e 0,25 pm de espessura do filme interno, utilizando nitrogénio como
gas carreador. As condicBes operacionais foram: pressdo interna da coluna de
113 kPa, razdo de split de 1.5, fluxo de gas na coluna de 1,8 mL min, temperatura no
injetor de 220°C e temperatura no detector de 240°C. A temperatura inicial da coluna
foi 40°C por 4 min, seguida por um incremento de 3°C por minuto até atingir 240°C. Foi
injetado 1 pyL de cada amostra do o6leo, na concentracdo de 10000 ppm, utilizando
como solvente diclorometano. Para as andlises dos volateis extraidos por HS-SPME, a
fibra foi inserida diretamente no injetor do cromatégrafo a 220°C e mantida por 10
minutos para dessorgéo dos analitos.

Para quantificar cada constituinte do O6leo essencial, foram realizadas
integracbes das areas geradas e calculadas pelo programa presente no proprio
computador conectado ao CG-DIC, sendo os resultados expressos em percentual
proporcional de area. A identificacdo de cada componente foi feita comparando-se os
tempos de retencédo, os indices de retencdo aritméticos e os cromatogramas gerados
no CG-EM e no CG-DIC. Essas analises foram realizadas em duplicatas.

3.6.4 Extracdo com Soxhlet e por percolacdo

Somente a planta coletada no periodo chuvoso foi submetida as técnicas de
extracdo com aparelho de Soxhlet e por percolacdo. A Figura 14 apresenta o resumo
dos fracionamentos realizados.

As extragOes utilizando aparelho de Soxhlet foram realizadas por meio da técnica de
extracao por refluxo com solventes de crescentes polaridades. Foram confeccionados
cartuchos contendo em média 22,85 g da planta fresca (partes aéreas) e os solventes
empregados foram hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e agua. O tempo
de extracdo para cada solvente foi de seis horas apds o primeiro refluxo. O material foi
concentrado em evaporador rotatério a 40 °C. O material obtido apds extracdo com
agua foi liofilizado. As fracbes foram transferidas para dessecador até completa
evaporacao dos solventes e, entdo, armazenadas na geladeira. O processo de

extracao por Soxhlet foi realizado em triplicata.
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Para a extracao por percolagcdo, o material vegetal (partes aéreas) foi lavado em
agua corrente e seco por 72 horas em estufa ventilada regulada a 40 °C. Apos a
secagem e moagem, em moinho de facas, o material vegetal pulverizado foi submetido
a extracdo por percolacdo exaustiva com etanol 95%, seguindo-se a concentracdo em
evaporador rotatorio a temperatura méaxima de 50 °C, sob presséo reduzida. O extrato
etandlico bruto (EB) obtido foi transferido para uma capsula de porcelana previamente
pesada e tarada e a capsula foi mantida em dessecador sob vacuo para eliminacao

total do solvente.

3.6.5 Monitoramento dos fracionamentos

Os fracionamentos foram monitorados por CCD de silica gel, observando-se os
cromatogramas sob luz visivel e ultravioleta a 365 nm, antes e apds a revelacdo com
solucéo de cloreto de aluminio, anisaldeido sulfarico, cloreto férrico e NP/PEG. Foram
utilizados diversos sistemas eluentes. As placas empregadas para as analises foram
preparadas manualmente por espalhador.

As fragcbes foram reunidas de acordo com seus perfis cromatograficos obtidos
por CCD de silica gel, sendo também obtidos, para o extrato bruto e para as suas
fracOes da extracdo seriada, perfis por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase

reversa (CLAE-FR), utilizando um detector de arranjo de diodos (DAD).

3.6.6 Perfis cromatograficos por CLAE-FR

As andlises cromatogréficas foram realizadas no Laboratério de Fitoquimica,
Faculdade de Farmécia, UFMG.

3.6.6.1 Preparo das amostras

As amostras foram pesadas em frascos Eppendorf e solubilizadas em MeOH
grau CLAE. Foram empregadas concentragbes de 2,5 mg/mL para o extrato bruto e
1 mg/mL para as fra¢cdes. Todas as amostras foram solubilizadas com o auxilio de
banho de ultrassom, durante 15 minutos, e entdo centrifugadas a 10000 rpm por 10
minutos. Os sobrenadantes resultantes foram utilizados para as analises por CLAE

sendo injetadas aliquotas de 10 uL do sobrenadante, de modo automatico.
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3.6.6.2 Condicfes cromatograficas

Os perfis cromatograficos foram obtidos utilizando-se uma coluna LiChrospher
100 RP-18 (particulas de 5 pm, 125 x 4 mm d.i.), fluxo de 1 mL/min, temperatura da
coluna de 40°C e deteccdo no ultravioleta (UV) no comprimento de onda de 210 nm.
Espectros no UV, na faixa de 210 a 400 nm, foram registrados on-line para cada pico
pelo detector de arranjo de diodos. O gradiente de eluicdo empregado encontra-se
descrito na Tabela 4 sendo utilizados solventes grau CLAE e agua destilada, filtrada

em sistema Milli-Q.

Tabela 4 - Gradiente de eluicdo utilizado para a obtencéao

dos perfis cromatograficos por CLAE-FR

Tempo (min) Agua (%) Acetonitrila (%)
0 95 5
60 5 95
65 5 95
70 95 5

3.6.7 Espectrometria de absorcdo no infravermelho

Para as andlises por espectrometria de absorcdo no infravermelho
aproximadamente 1 mg de cada amostra foi diretamente depositada em local
especifico no espectrofotbmetro. As analises foram realizadas no Laboratério de

Quimica Farmacéutica, Faculdade de Farmacia, UFMG.

3.6.8 Fracionamentos do extrato etandélico bruto (EB)

3.6.8.1 Fracionamento do EB por cromatografia em coluna de silica gel

O extrato etanodlico bruto (10 g) foi submetido a fracionamento em coluna de
silica gel (200 g, dimensdes da coluna empacotada: 43 x 3,8 cm d.i.). Procedeu-se a
eluicdo sequencial com: hexano, hexano:diclorometano (1:1), diclorometano,
diclorometano:acetato de etila (1:1), acetato de etila, acetato de etila:metanol (1:1),
metanol e metanol:acido acético glacial (95:5). Foram coletadas fracdes de 50 mL. As
fracOes foram reunidas de acordo com seus perfis cromatograficos obtidos por CCD de

silica gel.
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3.6.8.2 Fracionamento do EB por extracédo seriada

O extrato etanodlico bruto (40 g) foi fracionado por extragdo seriada utilizando-se
0S seguintes solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol, etanol e
etanol:agua (1:1). Na realizacdo do processo, foi adicionado hexano ao EB que apés
agitacdo foi deixado em repouso para decantacdo. Apdés o0 tempo de repouso, o
sobrenadante foi filtrado em funil sinterizado de porosidade 2. Esse procedimento foi
repetido varias vezes. O liquido sobrenadante foi reunido e reservado. Ao residuo
resultante da extracdo repetiu-se o mesmo procedimento empregando 0s outros
solventes (Figura 15). Os liquidos sobrenadantes foram concentrados em evaporador
rotatorio, sob pressédo reduzida, a temperatura maxima de 60°C para butanol e 50°C
para os demais solventes. As fracdes obtidas foram transferidas para frascos
previamente tarados e mantidos em dessecador, sob vacuo por, no minimo, 72 horas

para completa eliminacdo do solvente e entdo armazenados ao abrigo da luz.

Extrato bruto
(EB)

Hexano

Residuo

CHCI2

Residuo

EtOAC

BuOH

&
EtOH EtOH:agua (1:1)

Figura 15 - Fracionamento do extrato bruto por extracdo seriada. FH (fracdo

-

-

hexanica), FD (fracdo diclorometanica), FAE (fracdo acetato de etila), FB (fracéo
butandlica), FE (fragcdo etandlica), FEA (fragdo etanol/agua).

3.6.9 Fracionamento de FAE, FB e FD

As fragbes FAE e FB foram selecionadas para serem fracionadas devido a
atividade antifungica, polaridade e quantidade de massa. A fracdo FD foi fracionada em

coluna de silica gel por apresentar atividade antiprotozoaria.
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3.6.9.1 Fracionamento de FAE em coluna de Sephadex LH-20

Uma porcéo da fracdo FAE (2,0 g) foi solubilizada em metanol com auxilio de
banho de ultrassom, durante 15 min, e em seguida foi centrifugada a 10000 rpm, por 10
minutos. A solucdo sobrenadante foi adicionada a coluna de Sephadex LH-20 (100 g,
dimensdes da coluna empacotada: 38 x 3,8 cm d.i.). Procedeu-se a eluicdo com
metanol, sendo recolhidas fracdes de 10 mL. A andlise do perfil cromatografico por
CCD foi realizada empregando-se como eluente acetato de etila: acido férmico: acido
aceético glacial: 4gua (62,0:3,0:5,5:4,0). Solu¢cdo metandlica de cloreto de aluminio 5 %

e anisaldeido sulfarico foram utilizadas como reveladores.

3.6.9.2 Fracionamento de FB em coluna de Sephadex-LH20

Uma porcédo da fracdo FB (2,0 g) foi submetida a fracionamento em coluna de
Sephadex LH-20 (100 g). Utilizou-se uma coluna de 38 cm de altura e 3,8 cm de
diametro interno. A respectiva fracao foi solubilizada em metanol com auxilio de banho
de ultrassom, durante 15 min, e em seguida foi centrifugada a 10000 rpm, por 10
minutos. A solucdo sobrenadante foi adicionada a coluna de Sephadex LH-20 e
procedeu-se a eluicdo com metanol. Do fracionamento da FB recolheu-se fracdes de
13 mL. A analise do perfil cromatografico por CCD foi realizada empregando-se como
eluente acetato de etila: 4cido férmico: acido acético glacial: agua (25,0:2,5:2,5:6,5).
Solugcdo metandlica de cloreto de aluminio 5% e anisaldeido sulfarico foram utilizadas

como reveladores.

3.6.9.3 Fracionamento de FD por cromatografia em coluna de silica gel

Uma porcao de fracdo FD (4,0294 g) foi submetida a fracionamento em coluna
de silica gel (100 g, dimens@es da coluna empacotada: 53 x 3,8 cm d.i.). Utilizaram-se
eluentes de polaridades crescentes como fase movel. As fragdes foram reunidas de
acordo com o perfil cromatografico em CCD. As cromatoplacas foram observadas sob
luz visivel e ultravioleta a 365 nm, antes e apos a revela¢cdo com solugdo metandlica de

cloreto de aluminio 5%, anisaldeido sulfirico e NP/PEG.
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3.6.9.3.1 Elucidacgao estrutural da substancia isolada FDI

Com o intuito de elucidar a estrutura da substancia isolada da fracdo FD,
denominada FDI, procedeu-se sua analise por espectrofotometria no ultravioleta (UV)
com uso de aditivos, no infravermelho (IV) e por ressonancia magnética nuclear
monodimensional (RMN de *H) e bidimensional (HSQC, HMBC e COSY).

Espectrofotometria de absorcao no ultravioleta

Os aditivos empregados nas analises por espectrofotometria de absor¢cdo no

ultravioleta foram preparados segundo procedimento descrito por Mabry et al. (1970).

o Solucdo de metoxido de sédio: 2,5 g de sodio metalico foram adicionados a

100 mL de metanol.

. Acetato de s6dio anidro.

o Solucdo de cloreto de aluminio a 5% m/v: dissolveram-se 5 g de cloreto de

aluminio em 100 mL de metanol, sob resfriamento.

o Solucdo de acido cloridrico: adicionaram-se 50 mL de acido cloridrico

concentrado a 40 mL de 4gua, completando-se o volume para 100 mL.

. Acido boérico: 100 mL de metanol foram saturados com acido bérico.

Foram obtidos espectros de absorcéo no ultravioleta para solu¢cdes metandlicas
da substancia isolada, empregando-se como aditivos solucdo de metoxido de sédio,
cloreto de aluminio, acido cloridrico, acetato de sodio e acido bodrico. Realizou-se
varredura de 200 a 500 nm, empregando-se metanol grau CLAE como branco.
Inicialmente, foi obtido o espectro do flavonoide em metanol (0,01 mg/mL). Em seguida,
adicionaram-se trés gotas de metoxido de sodio, sendo realizada uma leitura imediata
e outra apos 5 min. Descartou-se a solucdo. Foram adicionadas seis gotas da solucao
de cloreto de aluminio a solugdo do flavonoide em metanol. A leitura foi realizada
imediatamente. A mesma cubeta, adicionaram-se trés gotas da solucdo de &cido

cloridrico. Descartou-se a solucdo. Adicionou-se, com agitacdo, um excesso de acetato
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de sédio a solugdo do flavonoide até formar-se uma camada de aproximadamente
2 mm de acetato de sédio no fundo da cubeta. Procedeu-se a leitura imediata e apds
5 min. A mesma cubeta, adicionaram-se 5 gotas de solucéo de acido bérico (MABRY et
al., 1970).

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN foram obtidos para solu¢do do composto FDI em metanol
deuterado (MeOD) com gotas de DMSO. Empregou-se tetrametilsilano (TMS) como
padrdo interno. As andlises foram efetuadas no LAREMAR (Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear de Alta Resolucdo), Departamento de Quimica,

Instituto de Ciéncias Exatas, UFMG.

3.6.10 Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro

3.6.10.1 Ensaio do DPPH

A atividade antioxidante foi determinada pelo método DPPH, segundo Henriques
et al. (2012). Solu¢des metandlicas do extrato bruto (EB) e das fracdes FAE, FB e FEA
foram avaliadas nas concentracdes de 1,7 a 28,6 ug/mL; as fragcbes FH e FD de 8,5 a
142,8 ug/mL; FE de 0,43 a 7,14 ug/mL e rutina como referéncia de 0,86 a 14,28 ug/mL.
Para a realizacdo do teste, foram utilizadas placas de 96 pocos com fundo chato,
transparente e com tampa. Todas as solu¢gbes das amostras e de rutina, bem como as
solugdes de DPPH, foram preparadas no dia do teste. A solucdo de DPPH (300 pMol)
foi mantida protegida da luz. Adicionaram-se 40 pL de solu¢do de DPPH (300 uMol)
nos pocgos, exceto no branco onde foram adicionados 40 pL de metanol. O volume final
de cada poco foi de 140 pL. Agitou-se por 1 min e incubou-se por 30 min a 37°C,
seguindo-se por leitura em espectrofotdbmetro em A 517 nm. A rutina foi utilizada como
substancia de referéncia da atividade sequestradora de radical livre (controle positivo).
Todas as analises foram realizadas em triplicata.

A porcentagem da atividade antioxidante (%AAO) foi calculada por meio da
equacao: %AAO = [(Abso-Abs;)/Absyg] X 100, onde Absy € a absorbancia do DPPH
(média dos pocos sem adicdo de amostra) e Abs; é a absorbancia da amostra (média
da triplicata de cada concentracdo da amostra). A concentracdo efetiva para 50% de
atividade (CEsp) foi calculada por meio da equacdo da reta obtida da curva de
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calibragdo (concentragédo da amostra versus %AAO correspondente). Os valores de
CEso representam a concentracdo da amostra que é necessaria para captar 50% dos
radicais livres DPPH.

A acdo antioxidante das amostras foi calculada segundo Scherer & Godoy
(2009), sendo expressa pelo indice de Atividade Antioxidante (IAA), onde tanto a
massa de DPPH quanto a massa da amostra utilizada no ensaio foram consideradas
para gerar a constante. O IAA foi calculado pela equacédo: IAA = massa de DPPH
(Mg/mL)/CEso (ug/mL).

3.6.10.2 Ensaio ABTS ou TEAC

A atividade antioxidante pelo método ABTS foi realizada conforme a metodologia
descrita por Re et al. (1999), com modificacdes. O radical ABTS™ foi preparado a partir
da reacdo de 5 mL de solucdo de ABTS 7 mM com 88 pL de solugcéao de persulfato de
potassio 140 mM, incubados a temperatura ambiente e no escuro, por 16 horas.
Transcorrido esse tempo, a mistura foi diluida em etanol até a obtencdo de uma
solucdo com absorbéancia de 0,70 = 0,02, a 734 nm. SolucBes etandlicas de EB, FAE,
FB, FE e FEA foram avaliadas nas concentracdes de 0,39 a 25,0 uyg/mL e das fracoes
FH e FD, de 1,95 a 125,0 ug/mL. Como solugéo padrao, utilizou-se o Trolox, analogo
hidrossoluvel da vitamina E, nas concentracées de 0,625 a 9,375 ug/mL. Todas as
solucBes das amostras e de Trolox foram preparadas no dia do teste. Para a realizacdo
do teste, foram utilizadas placas de 96 pocos com fundo chato, transparente e com
tampa. Adicionaram-se 5 pL da amostra a 195 pL da solugdo de ABTS™ nos pocgos. O
volume final de cada poco foi de 200 pL. Realizou-se a leitura apos seis minutos da
mistura em espectrofotdmetro em A 734 nm. Todas as analises foram realizadas em
triplicata. Foram elaboradas curvas de calibragdo para cada amostra e para o Trolox
(concentragao versus %AAO correspondente). Os resultados da atividade antioxidante
foram expressos como TEAC (Atividade Antioxidante Equivalente ao Trolox) em mM

Trolox/g amostra.

3.6.11 Ensaios bioldgicos

Estudou-se a atividade antimicrobiana in vitro do 0Oleo essencial OE2 e das
fracbes de M. crenulata frente a microrganismos patogénicos e deteriorantes de

alimentos e patogénicos de relevancia clinica.
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3.6.11.1 Ensaio de atividade antibacteriana in vitro

O oleo essencial OE2 e as fragdes obtidas por extracdo em aparelho de Soxhlet
de M. crenulata foram avaliados frente a cepas de microrganismos American Type
Culture Collection - ATCC: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus var.
mycoides ATCC 11778, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli
ATCC 25922. Estes procedimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia
Oral e Anaerbbios, Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da UFMG.

O perfil de susceptibilidade as drogas vegetais foi investigado, inicialmente, por
meio do teste de sensibilidade a antimicrobianos por difusdo em disco de acordo com
critérios estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) segundo
os documentos M2-A8 (CLSI, 2003b) e M100-S15 (CLSI, 2005). Para os compostos
ativos pelo método de difusdo em disco, foram determinadas as Concentracfes
Inibitérias Minimas pelo método de microdiluicdo em caldo de acordo com os critérios
estabelecidos pelo CLSI segundo os documentos M7-A6 (CLSI, 2003a) e M100-S15
(CLSI, 2005).

3.6.11.1.1 Teste de sensibilidade a antimicrobianos por difusédo em disco

As cepas de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa
e Escherichia coli, previamente descongeladas por 18-20 h, foram transferidas para
caldo Mueller-Hinton e incubadas a 37°C por 18-20 h para atingir o crescimento
exponencial. A cultura bacteriana foi ajustada até a escala 0,5 de Mc Farland. Em
seguida, com auxilio de “swab” estéril, a cultura foi inoculada de forma homogénea em
placa de Petri. Ap6s a secagem da superficie do agar, os discos foram aplicados sobre
o biofilme com auxilio de pinca estéril. Fez-se a aplicacdo de 10 pL da solucdo dos
compostos por disco. As placas foram incubadas por 18-20 h a 37°C. O halo de
inibicAo de crescimento bacteriano foi quantificado em mm com o auxilio de
paquimetro. Paralelamente foram realizados controles dos crescimentos bacterianos e
dos solventes utilizados. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. Foram
utilizados discos contendo 0s seguintes antimicrobianos: amoxicilina - 4cido clavulanico
30 pug (AMC 30) e cefepima 30 pug (CPM 30). A concentracao das solugcdes das drogas
testadas foi de 510 pg/mL.
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3.6.11.1.2 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

As cepas de B. cereus e P. aeruginosa foram repicadas em caldo Mueller-Hinton
e incubadas a 37°C por 12-24 h. Ajustou-se a cultura de acordo com a escala 0,5 de
McFarland (108UFC/mL) e fez-se diluicdo de 1:10 em caldo Mieller-Hinton. A solucéo
estoque foi preparada na concentracdo de 0,02048 g/mL e, entdo, diluiu-se esta
solucéo 1:10. Foram adicionados 100 pL de caldo Mueller-Hinton nos poc¢os da coluna
1 a 10 que foram utilizados conforme o mapa da placa ilustrado na Figura 16. Foram
adicionados 100 pL da solugdo estoque diluida nos pogos da primeira coluna.
Transferiu 100 pL desse primeiro poco para 0 subsequente e desse para 0 proximo
sucessivamente, até a coluna 10, sempre na mesma linha. Na coluna 10 descartou-se
100 pL de cada solucao. Adicionou-se 100 pL de caldo mais bactéria ajustado a todos
0s pocos utilizados das colunas 1 a 10. Para o controle positivo, foram adicionados
200 pL de caldo mais bactéria ajustado nos pocos da coluna 11. Como controle
negativo, foram adicionados 200 pL de caldo Mueller-Hinton na coluna 12. A placa foi
incubada a 37°C por 24 h. A leitura foi feita comparando os pocos teste com o poco do
controle positivo.

Para controle do inéculo, 10 pL do controle positivo foram diluidos em 9,99 mL
de salina (diluicdo 1:1000). Adicionou-se 100 pL dessa solucdo por placa com agar
Mueller-Hinton para aerdbios. Espalhou com al¢ca e incubou a 37°C por 24 h. Para
controle da pureza, uma alcada da cultura bacteriana foi adicionada em &agar nao
seletivo (Mueller-Hinton para aerobios) e incubou a 37°C por 24 h.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Composto 1 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 C+ C-
Composto 1 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 C+ C-
Composto 2 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 C+ C-
Composto 2 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 C+ C-
Composto 3 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 C+ C-
Composto 3 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 C+ C-
Composto 4 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 C+ C-
Composto 4 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 C+ C-

Figura 16 - Mapa da placa conforme concentra¢cdes da solucdo-teste (ug/mL).
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3.6.11.2 Ensaio de atividade antifungica in vitro

O estudo da atividade antifungica in vitro do 6leo OE2, do extrato etandlico bruto
e das fracbes de M. crenulata foi realizado utilizando o método de microdiluicio em
caldo para a determinacdo da Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) contra fungos
patogénicos ou deterioradores de alimentos e contra patogénicos de relevancia clinica.
A suscetibilidade a antifungicos foi avaliada pelo ensaio de microdiluicdo em caldo de
acordo com as normas internacionais estabelecidas pelo CLSI, segundo os
documentos M38-A2 (CLSI, 2008a) para fungos filamentosos e M27-A3 (CLSI, 2008b)
e M27-S3 (CLSI, 2008c) para fungos leveduriformes.

Microrganismos ATCC e microrganismos isolados clinicamente foram utilizados
nos ensaios para determinacdo das CIMs. Todos 0s microrganismos pertencem a
colecdo de microrganismos do Laboratorio de Micologia/Departamento de Microbiologia
do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. Os procedimentos para a avaliacdo da
atividade antifungica do 6leo essencial e das fracdes foram feitos no Laboratério de
Micologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG sob a supervisao da professora
Maria Aparecida de Resende Stoianoff.

3.6.11.2.1 Meios de cultura

Na manutencdo das culturas fungicas e no preparo dos inbculos para
determinacédo das CIMs, foi utilizado o Agar Sabouraud Dextrose (ASD). O meio
Roswell Park Memorial Institute - 1640 (RPMI-1640), tamponado para pH 7,0 com
acido 3-(N-morfolino)-propanossulfénico (MOPS) 0,165 mol/L, foi utilizado na execuc¢éo
da CIM. O Meio Agar Batata Dextrose (BDA) foi utilizado para obtencdo dos esporos
usados no inéculo do género Aspergillus.

3.6.11.2.2 Solucdes

Solugéo salina estéril (0,85% de NaCl) foi usada para obtenc¢édo dos indculos e

diluicBes das suspensodes fungicas para a determinacdo da CIM.
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3.6.11.2.3 Preparo do in6culo fangico

Os in6culos de leveduras foram preparados como descrito ho documento M27-
A3 e os inoculos de Aspergillus seguindo os procedimentos descritos no documento
M38-A2, todos de acordo com as normas internacionais estabelecidas pelo CLSI. As
espécies foram subcultivadas em meio especifico ASD/BDA, sendo mantidas em
tempos e temperaturas especificos. Uma al¢cada da cultura foi adicionada a 5 mL de
solucao salina estéril 0,85% para obtencdo de uma suspensdo. Apdés homogeneizacao,
ajustou-se a concentracdo desta suspensao salina no espectrofotbmetro a 520 nm, até
obter a transmitancia especifica. O in6culo de cada levedura foi preparado transferindo-
se 300 uL da suspensao salina da levedura correspondente para um tubo Falcon estéril
com 14,7 mL de RPMI 1640, obtendo-se uma suspensédo de 1 x 10° a 1 x 10* ufc/mL
(CHAN, 2002). Para diferentes volumes finais de suspenséo, efetuou-se procedimento
similar sendo calculados os volumes proporcionais ao descrito acima, dependendo das

espécies de cada ensaio e da quantidade de amostras testadas.

3.6.11.2.4 Procedimento para a determinacdo in vitro da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM)

A amostra a ser testada foi dissolvida em dimetilsulféxido (DMSO), e a solucéo
foi adicionado RPMI-1640. Foram feitas diluicbes seriadas da solugdo, usando como
diluente o préprio RPMI-1640. De cada diluicdo, aliquotas de 100 uL foram distribuidas
em orificios da placa de microdiluicdo de 96 pocos (pocos Cl até C10). Assim, a
amostra foi testada em dez concentracfes diferentes. Nas colunas correspondentes as
concentracOes testadas da amostra teste (C1 a C10), foram acrescentados 100 uL de
in6culo fangico. Para o controle positivo, foram adicionados 100 pL de RPMI-1640 e
100 pL de inéculo do fungo correspondente em cada orificio da ultima coluna (C+).
Como controle negativo foram adicionados 100 pL de RPMI-1640 e 100 pL da amostra
na menor concentragao testada em cada orificio da primeira coluna (C-) (Figura 17). O
crescimento de microrganismos no controle positivo (coluna C+) exibe a viabilidade da
cultura utilizada e seu crescimento foi comparado visualmente, ao crescimento
verificado nos pogos referentes as diferentes concentragdes testadas. No controle
negativo (coluna C-), ndo pode haver crescimento de microrganismos visto que n&o

possui indculo.
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C- C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7r C8 C9 C10 C+

Especiel O OO O OO OO OO0 OO

Especie 1 O QOO OO OO0 OO OO
Espece2 | OO OO OO 00O OO0 OO
Especie2 (O OO O OO OO OO OO
especies O O OO O OO0 OO0 OO0
Especie3 O OO O O OO0 OO OO
Especies (O OO O O OO0 OO OO

especies (O OO O O OO0 OO O O

Figura 17 - Modelo ilustrativo de uma placa de 96 pocos, sendo a coluna C- o

controle negativo, as colunas C1 a C10 as concentracdes testadas e a coluna C+

0 controle positivo.

As placas foram incubadas pelo tempo e na temperatura especificos para cada
fungo. A leitura foi realizada visualmente (CLSI, 2008a, b). A CIM foi considerada a
menor concentracao da amostra teste que inibiu 100% o crescimento microbiano apos
incubacdo. Os resultados foram expressos em pg/mL. Os experimentos foram
realizados em duplicata (WOODS & WASHINGTON, 1995).

3.6.11.2.5 Atividade antifungica do 6leo essencial e das fracbes resultantes das

extracBes em Soxhlet

A atividade antifungica frente a S. cerevisiae K1 e aos fungos filamentosos
Aspergillus flavus IMI 190443 e isolado clinico de A. niger foi investigada. As fracoes
resultantes das extracbes em Soxhlet foram testadas em trés concentracdes:
1000 pg/mL, 250 pg/mL e 62,5 pg/mL e o 6leo essencial OE2 foi testado em dez
concentracdes que variaram de 1000 a 1,9 pg/mL. As leituras foram realizadas apés

48 h de incubacéo.
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Estudou-se a atividade antifingica do Oleo essencial OE2 e das fragbes
resultantes das extracbes em Soxhlet contra os fungos: Candida parapsilosis ATCC
20019, Candida tropicalis ATCC 750, Candida Krusei ATCC 20298, Candida
dubliniensis Cd28, Candida albicans ATCC 18804, Candida glabrata ATCC 90030,
Cryptococcus neoformans ATCC 24067 e Cryptococcus gattii LI 3503. As fracOes
obtidas das extracbes e o O6leo essencial foram testados nas concentracdes:
250 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL, 15 pg/mL e 7,8 pg/mL. As leituras para espécies
de Candida foram efetuadas apos 48 h e para Crytpococcus apoés 72 h de incubacéo.

3.6.11.2.6 Atividade antifungica das frag6es do extrato etandlico bruto (EB)

Estudou-se a atividade antifiungica das fracdes do extrato etandlico bruto (EB)
oriundas do seu fracionamento em coluna de silica gel (FEB1 a FEB16) e daquelas
provenientes da extracdo seriada (FH, FD, FAE, FB, FE e FEA) contra os fungos:
Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 750, Candida Krusei
ATCC 20298, Candida dubliniensis Cd28, Candida albicans ATCC 18804, Candida
glabrata ATCC 90030, Cryptococcus neoformans ATCC 28957 e Cryptococcus gattii
ATCC 32608. As fracdes foram testadas nas concentragbes: 256 pg/mL, 128 pg/mL,
64 pg/mL, 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 pg/mL,4 pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL e 0,5 pg/mL. As
leituras para Candida foram efetuadas apés 48 h e para Crytpococcus apés 72 h de

incubacéo.

3.6.11.2.7 Atividade antifiungica de EB e das fragBes oriundas do fracionamento da

fracdo acetato de etila (FAE) e da fracdo butandlica (FB)

Estudou-se a atividade antifingica de EB e das fracbes resultantes do
fracionamento de FAE e FB em coluna de Sephadex LH-20 contra fungos patogénicos
de relevancia clinica: Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 750,
Candida Krusei ATCC 20298, Candida dubliniensis IC Cd28, Candida albicans ATCC
18804, Candida glabrata ATCC 90030, Cryptococcus neoformans ATCC 28957 e
Cryptococcus gatti ATCC 32608. As fragcbes foram testadas nas concentragdes:
256 pg/mL, 128 pg/mL, 64 pg/mL, 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 pg/mL,4 pug/mL, 2 pg/mL,
1 pg/mL e 0,5 pg/mL. As leituras para Candida foram efetuadas ap0s 48 h e para

Crytpococcus apos 72 h de incubacéo.
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3.6.11.3 Ensaios de atividade antiprotozoaria e de citotoxicidade in vitro

Os ensaios bioldgicos foram realizados no Laboratério de Bioensaios da
Faculdade de Farmacia da UFMG por Renata C. de Paula (Mestre em
Parasitologia/ICB-UFMG, Doutoranda/PPGCF-UFMG), Maria Fernanda A. Nascimento,
(Mestre em Parasitologia/ICB-UFMG) e Luciana Ferreira Soares (Especialista em
Microbiologia/ICB-UFMG), bolsistas DTI/CNPg/Rede Malaria. Os ensaios bioldgicos
foram realizados no ambito do projeto PRONEX Rede Malaria, com apoio do CNPq e

da FAPEMIG sob coordenacéo da Dra. Alaide Braga de Oliveira.

3.6.11.3.1 Atividade antiprotozoaria

Os testes in vitro das amostras foram realizados com hemacias infectadas por P.
falciparum, clone W2, resistente a cloroquina, por meio do método lactato
desidrogenase de Plasmodium (pLDH) (Nkhoma et al.,2007).

Para incubacao parasito-droga, 20 uL de cada diluicdo dos compostos testados
foram colocados em microplacas de 96 pocos, em triplicata, onde ja se encontravam
180 uL da suspensdo de hemécias infectadas (1% hematdcrito, 2% de parasitemia),
provenientes de um cultivo mantido no Laboratério de Bioensaios. Foram usados
controles sem drogas, com heméacias infectadas (controle positivo) ou hemécias ndo
infectadas (controle negativo). As placas com amostras e controles foram incubadas
em atmosfera de 5% de CO; a 37°C por 48 h. AplOs esse periodo, as microplacas
foram congeladas (-20°C por no minimo 24 h) para promover a lise das hemacias. O
lisado celular foi transferido para placas de 96 pocos, aos quais foram adicionados
100 uL de reagente Malstat e 25 pL de reagente NBT/PES. Apos 1 h de incubacao, a
absorbéancia de cada poco das placas foi registrada em espectrofotometro (540 nm).

No primeiro experimento, foram empregadas duas concentracdes das amostras,
25 e 50 pg/mL, cada uma em triplicata, para a avaliacdo do percentual de reducédo da
parasitemia que foi determinada pelo método pLDH. Os percentuais de reducédo do
crescimento dos parasitos foram calculados a partir da absorbancia. Amostras que
apresentaram reducdo da parasitemia maior que 50% nas duas concentragdes
testadas tiveram suas Clsp determinadas em trés experimentos distintos, em seis
diferentes concentragdes, com triplicatas de cada concentracdo. Os resultados foram
avaliados no programa Origin 8.0 com determinacdo das curvas dose-resposta

tracadas com ajuste sigmoidal. Foram determinadas as concentragdes inibitérias do
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crescimento de 50% dos parasitos (Clsp) em relagdo aos controles sem drogas. As
amostras foram diluidas em DMSO a uma concentracdo de 50 mg/mL e solubilizaram-

se prontamente.
3.6.11.3.2 Citotoxicidade e indice de seletitividade

As amostras foram submetidas aos testes de citotoxicidade in vitro na linhagem
celular HepG2 A16, derivada de um hepatoblastoma priméario humano (VAROTTI et al.,
2008). As células derivadas da linhagem celular HepG2 foram distribuidas em
microplacas de 96 pocos (4x10° células/100 pL por poco) e incubadas em estufa de
CO, a 37°C por 24 h para a adesao das células a placa. Em seguida foram adicionados
100 pL de meio completo contendo diferentes concentracdes dos compostos testados
em triplicata. As placas foram incubadas por mais 24h. Ao final deste periodo, foram
adicionados 18 pL/poco de uma solugdo brometo 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) (Sigma), na concentracdo de 20 mg/mL (DENIZOT & LANG,
1986). Apos 1 h e 30 m de incubacdo com o MTT foram adicionados 100 pL/poco de
DMSO. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 492 nm. A dose letal minima que
inibe em 50% o crescimento das células na presenca dos compostos testes e de
antimaléricos controles foi determinada em comparag¢do com células cultivadas sem a
presenca de compostos, considerada 100% de crescimento. Os resultados foram
avaliados no programa Origin 8.0 com determinacdo das curvas dose-resposta
tracadas com ajuste sigmoidal. Foram determinadas as concentracdes citotdxicas que
inibem em 50% o crescimento das células (CCsp) em relacdo aos controles sem
drogas. As amostras foram testadas em quatro concentracdes, 1, 10, 100 e
1000 pg/mL.

Para as amostras consideradas ativas foi calculado o indice de seletividade que
é dado pela razdo entre o valor obtido de CCsy para células HepG2 e o valor de Clsg
para P. falciparum. Por meio do indice de seletividade € possivel inferir se a amostra
possui um efeito direcionado apenas ao parasito ou se sua acdo ocorre devido a sua

toxicidade para quaisquer tipos celulares.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento do 6leo essencial

O Oleo essencial possui coloracdo amarela clara e acentuado odor aromatico
produzido pelos componentes volateis. O 0Oleo essencial OE1l, obtido por
hidrodestilacdo a partir da planta colhida no final do periodo de estiagem com baixo
crescimento vegetativo e auséncia de floracdo, apresentou um rendimento de
0,94 + 0,1% com base na massa de matéria seca (b.s.). Para a planta coletada em
periodo chuvoso, com 6timos niveis de crescimento vegetativo e de floracéo, o teor do
0leo essencial OE2 obtido por hidrodestilacao foi 0,68 + 0,1% (b.s.). Esses resultados
mostram que o teor de 6leo essencial foi influenciado pela época de colheita, ocorrendo
em maior quantidade na planta colhida no final do periodo de estiagem. Esta variacéo
no teor de 6leos ndo é incomum como ja foi relatado anteriormente para outras
espécies (BARBOSA et al., 2007).

4.2 Composicdo quimica dos 0Oleos essenciais e dos volateis obtidos por HS-
SPME

Com o intuito de avaliar a composi¢ao das substancias mais volateis produzidas
por M. crenulata, uma analise dos volateis utilizando HS-SPME também foi realizada e
comparada com a composicao dos Oleos extraidos por hidrodestilacdo. Os constituintes
identificados em ambos os procedimentos estdo apresentados na Tabela 5. Por meio
do indice de retencdo aritmético e pela similaridade dos espectros de massas, foi
possivel identificar 29 constituintes do 6leo essencial OEL, totalizando 58,45% da area
total do cromatograma e 27 constituintes do 6leo essencial OE2, totalizando 46,97%.

Na andlise por HS-SPME foram identificados 23 constituintes, totalizando 88,71%.

Os 6leos essenciais sado produtos do metabolismo secundario das plantas,
podendo apresentar grandes variagdes em termos de quantidade e composicdo de
acordo com fatores como: parte da planta (FONSCECA et al., 2006), época de colheita
(SILVA et al., 2005), local de cultivo (GEOCZE, 2011) e disponibilidade de nutrientes
(MARTINS et al, 2006 e 2007), ataque de patdgenos e/ou pragas, etc. Neste sentido,
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constatou-se que M. crenulata apresenta ligeira variagdo do rendimento e da

composicdo quimica do 6leo essencial em funcéo dos estagios fenoldgicos.

Tabela 5 - Constituintes volateis dos 6leos essenciais e volateis obtidos por HS-
SPME de M. crenulata identificados por CG-EM*

Volateis obtidos

Constituintes IR OE1l OE2 por HS-SPME
Monoterpenos hidrocarbonetos 5,16 9,00 74,84
a-Tujeno 925 - - 0,33
a-Pineno 930 0,22 0,55 5,72
Canfeno 945 - - 0,47
Tuja-2,4(10)-dieno 951 0,24 0,63 0,22
Sabineno 971 t t -
B-Pineno 973 3,63 6,23 61,65
Mirceno 992 - - 0,24
a-Terpineno 1015 - - 0,50
o-Cimeno 1023 0,43 0,84 2,81
Limoneno 1027 0,34 0,48 1,82
y-Terpineno 1058 0,30 0,27 0,77
Terpinoleno 1088 - - 0,31
Monoterpenos oxigenados 34,55 23,04 7,25
Oxido de cis-linalol (furanoide) 1071 1,71 1,79 -
Oxido de trans-Linalol (furanoide) 1087 1,49 1,49 -
Linalol 1100 0,49 0,45 -
Trans-Pinocarveol 1137 8,87 6,34 1,62
Sabinacetona 1157 0,27 - 0,19
Pinocarvona 1161 2,03 1,67 2,39
p-Menta-1,5-dien-8-ol 1167 2,04 0,65 -
cis-Pinocanfona 1173 - - 0,88
Terpinen-4-ol 1176 1,80 0,97 0,64
p-Cimen-8-ol 1186 0,57 0,51 -
a-Terpineol 1191 7,48 3,77 -
Mirtenal 1195 7,80 (mirtenol 5,40 (mirtenol 1,30
Mirtenol 1197 + mirtenal) + mirtenal) -
Verbenona 1209 - - 0,23
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 2,41 1,03 2,31
a-Copaeno 1376 0,25 0,25 0,29
Trans-Cariofileno 1419 1,18 0,51 1,60
y-Muuroleno 1478 0,62 0,27 0,42
O-Cadineno 1525 0,36 - -
Sesquiterpeno oxigenado 3,58 1,23 3,74
Oxido de Cariofileno 1585 3,58 1,23 3,74
Fenilpropanéides 1,01 1,38 -
Cinamato de isobutila 1630 0,31 0,26 -
(E)-Cinamato de isoamila 1745 0,70 1,12 -
Outros compostos 11,74 11,29 0,57
Benzaldeido 958 10,07 9,63 -
Benzeno acetaldeido 1043 0,53 0,50 -
Acetofenona 1065 1,14 1,16 -
Octanoato de etila 1200 - - 0,57
Total dos constituintes identificados 58,45 46,97 88,71

"Médias de duas repeti¢cdes; “indices de retencéo calculados; t: quantidades tracos (< 0,1%); - ausente;
OEL1: 6leo essencial da planta coletada no final do periodo de estiagem; OE2: éleo essencial extraido da
planta coletada em periodo chuvoso.
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O oOleo essencial de M. crenulata contém compostos alifaticos, aromaticos,
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides. Nota-se que, dentre os constituintes
identificados, o Oleo apresentou como classe majoritaria monoterpenos oxigenados.
Toudahl et al. (2012) estudaram a composicdo quimica do 0leo essencial de Microlicia
graveolens e identificaram 13 compostos, 0 que representa 99,8% de sua composicao.
O componente majoritario de M. graveolens foi o acetato de (+)-trans-pinocarvila
(78,9%), seguido por acetato de (-)-trans-pinocarvila (5,5%) e B-pineno (3,8%). Pode-se
observar a ocorréncia dos constituintes (-pineno, limoneno, pinocarvona, terpinen-4-ol,
trans-pinocarveol e a-terpineol nas espécies M. crenulata e M. graveolens.

A técnica HS-SPME concentra os analitos que possuem maior volatilidade e
afinidade pela fibra, fazendo com que compostos volateis presentes em quantidades
ndo detectaveis por métodos convencionais, sejam detectados. A fibra de PDMS
utilizada nesse experimento tem baixa polaridade e, consequentemente, tem mais
afinidade por analitos menos polares. O composto B-pineno, um hidrocarboneto de
baixa polaridade e de baixo peso, apresentou maior area percentual relativa, enquanto
compostos mais polares, como o trans-pinocarveol, tiveram menor area percentual
relativa nessa analise. Nota-se que HS-SPME fornece dados complementares para a
identificacdo dos constituintes de uma planta.

Os perfis dos compostos volateis foram diferentes quando a técnica empregada
foi hidrodestilagdo ou HS-SPME. Essa divergéncia pode ser consequéncia de diversos
fatores que diferenciam as duas técnicas. A hidrodestilagdo é um processo exaustivo
de extracdo, enquanto que a HS-SPME € um processo de equilibrio. As diferencas
encontradas entre os perfis dos compostos volateis podem também estar associadas a
transformacdes quimicas e formacao de artefatos durante a hidrodestilacdo. De acordo
com Simdes & Spitzer (2004), a agua, o pH e a temperatura podem provocar a hidrélise
de ésteres, rearranjos, isomerizacdes e oxidacdes durante o processo de destilacao.
Diferencas de composicdo podem ser observadas nos cromatogramas apresentados
na Figura 18.

De acordo com os resultados obtidos e, tendo em vista a complexidade quimica
do Oleo essencial, verifica-se a necessidade da continuidade dos estudos, uma vez que

alguns dos constituintes nao identificados estdo presentes em quantidade consideravel.
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Figura 18 - Cromatogramas do Oleo essencial 1, do 6leo essencial 2 e dos
volateis obtidos por HS-SPME.

4.3 Rendimento das extragdes com Soxhlet e por percolacao

Os rendimentos das fracdes resultantes das extracdes empregando aparelho de
Soxhlet encontram-se na Tabela 6. Observa-se que os rendimentos sao baixos,
entretanto deve-se considerar que nas extracées com Soxhlet foram utilizadas plantas

frescas, com grande percentual de agua.
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Tabela 6 - Rendimentos das fracdes obtidas nas extracfes utilizando

aparelho de Soxhlet

Fracéo Rendimento (%)
FSH 4,64
FSD 3,29
FSAE 3,16
FSM 3,18
FSA 2,30

FSH (fragdo soxhlet hexanica), FSD (fracdo soxhlet diclorometanica), FSAE (fracdo
soxhlet acetato de etila), FSM (frac@o soxhlet metandlica), FSA (frac@o soxhlet aquosa).

A extracdo por percolacéo foi realizada com material vegetal seco e pulverizado
(562,96 g). Foram obtidos, ao final do processo, 191,9 g do extrato etandlico bruto, o
gue correspondeu a um rendimento extrativo de 34,09%. O extrato etandlico bruto foi
denominado de EB.

A extracdo com o aparelho de Soxhlet foi realizada em um periodo de seis horas
para cada solvente e na temperatura do ponto de ebulicdo do solvente. Na extracao por
percolacdo, empregou-se temperaturas menores, reduzindo assim a possibilidade de

decomposicao térmica dos componentes presentes no extrato.

4.4 Fracionamentos do extrato etandlico bruto (EB)

4.4.1 Fracionamento do extrato bruto por cromatoqgrafia em coluna de silica gel

Uma por¢éo de EB foi fracionada em coluna de silica gel, utilizando-se eluentes
de polaridades crescentes e, deste fracionamento, foram obtidas dezessete fracOes
gue foram agrupadas de acordo com seus perfis cromatograficos em CCD de silica gel
(Tabela 7).
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Tabela 7 - Fracionamento do extrato etan6lico bruto por cromatografia em coluna

de silica gel

Fracéo Eluente Volume (mL) Massa (g) Rendimento (%)
FEBH HX 400 0,0184 0,18
FEB1 HX:DCM (1:1) 500 0,4153 4,15
FEB2 HX:DCM (1:1) 500 0,1769 1,77
FEB3 DCM 500 0,0392 0,39
FEB4 DCM 550 0,0627 0,63
FEB5 DCM:EtOAc (1:1) 100 0,9936 9,94
FEB6 DCM:EtOAc (1:1) 300 0,8643 8,64
FEB7 DCM:EtOAc (1:1) 400 0,3157 3,16
FEBS8 DCM:EtOAc (1:1) 1050 0,2943 2,94
FEB9 EtOAc 650 0,4003 4,00
FEB10 EtOAc 300 0,1503 1,50
FEB11 EtOAc 300 0,1095 1,10
FEB12 EtOAc:MeOH (1:1) 50 1,2754 12,75
FEB13 EtOAc:MeOH (1:1) 250 2,6477 26,48
FEB14 EtOAc:MeOH (1:1) 100 0,4904 4,90
FEB15 EtOAc:MeOH (1:1) 250 0,3723 3,72
FEB16 MeOH 300 0,1980 1,98

4 4.2 Fracionamento do extrato bruto por extracdo seriada

Foram feitas diversas tentativas de particdo do extrato bruto (EB) com solventes
imisciveis em funil de separacédo. Contudo, o EB n&o se solubilizou o suficiente para
tornar possivel a separacao por particdo. O EB foi fracionado por meio da extracédo
seriada, utilizando-se os solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol,
etanol e etanol:agua (1:1).

O fracionamento preliminar de EB teve como objetivo obter fragcbes de
complexidade menor, para avaliagdo nos ensaios biologicos. Na Tabela 8, encontram-
se listados os solventes utilizados, as fracbes obtidas e suas respectivas massas. A

agua destilada utilizada foi filtrada em sistema Milli-Q.
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Tabela 8 - Massas (g) das fracdes resultantes da extracdo seriada, bem como os

solventes utilizados

Fracéo Solvente Volume (L) Massa (Q) Rendimento (%)
FH HX 4,0 9,0061 22,52
FD DCM 4,0 7,7849 19,46
FAE EtOAC 4,0 7,9782 17,95
FB BuOH 4,0 7,6265 19,07
FE EtOH 95% 1,0 0,9993 2,50
FEA H,O/EtOH 1:1 0,1 0,6934 1,73

FH (fracdo hexanica), FD (fragdo diclorometanica), FAE (fragdo acetato de etila), FB (fragdo butandlica),
FE (fracdo etandlica), FEA (fracdo etanol/agua).
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Figura 19 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-FR, com detec¢do no UV em

A

210 nm, para o extrato bruto e fracdes de M. crenulata. Condicdes

cromatograficas: vide item 3.6.6.2, pag. 54. EB (extrato bruto), FH (fracéo

hexanica), FD (fracdo diclorometéanica), FAE (fracdo acetato de etila), FB (fracédo

butandlica), FE (fracdo etandlica), FEA (fracdo etanol/agua).
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As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-
FR) e deteccdo de arranjo de diodos (DAD), utilizando gradiente linear de agua e
acetonitrila, permitiram avaliar qualitativamente a composi¢do quimica de EB assim
como das fracGes oriundas de seu fracionamento por extracdo seriada (Figura 19).
Substancias de elevada polaridade (tempo de retencéo (TR) inferior a 2 minutos) foram
detectadas em todas as fracbes. Provavelmente, a filtracdo realizada na extracao
seriada nao foi eficiente, visto que foram detectados compostos de elevada polaridade
na fracdo hexanica FH e na fracdo diclorometanica FD. A fracdo FH apresentou picos
que exibiram espectros com maximos na regido do UV entre 210-220 nm e entre

260-280 nm, com cromoforos tipicos de &cidos fendlicos (Figura 20).
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Figura 20 - Perfil cromatogréafico de FH a 210 nm e espectro no UV obtido on line
pelo detector DAD para o pico 9, com TR = 34,328. Condi¢cGes cromatograficas:
vide item 3.6.6.2, pag. 54. FH (fracdo hexanica).

Nota-se no cromatograma de FD, Figura 21, varios picos com croméforos
tipicos de substancias fendlicas sugerindo a presenca de acidos fendlicos como o0s
picos com TR = 25,267 e TR = 34,377. O pico com TR em 27,101 apresenta espectro
de absorgdo no UV em metanol tipico de flavonoide.

] 0,067 Peak #9
o F° 0,04
= o ] TR = 25,267
{M < i
001 0,02
] ] 3756
.10 T T T T T T 0’OO_I T T T | T T T T ‘ T T T T | T T T T
00:0 10,00 20,00 30.00Mmut“40.00 50,00 60,00 70,00 250,00 300'00 350,00
© 2096 Peak #10 nm
2674 34,0 0,067 2781 Peak #11
3 0,054 TR = 27,101 004_;
i o T TR = 34, 377
< ]
] 0,027
01007\ L s e e B B ] 376,8
250,00 300,00 350,00 000, T
nm 250,00 300,00 350,00

nm

Figura 21 - Perfil cromatografico de FD a 210 nm e espectro no UV obtido on line
pelo detector DAD para os picos 9, 10 e 11. Condi¢cdes cromatograficas: vide item
3.6.6.2, pag. 54. FD (fracéo diclorometanica).
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Os espectros no UV de flavonas e flavondis em metanol exibem dois maximos
de absorcdo na regido entre A 240 a 400 nm. Estes picos sdao comumente
denominados de banda | (A 300-380 nm) e banda Il (A 240-280 nm). A banda | est4
associada a absorcao do anel B (sistema cinamoila) e a banda Il a absor¢céo devida ao
anel A (sistema benzoila) (Figura 22). As flavonas apresentam comprimento de onda
de absor¢do da banda | abaixo de 350 nm (A 304-350 nm). Ao contrério,
3-hidroxiflavonas (flavonadis) apresentam comprimento de onda de absorcao da banda |
maior (A 352-385 nm). No entanto, flavondis com o grupo 3-hidroxi-substituido
(metilado ou glicosilado) exibem a banda | na regidao de A 328 a 357 nm (MABRY et al.,
1970)

Cs(C3Cs

Sistema benzoila Sistema cinamoila

Figura 22 - Esqueleto basico dos flavonoides.

O valor maximo de absorcdo da banda | permite diferenciar flavonas de
3-hidroxiflavonas (flavonois) (MABRY et al., 1970). Pode-se dizer que o pico com TR
27,101 é tipico de flavona ou flavonol com o grupo 3-hidroxi-substituido (Figura 21).

Nas andlises cromatogréaficas da fracdo acetato de etila FAE, observou-se que
0s picos com TR compreendidos entre 10,652 e 20,773 minutos apresentaram perfil
espectral caracteristico de flavonoides, sendo compativeis com flavonas ou flavonais.
Para a fracdo butanodlica FB os picos com TR compreendidos entre 9,530 e 13,421
minutos parecem ser de flavonas ou flavonais.

No perfil cromatografico da fracdo etandlica FE, Figura 23, os picos 9 e 11 séo

compativeis com flavonais, visto que apresentam o comprimento de onda de absorcao
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da banda | superior a 352 nm. J&a a polaridade e os espectros de absor¢cdo no UV dos

picos com TR inferiores a 2 min sugerem ser de taninos.
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Figura 23 - Perfil cromatogréfico de FE a 210 nm e espectro de UV dos picos 1, 9
e 11. Condi¢cdes cromatograficas: vide item 3.6.6.2, pag. 54. FE (fracéo etandlica).

No perfil cromatografico de FEA a polaridade e os espectros de absor¢cdo no UV

dos picos da fragdo FEA sugerem ser de taninos (Figura 24).
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Figura 24 - Perfil cromatografico de FEA a 210 nm e espectro de UV do pico 1.
Condicdes cromatogréficas: vide item 3.6.6.2, pag. 54. FEA (fracéo etanol/agua).

As analises por CLAE-FR permitiram direcionar as etapas dos fracionamentos
cromatograficos posteriores. As fragcbes FAE e FB foram selecionadas para serem
refracionadas em coluna de Sephadex LH-20 pelo fato de terem apresentado bons
resultados nos testes antifungicos, polaridade dos compostos menor que FE e FEA e
quantidade suficiente de massa para as analises. A fracdo FD foi refracionada porque

apresentou atividade antiprotozoaria.
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4.5 Fracionamento da fracdo acetato de etila (FAE), fracdo butandlica (FB) e

fracdo diclorometanica (FD)

4 5.1 Fracionamento de FAE

Do fracionamento de 2,0 g de FAE em coluna de Sephadex LH-20 foram

coletadas 162 fracdes, gerando 13 grupos de fracOes reunidas (Tabela 9).

Tabela 9 - Fracionamento de FAE em coluna de Sephadex LH-20

Sub-fracdes Fracbes Volume de Massa (Q) Rendimento (%)
reunidas metanol (mL)
FAE1 1-25 250 0,7640 38,15
FAE2 26-33 80 0,4971 24,82
FAE3 34-38 50 0,0758 3,78
FAE4 39-45 70 0,0648 3,24
FAES 46-49 40 0,0332 1,66
FAEG6 50-58 90 0,0907 4,53
FAE7 59-63 50 0,0477 2,38
FAES8 64-73 100 0,0635 3,17
FAE9 74-91 180 0,0883 4,41
FAE10 92-99 80 0,0196 0,98
FAE11l 100-131 320 0,0351 1,75
FAE12 132-140 90 0,0103 0,51
FAE13 141-162 220 0,0260 1,30
Total 1620 1,8161 90,70

4.5.2 Fracionamento de FB

Do fracionamento de 2,0 g de FB, coletou-se 84 fragbes que foram reunidas em
10 subfragdes de FB (Tabela 10).
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Tabela 10 - Fracionamento de FB em coluna de Sephadex LH-20

Sub-fracdes Fracbes Volume de Massa (g) Rendimento (%)
reunidas metanol (mL)
FB1 1-9 117 0,0846 4,23
FB2 10-13 52 0,0599 3,00
FB3 14-18 65 0,4127 20,64
FB4 19-20 26 0,2219 11,10
FB5 21-25 65 0,4504 22,52
FB6 26-37 156 0,0964 4,82
FB7 38-47 130 0,0563 2,82
FB8 48-57 130 0,0420 2,10
FB9 58-64 91 0,0274 1,37
FB10 64-84 273 0,0473 2,37
Total 1105 1,4989 74,95

4.5.3 Fracionamento cromatografico de FD

Uma porcao de FD foi fracionada em coluna de silica gel utilizando-se eluentes
de polaridades crescentes. Os perfis cromatograficos foram monitorados por CCD de
silica gel e aquelas fracdes apresentando perfis semelhantes foram reunidas. As
fracOes e suas respectivas massas encontram-se listadas na Tabela 11.

A evaporacéo lenta do solvente da fracdo FD3 (eluida com DCM:ETOAC (2:1)),
a temperatura ambiente, resultou na cristalizacdo de um solido de cor amarelada. O
sobrenadante foi cuidadosamente retirado com pipeta de Pasteur e transferido para
outro recipiente. Foi adicionado diclorometano ao frasco que continha o precipitado.
Apds repouso para decantacdo do precipitado, o solvente foi removido. Esse
procedimento foi repetido até obtencdo de um composto puro denominado FDI. O
sélido isolado FDI foi cromatografado em CCD usando como eluente cloroférmio,
acetona e acido férmico na proporcao 75,0:16,5:8,5. NP/PEG foi empregado como
revelador e observou-se o aparecimento de fluorescéncia (UV 365 nm). A analise de
FDI por CCD de silica gel indicou valor de Rf igual a 0,67, maior que o observado para

guercetina e rutina.
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Tabela 11 - Fracionamento de FD por cromatografia em coluna de silica gel

Fracéo Eluente Volume Massa (g) Rendimento
(mL) (%)

FD1 DCM 1400 0,1084 2,69
FD2 DCM:ETOAC (2:1) 250 0,1113 2,76
FD3 DCM:ETOAC (2:1) 550 0,2641 6,55
FD4 DCM:ETOAC (2:1) 350 0,1824 4,53
FD5 DCM:ETOAC (2:1) 250 0,1111 2,76
FD6 DCM:ETOAC (2:1) e 300 e

DCM:ETOAC (1:2) 250 0,1508 3,74
FD7 DCM:ETOAC (1:2) 350 0,2076 5,15
FD8 DCM:ETOAC (1:2) 300 0,1166 2,89
FD9 DCM:ETOAC (1:2) e 300 e

EtOAc 400 0,2922 7,25
FD10 EtOAC 350 0,2203 5,47
FD11 EtOAc 350 0,1234 3,06
FD12 EtOAc 250 0,0632 1,57
FD13 EtOAC 500 0,0752 1,87
FD14 EtOAc e 250 e

EtOAc: MeOH (2:1) 300 0,0512 1,27
FD15 EtOAc: MeOH (2:1) 150 0,1048 2,60
FD16 EtOAc: MeOH (2:1) 400 0,7610 18,89
FD17 EtOAc: MeOH (2:1) 850 0,1889 4,69
FD18 EtOAc: MeOH (2:1) 550 0,0479 1,19
FD19 EtOAc: MeOH (2:1) e 200 e

EtOAc: MeOH (1:2) 600 0,0419 1,04
FD20 EtOAc: MeOH (1:2) 300 0,2337 5,80
FD21 EtOAc: MeOH (2:1) e 450 e

MeOH 200 0,0660 1,64
FD22 MeOH 400 0,0892 2,21

4.6 Elucidacgéo estrutural da substancia isolada FDI

A elucidagéo estrutural da substancia isolada FDI foi realizada a partir de dados

espectroscopicos no ultravioleta (UV), no infravermelho (IV) e ressonancia magnética
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nuclear monodimensional (RMN de *H) e bidimensional (HSQC, HMBC e COSY). A
andlise dos espectros no UV obtidos com o uso de aditivos de deslocamento permitiu
chegar as conclusdes detalhadas no texto a seguir.

O espectro no UV de FDI em metanol apresentou bandas intensas com maximos
de absorcdo em 268,5 e 327,0 nm (Figura 25). O comprimento de onda de absorcao
méximo da banda | em 327 nm indica tratar-se de uma flavona ou flavonol com o grupo
3-hidroxi-substituido.

Como pode ser observado na Figura 25 e na Tabela 12, houve deslocamento
batocrémico de ambas as bandas apos adicdo de MeONa, evidenciando a natureza
fendlica de FDI. O deslocamento batocrobmico com reducao da intensidade da banda |
indica auséncia de hidroxila livre em C4’. A alteragdo da curva no ultravioleta com o
tempo € um bom indicador da presenca de grupamentos alcali-sensiveis, entretanto
nao houve degradacédo apds 5 minutos de adicdo de MeONa.

O cloreto de aluminio (AICI3) forma complexos estaveis com hidroxilas das
posicdes C3 e/ou C5 de flavonas e flavonois que ndo regeneram apoés a adicdo de HCI.
Por outro lado, a instabilidade do complexo apds adicdo de HCI indica presenca de
sistema orto-dihidroxilado. Observa-se que ndo houve regeneragcdo da curva apos a
adicdo de HCI e que os valores de A maximo se mantiveram, indicando presenca de
hidroxila nas posi¢cdes C3 e/ou C5 (Figura 25 e Tabela 12).

O acetato de sédio (AcONa) é uma base fraca que é capaz de ionizar hidroxilas
de carater acido acentuado, ou seja, permite identificar a presenca de hidroxilas nas
posicdes C3, C7 e C4'. E usado principalmente para detectar a presenga de um grupo
7-hidroxila livre. Flavonas e flavond6is contendo hidroxila livre na posicdo C7
apresentam deslocamento batocrémico entre 5 e 20 nm na banda Il. Com a adicao de
AcONa observou-se deslocamento batocrdmico de 7,5 nm na banda Il, sugerindo a
presenca de hidroxila livre em C7 (Figura 25 e Tabela 12). Nao houve alteracdo da
curva apos 5 minutos de adicdo de acetato de sédio, portanto pode-se concluir que o
flavonoide ndo possui grupos alcali-sensiveis (6,7 ou 7,8-di-OH). Com a adicdo de
AcONa/H3BO3; um deslocamento batocrémico de 12 a 36 nm na banda | (relativo ao
espectro em metanol) indicaria a presenca de grupos orto-dihidroxilado. Ndo houve
deslocamentos significantes das bandas em relacdo ao espectro em metanol (Figura

25), o que indica que o composto em questdo nao possui grupo orto-dihidroxilado.
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Figura 25 - Espectros no UV de FDI obtidos com o uso de aditivos.

Tabela 12 - Dados espectrofotométricos no ultravioleta obtidos para FDI

Solvente / aditivo

Amax (em nm)

MeOH

MeONa

AICl3

AICI; + HCI
MeOH / AcONa
AcONa / H3BOs3

268,5; 327

276; 364,5

277; 301; 340,5; 379
277; 300; 340; 378
276; 359

270; 327

A andlise dos espectros de absor¢do no ultravioleta, empregando-se aditivos,

sugere que FDI seja uma flavona substituida em C4’.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho registrado para FDI (Figura

26) apresenta uma banda em 3151 cm™, caracteristica de estiramento de O-H. As

bandas de absorcdo em 2916 e 2850 cm™ foram atribuidas a estiramento de C-H

alifatico. A banda em 1651 cm™ foi atribuida a estiramento de carbonila a,B-insaturada.

A baixa intensidade de absorcdo da mesma indica uma ligacdo de hidrogénio

intramolecular, confirmando a presenca de OH em C5, sugerida pela analise dos

espectros de absorcdo no ultravioleta. A natureza aromatica da substancia ficou

evidenciada pela presenca de bandas de absorcdo em 1604, 1560, 1505 e 1428 cm™,
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atribuidas a estiramento C=C de anel aromatico. As bandas fortes em 1237 cm™
(estiramento assimétrico) e em 1032 cm™ (estiramento simétrico) indicaram a presenca
de ligacdo C-O de éter fenilalquilico (PAVIA et al., 2012).
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Figura 26 - Espectro no IV obtido para FDI.

No espectro de RMN de *H de FDI (Figura 27), os dupletos centrados em & 7,97
e 0 7,11 ppm apresentam valor de acoplamento escalar caracteristico de acoplamento
orto (J = 8,8 Hz), caracteristico de sistema de spins AA'BB’ e tipico de anel B de
flavonoide p-substituido. O sinal em & 7,97 ppm foi atribuido a H2’ e H6’ e o sinal em &
7,11 ppm a H3’ e H5'. O simpleto em & 6,68 ppm (1H, s, H3) foi atribuido ao hidrogénio
ligado a C3. Foram observados os simpletos & 6.48 (1H, s, H8) e 6 6.22 (1H, s, H6)
atribuidos aos hidrogénios em C8 e C6, respectivamente. O simpleto, com integracéo
de 3H, referente a hidrogénios de grupo metoxila em & 3.89 (3H, s, 4-OCHj;) foi
atribuido a 4’-OCHjs;. Essa analise dos dados ratifica as informacdes obtidas a partir dos

dados espectrofotométricos no UV de FDI.
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4'.0CHs

Figura 27 - Espectro de RMN de 'H de FDI (MeOD, 400 MHz).

Por meio dos espectros de correlacdo foram observadas as conectividades entre
carbonos e seus respectivos hidrogénios (HSQC), entre hidrogénios vizinhos (COSY) e
entre hidrogénios e carbonos vizinhos a longa distancia (HMBC). Nao foi possivel obter
espectro de RMN de *3C para FDI. Portanto, os valores de deslocamento quimico dos
carbonos hidrogenados foram obtidos indiretamente a partir dos mapas de contornos
HSQC e HMBC apresentados nas Figuras 28 e 29.

No mapa de contornos HSQC (Figura 28), os dupletos centrados em & 7,97 ppm
(H2' e HB’) e & 7,11 ppm (H3 e H5’) apresentaram manchas de correlagdo com os
sinais de carbono em & 128,1 ppm (C2 e C6’) e & 114,3 ppm (C3 e C5H),
respectivamente. Observou-se mancha de correlacdo entre o sinal do hidrogénio em
0 6,68 ppm e o sinal de carbono em & 103,9 ppm, confirmando a atribuicdo de C3. Os
sinais correspondentes aos hidrogénios em & 6,48 e 6,22 ppm encontram-se
sobrepostos no mapa de contornos HSQC, correlacionados a carbonos com sinais em
94,1 ppm (C8) e d 98,9 ppm (C6), respectivamente. Observa-se contorno de correlacéo
entre o sinal dos hidrogénios de grupo metoxila (4’-OCH3) em & 3,89 ppm e o sinal de
carbono em & 55 ppm (4’-OCH5).
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Figura 28 - Mapa de contornos HSQC de FDI.

O mapa de correlacdes heteronuclear HMBC (Figura 29) mostrou uma
correlacdo a trés ligacdes (*J) dos hidrogénios H2' e H6’ (5 7,97) com o carbono C4’
(5 162,8), e a duas ligacdes (*J) dos hidrogénios H3’ e H5' (5 7,11) com o mesmo,
confirmando o deslocamento quimico do C4’. Observa-se correlacéo (*J) entre o sinal
dos hidrogénios do grupo metoxila (4’-OCHz) em & 3,89 ppm e o sinal de carbono em
5 162,8 ppm (C4’). Existem as correlaces (°J) de H2' com C6 e H6' com C2’ e,
igualmente, H3’ com C5’ e vice versa. Também, houve a correlagdo (3J) do C1’
(5 123,3) com H3’ e H5'. Outras correlacdes foram do C6 (5 98,9) com H8 (3 6,48, 3J),
C8 (5 94,1) com H6 (5 6,22, 3J), C9 (5 157,8) com H8 (5 6,48, 2J), C10 (5 104,0) com
H3 (3 6,68, °J) e C2 (5 163.8) com H3 (3J).

O espectro COSY confirmou o padrao de substituicdo do anel B, demonstrando

a correlacao entre os hidrogénios do referido anel (Figura 30).
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Os dados de RMN de 'H e as correlagdes entre *H-'*C observadas nos mapas
de contornos HSQC e HMBC obtidos para FDI e os valores encontrados na literatura
para acacetina estdo apresentados na Tabela 13. Os dados espectrofotométricos no
ultravioleta obtidos para FDI e os dados relatados na literatura para acacetina estao

apresentados na Tabela 14.

Tabela 13 - Dados de RMN de 'H e correlacdes heteronucleares *H-*C
observadas nos mapas de contornos HSQC e HMBC obtidos para FDI e dados

relatados na literatura para acacetina

C/H FDI "H (3 ppm) FDI ~°C Acacetina ‘H Acacetina *°C (3
(6 ppm)* (6 ppm)** ppm)**
2 163.8 167,7%: 163,2°
4 162,8 165,5% 162,3°
9 157,8 159,3% 157,3°
2 7,97 (d, J = 8,8 Hz) 128,1 7,82 (d, J=8Hz)"8,03(d, J=21Hz)* 127,6%128,3°
6 7,97 (d, J = 8,8 Hz) 128,1 7,82 (d, J=8Hz)":8,03(d, J=2,1Hz)* 127,6% 128,3°
1’ 123,3 126,5; 122,8°
3 711(d,J=8,8Hz) 1143  7,01(d,J=8Hz)";7,11(d,J=2,1Hz)*> 114,5%114,6°
5 7,11 (d, J = 8,8 Hz) 114,3 7,01(d, J=8Hz)"; 7,11 (d, J=2,1 Hz)®> 114,5% 114,6°
10 104,0 103,6°
3 6,68 103,9 6,56": 6,85° 104,1% 103,5°
6 6,22 98,9 6,30": 6,19° 100,1% 98,9°
8 6,48 94,1 6,45% 6,49° 95,0%: 94,07
4-OCH, 3,89 55 3,89% 3,71° 55,8% 55,5

*Dados aproximados obtidos dos mapas de correlacdo heteronuclear HSQC e HMBC de FDI (MeOD
com gotas de DMSO, 400MHZ).

* 'RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) e RMN *C (CDCls;, 100 MHz) (CASTILLO et al., 2013 ); RMN 'H
(DMSO0-d6, 500 MHz) e RMN **C (DMSO-d6, 125 MHz) (PINZON et al., 2011).

Tabela 14 - Dados espectrofotométricos no UV obtidos para FDI e dados

relatados na literatura para acacetina

Solvente / FDI Acacetina*

aditivo Amax (em nm) Amax (em nm)
MeOH 268,5; 327 269; 327

MeONa 276; 364,5 276; 364

AICl3 277; 301; 340,5; 379 277; 302; 344; 382
AICIl; + HCI 277; 300; 340; 378 279; 300; 338; 379
MeOH / AcONa 276; 359 276; 358

AcONa / H3BO3 270; 327 269; 331

*Fonte: Mabry et al. (1970).
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Com base nas informagfes obtidas das técnicas espectroscopicas empregadas,
identificou-se a substancia isolada FDI como acacetina. Esta é a primeira vez que se
descreve a presenca dessa flavona no género Microlicia. No estudo quimiotaxonémico
realizado por Bomfim-Patricio et al. (2001) com 33 espécies dos géneros Lavoisiera,
Microlicia e Trembleya, principais géneros da tribo Microlicieae, ndo foi observada a
presenca de acacetina. Nesse mesmo estudo os autores relatam que M. crenulata
apresenta apenas flavonais.

Segundo os relatos de Lehane & Saliba (2008), o flavonoide acacetina possui
atividade antiplasmédica. Pinzon et al. (2011) relatam que a acacetina € um agente
antifingico com poténcia comparavel a anfotericina B contra C. glabrata e C. tropicalis.
E um promissor agente para o tratamento de fibrilacdo atrial (WU et al., 2011),
apresenta atividade leishmanicida moderada (SILVA Filho et al., 2009) e inibe
moderadamente a atividade da aromatase (Clso 18,7 uM) (ZHAO et al., 2008).

4.7 Avaliagéo da atividade antioxidante in vitro

4.7.1 Ensaio do DPPH

O método para avaliacdo da atividade antioxidante de produtos naturais pelo
modelo de DPPH em microescala desenvolvido por Henriques et al. (2012) apresenta-
se como excelente op¢cao para a triagem da atividade antioxidante de derivados de
plantas, por ser de facil e rapida execucédo, requerer pequena massa de analitos e
custo reduzido. O extrato etandlico bruto (EB) e suas fracdes provenientes da extracdo
seriada foram testados quanto a atividade sequestradora de radical livre. As
substancias que tém facilidade em sequestrar radicais livres tém propriedades
antioxidantes. O teste foi realizado com DPPH e rutina como padréao positivo. A rutina
possui atividade antioxidante comprovada (AFANAS’EV et al., 1989). Sendo assim, ela
pode ser usada como parametro para a comparacdo das atividades encontradas para
as fragbes analisadas. Calculou-se a CEsp de cada amostra e, posteriormente, o indice

de atividade antioxidante (IAA). Esses valores estdo apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15 - Atividade antioxidante pelo método DPPH de EB e de suas fracfes

expressa em CEsp (ug/mL) e IAA

Amostras CEso (Hg/mL) IAA

FE 6,13+0,18 5,60 + 0,172
Rutina 8,58 + 0,23 4,00 +0,10°
FB 10,27 + 0,05 3,34+ 0,01°
FEA 10,63 + 0,14 3,22 +0,04°
FAE 10,65 + 0,19 3,22 + 0,06°
EB 15,39 + 0,04 2,23+ 0,01¢
FD 186,70 + 6,36 0,18 +0,01°
FH 496,70 + 38,88 0,07 + 0,01°

Os valores expressam a média = desvio padrdo das triplicatas. Letras diferentes correspondem
diferencas significativas (p < 0,05). CEso (concentracéo efetiva para 50% de atividade) e IAA (indice de
atividade antioxidante). EB (extrato bruto), FH (fracdo hexanica), FD (frac@o diclorometanica), FAE
(fracdo acetato de etila), FB (fragcdo butandlica), FE (fragcdo etandlica), FEA (frac@o etanol/agua).

Fez-se andlise estatistica e as diferencas foram consideradas significativas
quando p < 0,05 (ANOVA / teste de Tukey). Observa-se que a fracdo FE apresentou o
maior valor de IAA, seguido pela rutina. N&o houve diferenga significativa no valor de
IAA, entre FB, FEA e FAE, no entanto apresentaram IAA significativamente maior que
EB. As fracdes FD e FH apresentaram um valor de IAA significativamente menor.

Scherer & Godoy (2009) estabeleceram uma classificacdo para a acéo
antioxidante de materiais vegetais, sendo considerada uma acao antioxidante fraca
quando o IAA < 0,5, acdo moderada quando o IAA estiver entre 0,5 e 1,0, acdo
antioxidante forte quando o IAA for de 1,0 a 2,0 e acdo muito forte para um valor de
IAA > 2,0. As informacbes da Tabela 15 revelam que as fracbes FH e FD
apresentaram um valor de CEs, muito alto e, consequentemente, um valor de IAA
muito baixo, indicando fraca agéo antioxidante (IAA < 0,5). O extrato bruto e as demais
fracOes apresentaram acao antioxidante muito forte (IAA > 2,0), destacando-se a fracao
FE com IAA de 5,60 £ 0,17.

As atividades antioxidantes das fracoes FE e FEA podem estar relacionadas a
presenca de compostos fendlicos, particularmente de taninos hidrolisaveis. As fracdes
FAE e FB possuem flavonoides e taninos, moléculas que exibem atividade
antioxidante. A maioria dos compostos antioxidantes possui uma base molecular
semelhante, ou seja, pelo menos um anel aromatico e um grupo hidroxila, incluindo os
acidos fendlicos, flavonoides e isoflavonoides, ésteres de galato, taninos hidrolisaveis,
etc (MARIUTTI & BRAGAGNOLO, 2007). A rutina apresentou um valor de IAA de
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4,00 £ 0,10. Entretanto, Sherer & Godoy (2009) obtiveram um valor de 6,4 £ 0,3 para a
referida substancia. E possivel que essa diferenca de valores se deva ao grau de

pureza da rutina utilizada nas analises.

4.7.2 Ensaio ABTS ou TEAC

Os resultados da atividade antioxidante empregando o método ABTS estdo
apresentados na Tabela 16. Os melhores resultados foram obtidos com a fracao
etanolica FE.

Em ambos os testes (DPPH e ABTS), verifica-se menor atividade antioxidante
para as fracbes menos polares (FD e FH) e maior atividade para as fracbes mais
polares, indicando que as substancias com maior atividade antioxidante se encontram
nas fracbes mais polares. As diferencas observadas podem estar relacionadas com a
natureza e quantidade dos compostos presentes nas amostras.

N&o foram encontrados estudos de atividade antioxidante para M. crenulata,
entretanto existem diversos estudos de atividade antioxidante com plantas da familia
Melastomataceae. Pierone et al. (2011) estudaram potencial antioxidante de Miconia
albicans (Sw.) Triana e observaram que a fracdo butandlica e o extrato metandlico
apresentaram atividades antioxidantes consideraveis. Alnajar et al. (2012) relataram a
atividade antioxidante dos extratos aquoso e metandlico de Melastoma malabathricum
empregando os métodos DPPH, ABTS e FRAP (Poder Antioxidante de Reducédo do

Ferro).

Tabela 16 - Valores de CEso e de TEAC para EB e suas fracdes pelo método ABTS

Amostras CEso (Hg/mL) TEAC (mM Trolox / g amostra)
FE 7,31+£0,21 2,31+0,062
FAE 7,61+ 0,02 2,22+0,01°
FB 8,50+ 0,05 1,99 +0,01°¢
EB 12,28 + 0,10 1,37 +0,01 ¢
FEA 23,42 + 0,77 0,72+0,02 ¢
FD 349,16 £+ 8,00 0,11 +0,01
FH 153,67 + 10,34 0,05+ 0,00

Os valores expressam a média + desvio padrdo das triplicatas. Letras diferentes correspondem
diferencas significativas (p < 0,05). CEsq (concentracdo efetiva para 50% de atividade) e TEAC
(capacidade antioxidante equivalente ao Trolox). EB (extrato bruto), FH (fragdo hexanica), FD (fragédo
diclorometanica), FAE (fragdo acetato de etila), FB (fracdo butandlica), FE (fracao etandlica), FEA (fragédo
etanol/agua).
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4.8 Ensaios biolégicos

4.8.1 Ensaio de atividade antibacteriana in vitro

O oleo essencial OE2 e as fragdes obtidas por extracdo em aparelho de Soxhlet
foram avaliados quanto a atividade antibacteriana, utilizando o teste de sensibilidade a
antimicrobianos por difusdo em disco. Esse procedimento foi utilizado como triagem
inicial da avaliacdo do potencial antimicrobiano.

O dleo essencial OE2 e todas as fracOes avaliadas pelo teste de difusdo em
disco nao foram capazes de inibir o crescimento de E. coli e de S. aureus (Tabela 17).
O d6leo essencial e todas as fracdes testadas foram capazes de inibir o crescimento de
P. aeruginosa. Observa-se que as fracbes FSH e FSD apresentaram atividade

antimicrobiana frente a B. cereus.

Tabela 17 - Didametro dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano para o 6leo

essencial e para as fragcfes resultantes das extracfes em Soxhlet

Diametro do halo de inibicdo (mm)

Disco de B. cereus var. P. aeruginosa E. coli S. aureus
antimicrobianos mycoides ATCC 27853 ATCC 25922 ATCC 25923
ou amostra ATCC 11778

AMC 30 NT NT 26,32 32,56
CPM 30 8,49 27,16 NT NT
FSH 7,67 9,95 - -
FSD 6,86 7,16 - -
FSAE - 8,28 - -
FSM - 8,09 - -
FSA - 7,29 - -
OE2 - 8,25 - -

- Auséncia de halo; AMC 30: Amoxicilina - &cido clavulanico 30 pg; CPM 30: Cefepima 30 ug; NT indica
nao testado. FSH (fracdo soxhlet hexanica), FSD (fracdo soxhlet diclorometanica), FSAE (fracdo soxhlet
acetato de etila), FSM (fracdo soxhlet metandlica), FSA (fracdo soxhlet aquosa), OE2 (6leo essencial
extraido da planta coletada em periodo chuvoso).

Para as amostras ativas pelo método de difusdo em disco foram determinadas
as CIMs pelo método de microdiluicdo em caldo. Os resultados encontram-se na

Tabela 18. A atividade antimicrobiana das amostras foi estabelecida de acordo com a
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concentracdo inibitéria minima (CIM). Extratos e fracfes vegetais sdo considerados
com boa atividade inibitéria se apresentam CIM < 100 pg/mL; atividade inibitéria
moderada de 100 < CIM < 500 pyg/mL; atividade fraca de 500 < CIM < 1000 ug/mL e
inativos para CIM > 1000 pg/mL (AYRES et al., 2008; TANAKA et al., 2005).

Os resultados do presente estudo indicaram que o 6leo OE2 e as fracles
testadas FSM e FSA foram capazes de inibir o crescimento de P. aeruginosa (Gram-
negativa), com valor de CIM de 128 pg/mL. A fracdo FSAE apresentou valor de CIM de
512 pg/mL. Ja as fracbes FSH e FSD ndo mostraram 100% de inibicdo na maior
concentracéo testada no ensaio por microdiluicdo em caldo. Para B. cereus (Gram-
positiva), 0s resultados obtidos demonstraram que as fracbes FSH e FSD
apresentaram acdo moderada sobre a referida bactéria, sendo capaz de inibir seu

crescimento com valor de CIM de 128 pg/mL.

Tabela 18 - Concentracdo Inibitéria Minima do 6leo e das fragdes resultantes das
extragdes em Soxhlet contra bactérias patogénicas (CIM em pg/mL)

CIM
Bactéria FSH FSD FSAE FSM FSA OE2
P. aeruginosa > 512 > 512 512 128 128 128
B. cereus 128 128 NT NT NT NT

CIM indica menor concentracdo da amostra que inibiu 100% o crescimento microbiano; > Indica que a
amostra ndo apresentou atividade de 100% de inibicdo na maior concentragdo testada; NT indica ndo
testado. FSH (fragdo soxhlet hexanica), FSD (fracdo soxhlet diclorometénica), FSAE (fracdo soxhlet
acetato de etila), FSM (fracdo soxhlet metandlica), FSA (fracdo soxhlet aquosa), OE2 (6leo essencial
extraido da planta coletada em periodo chuvoso).

Entre os compostos identificados no 6leo essencial, limoneno e linalol foram
anteriormente referidos como tendo atividade antimicrobiana (MAZZANTI et al., 1998).
Fabri et al. (2012) estudaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
Mitracarpus frigidus, 6leo rico em linalol (29,29%). O 6leo essencial de M. frigidus
exibiu atividade antibacteriana moderada contra S. aures, B. cereus e P. aeruginosa
(CIM 250 pg/mL). Conforme consta na RESOLUCAO-RDC N° 3/2012, o linalol e o
limoneno podem causar reagdes alérgicas de contato entre os consumidores sensiveis
a fragrancias e aromas. Dessa forma, a presenca dessas substancias na formulagéo de
produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes deve ser indicada na rotulagem do
produto quando sua concentracao exceder 0,001% nos produtos sem enxague e 0,01%
em produtos com enxague (BRASIL, 2012).
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P. aeruginosa € uma bactéria ubiquitaria e faz parte da microbiota humana.
Raramente se torna a causa de infeccbfes comunitarias em individuos saudaveis,
entretanto, em ambientes hospitalares esta bactéria torna-se um agente infeccioso
importante (PAVIANI et al., 2004). P. aeruginosa e B. cereus sdo exemplos de
bactérias patogénicas encontradas em biofilmes microbianos na industria de alimentos.
Esses microrganismos podem se aderir a residuos organicos e inorganicos presentes
na superficie de equipamentos e utensilios, caso o processo de higienizacdo seja
executado de forma incorreta (OLIVEIRA et al., 2010b). Os microrganismos aderidos
ao biofilme apresentam maior resisténcia a acdo de agentes fisicos e quimicos.

O controle de biofilmes microbianos é de grande importancia para a industria de
alimentos, visto que estes podem causar prejuizos econdmicos ou problemas de saude
publica. Alternativas ndo convencionais de sanitizacdo vém sendo estudadas. Neste
contexto, 6leos essenciais de condimentos, plantas aromaticas e medicinais vem sendo
pesquisados quanto a atividade antibacteriana em biofilmes. Oliveira et al. (2010a)
observaram que os 6leos essenciais de Cymbopogon citratus (capim-limdo) e
Cymbopogon nardus (citronela), isoladamente ou em combinacdo, Sdo novas
alternativas para a desinfeccdo de superficies em aco inoxidavel contaminadas por
Listeria monocytogenes. Chorianopoulos et al. (2008) verificaram que o 6leo essencial
de Satureja thymbra (1%) apresenta efeito bactericida suficiente no biofilme bacteriano
formado em aco inoxidavel. Apesar dos resultados promissores, estes pesquisadores
mencionam a necessidade de mais estudos sobre o uso de 06leos essenciais como

santizantes.

4.8.2 Ensaio de atividade antifungica in vitro

4.8.2.1 Atividade antifingica do 6leo essencial e das fracdes resultantes das extracdes

em Soxhlet

A atividade antifungica do 0Oleo essencial OE2 e das fracdes resultantes das
extragcbes em Soxhlet foram investigadas. O objetivo foi verificar a presenca de
compostos que possam apresentar efeitos inibitérios sobre fungos patogénicos e

deteriorantes de alimentos. Os resultados estdo apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19 - Concentracédo Inibitéria Minima do 6leo essencial e das fracdes
resultantes das extragcdes em Soxhlet contra fungos patogénicos e deteriorantes
de alimentos (CIM em pg/mL)

CIM
Fracao A. niger A. flavus S. cerevisiae
FSH > 1000 > 1000 <62,5
FSD > 1000 > 1000 Entre 250 e 1000
FSAE > 1000 > 1000 Entre 62,5 e 250
FSM > 1000 > 1000 <62,5
FSA > 1000 > 1000 <62,5
OE2 Entre 500 e 1000 Entre 250 e 500 Entre 250 e 500

CIM indica menor concentracdo da amostra que inibiu 100% o crescimento microbiano; > Indica que a
amostra ndo apresentou atividade de 100% de inibicdo na maior concentracdo testada, < Indica que a
referida concentracdo foi a concentracdo minima testada e que nessa concentracdo a amostra teve
atividade de 100% de inibicdo. FSH (fragdo soxhlet hexanica), FSD (fracdo soxhlet diclorometanica),
FSAE (frac@o soxhlet acetato de etila), FSM (fracdo soxhlet metandlica), FSA (fracdo soxhlet aquosa),
OEZ2 (6leo essencial extraido da planta coletada em periodo chuvoso).

Em relacdo aos fungos A. flavus e A. niger, somente o Oleo essencial OE2
apresentou atividade inibitéria. O 6leo apresentou fraca atividade inibitéria com relacéo
ao A. niger e, em relacdo ao fungo A. flavus, apresentou moderada atividade inibitoria.
Esta observacdo evidencia o fato de que o 6leo possui substancias que contribuiram
para a inibicdo do crescimento de A. flavus e A. niger.

Observou-se que as fracbes FSH, FSM e FSA foram efetivas contra S.
cerevisiae com CIM menor que 62,5 pg/mL. Como 62,5 pg/mL foi a menor
concentracdo testada para as fracdes, € possivel que elas apresentem um CIM muito
menor para a referida levedura. S. cerevisiae € utilizada para as mais diversas
finalidades em alimentos: producdo de bebidas, paes, alcool e etc. Contudo, as
espécies do género Saccharomyces sdo leveduras de intensa atividade fermentativa
que muitas vezes estdo envolvidas em alteracdes indesejaveis em alimentos como
frutas, maionese, mel, vinagre, laticinios (leite, manteiga, etc) e produtos fermentados
(FRANCO & LANDGRAF, 2002).

As fracBes da planta apresentaram potencial antifingico contra leveduras, o que
motivou as andlises contra espécies dos géneros Candida e Cryptococcus. Assim
sendo, foi investigada a atividade antifungica do 6leo essencial e das fracdes contra
fungos de relevancia clinica. As atividades antifiungicas obtidas pelo método de
microdiluicio em caldo, expressa com CIM, para o farmaco fluconazol estédo
apresentadas na Tabela 20 e para as fracdes e o 6leo, na Tabela 21.

As leveduras do género Candida tém grande importancia pela alta frequéncia

com que infectam e colonizam o hospedeiro humano. Espécies de Candida residem
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como comensais, fazendo parte da microbiota normal dos individuos sadios. Todavia,
quando h& uma ruptura no balanco normal da microbiota ou o sistema imune do
hospedeiro encontra-se comprometido, as espécies do género Candida tendem a
manifestacdes agressivas, tornando-se patogénicas (BARBEDO & SGARBI, 2010).
Cryptococcus spp sdo mundialmente reconhecidos como importantes patégenos
fungicos oportunistas, incidindo com maior frequéncia sobre individuos com sindrome
de imunodeficiéncia adquirida. Cryptococcus neoformans € o principal agente causador

da meningoencefalite fingica em individuos imunocomprometidos (LIN, 2009).

Tabela 20 - Concentracdo Inibitéria Minima do farmaco fluconazol (CIM em pg/mL)

Espécie Fluconazol
S. cerevisiae K1 4
A. niger <64
A. flavus IMI 190443 > 64
C. albicans ATCC 18804 2
C. krusei ATCC 20298 32
C. parapsilosis ATCC 22019 1
C. tropicalis ATCC 750 2
C. glabrata ATCC 90030 1
C. dubliniensis Cd28 0,1
C. neoformans ATCC 24067 16
C. gattii LI 3503 8
C. gattii ATCC 32608 8

CIM para o fluconazol definido como a concentracdo minima necesséria para inibir o crescimento fangico em
50%.

Tabela 21 - Concentracao Inibitéria Minima das fracdes resultantes das extracfes

em Soxhlet e do 6leo essencial contra leveduras de relevancia clinica (CIM em

Hg/mL)

Candida spp Cryptococcus spp.
C. C. C. C. C. C. C. C.
FRACAO albicans krusei parapsilosis tropicalis glabrata dubliniensis neoformans gattii
/ CIM (ATCC  (ATCC (ATCC (ATCC (ATCC (Cd28) (ATCC 24067) (LI
18804)  20298) 20019) 750) 90030) 3503)
OE2 > 250 > 250 > 250 > 250 > 250 > 250 > 250 > 250
FSH > 250 > 250 > 250 > 250 > 250 > 250 250 125
FSD > 250 > 250 > 250 > 250 250 > 250 250 250
FSAE 250 62,5 62,5 250 31,25 250 62,5 125
FSM 62,5 62,5 31,25 250 15 62,5 31,25 31,25
FSA 62,5 62,5 31,25 125 7,8 62,5 31,25 31,25

CIM indica menor concentracdo da amostra que inibiu 100% o crescimento microbiano; > Indica que a
amostra ndo apresentou atividade de 100% de inibicdo na maior concentracdo testada. FSH (fracdo
soxhlet hexénica), FSD (fracdo soxhlet diclorometéanica), FSAE (fracdo soxhlet acetato de etila), FSM
(fracdo soxhlet metandlica), FSA (fracdo soxhlet aquosa), OE2 (6leo essencial extraido da planta
coletada em periodo chuvoso).
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Pode-se observar que o 6leo essencial ndo teve 100% de acao inibitoria na
maior concentragdo testada. Os melhores resultados de inibicdo foram observados
contra C. glabrata e a levedura menos susceptivel foi C. tropicalis. Verifica-se que a
FSA foi a mais ativa, portanto pode-se inferir que 0s compostos ativos contra as

leveduras sdo muito polares.
4.8.2.2 Atividade antifingica das fracdes do extrato etandlico bruto (EB)

As fracdes oriundas do fracionamento do extrato etandlico bruto (EB) em coluna
de silica gel e aquelas procedentes do fracionamento de EB por extracdo seriada
tiveram a atividade antifungica avaliada. Os resultados da atividade antifungica
mostram que a CIM variou de > 256 a 4 pug/mL, sendo que FE apresentou melhores

resultados de inibicdo (Tabela 22).

Tabela 22 - Concentracado Inibitéria Minima das fracdes de EB contra fungos
patogénicos de relevancia clinica (CIM em pg/mL)

Candida spp Cryptococcus spp.

3 C. C. C. C. C. C. C. C.
FRACAO albicans krusei parapsilosis tropicalis glabrata dubliniensis  neoformans gattii
/ CIM (ATCC (ATCC (ATCC (ATCC (ATCC (Cd28) (ATCC 28957) (ATCC

18804) 20298) 22019) 750) 90030) 32608)

FEB1 > 256 > 256 > 256 > 256 128 128 128 128
FEB2 64 64 128 64 128 128 128 128
FEB3 > 256 > 256 > 256 >256 64 64 64 64
FEB4 128 64 128 64 64 64 64 64
FEB5 64 64 128 64 64 64 64 64
FEB6 64 64 128 128 64 64 64 64
FEB7 128 64 128 128 64 64 64 64
FEBS8 64 64 128 64 64 64 64 64
FEB9 128 128 128 128 64 64 128 128
FEB10 128 64 128 128 64 64 64 128
FEB11 128 128 128 128 64 64 64 64
FEB12 64 64 64 64 32 64 32 32
FEB13 32 32 64 64 32 64 32 32
FEB14 64 64 128 64 64 64 128 64
FEB15 128 64 128 64 64 64 64 64
FEB16 64 64 64 128 32 64 64 64
FH 64 64 128 64 64 64 64 64
FD 64 64 128 64 64 64 64 64
FAE 32 32 64 64 16 64 32 32
FB 32 16 32 32 8 32 16 16
FE 16 8 16 32 4 32 8 8

FEA 32 16 32 64 32 64 16 16

CIM indica menor concentracdo da amostra que inibiu 100% o crescimento microbiano; > Indica que a
amostra ndo teve atividade de 100% de inibicdo na maior concentracao testada.
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Nota-se pela comparagéao dos resultados relacionados na Tabela 21 com os da
Tabela 22 que as fracdes resultantes das extragcbes em Soxhlet foram menos ativas
contra leveduras, indicando que este tipo de fracionamento foi menos eficiente na
extracdo de compostos com atividade antifingica. A extracao via percolacdo apresenta
menor risco de reagdes quimicas e formacao de artefatos.

As fragbes oriundas da extracdo seriada foram mais ativas contra as leveduras.
Pode se inferir que os compostos ativos ficaram retidos na silica quando EB foi
fracionado em coluna de silica gel. As fracbes FB, FE e FEA foram mais efetivas na
inibicAo do crescimento das leveduras. Entretanto, as fracdes FAE e FB foram

selecionadas para serem refracionadas devido a polaridade e a quantidade de massa.

4.8.2.3 Atividade antifungica do extrato bruto (EB) e das fracbes oriundas do

fracionamento da fragdo acetato de etila (FAE) e da fragdo butandlica (FB)

Todas as fragdes oriundas do fracionamento de FAE e de FB apresentaram
atividade antifungica (Tabela 23). Para C. albicans a CIM variou de 64 a 128 ug/mL;
para C. krusei variou de 16 a 128 pg/mL; para C. parapsilosis variou de 32 a
128 pg/mL; para C. glabrata variou de 4 a 64 pg/mL; para C. dubliniensis variou de 8 a
64 pg/mL; para C. neoformans variou de 16 a 128 ug/mL e para C. gattii variou de 4 a
64 png/mL. Os melhores resultados de inibicdo foram contra as espécies de C. glabrata,
C. dubliniensis e C. gattii e a fragdo com melhor resultado de inibicédo foi FAE11.

Os espectros de UV sugerem que as subtancias presentes em FAE11l séo
taninos (Figura 31), o que pode também ser observado pelo espectro de IV (Figura
32). O espectro de absorgcédo na regiao do infravermelho obtido para a fracdo FAE11l
(Figura 32) apresenta uma banda larga em 3238 cm™, caracteristica de estiramento de
O-H. Pode-se observar um pico acentuado em 2923 cm™, indicando estiramento de
C-H alifatico. O carater aromatico ficou evidenciado pela presenca de trés bandas na
regido entre 1606, 1512 e 1446 cm™, caracteristicas de estiramento C=C de
aromaticos. Observa-se que a amostra contém ésteres aromaticos devido ao sinal da
banda caracteristica do grupo carbonila conjugada: vibracdo de estiramento C=0 em
1712 cm™ e C-O em 1309 e 1178 cm™.

Nota-se pelo espectro de IV que o0s picos sdo caracteristicos de estruturas e
grupos funcionais presentes nos taninos hidrolisaveis. A analise por CCD de silica gel

da fracdo FAE11, apods revelagdo com cloreto férrico, resultou no surgimento de
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manchas de coloracdo azul. Segundo Cunha (2005), os taninos hidrolisaveis

apresentam coloragao azul com esse revelador.

Tabela 23 - Concentracdo Inibitoria Minima de EB e das fracdes oriundas do
fracionamento de FAE e de FB contra fungos patogénicos de relevancia clinica
(CIM em pg/mL)

Candida spp Cryptococcus spp.

C. C. C. C. C. C. C. gattii
FRACAO albicans krusei parapsilosis glabrata dubliniensis neoformans (ATCC
/ CIM (ATCC  (ATCC (ATCC (ATCC (Cd28) (ATCC 32608)

18804) 20298) 22019) 90030) 28957)

EB 64 32 64 32 32 16 32
FAE1 64 128 NT 64 64 64 64
FAE2 64 128 NT 64 64 64 64
FAE3 64 64 128 32 64 64 32
FAE4 64 32 128 32 64 64 32
FAES 64 64 128 32 64 64 32
FAE6 64 64 128 32 64 64 64
FAE7 64 64 128 32 64 64 64
FAES8 64 32 128 16 64 64 32
FAE9 128 64 64 8 64 64 32
FAE10 128 32 64 8 32 64 16
FAE11 64 16 32 4 8 32
FAE12 128 32 64 8 16 64
FAE13 128 16 32 4 8 128
FB1 64 32 NT 16 32 16 16
FB2 64 32 NT 32 64 16 16
FB3 64 128 NT 64 64 64 64
FB4 64 64 NT 64 64 32 64
FB5 64 128 NT 64 64 64 64
FB6 64 64 NT 64 64 64 64
FB7 64 64 NT 32 64 64 16
FB8 64 32 NT 32 64 64
FB9 64 64 NT 32 64 16
FB10 64 32 NT 16 64 64

CIM indica menor concentracdo da amostra que inibiu 100% o crescimento microbiano; NT indica ndo
testado (principal fator foi a ndo viabilidade da cultura fangica).
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Figura 31 - Perfil cromatografico de FAE11l a 210 nm e espectro de UV dos picos
TR =0,800, TR =1,264 e TR = 1,684. Condi¢cdes cromatograficas: vide item 3.6.6.2,
pag. 54.
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Figura 32 - Espectro no IV obtido para a fragédo FAE11.

Os componentes da fracdo FAE1l responsaveis pela atividade antifungica
podem ser polifendis, particularmente taninos hidrolisaveis. Segundo os relatos de
SIMOES et al. (2004), existem trés hipoteses para o mecanismo de ac&o

antimicrobiana dos taninos: inibem as enzimas de bactérias e fungos e/ou complexam-
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se com o0s substratos destas enzimas; agem sobre as membranas celulares dos
microrganismos, modificando o seu metabolismo; complexam com ions metalicos,
diminuindo, assim, a disponibilidade de ions essenciais para o metabolismo dos
microrganismaos.

Os taninos apresentam grande variabilidade de estruturas, tanto taninos
condensados como hidrolisaveis, alta reatividade de suas subunidades com materiais
oxidativos e complexagdo com macromoléculas o que torna o processo de isolamento,
identificacdo e quantificacdo bastante complexo (MONTEIRO et al., 2005). A presenca
de compostos da classe dos taninos em M. crenulata demonstra a importancia desta
espécie, visto que esses compostos possuem diversas atividades biologicas e séo
amplamente utilizados nas industrias.

A levedura C. albicans é a mais comum em infec¢fes flngicas oportunistas e a
comparacao dos resultados da CIM em relacdo as outras cepas testadas revela a
dificuldade de se encontrar substancia com atividade contra esta espécie. Os
resultados de ensaio de atividade contra C. glabrata e C. gattii sugerem novas
possibilidades de encontrar substancias que podem ser utilizadas em formulacdes
terapéuticas para o tratamento de infeccbes causadas por estas leveduras.

A literatura relata propriedades antimicrobianas de algumas espécies da familia
Melastomataceae, como por exemplo, Marcetia DC. (LEITE et al., 2012b), Miconia sp.
(RODRIGUES et al.,, 2008), Melastoma candidum D. Don (WANG et al., 2008),
Tibouchina stenoscarpa (FARIA et al., 2006). Contudo, este € o primeiro relato sobre a
atividade antimicrobiana de espécie do género Microlicia.

4.8.3 Ensaio de atividade antiprotozoaria e de citotoxicidade in vitro

4.8.3.1 Atividade antiprotozoaria

Procederam-se aos ensaios com as fracfes de M. crenulata frente a cepas de P.
falciparum, sendo esse protozoario pertecente a um grupo taxonomicamente ndo muito
distante de outros que sao veiculados por alimentos. As amostras de M. crenulata
foram avaliadas em dois experimentos independentes e os resultados encontram-se
resumidos nas Tabelas 24 e 25. Em uma triagem inicial, as amostras foram testadas
em duas concentracdes, 25 e 50 pg/mL.

De acordo com os resultados, as amostras foram classificadas como: Muito

ativas - valores de Clso abaixo de 1 pg/mL; Ativas - valores de Clso de 1 até 15 pg/mL;
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Moderadamente ativas - valores de Clsy entre 15,1 e 25 pg/mL; Pouco ativas -

valores de Clsp entre 25,1 e 50 pg/mL; Inativas - Clsp acima de 50 pg/mL.

Tabela 24 - Percentual de reducéo (% Reducéo) do crescimento de P. falciparum

cloroquina-resistente (W2) na presenca de diferentes amostras

% Reducéo

Conc.
L FH FD FAE FB FE FEA FEB1 FEB2 FEB3 FEB6 FEB7 FEB8 FEB9 FEBI10
pg/m

50 79 80 25 24 27 33 9 5 79 98 85 79 81 87

25 37 68 14 19 6 22 5 2 44 87 82 77 55 65

Tabela 25 - Concentragdo inibitoria de 50% do crescimento (Clsp) do clone W2

(cloroquina-resistente) de P. falciparum contra as amostras avaliadas

Clso (Mg/mL) contra P.

Amostras Classificacao
falciparum (cepa W2)
FH Entre 25 e 50 Pouco ativa
FD 12,74 £1,23 Ativa
FAE > 50 Inativa
FB > 50 Inativa
FE > 50 Inativa
FEA > 50 Inativa
FEB1 > 50 Inativa
FEB2 > 50 Inativa
FEB3 Entre 25 e 50 Pouco ativa
FEB6 14,72 + 1,86 Ativa
FEB7 14,47 £ 2,91 Ativa
FEBS8 14,77 £ 0,72 Ativa
FEB9 15,13 +£1,21 Moderadamente ativa
FEB10 14,98 = 1,47 Ativa
Cloroquina 0,132 £ 0,015 Muito ativa

Entre quatorze amostras avaliadas, cinco foram ativas, uma moderadamente

ativa, duas pouco ativas e seis inativas (Tabela 25). A cloroquina foi utilizada como

antimalarico padréo, sendo considerada muito ativa com valor de Clsy = 0,132 ug/mL.
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Apesar desses valores serem altos em comparacdo a cloroquina, o resultando é
interessante por n&o se tratar de uma substancia pura e ainda assim ser considerada
ativa. Esse estudo permitiu evidenciar pela primeira vez a atividade antimalarica in vitro
das fracbes de uma planta do género Microlicia. De acordo com Lehane & Saliba
(2008) a flavona acacetina, isolada da fracdo diclorometanica (FD), possui atividade
antiplasmadica.

Estudos de substancias extraidas da flora e da fauna (bioprodutos) que possam
ser utilizadas como matéria-prima no desenvolvimento de fitoterapicos para o
tratamento de doencas é uma recomendacao da Organizacdo Mundial da Saude (LIMA
et al. 2012). A malaria € uma doenca parasitaria provocada por protozoarios do género
Plasmodium. E transmitida para humanos pela picada de mosquito fémea infectado do
género Anopheles. Existem cinco espécies que infectam o homem: Plasmodium
falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi. Desses, os dois primeiros sao
0S mais importantes. P. falciparum é o mais mortal enquanto P. vivax provoca muitos
casos, mas poucas mortes (WHO, 2012).

De acordo com a OMS, a malaria representa um problema mundial de saude
publica, uma vez que afeta milhdes de pessoas nas regides tropicais e subtropicais do
planeta. Apesar da redu¢cdo no niumero de casos e mortes por malaria nos ultimos
anos, a OMS estima que 216 milhdes de casos de malaria ocorreram no mundo em
2010, desses 34 milhdes (16%) aconteceram fora da Africa, sendo que 18,1 milh&es
(53%) foram devido a P. falciparum. A OMS também estima que 655000 mortes
incidiram no mundo, dessas 46000 (7%) ocorreram fora da Africa (WHO, 2012).

A existéncia de cepas de P. falciparum resistente as drogas antimaléricas usuais
tem justificado a incessante busca por novos medicamentos que tenham baixo custo,
gue sejam eficazes e com toxicidade reduzida (RIDDER et al., 2008). Historicamente,
as plantas séo fontes de farmacos antimalaricos. A quinina, um alcaldide extraido da
casca da Cinchona spp, constituiu um modelo para sintese da cloroquina, um dos
farmacos que mais foi empregado no tratamento da maléaria. A artemisinina, isolada da
planta chinesa Artemisia annua L., e seus derivados semi-sintéticos séo utilizados na
guimioterapia antimalarica (BATISTA et al., 2009). Outro exemplo é a atovaquona, um
analogo do lapachol, que é frequente em espécies de Tabebuia (BATISTA et al., 2009).
Mariath et al. (2009) relatam que, das plantas da familia Melastomataceae do
continente americano analisadas quanto a atividade antimalarica, o extrato de Miconia
prasina foi inativa, enquanto Miconia racemosa apresentou atividade. Omulokoli et al.

(1997) pesquisaram a atividade antimalarica de plantas do continente africano e
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constataram que Dissotis brazzae Cogn. (Melastomataceae) apresentou valor de Clsp <

10 pg/mL frente a cepas de P. falciparum ENT36 (cloroquina-resistente).

4.8.3.2 Citotoxicidade e indice de seletividade

Os valores da concentracao citotoxica que inibe 50% do crescimento (CCsp) de
células HepG2 e do indice de seletividade (IS) calculados para as amostras estédo
apresentados na Tabela 26. Um valor de IS elevado sugere maior seguranca da
amostra, considerando que ela tera maior seletividade pelo parasita do que para a
célula HepG2. As fragBes que possuem uma alta seletividade, com valores de IS = 10,
seriam alternativas mais seguras para novas opcoes terapéuticas (LENTA et al., 2007,
VONTHRON-SENECHEAU et al., 2003).

Tabela 26 - Valores de CCsy, Clsp € indice de seletividade calculado para as

amostras

Amostra CCsp (ug/mL) Clso (ug/mL) IS
FD 220,56 + 10,47 12,74 £1,23 17,31
FEBG6 212,42 £ 13,16 14,72 £ 1,86 14,43
FEB7 228,05 £ 73,49 14,47 £ 2,91 15,76
FEB8 255,57 + 33,24 14,77 £ 0,72 17,30
FEB9 291,25 + 14,75 15,13 +1,21 19,25
FEB10 333,20 + 19,52 14,98 + 1,47 22,24
Cloroquina 164,68 £ 13,31 0,132 + 0,015 1247,56

Observa-se que os valores de IS variaram de 14,43 a 22,24 para P. falciparum
podendo, portanto, serem consideradas fragdes com maior seletividade pelo parasita
do que para as células HepG2. O flavonoide acacetina foi isolado da fracdo FD. HSU et
al. (2004) observaram que a acacetina inibi a proliferacdo de células HepG2

bloqueando a progresséo e ciclo celular e induzindo a apoptose.
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5 CONCLUSOES

O Oleo essencial de M. crenulata constitui-se de mistura complexa, formada
principalmente por compostos terpénicos. A espécie apresenta ligeira variacdo do
rendimento e da composi¢cdo quimica do Oleo essencial em funcdo dos estagios
fenologicos. Ha necessidade da continuidade dos estudos, visto que alguns dos
constituintes ndo identificados estao presentes em quantidade consideravel.

Os perfis dos compostos volateis foram diferentes quando a técnica empregada
foi hidrodestilagdo ou HS-SPME. Essa divergéncia pode ser consequéncia de diversos
fatores que diferenciam as duas técnicas.

O flavonoide isolado da fragéo diclorometanica de M. crenulata foi identificado
como acacetina, sendo o primeiro relato da ocorréncia dessa flavona para o género
Microlicia.

M. crenulata apresentou consideravel atividade antioxidante in vitro nos ensaios
do DPPH e do ABTS. Os melhores resultados foram obtidos para a fracdo etandlica
FE.

O oOleo essencial apresentou moderada atividade inibitoria frente a P.
aeruginosa, S. cerevisiae e A. flavus e fraca atividade contra A. niger. N&ao foi capaz de
inibir o crescimento de B. cereus, E. coli e S. aureus, assim como néo foi ativo contra
as espécies estudadas dos géneros Candida e Cryptococcus na maior concentracao
testada (250 pg/mL).

As fracOes extraidas em aparelho de Soxhlet, fracdo metandlica e fracéo
aguosa, apresentaram atividade moderada contra as cepas de P. aeruginosa. A fracao
acetato de etila apresentou fraca atividade contra P. aeruginosa. Para a bactéria B.
cereus, os resultados obtidos demonstraram que as fracfes hexanica e diclorometéanica
apresentaram acao moderada sobre a referida bactéria. Nenhuma das fracdes testadas
apresentou atividade contra E. coli e S. aureus.

As fracdes hexanica, metandlica e aquosa demonstraram boa atividade contra S.
cerevisiae.

O extrato etandlico bruto e suas fracdes apresentaram boa atividade inibitoria
frente a leveduras. Os melhores resultados de inibicdo foram contra as espécies de C.
glabrata, C. dubliniensis e C. gattii e a fragdo com melhor resultado de inibicado foi
FAE11l. Os componentes da fracdo FAE1l responsaveis pela atividade antifungica

podem ser polifendis, particularmente taninos hidrolisaveis.
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Com relacdo a atividade antiplasmddica in vitro, entre quatorze amostras
avaliadas cinco foram ativas, uma moderadamente ativa, duas pouco ativas e seis
inativas. Apesar dos valores serem altos em comparagéo a cloroquina, o resultado é
interessante por ndo se tratar de uma substancia pura e ainda assim ser considerada
ativa. As fracdes apresentaram atividade antiplasmaodica in vitro e boa seletividade para
0 parasita em relacdo as células HepG2. Os resultados obtidos indicam que a espécie
apresenta promissor potencial antimalarico, merecendo estudos mais detalhados sobre
a sua composicao quimica, com vistas ao isolamento de compostos ativos e elucidacao
de seu mecanismo de acéo.

Em relac@o as atividades relatadas neste estudo verifica-se a necessidade de
prosseguir com o isolamento dos principios ativos, a fim de constatar se um Unico
composto é o responsavel pelas atividades ou se ocorre interacdo com outros

compostos.
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