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RESUMO

O Brasil possui a maior biodiversidade vegetal do mundo. Porém, apesar de
tamanha riqueza, muitas espécies vegetais ainda ndo foram estudas quimica e
biologicamente. Miconia chamissois (Melastomataceae) €é uma espécie
frequentemente encontrada no bioma Cerrado e é descrita basicamente pelos
beneficios ecoldgicos. Seu potencial quimico e biolégico € pouco explorado. Assim,
0 objetivo desde trabalho foi estudar, preliminarmente, os compostos presentes no
extrato aquoso das folhas de M. chamissois, sua acao citotoxica e atividades
antioxidante, antimicrobiana e de inibicdo enzimatica. O estudo fitoquimico foi
realizado pelas técnicas de Cromatografia em camada delgada (CCD) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os teores de polifendis e
flavonoides foram determinados com reagente de Folin e cloreto de aluminio,
respectivamente. A atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos DPPH e
fosfomolibdénio. Os métodos de microdiluicdo em caldo e difusdo em disco foram
utilizados para determinacdo da atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Candida albicans. A atividade de inibicdo da tirosinase e
a-amilase foram determinadas. A citotoxicidade do extrato foi avaliada frente as
linhagens celulares de queratindcito humano (HaCat), fibroblasto de camundongo
(L929) e macrofago de camundongo (Raw 264.7) pelo método do MTT. E sugerido a
presenca de compostos devidos da vitexina. O extrato aquoso de M. chamissois
apresentou atividade antioxidante, equivalente a 18,35 pg/mL de acido ascérbico
pelo método fosfomolibdénio e 1Cso de 2,91 pg/mL pelo método DPPH. Inibicdo do
crescimento de S. aureus foi observado em ambos os métodos e a inibicdo do
crescimento de C. albicans foi observada apenas frente ao método de microdiluicéo.
Os valores de ICso encontrados para a inibicdo da tirosinase e a-amilase foram de
183,2 e 15,06 pg/mL, respectivamente. O extrato ndo apresentou citotoxicidade
frente as linhagens avaliadas. Os resultados encontrados sugerem potencial
bioldgico do extrato aquoso de M. chamissois, sendo necessarios mais estudos para

a elucidacdo dos compostos presentes na espéecie.

Palavras-chave: Miconia  chamissois; atividade  antioxidante;  atividade

antimicrobiana; inibi¢cdo de tirosinase e a-amilase; citotoxicidade; polifendis.



ABSTRACT

Brazil has the largest plant biodiversity in the world. However, despite such wealth,
many plant species have not yet been studied chemically and biologically. Miconia
chamissois (Melastomataceae) is a species frequently found in the Cerrado biome
and is basically described by its ecological benefits. Its chemical and biological
potential is little explored. The aim of this work was to study, preliminarily, the
compounds present in the aqueous extract of the leaves of M. chamissois, its
cytotoxic action and antioxidant, antimicrobial and inhibitory enzymatic activities. The
phytochemical study was performed by the techniques of thin layer chromatography
(TLC) and high performance liquid chromatography (HPLC). The total polyphenols
and flavonoids contents were determined with Folin reagent and aluminum chloride,
respectively. The antioxidant activity was evaluated by DPPH and
phosphomolybdenum methods. Broth microdilution and disk diffusion methods were
used to determine the antimicrobial activity against Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and Candida albicans. The extract cytotoxicity was evaluated against
human keratinocyte (HaCat), mouse fibroblast (L929) and mouse macrophage (Raw
264.7) cell lines by the MTT method. The presence of due vitexin compounds is
suggested. The aqueous extract of M. chamissois presented antioxidant activity,
equivalent to 18.35 ug/mL of ascorbic acid by the phosphomolybdenum method and
presented ICso of 2.91 yg/mL by DPPH method. Inhibition of S. aureus growth was
observed in both methods and inhibition of C. albicans was observed only in the
microdilution method. The ICso values found for tyrosinase and a-amylase were
183.2 and 15.06 ug/mL, respectively. The extract did not present cytotoxicity against
cell lines evaluated. The results suggest a biological potential of M. chamissois
agueous extract, and further studies are needed to elucidate the compounds present

in the species.

Keywords: Miconia chamissois; antioxidant activity; antimicrobial activity; inhibition

of tyrosinase and a-amylase; cytotoxicity; polyphenols.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade o homem faz uso da natureza de forma a melhorar a
qualidade de vida e sobreviver. As primeiras sociedades tomaram consciéncia de
que certas plantas possuiam substancias capazes de curar enfermidades e, desde
entdo, durante muito tempo, a utilizacdo de plantas foi a Unica forma de tratamento
de doencas (1,2).

A influéncia das plantas medicinais na vida das antigas civilizagGes foi tao
significativa, que varios livros foram produzidos descrevendo suas utilizacdes e
indicacBes para diversas moléstias. Um exemplo € o tratado de medicina interna
Caraka, produzido na india, onde mais de 500 plantas foram descritas, e o De
Materia Medica, producdo dos gregos, com mais de mil compostos ativos, sendo
que dentre elas, cerca de 600 eram de plantas. Além disso, ha milhares de anos, 0s
egipcios ja possuiam conhecimento das propriedades terapéuticas do 6pio (Papaver
somniferum) e horteld pimenta (Mentha piperita), por exemplo, e também produziam
diversas preparagdes com fins medicinais (3).

Nas ultimas décadas o assunto alcangou importancia global. As plantas
medicinais foram reconhecidas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como
parte integrante da Assisténcia Farmacéutica devido a grande dependéncia desses
recursos naturais por parte da populacdo. Diversos documentos oficiais tém sido
produzidos discutindo o potencial da medicina tradicional na prestacdo de servigos
de saude e a importancia da valorizacdo das plantas medicinais a nivel sanitario
(2,4).

Segundo a OMS, cerca de 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento fazem uso da medicina tradicional (que envolve o uso de plantas)
para atencdo a saude. Em paises desenvolvidos como Canadéa, Alemanha e Franca,
a utilizacdo destes mesmos produtos, chamados por eles de medicina
complementar, alternativa ou ndo convencional, é de cerca de 80% (4—6). No Brasil,
entre os anos de 2013 e 2015, a procura por tratamentos a base de plantas
medicinais e fitoterapicos oferecidos pelo Sistema Unico de Saude (SUS) aumentou
em 161% (7).

Tendo em vista a variedade vegetal, étnica e cultural do Brasil e o

conhecimento sobre plantas passado de geracdo em geracdo até os dias atuais,
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medidas politicas foram elaboradas para introducédo das plantas medicinais e seus
derivados na rede publica de saude. Dentre elas, a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterdpicos e a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC). Essas politicas tém como objetivo inserir os fitoterapicos
e plantas medicinais no servigo oferecido pelo SUS e promover a saude por meio da
garantia do acesso seguro e uso racional dos produtos e servicos da medicina
tradicional (4,5,8-10). Acbes como essas sdo de suma importancia para o
aprimoramento do servico de salde prestado, conservacdo da biodiversidade do
Brasil, fortalecimento da fitoterapia oferecida pelo SUS e reconhecimento da
sabedoria oriunda das experiéncias culturais tradicionais (2,4,5,8).

A terapéutica envolvendo o uso de plantas medicinais é extensamente
empregada no Brasil e no mundo, embora a utilizacdo de medicamentos de origem
sintética tenha se expandido desde a metade do século XX. Este fato instiga a
industria farmacéutica a investir em pesquisas relacionadas, tornando-se um fator
relevante do mundo industrial dos medicamentos, pois, além do movimento
financeiro envolvido, uma parcela consideravel dos principais produtos sao oriundos
de plantas ou sintetizadas a partir de compostos de origem natural. Para se ter uma
ideia, embora ndo haja informacdes oficiais atualizadas, a industria brasileira de
fitoterapicos movimenta cerca de 160 milhdes de dolares por ano, estimando-se
ainda, um aumento nas vendas de 15% ao ano (2,12,13).

Mesmo com todo o avango, importancia cultural e socioeconémica e com a
diversidade natural do Brasil, estudos acerca das propriedades quimicas e
medicinais de plantas ainda ndo sdo suficientes. Das centenas de milhares de
espécies de plantas no planeta, a maioria ndo possui estudo fitoquimico, analitico ou
farmacoldgico. Somente 17% das plantas possuem algum respaldo cientifico. No
Brasil, apenas 8% das 60 mil espécies de vegetais superiores ja conhecidas tiveram
seus compostos ativos estudados, enquanto que as propriedades medicinais foram
investigadas em somente 1.100 espécies (1,2,11,14,15)

Neste contexto, considerando a importancia do assunto no Brasil e no mundo,
a pesquisa envolvendo plantas e seus compostos sdo importantes, afim de embasar
cientificamente o conhecimento popular, e produzir, direta ou indiretamente, novos

medicamentos a partir das espécies vegetais (2,10,11,14,16).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CERRADO

Com mais de 2 milhdes de quildmetros quadrados, o Cerrado € o maior bioma
da América do Sul, depois da Amazénia. Sua extensdo equivale a cerca de 21% do
territorio brasileiro, abrangendo os Estados de Tocantins, Goias, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranh&o, Piaui, Rondénia, S&o Paulo, Parana e Distrito
Federal. Situam-se também, neste bioma, as nascentes das principais bacias
hidrogréaficas do pais: Amazonas/Tocantins-Araguaia, Sdo Francisco e Prata, além
de outras seis (15,17-19).

E considerado a savana mais biologicamente diversificada do mundo e é um
hotspot de conservacao ambiental devido a grande variedade de espécies animais e
vegetais que chegam a 5% da biodiversidade mundial (17,19,20). Neste bioma, mais
de 11 mil espécies de plantas ja foram catalogadas, sendo que mais de 4 mil séo
endémicas (representando cerca de 44% da flora). S&o encontrados quase 200
mamiferos conhecidos, 837 espécies de aves, além de peixes, répteis e anfibios
(17,19).

A denominacdo “Cerrado” designa diferentes fitofisionomias: Campo Limpo,
Campo Sujo, Campo Cerrado, Cerrado sensu stricto, Cerrado/transi¢cdo Cerradao,
Cerraddo e Mata (17,21). A vegetacdo em sua maioria € composta por arvores
pequenas, mas com cascas grossas e profundas raizes que captam agua
subterranea, importantes adaptacdes para protecdo contra queimadas e longos
periodos de seca (22,23).

O solo é predominantemente caracterizado como latossolo por ser
empobrecido de nutrientes, rico em acidez e aluminio e possuir pouca fertilidade e
capacidade de retencdo de umidade (17,24). Entretanto, séo solos antigos, com boa
porosidade e profundidade e de relevo relativamente plano (24). O clima é do tipo
tropical sazonal e varia de acordo com as estacfes. O periodo de seca se estende

entre os meses de abril e setembro e o de chuva acontece, geralmente, entre os
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meses de outubro e marco, com precipitacdo de cerca de 1500 mm durante o ano e
temperaturas entre 22°C e 27°C (17,21).

Com relacdo aos estudos realizados com plantas oriundas do Cerrado,
apesar da rica biodiversidade, se comparado a sua dimensao territorial, s&o poucos
0os estudos que apontam a identificacdo de espécies vegetais com potencial
farmacoldgico. Esse aspecto é dificultado pela grande devastacdo que o Cerrado
sofre, principalmente em decorréncia da agricultura e por apenas 8,21% de seu
territério possuir protecéo legal (15). Estima-se que cerca de 40% deste territorio ja
foi devastado, colocando em risco toda a sua vegetacao e o fornecimento de plantas
medicinais (25). Cerca de 20% das espécies nativas e endémicas ja sdo ameacadas
de extin¢éo (19)

As plantas medicinais provenientes desse bioma sdo de grande importancia
social e cultural, também movimentam a economia do pais e sdo utilizadas por toda
a populagéo. O conhecimento popular sobre o uso das plantas oriundas do Cerrado,
bem como as cerca de 220 espécies utilizadas medicinalmente, fazem parte do
patrimdnio nacional do pais (19). Embora ndo haja registros do movimento financeiro
envolvido no uso de plantas oriundas do bioma Cerrado, é possivel observar que
existe um potencial na producédo de compostos importantes neste bioma. Para isso,
pesquisas e estudos devem ser estimulados, ndo sO para futura producdo de
fitoterapicos a partir das plantas do Cerrado, mas também para a preservacdo da

biodiversidade deste bioma (26).

2.2 FAMILIA MELASTOMATACEAE

A familia Melastomataceae pertence a ordem Myrtales e € composta por
cerca de 166 géneros, com um total de cerca de 5.000 espécies presentes nas
regides tropicais e subtropicais do planeta (27-31). No Brasil é possivel encontrar 68
géneros (onde 17 sdo endémicos) e 1393 espécies, que se distribuem desde a
Amazonia até o Rio Grande do Sul (32). E a sexta familia de maior relevancia do
Cerrado com 492 espécies e também é encontrada em outros biomas como Mata
Atlantica, Caatinga e Amazoénia. A regido leste do Brasil possui grande variedade em

especies dessa familia (28,32).
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A familia é representada principalmente por arvores e arbustos, mas é
possivel encontrar outras formacbes como trepadeiras, epifitas, ervas anuais e
perenes. Suas folhas decussadas com nervacdo acrodroma, estames falciformes,
sem estipulas e anteras poricidas facilitam sua distincdo entre outras espécies
(33,34). As flores, em sua maioria, se encontram nas inflorescéncias terminais ou
auxiliares, onde principalmente abelhas coletam polen. Os frutos, presentes em
algumas espécies, sdo pequenos, carnosos e arredondados, consumidos por
algumas comunidade de pessoas e por passaros. Além disso, podem ser utilizados
para ornamentacao (35). Como estratégia de sobrevivéncia, suas espécies possuem
elevada taxa de disperséo de propagulos, germinacao e crescimento, com numerosa
producdo de sementes que sdo disseminadas com a ajuda de aves e do vento (34).

Algumas espécies da familia sdo utilizadas popularmente para o tratamento
de resfriados, febre, dores de garganta e de cabeca, ulceracdes, infeccdes
intestinais causadas por vermes, e outras doencas. Além disso, a familia é descrita
também pelo uso ornamental de suas espécies e por favorecer principalmente o
reflorestamento devido ao seu rapido crescimento e dispersdo de sementes (35,36).

A literatura a certa da familia Melastomataceae é escassa. A relevancia da
familia no ambito industrial ou medicinal ainda ndo foi bem definida, embora
algumas espécies sejam usadas popularmente e alguns estudos tém sido descritos.
Alguns compostos ativos como triterpenos, fitoesteroides e flavonoides ja foram
isolados a partir de extrato hexanico e etandlico das partes aéreas de Tibouchina
candolleana (36). Em estudo realizado por Vasconcenlos et. al (2010) também foi
reportada a presenca de taninos e flavonoides no extrato metandlico de Mouriri
pusa, avaliado por técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Neste
mesmo estudo foi demonstrado que extrato desta planta possui acdes contra Ulceras
gastricas (39). Na espécie Bellucia dichotoma Cogn., utilizada popularmente para
tratamento de picadas de cobras, foi detectada a presenca de taninos hidrolisaveis e
condensados, além de flavonoides (40). Na espécie Clidemia rubra (Albl.) foi
determinada a presenca de derivados de quercetina, miricetina e cianidinas (41) e a
espécie Antherotoma naudinii foi descrita por possuir flavona, compostos fenélicos e

antocianinas (42).
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A rigueza de compostos relevantes com potencial farmacologico e o uso
popular das plantas desta familia, tornam a familia Melastomataceae um alvo para

pesquisas.

2.3 O GENERO MICONIA E Miconia chamissois

O género Miconia é constituido por 1057 espécies presentes na regiao
tropical das Américas, indo desde o México até o norte da Argentina e Uruguai e é
um dos maiores géneros da familia Melastomataceae (43). No Brasil, séo
conhecidas 282 espécies (122 endémicas) distribuidas nos biomas Cerado,
Caatinga, Mata Atlantica e Amazobnia, encontradas em florestas Umidas,
principalmente (32,44,45).

Os representantes desse género, geralmente sdo arbustos ou pequenas
arvores, sendo que algumas espécies podem variar de 10 a 30 metros de altura
(35). Os frutos séo pequenos, carnudos e arredondados e sdo consumidos por aves
e, algumas espécies, por humanos (34). E possivel identificar o género por meio de
suas folhas e inflorescéncias terminais, hipanto sem constricAo no apice
arredondado e frutos bacaceos (46).

Quanto aos estudos com o género, hé registros evidenciando a presenca de
fitoesterois, flavonoides e triterpenos (47—-49). Em relacéo as atividades bioldgicas, €
descrito atividade analgésica de extratos da espécie M. rubiginosa (31,50) e
atividade contra Trypanossoma cruzi pela acao de triterpenos e acido oleandlico
obtidos das espécies de M. sellowiana Naud. e M. ligustroides (47). A espécie M.
myriantha possui compostos fendlicos capazes de inibir a secrecdo de proteases
asparticas produzidas por Candida albicans (31), M. albicans possui consideravel
atividade antioxidante e M. cabucu e M. stenostachya apresentam potencial de
reducdo de mutagenicidade do DNA (31). Algumas espécies do género Miconia sao
tradicionalmente utilizadas como alternativa para o tratamento de Diabetes Mellitus
(51).

A espécie Miconia chamissois (Figura 2 e 3), conhecida popularmente como

folha-de-bolo, sabiazeira, ou pixirica € um arbusto lenhoso que pode alcancar 3
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metros de altura e € mais comumente encontrada em terrenos umidos como Campo
Umido e Mata de Galeria. Possui ramos obtusos, tetragonos e glabos, folhas
simples, opostas cruzadas, curto-pecioladas, ovado-elipticas, base arredondada,
aguda ou atenuada, nervuras acrodromas supra-basais e glabras que auxiliam na
sua identificacdo. As flores s@o brancas pequenas, de célice viscoso, arranjadas em
paniculas terminais grandes e piramidais. O fruto se apresenta na forma de baga
subglobosa, carnuda e atropurpurea, de aproximadamente um centimetro de
diametro, que amadurecem de setembro a outubro (52,53).

Embora seja uma espécie abundante nos biomas, ainda € pouco explorada
cientificamente. Somente um estudo avaliando a atividade biolégica da espécie é
registrado, descrevendo a acdo antimicrobiana do extrato metandlico de Miconia
chamissois frente a Candida albicans, Staphylococcus aureus e Bacilus cereus (54).
Os trabalhos mais descritos sao basicamente sobre seu potencial na restauracéo
ecologica (34). Portanto, este estudo com a espécie Miconia chamissois Naudin
contribui para mais achados da familia Melastomataceae, podendo ser uma fonte de

compostos com acdes bioldgicas e com potencial de uso no tratamento de doencas.

¥ R

Figura 1 Espécie Miconia chamissois Naudin. Fruto (A), flor (B) e folha (C).

Espécime encontrado em Lago do Cedro, Park Way - Brasilia.
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Figura 2 Arbusto de Miconia chamissois Naudin. Espécime encontrado em Lago do

Cedro, Park Way - Brasilia.
2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O metabolismo celular promove a producdo de energia essencial para o
funcionamento béasico das células, formando subprodutos como radicais livres. Caso
haja producdo exacerbada desses radicais, sem a presenca de agentes
antioxidantes para neutralizar essa acao, doencas e danos celulares podem ocorrer.
Exemplo desses radicais formados sao: radicais hidroxila (*OH) e oxigénio molecular
(O2¢), bem como espécies reativas a nitrogénio, como oxido nitrico (NO) e diéxido
de nitrogénio (NOz2,) (55-57).

Os processos oxidativos sé@o reportados por favorecerem a oxidacao de
lipidios, membranas e proteinas, bem como induzirem processos inflamatorios e
danos ao DNA (58). Estudos indicam que doencas como Alzheimer, Parkinson,
aterosclerose, Diabetes Mellitus, bem como processos de envelhecimento estdo
envolvidos com o estresse oxidativo (56,57).
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Compostos antioxidantes controlam a producdo de radicais livres,
estabilizando-os ou desativando-os antes que alcancem os alvos nas células. Sao
substancias capazes de inibir ou retardar os processos oxidativos por meio de
diferentes mecanismos que envolvem reducao dos radicais e quelamento de metais
(55,59). A origem destes compostos pode ser endégena ou através da alimentacéo,
no consumo de frutas, legumes e verduras. Vitaminas (como acido ascérbico e
tocoferdis), carotenoides e polifendis sdo os grandes grupos com conhecida
atividade antioxidante. Outro composto comumente encontrado, porém de origem
sintética e amplamente utilizado pela industria é o BHT (hidroxitolueno de butila)
(55,60).

O &cido ascorbico ou vitamina C (Estrutura 1A), amplamente relacionado com
prevencdes de certas doencas, € um antioxidante considerado importante por ser
hidrossollvel e possuir alta atividade em pequenas concentragdes. Sua acao recai
sobre as espécies reativas a oxigénio, doando hidrogénios de sua estrutura e
formando produto pouco reativo que impede 0 prosseguimento das reacdes
oxidativas (60,61). O BHT (Figura 1B) é um antioxidante sintético muito utilizado pela
industria de alimentos e atua também doando hidrogénio e formando produto menos

reativo, porém € descrito por ser toxico. (60).

CHs OH CH3

CHs

Estrutura 1 Acido ascorbico (A) e BHT (B) (60).

Diversas metodologias in vitro sao utilizadas para determinacéo do potencial
antioxidante de plantas, sendo os testes baseadas em métodos colorimétricos,
eletroquimicos e biolégicos (59,62). Um dos métodos utilizados € o DPPH, que é

barato, rapido e sensivel, envolve condi¢bes brandas de temperatura e de oxigénio e
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utiliza os valores das absorbancias medidas em espectrofotometro para
determinacdo de atividade (62). Outro meétodo colorimétrico utilizado € o
fosfomolibdénio, que visa determinar a capacidade antioxidante total do composto a
partir da inibicdo da formacéo do complexo fosfomolibdénio (63,64).

Neste sentido, pesquisas com espécies vegetais apresentam potencial de
descoberta de compostos com acao antioxidante que apresentem menos efeitos
adversos e que oferecam alternativas para tratamento de doencas e substituicdo dos

antioxidantes sintéticos (55).

2.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Um problema atualmente preocupante relacionado a salde é o uso nao
racional de antibiéticos. Esta acédo tem causado o desenvolvimento de resisténcia de
microrganismos patogénicos aos medicamentos disponiveis, aumentando o risco de
complicagBes clinicas e morte, bem como aumento dos gastos publicos com
tratamentos. Além disso, antimicrobianos sintéticos s@o reportados por induzirem
efeitos colaterais, sendo interessante a procura por compostos de origem vegetal
(65).

Dentre os mecanismos envolvidos na resisténcia microbiana, estdo mutacdes
na bagagem genética dos microrganismos, que passam a adquirir resisténcia a um
tipo de antimicrobiano, sendo essas mutacfes transferidas por mecanismos de
recombinacdo genética durante a reproducéo (66).

Antibiéticos sao substancias de diferentes origens que possuem capacidade
de inibir, completa ou parcialmente, o crescimento de bactérias. Nos casos de
inibicdo parcial do crescimento, sdo chamados bacteriostaticos e quando inibem
completamente, sdao chamados bactericidas. Os mecanismos envolvidos nessa
atividade, possuem como alvo principalmente a parede celular e impedimento da
sintese ou alteragbes do material genético (67).

Na pesquisa, existem diferentes métodos para determinar a atividade
antimicrobiana de compostos e extratos vegetais. O objetivo em todos eles é

descobrir a menor concentracdo em que ocorre morte dos microrganismos, a
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concentracdo inibitoria  minima (MIC). As metodologias mais comumente
encontradas sdo as de difusdo em disco, realizado em agar, € micro e macro
diluicdo, realizados em caldo (68).

No método de difusdo em disco, certa quantidade de microrganismo €
inoculada no &gar e discos impregnados com amostra em diferentes concentracfes
sdo adicionados. A atividade é avaliada pela medida do halo de inibicdo. E um
meétodo rapido e barato, mas que necessita que 0S microrganismos em estudo
crescam rapidamente (68,69).

No teste de microdiluicdo s&o utilizados placas de 96 pogos, sendo o volume
maximo de trabalho de 0,2 mL. Quantidade determinada de microrganismo é
inoculada e diferentes concentracdes da amostra sdo adicionadas. A concentracao
inibitéria minima € determinada por espectrofotdmetro ou por reveladores como
resazurina. Esta técnica tem como vantagem a necessidade de pouca quantidade de
amostra, baixo custo, ser facilmente reproduzida e possuir sensibilidade que chega a
ser trinta vezes maior em relacéo a outros meétodos (69).

Nesse sentindo, o estudo de plantas para obtencdo de compostos com acgao
antimicrobiana € uma alternativa que desperta o interesse da pesquisa. Além disso,
compostos de origem vegetal podem induzir menos efeitos adversos (70,71).

2.6 ATIVIDADE ENZIMATICA

2.6.1 Tirosinase

Melanina € um biopolimero, heterogéneo, polifenélico e pigmento responsavel
por dar cor a pele e aos cabelos. Sua producdo ocorre nos melanossomas,
estruturas presentes nos melanocitos, na regiao basal da epiderme (72). Eumelanina
e feomelanina séo os dois principais tipos de melanina descritos e sédo diferenciados
pela cor do pigmento formado (73).

A sintese da melanina (melanogénese) ocorre por sucessivas oxidagoes,

tendo como importante integrante no processo, a enzima tirosinase. Primeiro, L-



27

tirosina (monofenol) € oxidada a L-Dopa (o-difenol) pela agédo da tirosinase, que em
seguida também oxida a L-Dopa a o-dopaquinona (o-quinona). Apos sua ciclizacao,
a o-dopaquinona forma o leucodopacromo que rapidamente é oxidado a dopacromo

e forma a melanina apds sua polimerizacao (Figura 3) (72,73).

NH; NH, NH,
OH OH OH
o 0 o]
Tirosinase Tirosinase
0z H,0 OH O H0 o]
OH OH o}
L-Tirosina L-DOPA o-Dopaquinona
Rapida CiC!iZZ(}éO
OH - rapida
0 0
Polimerizagdo N HN
N
s o OH
DOPA-Melanina OH OH
Dopacromo Leucodopacromo

Figura 3 Sintese de DOPA-melanina. Adaptado de Souza, 2011 (74).

A tirosinase (EC 1.14.18.1, polifenol oxidase) € uma enzima multifuncional
presente em animais, plantas e fungos e possui papel crucial na sintese de
melanina, atuando nas duas primeiras oxida¢des que ocorrem, utilizando oxigénio
molecular. Possui atividade monofenolase (ou cresolase) na oxidacdo do monofenol
a o-difenol e atividade difenolase (ou catecolase) na oxidacdo do o-difenol a o-
quinona (73,75,76).

Embora a melanina possua papel fundamental na protegcéo contra raios UV,
sua produgcdo em excesso pode causar prejuizos (77). A hiperpigmentacdo € uma
desordem cutanea comum, caracterizada pela producdo exacerbada de melanina,

podendo ser em decorréncia do aumento de melandcitos ou da atividade de enzimas
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envolvidas na sua producdo. Fatores ambientais, como alta exposicédo a radiacao
solar, bem como fatores genéticos estdo envolvidos no desenvolvimento deste
distarbio que afeta diretamente a autoestima dos pacientes que a desenvolvem (78).
Um grande alvo nesse tratamento € a inibicdo da enzima tirosinase (72).

N&o s6 em nivel clinico dermatolégico a inibicdo da tirosinase desperta
interesse. A inibicdo dessa enzima pode favorecer o tratamento de Parkinson,
devido ao seu envolvimento na producdo de dopamina, neurotransmissor chave da
doenca (79). Outra aplicabilidade € na industria alimenticia evitando o escurecimento
de frutas, vegetais e bebidas (72,75) e também pode ser uma via de controle de
insetos (80).

Vérios inibidores da tirosinase sdo descritos, porém ha relatos de efeitos
adversos como sensibilidade, alergias e toxicidade consideravel. Estes inibidores
podem ser de origem natural ou sintética. O acido kéjico (Estrutura 2) é o inibidor
mais citado em trabalhos e também € comercializado. Seu mecanismo envolve o
guelamento do cobre presente no sitio ativo da enzima (81). Extrato vegetais
também sdo descritos por possuir atividade inibitéria sobre a enzima tirosinase,
sendo que compostos fendlicos sdo os mais reportados por desempenhar essa
funcéo (72,82).

OH

HO

Estrutura 2 Acido kojico.

Devido a grande aplicabilidade, a busca de compostos com capacidade de
inibicAo da enzima € importante afim de possibilitar diversos beneficios em
diferentes ambitos, sendo o estudo com plantas crucial para que este objetivo seja

alcancado.
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2.6.2 a-Amilase

Diabetes Mellitus (DM) € um distirbio metabdlico crénico em que se observa
resisténcia das células a acdo da insulina e defeitos na secre¢cdo deste horménio
pelo pancreas. Possui como caracteristicas hiperglicemia e alteracdes na
metabolizacdo de carboidratos, gorduras e proteinas (83). Dentre as causas da
doenca estéo a genética, sedentarismo, ma alimentacdo e obesidade. Estima-se que
415 milhdes de pessoas possuem Diabetes no mundo inteiro, sendo previsto
aumento para 624 milhées no ano de 2040. Os gastos com a doenca em 2015, no
Brasil, chegou a USD 21,8 milhdes. Observa-se, portanto, o impacto dessa doenca
epidémica global (84,85).

A glicose € fundamental para o funcionamento celular. O horménio insulina é
responsavel por auxiliar a entrada de glicose nas células. Porém, na diabetes, as
células desenvolvem resisténcia a insulina, impedindo sua entrada e funcao celular,
podendo ocorrer também deficiéncia na insulina e sua secrecdo. A grande
quantidade de glicose no sangue, chamada hiperglicemia, traz prejuizo aos tecidos a
longo prazo (85,86).

Sintomas como politria, perda de peso e polifagia acompanham os quadros
de hiperglicemias desenvolvidos. Além disso, portadores da doenca possuem risco
de desenvolverem complicagbes como nefropatia, perda da visdo e risco de
desenvolvimento de pé diabético que pode resultar em amputacdes (87).

Dois tipos de Diabetes Mellitus sédo descritos: a tipo 1 e a tipo 2. A tipo 1 se
caracteriza pela completa deficiéncia na secrecdo da insulina. Geralmente tem
precedéncia genética ou ocorre devido a uma reagdo autoimune sobre as células
beta produtoras de insulina. Este tipo de Diabetes € mais comum em criancas e
jovens e, neste caso, necessita-se de aplicacdes diarias de insulina (86).

A tipo 2 é a mais comum variacdo da Diabetes. E caracterizada por
problemas na secrecdo da insulina e resisténcia das células a este hormonio.
Geralmente levam-se anos para seus diagnéstico devido aos sintomas serem
brandos. Dieta e exercicios podem controlar a glicemia dos pacientes, porém, na
maioria dos casos, ainda € necessario a administracdo de insulina ou de

hipoglicemiantes orais (86).
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Além dos medicamentos ja conhecidos, como metformina e glibenclamida,
fora a propria insulina, outra forma de tratamento € a diminuicdo da glicemia pos-
prandial por meio da inibicdo de enzimas envolvidas na quebra de carboidratos.
Exemplo dessas enzimas sdo a a-amilase e a a-glicosidase (88). Ao inibir estas
enzimas, é possivel retardar a absor¢cédo do agucar (89).

A enzima a-amilase (EC 3.2.1.1, a -1,4 glucano—4 glucanohidrolase) é uma
metaloenzima de calcio vastamente presente na natureza em plantas, animais e
microrganismos. E uma endoglicosidase, uma enzima hidrolase que possui
capacidade de quebrar ligagdes a-1,4-glicosidicas do amido. Ademais, participa do
metabolismo do glicogénio e maltodextrinas, formando oligossacarideos menores,
como a maltose e glicose (90,91). No seres humanos, 0 pancreas e as glandulas
salivares secretam principalmente esta enzima (90). E uma proteina monomérica
com cerca de 50 kDa e que possui trés dominios em sua estrutura (A, B e C). No
dominio A se encontra o sitio ativo e é formado por um barril a/f3; 0 dominio B possui
uma estrutura que se destaca do dominio A, onde esta presente o sitio de ligacdo do
calcio e o dominio C possui estrutura no terminal C do tipo 3 -barril de oito cadeias
(92).

Esta enzima atua na quebra do amido que é formado por dois polimeros:
amilose e amilopectina (Estrutura 3). A amilose é uma cadeia linear formada por
repetidas moléculas de glicose unidas por ligacdes a-1,4-glicosidicas, enquanto que
a amilopectina, maior constituinte da molécula de amido, possui cadeias lineares
unidas por ligagcdes a-1,4-glicosidicas, assim como a amilose, porém possui
ramificacfes a cada 15-45 repeticdes de glicose, sendo essas ramificacfes ligadas a
cadeia linear por ligacbes a-1,6-glicosidicas. Além de aplicagbes fisiologicas, a-
amilase é utilizada pela industria de pées, cervejas e detergentes (91,92).

Os inibidores clinicamente utilizados atualmente sédo a acarbose, miglitol e
voglibose, obtidos de microrganismos (93). Porém, efeitos adversos como
hepatotoxicidade e desconfortos gastrointestinais sdo associados ao uso (90), sendo
contraindicado especificamente o uso da acarbose por pacientes com problemas
renais (84).

As plantas medicinais sdo uma alternativa para a descoberta de compostos
com agdo inibidora sobre a a-amilase, podendo apresentar menor indugéo de efeitos

adversos e aumentar as opc¢des de tratamento para Diabetes 2, por exemplo.
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Estrutura 3 Amilose (A) e amilopectina (B) (94).

2.7 POLIFENOIS

Metabolitos secundarios sdo compostos produzidos pelas plantas, 0os quais
desempenham papel fundamental na adaptacdo, sobrevivéncia e defesa das
espécies vegetais. As atividades antimicrobiana, antiviral e de protecdo contra raios
UV sdo desempenhadas por esses compostos a favor das plantas. S&o distribuidos
em trés grandes grupos: fendlicos, terpenos e alcaloides, sendo esta classificacéo
dependente das vias de sintese (95).

O grupo dos fendlicos € o mais representativo, presente em toda planta,
podendo variar de estruturas mais simples as mais complexas. Atribuem cor, odor, e
sabor a alimentos como frutas e vegetais. S&o representantes desse grupo:
acidos e alcoois fendlicos, estilbenos e A estrutura

flavonoides, lignanos.
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caracteristica dos compostos fendlicos apresenta um ou mais anéis fendlicos
(polifendis) com hidroxilas ligadas (60,96).

Os flavonoides s@o os mais abundantes dentro do grupos dos fendlicos. Sao
subdivididos em: flavonas, flavanonas, flavondis, flavanas, antocianidinas e
isoflavononas, geralmente com estrutura béasica C3-C6-C3, podendo ser
classificados de acordo com grupos metil, hidroxil e metoxi, alteracbes no anel B e
anéis heterociclicos de oxigénio (60,75). A estrutura basica de um flavonoide é

apresentada na Estrutura 4.

Estrutura 4 Flavonoide (60).

O polifendis sédo descritos por desempenhar importantes atividades biol6gicas
como atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria e acdo sobre enzimas,
e por isso desperta grande interesse da pesquisa. O fato de que frutas, vegetais e
certas bebidas possuem polifendis, evidenciando a facilidade de se obter estes
compostos, aumenta o interesse (97).

A atividade antioxidante, extensivamente estudada e evidenciada, é garantida
pela acdo de polifendis devido a estrutura desses compostos e a alta propensao de
doar um hidrogénio ao elétron desemparelhado do radical livre. Estudo realizado por
Sirat et al (2010), por exemplo, determinou a atividade do extrato etandlico de
Tibouchina semidecandra L., bem como compostos insolados dessa planta. Tanto o
extrato bruto, quanto os compostos isolados como quercetina e quercitrina
apresentaram alta atividade antioxidante (98). Outra espécie do mesmo género,
Miconia albicans (Sw.), apresentou os polifendis rutina, quercetina e seus derivados,

sendo atividade antioxidante também observada (48). Outra atividade intimamente
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relacionada com acdo antioxidante & a atividade anti-inflamatdria, observada em
varios estudos como o de Shaikh et al (2015), no qual foi estudado diferentes
extratos de cinco plantas, bem como seus compostos isolados, avaliando atividade
antioxidante in vitro pelo método DPPH, além da capacidade de inibicdo de
mecanismos inflamatdérios in vivo. Neste estudo foi discutido a associacdo positiva
entre a presenca de polifendis e atividades antioxidante e anti-inflamatoria. (99).

Atividade antimicrobiana também é relatada em testes com polifendis. O meio
pelo qual agem na inibicdo do crescimento de microrganismos parece estar
relacionado com inibicdo de enzimas como proteases e carboidrolases (100). Um
exemplo de estudo relacionando a atividade antimicrobiana com polifendis é o
trabalho realizado por Rashd et al (2014), no qual o extrato metandlico de Diospyros
virginiana L. apresentou atividade antimicrobiana frente a diversos microrganismos.
Esta atividade foi associada aos polifendis quercetina, miricetina e luteolina, isolados
da planta. O mesmo teste foi realizado para cada um desses polifendis,
apresentando atividade antimicrobiana positiva (101).

Em relacdo a atividade enzimética, flavonoides e outros polifendis séo
poderosos inibidores das enzima tirosinase e a-amilase, sendo a classe com mais
representantes que desempenham essa funcdo. Exemplos s&o quercetina,
miricetina, kaempferol, galangina e morina, na inibicdo da tirosinase. O mecanismo
de inibicdo na maioria da vezes ocorre por inibicdo competitiva da atividade
difenolase da enzima (75). Quanto a enzimas a-amilase, é reportado potente acao
inibitéria pelos compostos quercetina, kaempferol e miricetina (102,103).

2.8 CITOTOXICIDADE E TESTES in vitro

Ensaios in vitro sdo utilizados e empregados como 0s primeiros passos para
futuros testes in vivo. Porém, com o forte controle de uso de animais e todo o
envolvimento ético, muitos destes testes tém sido utilizados para substituir os testes
in vivo. As grandes vantagens de se empregar ensaios in vitro é a rapidez na
obtencdo de resultados, maior precisdo, menor custo apos a validacdo do método,

menos variaveis interferentes e claro, questdes éticas sao evitadas (104).
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Testes com células envolvendo este tipo de metodologia apresentam boa
reprodutibilidade, sensibilidade, sdo mais rapidos e baratos e justificam seu uso,
sendo importante instrumento de pesquisa. Uma das formas de avaliar a
citotoxicidade celular é através da viabilidade celular, no qual é determinado a
porcentagem de células que permaneceram vidveis ap0s exposicdo a amostra. O
uso de substancias cromogénicas auxiliam na obtencdo dos resultados, que séo

dados por espectrofotdbmetro (104).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as atividades biologicas do extrato aquoso de folhas de Miconia

chamissois Naudin.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar o teor de polifendis e flavonoides totais presente no extrato;

. Determinar os compostos presentes no extrato por meio de técnicas de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE);

. Avaliar a atividade antioxidante do extrato aquoso pelas técnicas de
reducao do radical DPPH e pelo método fosfomolibdénio;

. Avaliar o potencial antimicrobiano do extrato aquoso pelas técnicas de
difusdo em disco e microdiluicédo frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Candida albicans;

. Avaliar a inibicdo da atividade enzimatica do extrato aquoso frente as
enzimas tirosinase e a-amilase;

. Avaliar a citotoxicidade do extrato frente as linhagens de queratindcito
humano (HaCat), fibroblasto de camundongo (L929) e macréfagos de camundongo
(Raw 264.7).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENGCAO DO MATERIAL DO BOTANICO

As folhas de cinco espécimes de Miconia chamissois foram identificadas pelo
botanico Christopher Wilian Fagg e coletadas em marco de 2015, no periodo da
tarde, na Area de Protecio Ambiental Gama e Cabeca de Veado, Lago do Cedro,
coordenadas 15.53.54S 47.56.38W, Brasilia, Brasil. Uma exsicata do espécime foi
depositada no herbario da Universidade de Brasilia (UB), com o voucher Fagg CW
2358.

4.2 OBTENCAO DO EXTRATO AQUOSO DE Miconia chamissois Naudin

As folhas coletadas foram secas a temperatura ambiente durante cerca de
duas semanas. Apés esse periodo, foram submetidas a processo de catacdo e
determinacdo da umidade em analisador de umidade por infravermelho (GEHAKA®
IV 200). Uma média de 8,2% de umidade foi alcancada, sendo as folhas
consideradas secas. O pulverizado das folhas foi produzido através de moinho de

facas (Marconi®) e armazenado em recipiente de vidro abrigado da luz e do calor.

4.2.1 Producgao do extrato aquoso

Para a obtencdo do extrato aquoso foi preparada uma infusdo a partir das
folhas pulverizadas de M. chamissois, na proporcdo de 1:5. Agua destilada foi
aquecida a ebulicdo, arrefecida até 70°C, quando foi imediatamente vertida sobre o
pulverizado com agitacdo mecanica. Apdés a mistura arrefecer atingindo 50°C, a

solucéo resultante foi filtrada e armazenada em potes de vidro envoltos em papel
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aluminio e depositados em freezer a -20°C. Apds o congelamento, a solucdo

extrativa foi liofilizada a vacuo de 15 mTorr e a -70°C, em liofilizador VirTis SP
Scientific Advantage Plus XL-70.

4.2.2 Determinacao de sélidos totais

A determinacéo do teor de sdlidos totais foi realizada analisando, em detector
de umidade por infravermelho (GEHAKA® IV 200), trés amostras de 2 mL do
material. A média das trés amostras foi calculada, resultando na porcentagem de

sélidos totais presente no extrato.

4.2.3 Rendimento do extrato

O rendimento do processo de producgédo do extrato foi calculado a partir da

Equacéo 1.
Pf (g)
RF (%) = ——= x 100
Pi(g)
Equacédo 1
Onde:

RF: rendimento final;
Pf . peso final,

Pi: peso inicial.

4.3 AVALIACAO FITOQUIMICA
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4.3.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

4.3.1.1 Aplicacdo da amostra e padrées

Para esta técnica, cromatofolhas de aluminio revestidas de silica em gel
(Sobernt Technologies®, 200 um, 20x20) foram utilizadas como fase estacionaria. Os
padrées empregados foram solucbes metandlicas de acido cafeico, rutina,
isovitexina, vitexina e isoquercitrina, adquiridos da Sigma-Aldrich® e hiperosideo
(Merk®). Cerca de 10 mg/mL da amostra (solubilizada em metanol) foi esgotada
duas vezes sobre a placa com o auxilio de uma capilar, enquanto que o padréo foi
esgotado uma unica vez. Os pontos foram aplicados a 1 cm de distancia da base da

placa e cerca de 7 mm entre eles.

4.3.1.2 Preparo da solucao eluente — fase movel

A solucdo eluente para deteccdo de compostos fenodlicos foi preparada
minutos antes das cromatofolhas serem inserida na fase mével. Os constituintes da
solucdo eluente foram acetato de etila, acido formico, acido acético e agua
deionizada, na proporcdo de 100:11:11:26 (v/viviv) (105). ApoOs aplicacdo da
amostra e dos padrdes, a cromatoplaca foi transferida para uma cuba previamente

saturada com a fase movel.

4.3.1.3 Preparo do revelador

O reagente Natural product - Polietilenoglicol (NP/PEG) foi utilizado como
revelador por intensificar a fluorescéncia emitida pelas bandas. Duas solugcdes
formaram este reagente: solucdo metanolica de difenolboriloxietilamina 2%,
denominada solucéo A e solugéo etanolica de polietilenoglicol 4000 5%, denominada
solugcdo B. Ao término da eluicdo, as placas foram secas com ajuda de secador
elétrico e reveladas com revelador NP/PEG (primeiro solucdo A e, em seguida,

solugdo B). Apos secadas novamente, foram visualizadas em camara de UV a 365
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nm (105). Por fim, o fator de retencdo (Rf) de cada banda foi calculado (Equacgao 2)

para posterior comparacdo com Rf dos padrbes e definicho dos compostos

encontrados.
R ds
~ dfm
Equacédo 2
Onde:

Rf: fator de retencao;
ds: deslocamento do soluto;

dfm: deslocamento da fase movel.

4.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises por CLAE foram realizadas utilizando o cromatografo Hitashi
LaChrom Elite® HPLC System acoplado ao detector de arranjo de diodos (DAD).
Constituem o cromatégrafo: bomba L-2130, injetor L-2200, coluna L-2300 e detector
DAD L-2455. A coluna utilizada foi C18 (5 pm, 250 x 4,6 mm — LiChroCART® 150-4.6
Purospher® RP-18) acoplada a pré-coluna de mesmas caracteristicas, mantidas a
25°C e fluxo de 0,6 mL/min durante 55 minutos de analise. Os dados foram
coletados a 280 e 354 nm, sendo 0s cromatogramas extraidos a 354 nm.

Os constituintes da fase movel, com foco para deteccdo de flavonoides e
compostos fendlicos, foram acido fosférico 1% e acetonitrila (Tabela 1), obtidos da
Sigma-Aldrich® e Tédia®, respectivamente, e utilizados em sistema de eluicdo por
gradiente.

Para fins de triagem, a amostra foi solubilizada a 5 mg/mL e analisada a fim
de detectar algum composto fenélico. Em seguida, novas corridas foram realizadas
com solugbes metanodlicas da amostra (4,75 mg/mL) adicionadas de cada um dos
padrdes (50 pg/mL) listados na Tabela 2.
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Tabela 1 - Sistema de eluicéo para deteccgao de flavonoides por CLAE.

Tempo (min) Acido fosférico 1% (%) Acetonitrila (%)
0 90 10
40 70 30
50 50 50
51 90 10
55 90 10

Uma curva padrao com vitexina nas concentracoes de 8, 15, 30, 50, 75 e 100
pug/mL foi construida e a equivaléncia a vitexina foi determinada por regresséo linear

obtida por meio das areas do pico do padrdo e amostra.

Tabela 2 - Padrbes utilizados nas corridas para deteccdo de flavonoides e

compostos fendlicos.

Padrao Concentracao (ug/mL) Marca

Hiperosideo 50 Merk

Isoquercitrina 50 Sigma-Aldrich
Isovitexina 50 Sigma-Aldrich
Quercetina 50 Sigma-Aldrich
arabinopanosideo 50 Sigma:Aldich
Quercitrina 50 Sigma-Aldrich
Rutina 50 Sigma-Aldrich
Vitexina 50 Sigma-Aldrich
Vitexina 2-O- 50 Sigma-Aldrich

raminosideo
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4.3.3 Polifen6is Totais

O teor de polifenois totais foi avaliado por meio de teste colorimétrico,
seguindo o proposto por Kumazawa et. al (2004) (106) com adaptacdes.

Acido gélico foi solubilizado em metanol e utilizado para construcdo de curva
padrdo analitica nas concentracdes de 3, 9, 12, 15, 18, 21 e 27 pg/mL. O ensaio foi
realizado em triplicata, adicionando 0,5 mL de acido géalico nas concentragdes da
curva, 0,5 mL de NaCOs 10% e 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteau 1N
(Dindmica®). No branco, o reagente de Folin-Ciocalteau foi substituido pelo
respectivo solvente no qual foi solubilizado (metanol). Agua destilada foi utilizada
para zerar o aparelho.

Sob as mesmas condigbes o extrato foi testado, sendo o ponto de 15 pg/mL
escolhido para a andlise. Agua destilada foi utilizada no branco da amostra, no lugar
do reagente de Folin-Ciocalteau.

Apos adicdo do reagente de Folin-Ciocalteau, a mistura de reacéo foi mantida
em repouso durante 1 hora a temperatura ambiente, abrigado da luz. Em seguida,
por meio de espectrofotbmetro (Shimadzu® UV-1800), as absorbancias foram
obtidas a 760 nm e utilizadas para obtencdo da equacdo da reta, pela qual foi
possivel determinar a concentracdo equivalente a acido galico na amostra. Os
resultados foram expressos em pg equivalente de acido galico por mg de extrato (ug
EAG/mg).

4.3.4 Flavonoides Totais

Para a deteccdo do teor de flavonoides totais, foi utilizada a metodologia
proposta por Kumazawa et. al (2004) (106) com adaptagbes. Quercetina,
solubilizada em metanol, foi utilizada para construcdo da curva padrdo nas
concentracdes de 12,5, 6,25, 3,13, 1,56 e 0,78 pg/mL. No ensaio, 0,5 mL de cloreto
de aluminio 2% (AICI3) solubilizado em etanol 40%, foi adicionado a 0,5 mL de
guercetina nas respectivas concentragcoes determinadas para formacgéo da curva. O

branco foi constituido de 0,5 mL de quercetina e 0,5 mL do solvente utilizado para
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sua solubilizacdo (metanol). O ponto avaliado da amostra foi 12,5 pg/mL, sendo
testado da mesma forma a qual o padrdo foi testado. No branco da amostra foi
utilizada agua destilada no lugar de metanol.

Apdés uma hora de reacdo a temperatura ambiente, as absorbancias foram
determinadas por espectrofotometro (Shimadzu® UV-1800) a 420 nm e aplicadas
para obtencdo da equacao da reta, utilizada para determinacdo da concentracdo na
amostra equivalente a quercetina. Os resultados foram expressos em pg equivalente

de quercetina por mg de extrato (ug EQ/mg).

4.4 AVALIACAO BIOLOGICA

4.4.1 Avaliagdo da Atividade antioxidante

4.4.1.1 Determinacédo da Atividade Antioxidante pelo Método Fosfomolibdénio

A determinacéo da atividade antioxidante pelo método fosfomolibdénio seguiu
o descrito por Pietro et al. (1999) (64). Uma solucdo reagente foi preparada
imediatamente antes do ensaio a partir de 20 mL de solucédo de fosfato de sddio
monobasico anidro (NaH2PO4) 28 mM, 20 mL de solucdo de acido sulfdrico (H2S0a4)
0,6 M e 20 mL de solucéo de molibdato de aménio [(NH4)6M07024-4H20] 4 mM.

Acido ascorbico nas concentracbes de 4,5, 9, 13, 18, 23, 27, 36 e 45,50
pg/mL e BHT a 13,60, 18, 22, 27, 36, 45, 54, e 74 pg/mL foram utilizados para
construcdo de curva padrao.

Para a construcdo das curvas padréo, foi adicionado 0,1 mL do padréo nas
concentracdes avaliadas e 1,0 mL de solucdo reagente. Ao controle foi adicionado
0,1 mL do solvente utilizado para solubilizar o padrdo e 1,0 mL de solucéo reagente.
Para o branco, 0,1 mL do padrdo foi adicionado a 1,0 mL do solvente de
solubilizacéo. Para zerar o aparelho, 0,1 mL de solvente do padrdo e 1,0 mL de
solucdo reagente, foram utilizados. A amostra foi avaliada seguindo a mesma
condigéo, sendo o ponto de 13,64 pg/mL avaliado. Todos os pontos foram feitos em

triplicata.
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Apés adicdo de todos os componentes, os microtubos foram transferidos para
banho-maria a 95°C durante 90 minutos. Ao término do tempo, a leitura das
absorbancias (Shimadzu® UV-1800) foi realizada a 695 nm. As equacdes da reta (y

iy 0

= ax + b) foram utilizadas para calcular a equivaléncia da amostra, onde “y

corresponde aos valores das absorbancias do extrato e “x” o valor equivalente a

concentracdo do padrao.

4.4.1.2 Determinacdo da Atividade Antioxidante pelo Método de Reducao do Radical
DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

A atividade antioxidante por reducgao do radical DPPH- foi avaliada seguindo o
método descrito por Blois (1958) (107). Foram utilizados como controle positivo
acido ascorbico (1,15, 1,92, 2,69, 3,08, 3,46, 3,85, 4,63 e 5,38 ug/mL) e BHT (1,92,
3,84, 7,69, 11,53, 19,23, 26,93 e 38,46 ug/mL). O ensaio foi realizado em triplicata.

Em tubos de ensaio foram acrescentados 0,1 mL do padrdo nas variadas
concentracOes determinadas para a curva, 1 mL de etanol 95% e 1 mL de tampao
acido acético/acetato de sodio 0,1 M pH 5,5. Para o branco do padrdo foram
adicionados 1 mL de tampdo, 1,5 mL de etanol 95% e 0,1 mL de padrdo. No
controle, 1 mL de tampéo e 1,1 mL de etanol 95% foram acrescentados. Tampao foi
utilizado para zerar o aparelho. Por dltimo, no controle e nos pontos do padréo,
foram adicionados 0,5 mL de DPPHe 250 mM, de tal forma que todos os tubos
tiveram 15 minutos de reacdo antes da determinacdo das absorbancias em
espectrofotometro (Shimadzu UV-1800) a 517 nm.

A amostra foi avaliada nas concentracdes de 1,54, 3,08, 3,46, 3,85, 4,23, 4,62
e 5 pg/mL, sendo submetida a mesma metodologia apresentada para os padroes. A
porcentagem de inibicdo foi determinada utilizando os valores das absorbancias na

Equacéo 3.

100—(absorbancia da amostra—absorbancia do branco) x 100

% atividade antioxidante = AbeorbAncia controle

Equacéo 3
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A equacdao da reta obtida com as absorbancias foi utilizada para determinar a
concentragdo inibitéria média (ICso) dos controles e do extrato (108). A analise
estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism 5.0® aplicando one-way
ANOVA e pés teste de Tukey. Foi considerado diferente estatisticamente quando
p<0,05.

4.4.2 Avaliagéo da Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi determinada seguindo o método descrito no
guia proposto pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS) (109), com
modificagdes. Os microrganismos foram obtidos na America Type Culture Collection
(ATCC). Foram utilizados Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC 40277). As condi¢cdes basicas dos

ensaios estdo resumidas na Tabela 3.

- Preparacao dos in6culos

Os in6culos S. aureus e E. coli foram reativados em meio liquido Mueller-
Hinton (Himedia®) durante 24 horas a 35 ‘C. As bactérias, entdo, foram suspensas
em solucdo salina estéril 0,9% para posterior padronizacdo do indculo em
espectrofotdbmetro a 625 nm, avaliando a turbidez comparada a escala de 0,5 da
solucdo padrdo de McFarland, correspondente a 108 unidades formadoras de
colénia UFC/mL para bactérias.

O fungo C. albicans foi preparado de forma semelhante, utilizando Sabouraud
Dextrose (Himedia®) como meio de cultivo. A temperatura da estufa de incubacéo foi
de 28°C. Para padronizagao do inéculo foi utilizada solugao salina 0,85% com leitura
em espectrofotdmetro a 530 nm. A turbidez avaliada foi comparada a escala de 0,5
de solugédo padréo de McFarland, correspondente a 10’ UFC/mL para leveduras.



Tabela 3 - Microrganismos e condi¢des basica do experimento.
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Microrganismo Meio Incubacéao ("C) In6culo (UFC/mL)
Staphylococeus aureus Muller-Hinton 35 1 x 107
ATCC 25923

Escherichia coli : 7
ATCC 25922 Muller-Hinton 35 1x10
Candida albicans Sabouraud 6
ATCC 40277 Dextrose 28 1x10

4.4.2.1 Teste de microdiluicdo com reagente resazurina

- Staphylococcus aureus e Escherichia coli

O ensaio foi realizado em triplicata, em placas de 96 pocos, tendo como
controle positivo ampicilina (Laborclin®) e oxacilina (Sigma-Aldrich®) a 1250 pg/mL
para S. aureus e apenas ampicilina 1250 pg/mL para E. coli. A concentracdo de
extrato variou entre 5000 e 0,04 ug/mL, em diluicdo seriada. Foi adicionado em cada
poco 0,1 mL de inéculo contendo 1 x 107 UFC/mL (Tabela 3). No primeiro poco foi
adicionado 0,1 mL do extrato/padrdo, seguido de diluicdo seriada nos oito pocos
verticais da placa. Foi inoculado 0,2 mL de bactérias no controle de crescimento, 0,1
mL de inéculo e 0,1 mL de padrdao no controle positivo e 0,2 mL de meio sem
microrganismos no controle estéril. A densidade final de microrganismos em cada
poco foi de 5 x 10* UFC/mL. Finalizado este processo, a placa foi incubada em
estufa a 35°C.

Apds 24 horas de incubacdo, 30 pL de resazurina (Sigma-Aldrich®) na
concentracdo de 1 mg/mL foram adicionados em todos os pocos e a placa foi
novamente incubada durante 4 horas. O resultado € dado em concentragao inibitoria
minima (MIC), que corresponde a menor concentracdo em que a amostra e o padrao
foram capazes de matar as bactérias. Essa acao é indicada pela variacdo de cor da

resazurina de roxo para rosa fluorescente.
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Apés identificacdo do MIC pela reacdo com resazurina, 20 uL dos pocos
correspondentes foram semeados em placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton

(Acumedia®), bem como as concentracdes imediatamente acima e abaixo do MIC.

- Candida albicans

Para o fungo, o teste foi realizado sob as mesmas condigdes, tendo
fluconazol 800 pg/mL (Galena®) como controle positivo e 1 x 108 UFC/mL por poco
inoculadas (Tabela 3). A densidade final de microrganismo em cada poco foi de 2,5
x 102 UFC/mL. Porém, a determinacédo do MIC ocorreu 24 horas apés a adicdo da
resazurina. Apenas as duas concentracfes acima do MIC foram semeadas em

placas de meio &gar Sabouraud Dextrose.

4.4.2.2 Método de difusdo em disco

A atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em disco foi determinada
seguindo o descrito no guia proposto pelo NCCLS (109), em triplicata em placas de
Petri contendo meio agar Mueller-Hinton (Acumedia®) para as bactérias e Sabouraud
Dextrose para o fungo (Acumedia®). Os discos utilizados no ensaio foram produzidos
manualmente com papel filtro e esterilizados em autoclave a 121°C durante 15
minutos, junto com os demais materiais. Atividade antimicrobiana foi considerada

significativa quando o halo se apresentou igual ou superior a 10 mm (110).

- Staphylococcus aureus e Escherichia coli

A amostra foi pesada e 10 mg de extrato foi solubilizado em 0,2 mL de agua
estéril (50 mg/mL). Os discos com amostra foram produzidos adicionando-se 20 uL
de extrato nas concentragdes de 1000, 500, 250, 125 e 62,5 pug e mantidos isolados
em placa de Petri durante 24 horas para completa absor¢cdo da amostra. Foi

inoculado, em agar Mueller-Hinton, 0,1 mL de bactérias contendo 1 x 107 UFC/mL.
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Os cincos discos com as respectivas concentracdes foram dispostos sobres as
placas inoculadas, que foram incubadas em estufa a 35°C durante 24 horas. Uma
placa com trés discos de controle positivo (ampicilina 10 pg) foi preparada para cada
bactéria. Os halos formados foram medidos com auxilio de paquimetro. Os
resultados sé&o expressos pela medida do diametro do halo da triplicata, incluindo o

disco, mais desvio padrao.

- Candida albicans

Foi inoculado em placas de Petri contendo agar Sabouraud Dextrose, 0,1 mL
da solucédo de fungos a 1 x 108 UFC/mL. O controle positivo utilizado foi fluconazol
32 pg em trés discos distribuidos sobre o meio inoculado. Os discos com amostra
foram produzidos pela adicdo de 20 pL de extrato nas concentracdes de 1000, 500,
250, 125 e 62,5 ug. As placas permaneceram em estufa (28°C) durante 48 horas e a
medida do halo foi determinada com uso de paquimetro. Os resultados séo
expressos pela medida do diametro do halo da triplicata, incluindo o disco, mais
desvio padréo.

4.4.3 Inibicdo de atividade enzimética

4.4.3.1 Inibicdo da tirosinase

Para determinacdo da capacidade de inibicdo da tirosinase, foram produzidas
as seguintes solucdes: tampao fosfato de sédio 50 mM pH 6,5, solucéo de tirosinase
de cogumelo (Sgima-Aldrich, T3824-25KU) 25 U/mL, solucdo de L-tirosina (T3754-
50G) 2 mM e solucdo de acido kgjico (037K1501) 20 mg/mL. Todos os reagentes
foram obtidos da Sigma-Aldrich®.

O ensaio ocorreu segundo Khatib et al (2005) (111) com modificaces. Acido
kdjico foi utilizado como controle positivo, avaliado em curva dose-resposta nas

concentracdes de 1000 a 0,98 pg/mL. O ensaio foi realizado em triplicata, em placa
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de 96 pocos, adicionando 60 pL de tamp&o em cada poco e 10 pL de padrdo nas
concentracfes determinadas. Por ultimo, foram acrescentados 30 pL de tirosinase
de cogumelo 25 U/mL, sendo a reacdo incubada durante 5 minutos a temperatura
ambiente. No branco do padrdo foram adicionados 90 pL de tampao e 10 pL de
acido kojico. O controle da enzima foi formado por 70 pL de tampéo e 30 pL de
enzima e também foi mantido incubado. Apenas 100 pyL de tampao constituiu o
branco do substrato. A avaliacdo da atividade do extrato foi determinada da mesma
forma, sendo utilizadas as mesma concentracdes do padrdo para construcdo da
curva dose-resposta.

Ao término do tempo de incubacédo, 100 puL do substrato L-tirosina foram
adicionados a todos os pocos e ap6s 20 minutos de reacdo em temperatura
ambiente, as absorbancias foram obtidas por meio de equipamento ELISA
(Multimode detector DTX 800, Beckman Coulter®) a 475 nm.

A porcentagem de inibicdo da enzima foi calculada comparando-se as
absorbancias do controle negativo, onde a atividade da enzima foi 100%, e as
absorbancias da amostra e do padrao nas diferentes concentragdes. A porcentagem

de inibicao foi calculada utilizando a Equacéao 4.

(C—A)x100

% inibicdo = C

Equacédo 4

Onde:
C: absorbancia do controle da enzima menos a absorbancia do branco do
substrato;

A: absorbancia da amostra menos a absorbancia do branco da amostra.

Os valores de ICso da amostra e do padrao foram determinados com o auxilio
do programa GraphPad Prism 5.0%, também utilizado para realizacdo de andlise
estatistica, aplicando teste t. Foi considerado diferente estatisticamente quando
p<0,05.
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4.4.3.2 Inibicdo da a-amilase

O teste para determinagdo da atividade de inibicdo da a-amilase seguiu
proposto por Bernfeld (1995) (112), adaptado por Sigma-Aldrich (113)

Para realizagdo do ensaio foram preparadas as seguintes solugdes: tampao
fosfato de sodio 0,02 M pH 6,9 com cloreto de sodio 0,0067 M, solugao de a-amilase
pancreatica suina 40 Ul/mL, solucdo de amido 1% e solucdo de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS).

4.4.3.2.1 Pré-incubado da amostra e controle

Em microtubos de 2 mL, o pré-incubado do controle foi formado pela adicdo
de 950 pL de tampéo e 50 uL de solugéo de a-amilase 40 Ul/mL. O pré-incubado da
amostra foi formado pela adicdo de 930 pL de tampdo, 20 pL de extrato nas
concentracfes de 1000, 500, 250, 126, 62,5, 31,3, 15,6, 7,81, 3,90 e 1,96 pg/mL e
50 puL de enzima que foram adicionados por ultimo. Acarbose foi utilizada como
controle positivo nas concentragcdes de 100, 50, 25, 12,5 31,25, 15,63, 7,81, 3,91 e
1,96 pg/mL. Os pré-incubados permaneceram em temperatura ambiente durante 30

minutos antes de prosseguir o ensaio.

4.4.3.2.2 P6s-incubacao

Em tubos de ensaio, o teste foi realizado em triplicata, adicionando no
controle 250 pL de tampdo, 500 pyL de solucdo de amido 1% e 250 uL do pré-
incubado do controle (apds os 30 minutos de incubacédo). A amostra foi constituida
de 250 pL de tampéo, 500 pL de solucdo de amido 1% e 250 pL do pré-incubado da
amostra de cada uma das diluicbes determinadas. Branco do amido foi feito
incorporando 500 pyL de tampéo e 500 pL de solucdo de amido 1%, o branco da
amostra foi preparado com 5 pL de amostra ndo incubada previamente e 955 uL de

tampéo. Para zerar o aparelho foram utilizados 1000 pL de tampao.
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Apés adicdo de todos os componentes, os tubos foram transferidos para
banho-maria a 40°C durante 20 minutos. Finalizado o tempo, 500 pL de DNS foram
adicionados a todos os tubos e os mesmos foram transferidos para banho-maria a
100°C durante 5 minutos. Por fim, 4,5 mL de agua destilada foram acrescentados
em todos os tubos apos arrefecimento e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro
(Shimadzu, UV — 1800) a 540 nm. Com os valores das absorbancias, a porcentagem

de inibicao foi calculada utilizando a Equacéao 5.

% inibicdo = (T)X 100
Equacédo 5

Onde:
C: absorbancia do controle menos do branco do amido;

A: absorbancia da amostra menos o branco da amostra.

A partir da porcentagem de inibicdo e com o log da concentragéo do inibidor,
foi possivel determinar o valor de ICso do padrdo e do extrato com o auxilio do
programa GraphPad Prism 5.0%, também utilizado para realizacdo de analise
estatistica, no qual foi aplicado teste t. Foi considerado diferente estatisticamente

guando p<0,05.

4.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE
4.5.1 Linhagens celulares e cultivo in vitro

Neste teste foram utilizadas células ndo neoplasicas de macrofagos de
camundongo (Raw 264.7), queratinécito humano (HaCat) e fibroblastos de
camundongo (L929). As células Raw 264.7 (ATCC TIB-71) foram obtidas do Banco
de Células do Instituto Adolf Lutz e as células L929 e HaCat foram obtidas na ATCC.
Todas as linhagem foram cultivadas em Meio de Eagle modificado por Dulbecco

(DMEM) completo com vermelho de fenol (GIBCO®), pH 7, enriquecido com 10% de
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soro fetal bovino e 1% dos antibidticos penicilina-estreptomicina. As células foram

cultivadas em garrafas especificas de 75 cm? com filtro, a 37°C e 5% de COz2

4.5.2 Avaliacdo da citotoxicidade celular do extrato pelo método do brometo 3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolina (MTT)

- Linhagens HaCat e L929

O teste foi realizado em placas de 96 pocos seguindo o proposto por
Mosmann (1983) (114) e Hansen et al. (1989) (115). As células cultivadas foram
removidas da garrafa de cultivo utilizando tripsina 0,5%/EDTA 10 mM e contadas a
partir de 10 pL da solucdo de células em meio DMEM de fenol, em camara de
Neubauer. O nimero de células almejado por poco foi de 1,5 x 10* células. Para
isso, foi calculado quantos microlitros de células deveriam ser adicionados nos
pocos da placa para que o numero de células fosse alcancado, levando em
consideracdo que o volume final no poco era de 200 puL. Dessa forma, 200 pL de
células em DMEM a 1,5 x 10* foram depositadas em cada poco. Apdés o
plagueamento das células, a placa foi transferida para incubadora a 37°C e 5% de
COg, durante 24 horas.

Apos este periodo, o meio DMEM com vermelho de fenol 10% foi retirado e
adicionados 200 pL de tratamento, que consistia em extrato nas suas respectivas
concentracdes, diluido em DMEM fenol 10%. A acdo do extrato sobre a linhagem
HaCat foi avaliada nas concentragdes de 500, 250, 125, 62,2, 31,25 e 15,63 pg/mL.
Para a linhagem L929 as concentragdes de extrato foram 1250, 1000, 625, 500, 250,
125, 62,5 e 31,25 pug/mL. Os pocos correspondentes ao controle de crescimento
celular ndo tiveram tratamento com o extrato adicionado. Apenas o meio foi retirado
e reposto por meio novo. Novamente a placa foi transferida para incubadora a 37°C
e 5% de CO..

ApoOs 24 horas das células em contato com o tratamento, 0 meio DMEM fenol
foi retirado e foram adicionados 50 pL de MTT (Sigma-Aldrich®) a 1 mg/mL diluido
em meio DMEM incolor 10% (GIBCO®), enriquecido com D-glicose 25 mM, L-
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glutamina 4 mM e hepes 25,03 mM. O controle do reagente MTT foi realizado
adicionando apenas 50 puL de MTT em trés pocos. A placa novamente foi incubada a
37°C e 5% de CO:2 durante 4 horas. Em seguida, 150 pL de isopropanol acidificado
(26 mL de isopropanol mais 104 pL de HCI) foram adicionados em todos os pogos e
homogeneizado com auxilio de pipeta, a fim de solubilizar os cristais de formazan
formados. ApOGs completa solubilizacédo, a leitura da placa foi realizada em ELISA
(Multimode detector DTX 800, Beckman Coulter®) a 570 nm.

Os valores de ICso e a porcentagem de viabilidade celular foram
determinados pela média de pelo menos trés ensaios independentes, onde cada
ensaio foi realizado em triplicata. Foi aceito desvio padrdo de até 15% entre os

ensaios.

- Linhagem Raw 264.7

O teste de citotoxicidade do extrato frente as células Raw 264.7 seguiu o
mesmo protocolo utilizado para HaCat e L929. Porém, para esta linhagem, a etapa
de remocédo da garrada com o uso de tripsina foi excluida, por causar modificacfes
nas células que podem interferir nos resultados. Para a remocéo foi utilizado cell
scraper. As concentracdes de extrato utilizadas para esta linhagem para construcéo
de curva dose-resposta foram 1500, 1250, 1000, 800, 600, 500, 400 e 300 pg/mL e a
quantidade de células inseridas em cada poco foi de 2 x 104,

4.5.3 Viabilidade Celular

A porcentagem de células viaveis foi determinada a partir de calculo no qual
sdo comparadas as absorbancias dos pocos do controle de crescimento, onde ndo
houve tratamento com o extrato, com os po¢cos com as diferentes concentracdes do
tratamento. A média das absorbancias obtidas no controle de crescimento
corresponderam a quantidade maxima de formazan formado pelas células, producdo

proporcional a quantidade de células viaveis, sendo considerada, nos pogcos do
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controle de crescimento, viabilidade celular igual a 100%. A Equacgéao 6 foi utilizada

para determinacao de células viaveis.

Ax100

Viabilidade celular (%) = c

Equacéo 6
Onde:
A: absorbéancia da amostra menos a absorbéancia do branco do reagente;
C: absorbancia do controle de crescimento menos a absorbancia do branco

do reagente.

O gréfico representativo da curva de viabilidade celular e a estatistica foram
produzidos com auxilio do programa GraphPad Prism 5.0%, utilizando a porcentagem
de células que resistiram ao tratamento e as concentracfes correspondentes.
Andlise estatistica foi realizada aplicando teste one-way ANOVA com pés teste de
Tukey. Foi considerado diferente estatisticamente quando p<0,05.

Com as concentracfes de extrato, foi possivel construir uma curva dose-
resposta e o valor de ICso foi determinado relacionando a porcentagem de células
viaveis versus o log da concentracdo do extrato em pg/mL. Os valores de 1Cso foram

determinados utilizando o programa GraphPad Prism 5.0®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TEOR DE SOLIDOS TOTAIS

A andlise para determinacao do teor de solidos totais, realizada por meio de
detector de umidade por infravermelho, a partir da analise de trés aliquotas de 2 mL

amostra, resultou em 6,4% de sélidos totais.

5.2 RENDIMENTO DO EXTRATO

No inicio do processo, 400 g de folhas foram utilizadas para produgcédo do
extrato. Ao termino da liofilizagdo, o peso da amostra foi de 51,22 g, indicando

rendimento de 12,81% de extrato aquoso liofilizado.

5.3 AVALIACAO FITOQUIMICA

5.3.1 Cromatografia em Camada Delgada

Cromatografia em camada delgada (CCD) € um método analitico que tem
como objetivo a separacdo (CCD analitica) e purificacdo (CCD preparativa) de
compostos presentes numa mistura. Possui grande aplicacdo, sendo uma técnica
simples e barata, de rapida execucdo e sem necessidade de purificagdo prévia da
amostra. Além disso, possibilita a triagem de compostos em extratos brutos
utilizando pouca amostra, bem como a separacao de substancias de varios extratos
numa mesma analise (10,116,117).

A técnica por CCD é uma metodologia embasada na diferenca de afinidade
da amostra analisada (carregada por uma fase movel) com a fase estacionaria do
sistema. Geralmente a fase estacionaria é formada por folhas rigidas de aluminio ou

placas de vidro minimamente revestidas por silica em gel, chamadas cromatofolhas
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e cromatoplacas, respectivamente. A fase movel é formada geralmente por eluente
contendo solventes organicos.

Na técnica, uma pequena quantidade de amostra é aplicada sobre a placa a
cerca de 1 cm de distancia de sua base. Ao final da aplicacdo, a placa é inserida em
uma cuba contendo a fase movel escolhida que, por capilaridade, vai ascendendo a
fase estacionaria. Assim, 0s compostos presentes na amostra migram junto a fase
movel e a medida que interagem com a fase estacionaria em diferentes pontos da
placa, formam bandas, sendo que cada banda possui um tempo de retencéo que é
calculado pela divisédo da distancia percorrida o soluto pela distancia percorrida pela
fase movel. Para fins de confirmacéo da presenca de um determinado compostos na
amostra, € necessario comparar os fatores de retencéo do soluto e do padréo, bem
como a cor apresentada por cada banda (116,118).

Na CCD para deteccdo de flavonoides e compostos fendlicos, no extrato
aguoso de M. chamissois foi observado semelhanca entre a banda do composto
rutina e uma banda do extrato (Figura 4, Letra D). Além disso, os valores dos fatores
de retencdo e coloracdo encontrados para essas bandas também foram similares
(Tabela 4).

Os fatores de retencdo encontrados para os padrées foram: 0,63 para acido
cafeico (B), 0,6 para hiperosideo (C), 0,48 para rutina (D), 0,61 para isovitexina (E) e
0,74 para vitexina (F). O extrato apresentou 6 bandas caracteristicas, sendo seus
valores de Rf: 0,33, 0,48, 0,57, 0,7, 0,83 e 0,91 (Figura 9; Tabela 4).

O Rf encontrado para rutina e a banda correspondente no extrato foi de 0,48.
Portanto, foi realizada nova CCD com trés pontos avaliados: rutina, amostra e ponto
misto (Figura 5). De acordo com o fator de retencdo que foi 0 mesmo para padréao,
amostra e ponto misto (Rf = 0,49) foi possivel concluir possivel presenca do

flavonoide rutina no extrato.
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Figura 4 Cromatografia em camada delgada para deteccdo de flavonoides e
compostos fendlicos. Em 1: CCD UV e em 2: CCD visivel. Em A: Extrato de Miconia
chamissois. B-F: Padrbes 4&cido cafeico, hiperosideo, rutina, isovitexina e vitexina,

respectivamente.

Tabela 4 - Fatores de retencao (Rf) dos padrdes testados e da amostra.

Rf Rf
Padrdes M. chamissois
0,63 (B) 0,91
0,6 (C) 0,83
0,48 (D) 0,7
0,61 (E) 0,57

0,48
0,74 (F)
0,33

B: Acido Cafeico; C: Hiperosideo; D: Rutina; E: Isovitexina e F: Vitexina. Para Miconia
chamissois os valores correspondem, respectivamente, as bandas no sentido superior ao

inferior da placa.
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Figura 5 Cromatografia em camada delgada para deteccdo de rutina no extrato
aguoso de Miconia chamissois. Em 1: CCD UV e em 2: CCD visivel Em A: Padréo rutina

(Sigma); em B: Ponto misto extrato e rutina e em C: Extrato aquoso de Miconia chamissois.

Outro fato observado foi o composto rutina produzir duas outras bandas além
de sua banda caracteristica (Figura 4, imagem 1, letra D), sendo que uma delas
coincide com uma banda da amostra. O fato de ter surgido novas bandas no padrao
pode ser em decorréncia de uma hidrélise da rutina, formando novas bandas
correspondentes a algum de seus derivados. Por isso, foi obtida nova CCD com
guercetina 3--D-glicosideo (isoquercitrina), um derivado de rutina. Foram aplicados
trés pontos na cromatofolha: um ponto contendo o padrao isoquercitrina, um ponto
contendo o extrato aquoso de M. chamissois e um ponto misto contendo uma
mistura do padréo e amostra (Figura 6, letras A, C e B, respectivamente).

Fator de retencdo semelhante foi encontrado para isoquercitrina (Rf = 0,70) e
amostra (Rf = 0,69), indicando potencial presenca do composto. Portanto, foi
possivel concluir através dessa metodologia que o extrato aquoso de M. chamissois
possui compostos fendlicos como flavonoides, potencialmente rutina e isoquercitrina.
Porém, compostos como acido cafeico, hiperosideo, vitexina e isovitexina ndo estado
presentes.
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Figura 6 Cromatografia em camada delgada para deteccdo de isoquercitrina no
extrato aquoso de Miconia chamissois. Em 1: CCD UV e em 2: CCD visivel. Em A:

Padrao Isoquercitrina; B: Ponto misto extrato mais isoquercitrina e em C: Extrato aquoso de

Miconia chamissois.

5.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Foi realizada analise de triagem para deteccdo de flavonoides e compostos
fendlicos. O espectro e o tempo de retencao (tR) da amostra foram comparados com
a biblioteca presente no equipamento. O perfil cromatogréafico do extrato aquoso de
M. chamissois por analise por CLAE a 354 nm € apresentado na Figura 7. Os

espectros obtidos para cada pico detectado sdo apresentados na Figura 8.



160 —
125 -

100 -

mAU

75 -

——— DAD-CH1 354 nm
Retention Tir

59

T 150

125

r100

75

mAU

50 - C 50

25

LA —,

T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Minutes

Figura 7 Perfil cromatografico do extrato aquoso de Miconia chamissois a 354 nm,

realizado por técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Tabela 5 - Valores de area, tempo de retencdo e lambdas dos picos de Miconia

chamissois detectados por Cromatografia liquida de alta eficiéncia a 354 nm.

Tempo de retencgéo

Pico Area (min) A maximo A minimo
1 708893 14,593 271 255

2 450709 16,000 268, 391 399, 388
3 688459 19,167 253, 360 399, 331
4 2262209 20,760 270, 349 309, 247
5 2506169 22,500 268, 349 309,246
6 5380125 24,747 270, 338 247, 301
7 858342 27,367 268 249

8 489119 27,900 254, 366 399, 331

9 785116 29,280 258, 356 321, 241
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Figura 8 Espectros dos nove picos detectados por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) a 354 nm, no extrato aquoso de Miconia chamissois.

Nove picos foram identificados, sendo que o maior pico apresentado pelo

extrato (pico 6), com tempo de retengdo de 24,75 min, maximos de A 270 e 338 e

pureza de 0,95, possuia espectro semelhante aos compostos vitexina e isovitexina,

com similaridade de 0,9962 e 0,9959, respectivamente (Figura 9A e 9B). Portanto,

nova analise com mistura de extrato e vitexina e extrato e isovitexina foi realizada. O

tR obtido para vitexina foi de 26,93 min e maximos de A 337 e 268 e para isovitexina,

o tR encontrado foi de 27,41 min e maximos de A 338 e 270. Com base no tempo de

retencdo e nos espectros (Figura 9A e 9B) adquiridos para o extrato e os padroes,
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foi concluido que o extrato ndo apresenta ambas as substancias, o que condiz com
o resultado encontrado pela técnica de CCD, onde nao foi encontrado na amostra

banda correspondente a esses padrdes (Figura 9).
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Figura 9 Cromatogramas e espectros dos pontos mistos da amostra mais padréo a
354 nm, obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Padrdes: vitexina
(A); isovitexina (B) e vitexina 2-O-raminosideo (C). Nos espectros, a linha clara mostra o
espectro do padrdo e a linha azul mostra o espectro do pico da amostra. E possivel notar

que embora semelhantes, 0s espectros séo diferentes.



62

Entretanto, considerando a similaridade entre os espectros da amostra e
vitexina, sugere-se que 0 composto majoritario presente no extrato € um derivado de
vitexina. Um derivado, vitexina 2-O-raminosideo, foi utilizado em nova corrida,
avaliado também em ponto misto. O espectro apresentado pelo extrato foi
semelhante ao espectro da vitexina 2-O-raminosideo (Figura 9C) com similaridade
de 0,9949. O tempo de retencédo do padréo foi de 26,23 min e maximos de A 337 e
268. Embora exista semelhanca entre os espectros, quando comparado juntamente
com os tempos de retencdo, é possivel concluir que este composto também nao
esta presente no extrato. Provavelmente outro derivado de vitexina € o composto
majoritario.

Considerando a presenca de um derivado de vitexina, uma curva desse
composto foi construida, nas concentracfes de 8, 15, 30, 50, 75 e 100 pg/mL, sendo
a corrida realizada em triplicata. A partir das médias das areas dos picos adquiridas
de cada concentragao, foi obtida a regressao linear, com equagdo y = 104860x —
109129 e r = 0,99, onde y representa a area do pico da amostra e x o valor
equivalente & vitexina. O equivalente a vitexina encontrado foi de 44,01+ 0,02 pg/mL.

Foi possivel observar pela técnica de CCD a possivel presenca de
isoquercitrina e rutina na amostra. Para confirmacdo do evidenciado pela CCD, foi
realizada nova corrida com amostra, isoquercitrina e rutina, avaliados também em
ponto misto. O extrato foi avaliado a 4,75 mg/mL e rutina e isoquercitrina a 50
pg/mL. Além disso, na mesma corrida foram adicionados outros derivados
disponiveis  (quercetina, quercitrina, hiperosideo e quercetina 3-O-a-L-
arabinopiranosideo), também nas mesmas concentracdes da rutina e isoquercitrina,
avaliados de forma independente. Foi observado que ndo ha semelhanca entre os
espectros do padrbes (Figura 10) e os espectros detectados para o extrato (Figura
8).
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Figura 10 Espectros do padrbes avaliados por CLAE a 354 nm.

Hiperosideo (A),

isoquercitrina (B), quercetina (C), quercetina 3-O-o—L-arabinopiranosideo (D), quercitrina (E)

e rutina (F). Os espectros diferem dos encontrados para a amostra.

Tabela - 6 Valores de area, tempo de retencéo e lambdas dos padrées avaliados.

Padrio Area re;?;;;’ (‘::in) A (max) A (min)

Hiperosideo 7440424 28,780 256, 354 282, 236
Isoquercitrina 5783740 29,600 256, 353 281, 236
Quercetina 7658458 47547 370, 255 283, 237
g;i:ﬁig?;jogd“(;f 3003513 32,223 256, 354 283, 236
Quercitrina 2661576 33,847 256, 350 282, 236
Rutina 4100122 27,647 256, 354 281, 236
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Sendo assim, foi observada possivel presenca de rutina e isoquercitrina no
extrato pela técnica de CCD. Pela técnica de CLAE nas condicOes avaliadas, estes
compostos ndo foram detectados. Este fato provavelmente pode ter ocorrido devido
a diferenca de sensibilidade entre os métodos. Por CLAE s&o necessarias
concentracbes maiores de amostra para que 0s picos sejam detectados, enquanto
gue na técnica por CCD, a concentracdo da amostra € minima pra que as bandas
aparecam (119). Com os resultados encontrados também é possivel sugerir que o
composto majoritario do extrato seja um derivado de vitexina. Além disso, dois picos
apresentaram apenas um valor méximo de A (Picos 1 e 7, Tabela 5). O espectro de
flavonoides tem como caracteristica a apresentacdo de dois maximos de absorcéo
no UV, que estdo relacionados com a estrutura do composto. Os dois picos em
guestdo, podem ser outros compostos diferentes de flavondides (120). Esta é a
primeira vez que o extrato aguoso de Miconia chamissois é avaliado por técnica de
CCD e CLAE e este trabalho é uma contribuicdo para elucidacdo dos compostos
presentes na espécie.

Vitexina (apigenina-8-C-D-glicopiranosideo) (Estrutura 6) é um flavonoide
pertencente ao grupo das flavonas e classificada como flavona C-glicosilada. Alguns
estudos sobre suas atividades biolégicas e a de seus derivados ja foram realizados,
e por isso, este composto tem recebido atencao atualmente (121,122). Por exempilo,
estudo realizado por Yang et al (2013) evidenciou o potencial da vitexina na indugéo
de vias de apoptose de células cancerigenas bucais (123). A atividade
cardioprotetora por regulacao de vias inflamatorias foi mostrada em estudo realizado
por Dong et al (2013) (124). Atividades anti-inflamatoria, antioxidante, hipotensiva e
antitumoral foram reportadas em revisdo produzida por Aslam et al (2015) e em
trabalho realizado por Prabhakar et al (1981) (122,125). Vitexina, isolada da espécie
Piper carpunya, apresentou atividade antimicrobiana frente a Helicobacter pylori
(126). Ozkay et al (2013) descreveu ac¢éo antinociceptiva da vitexina em modelo com
ratos (121).
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HO,

Estrutura 5 Composto vitexina.

A presenca de vitexina em algumas espécies de plantas da familia
Melastomataceae € conhecida. As trés espécies mais citadas s&o Dissotis
rotundifolia (Sm.) Triana, utilizada para tratamento de tuberculose (127,128),
Melastoma dodecandrum Lour (129) e Clidemia sericea, que também apresentou
derivado de isovitexina (130,131). Vitexina e seus derivados sdo presentes em
outras familias. Estudos com mais espécies da familia Melastomataceae podem
evidenciar a presenca destes compostos. Trabalhos com abordagens diversas sao
encontrados na literatura, corroborando com o potencial farmacolégico da vitexina e

instigando o interesse no estudo com outros modelos experimentais.

5.3.3 Polifendis totais

Polifendis sdo compostos fendlicos que possuem, em sua estrutura, anéis
benzénicos com hidroxilas ligadas a eles. Sdo metabdlitos secundarios de plantas,
atuando em seu funcionamento, protecdo e sobrevivéncia. S&8o amplamente
distribuidos no reino vegetal e reportados pelo potencial farmacolégico com
aplicacao em diversas doencas, tornando-se alvo de estudos (97,132).

A metodologia utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau € um ensaio
colorimétrico empregado para a quantificacdo de fendis em uma amostra. Em meio
alcalino, compostos presentes no reagente - acidos fosfotungstico (HsPW12040) e

fosfomolibdico (HsPM012040) — sé@o reduzidos a 6xido de tungsténio (WgO23) e 6xido
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de molibdénio (MosOz23) pela acdo de compostos fendlicos presentes na amostra.
Visualmente a reacao, que inicialmente € esverdeada, passa a ser azul, sendo que o
complexo formado tem intensidade colorimétrica proporcional aos fendis presentes,
bem como grupos com potencial de oxidacdo. Acido gélico € o polifenol mais
utilizado como padréo para determinacao do teor de polifendis (133).

A partir das absorbancias determinadas por meio da leitura em
espectrofotometro a 760 nm, foi obtida a regresséo linear da curva de acido galico,
resultando na equacdo da reta y = 0,0943x — 0,0146 e r = 0,99, na qual x
corresponde a equivaléncia da amostra a acido galico e y a absorbancia do extrato.
O resultado é dado em pg equivalente a acido galico (EAG) por mg de extrato,
sendo o teor obtido de 177,18 + 4,96 ug EAG/mg.

Este resultado indica que a quantidade de polifendis encontrada no extrato foi
significativa, sendo superior, por exemplo, ao extrato metandlico de Miconia
albicans, também avaliado pela metodologia com Folin-Ciocalteau em trabalho
apresentado por Pieroni et al (2011), no qual foi obtido teor de polifendis totais de 70
+ 0,12 mg EAG/g (48). Também foi superior ao encontrado para a espécie Miconia
minutiflora, na qual foi encontrado teor de polifenéis de 151,4 ug EAG/g (134). O
extrato etandlico das folhas da espécie Memecylon pauciflorum apresentou teor
inferior (140 pg EAG/mg) (135). Diferentes extratos de Meriania nobilis e Mariania
henandoi apresentaram teores entre 11 e 26 mg EAG/g e entre 120 e 240 mg
EAG/g, respectivamente (136). No extrato das folhas da espécie Melastoma
malabathricum foi determinado teor de 199,10 mg EAG/g, superior ao encontrado

para o extrato em estudo (137).

5.3.4 Flavonoides Totais

O teste para deteccéo de flavonoides totais se baseia na complexacao do ion
aluminio com os grupos hidroxila e carbonila dos flavonoides presentes na amostra,
resultando em cor amarela ao final da reagcdo, em resposta ao deslocamento

batocromico induzido pela presenca de AICIs. Neste teste, ndo ocorrem
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interferéncias causadas por compostos fendélicos que ndo tenham o mesmo padrédo
estrutural de flavonoides [C(OH)-C-C(=0) ou C(OH)-C=0)] (138,139).

Flavonoides representam o maior grupo dentro dos polifendis, atuando contra
diversas doencas e sao alvos de trabalhos (60). Seu estudo, portanto, se torna
relevante na busca por alternativas para tratamentos ja estabelecidos e, quando de
origem vegetal, podem apresentar menos efeitos adversos em relacdo ao
compostos sintéticos. Dos flavonoides, o composto quercetina é o mais citado e
estudado (140), além de ser o mais descrito em testes para determinagéo de fendis
totais.

Com as absorbancias da curva padrdo de quercetina foi possivel obter a
equacao da reta y = 0,0654 — 0,0098 e r = 0,99, pela regresséo linear. A partir da
equacdao da reta e utilizando a concentracdo da amostra trabalhada e sua média de
absorbancia, foi calculado o teor de flavonoides totais presente, que é apresentado
em ug equivalente a quercetina (EQ). O resultado obtido foi de 18,73 ug EQ/mg.

O teor encontrado foi inferior ao descrito para Miconia minutiflora, a qual
apresentou teor quase quatro vezes maior (58,49 ug EQ/mg) (134), e inferior para o
extrato das folhas de Melastoma malabathricum, que apresentou teor de 60,20 mg

EQ/g (137), os dois unicos trabalhos encontrados com a familia Melastomataceae.

5.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS

5.4.1 Atividade antioxidante

5.4.1.1 Determinacéo da Atividade Antioxidante pelo Método do fosfomolibdénio

O método fosfomolibdénio é um ensaio colorimétrico que visa determinar a
capacidade antioxidante total de um composto. Se baseia na redugédo do molibdénio
VI (MolV), que possui coloragdo azul, a molibdénio V (MoV), com posterior ligacao
do redutor Mo com fosfato, formando o complexo fosfomolibdénio (fosfoato-MoV).
Esse complexo apresenta coloracdo esverdeada e absor¢do a 695 nm (64,100). A
atividade antioxidante foi determinada comparando-se as absorbancias da amostra

com as absorbancias dos padroes.



68

Os padrbes utilizados para a construgdo das curvas padrdo foram &cido
ascorbico e BHT. O calculo da regressao linear resultou nas equacoes da reta: y =
0,0182x — 0,0524 e r = 0,99 para o acido ascorbico e 0,0133x — 0,0137 com r = 0,99
para o BHT. A equivaléncia da amostra aos padrdes foi obtida substituindo o y da
equacao pela absorbancia encontrada para a amostra.

A amostra apresentou capacidade de reducdo do complexo fosfomolibdénio,
com atividade antioxidante equivalente a 18,35 + 0,84 pg/mL de acido ascérbico e
22,21 £ 1,1 pg/mL de BHT. Considerando que o ponto da amostra avaliado foi de
13,64 pg/mL, é possivel concluir que é necessario menor concentracdo da amostra
para se obter a mesma atividade antioxidante dos padrdes. Nesse sentido, 0 extrato

€ mais ativo em relagdo aos padrdes avaliados, na metodologia empregada.

5.4.1.2 Determinacédo da Atividade Antioxidante pelo Método de Reduc¢éo do Radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

Polifendis possuem alta predisposicdo a sofrer oxidagdo, sendo oxidados
previamente a outras moléculas, atuando como antioxidantes. Seu mecanismo de
acao esta relacionado a sua capacidade de doar elétrons, formando produtos mais
estaveis e menos reativos (97)

O DPPH absorve a 515-520 nm e possui coloragéo roxa. Quando um agente
doador de hidrogénio (AH) ou uma espécie radicalar (R+) reage sobre o DPPH, ele é
reduzido a difenil-picril-hidrazina, apresentando coloracdo amarela e consequente
reducdo da absorbancia apresentada. Ao final da reagcdo, pode-se calcular a
porcentagem de atividade antioxidante a partir da quantidade de DPPH que foi
consumido. O ICso corresponde a concentragdo de antioxidante necessaria para
diminuir a concentracdo do DPPH em 50% (141-143).
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Figura 11 Reacéao de captacéo do radical DPPHe por um doador de hidrogénio (RH).
Adaptado de Musa et al, 2016 (81).

O extrato aquoso de M. chamissois apresentou atividade antioxidante
comparado aos padrdes. O extrato a 5 pg/mL apresentou inibicdo de 87,57 + 1,44 %
e atingiu ICso de 2,91 + 0,12 pg/mL, semelhante ao encontrado para o padrao &cido
ascoérbico que apresentou ICsp de 2,80 + 0,14 pug/mL e a 5,38 pg/mL inibiu a
atividade em 90,613 + 1,61 %. BHT, utilizado também como padréo, apresentou ICso
de 13,55 + 0,19 pg/mL, com inibicdo de 87,18 + 0,719 % da atividade a 38,46 pug/mL.

Nao houve diferenca estatistica entre amostra e acido ascorbico (Figura 13).

Concentragao inibitroria de 50%

Figura 12 Valores de ICso dos padrdes acido ascorbico e BHT e do extrato aquoso

de Miconia chamissois pelo método de captacdo do DPPHe. BHT se mostrou diferente

estatisticamente do acido ascorbico e da amostra (*p < 0,05).
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Acido ascoOrbico € um antioxidante de referéncia em alguns modelos
experimentais. Considerando que o extrato aquoso de M. chamissois apresentou
ICs0 semelhante a este padréo e ndo houve diferenga estatistica com a amostra, é
sugerido que o extrato apresenta atividade antioxidante tdo expressiva quanto a do
acido ascorbico. Em relacdo ao padrdo BHT, o extrato apresentou [Cso
significativamente menor, indicando ter maior atividade antioxidante. Os resultados
dos testes antioxidantes estdo resumidos na Tabela 7.

A atividade antioxidante do extrato aquoso de M. chamissois foi superior ao
encontrado para o extrato metanolico de M. albicans e Osbeckia parvifolia. que
apresentaram ICso de cerca de 49,45 e 10,6 pg/mL, respetivamente (48,145). O
extrato acetato de etila das folhas da espécie Tibouchina semidecandra apresentou
ICs0 de 10,3 pg/mL (98). Atividade semelhante foi determinada para a espécie M.
minutiflora, com 1Cso de 3,63 pg/mL (129). A fracdo n-butanol da espécie Meriania
hernandoi, apresentou atividade antioxidante com ICso de 4,22 mg/L, apresentado
em estudo realizado por Malaver et al (2015). Com relacdo a espécie Meriania
nobilis, o valor de ICso encontrado foi de 287 mg/L (136).

Tabela 7 - Resultado dos teste de avaliagcao antioxidante.

Fosfomolibdénio
DDPHe

Amostra/ Padréo Concentrag&o do extrato

ICs0 (ng/mt) + DP equivalente ao padrao (ug/mL)

Acido ascorbico 2.80+0.14 18.35 + 0.084
BHT * 13.55+0.19 22.21+1.1
M. chamissois 291+0.12 -

ICso: concentragdo capaz de inibir 50% da atividade maxima. DP: Desvio Padréo.

*. significAncia estatistica diferente (p<0,05).

Atividade antioxidante é descrita por ter relagdo com a presenca de polifendis,
podendo ser resultado da acdo conjunta dos compostos presentes. A atividade
apresentada decorre da capacidade desses compostos de doar elétrons e quelar

metais. Dentre as classes de polifendis, os flavonoides sdo os mais citados por
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desempenhar esta atividade, porém taninos também possuem capacidade
antioxidante (111,146). A acao antioxidante encontrada para o extrato aquoso de M.
chamissois foi consideravel em ambas as metodologias e observando o valor
representativo de polifenodis encontrado, bem como teor de flavonoides, pode ser
sugerido que estes compostos colaboram com a atividade antioxidante apresentada
pelo extrato.

Retomando ao achado em técnica por CLAE, o composto majoritario do
extrato parece ser um flavonoide derivado de vitexina, que é apresentado em alguns
estudos por possuir atividade antioxidante. Um estudo realizado por Kim et al (2005)
mostrou que vitexina, na concentracao de 100 pug/mL, inibiu cerca de 70% do radical
superéxido e quando testado na mesma concentracao frente ao método por DPPHs.,
vitexina foi capaz de inibir a atividade em 70% (147). Em outro estudo realizado por
Tsai et al (2011) também foi evidenciada a atividade antioxidante deste composto
frente ao DPPH- (148). Atividade antioxidante também foi mostrada em trabalho
produzido por Zielinska (2011) (149). Neste sentido, o provavel derivado de vitexina,
pode estar contribuindo com a atividade antioxidante do extrato, assim como outros

compostos fendlicos presentes que podem atuar sinergicamente.

5.4.2 Avaliacédo da atividade antimicrobiana

5.4.2.1 Teste de microdiluicdo com reagente resazurina

Resazurina (Alamar Blue) é um composto cromogénico, amplamente utilizado
na pesquisa para fins de deteccdo de crescimento celular ou microbioldgico,
citotoxicidade e apoptose. Sua utilizacdo é explicada por ser um método simples,
barato, sensivel e ndo requerer, necessariamente, a utilizacdo de espectrofotdmetro.
Além disso, a resazurina ndo induz morte das células e microrganismos ao término
do ensaio, como no caso do MTT, sendo possivel o prosseguimento do trabalho com
outros testes utilizando o mesmo material celular (150-152).

A resazurina possui cor azul, sem emitir fluorescéncia. Na presenca de
microrganismos e células viaveis, € reduzida a resofurina, que apresenta cor rosa

fluorescente. Ainda ndo ha confirmagdo do mecanismo pelo qual atua.
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Aparentemente enzimas presentes nos microrganismos Sao responsaveis por
reduzir a resazurina. (150).

Frente a bactéria Gram positiva, Staphylococcus aureus, a amostra
apresentou inibicdo. O MIC encontrado para este microrganismo foi de 312,5 pg/mL.
Os controles positivos ampicilina e oxacilina promoveram a morte da bactéria em
todas as concentracfes testadas, indicando que o microrganismo € resistente a
estas substancias nas concentracdes e condi¢des testadas (Figura 14).

Quanto a bactéria Gram negativa, Escherichia coli, o extrato aquoso de
Miconia chamissois ndo foi capaz de induzir morte nas concentracdes avaliadas
(Figura 15). Portanto, ndo foi estabelecido o MIC, pois a bactéria ndo € sensivel ao
extrato. O controle positivo ampicilina foi capaz de matar o microrganismo em todas

as concentracdes testadas, que variaram de 0,009 a 1250 pg/mL.

Figura 13 Teste de microdiluicAo com reagente resazurina frente a Staphylococcus
aureus. Em A: Extrato aquoso de M. chamissois (concentragfes de 5000 a 39,06 ug/mL); B
e C: Controle positivo ampicilina e oxacilina nas concentragfes de 1250 a 0,0094 pg/mL; em
D: Controle de crescimento e em E: Controle de esterilidade.

Quanto ao fungo Candida albicans, a amostra foi capaz de provocar morte na
maioria das concentracdes testadas, sendo a concentracédo inibitéria minima igual a
78,13 pg/mL (Figura 16). O controle positivo fluconazol induziu morte em todas as
concentragfes testadas e, por isso, 0 MIC deste composto ndo foi determinado
neste teste, sendo superior a 800 pg/mL.
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Figura 14 Teste de microdiluicho com reagente resazurina frente a bactéria
Escherichia coli. Extrato aquoso de Miconia chamissois (concentracdes de 5000 a 39,06
pg/mL) (A), controle positivo ampicilina nas concentragbes de 1250 a 0,0094 pg/mL (B),

controle de crescimento (C) e controle de esterilidade (D).

Figura 15 Teste de microdiluicdo com reagente resazurina frente ao fungo Candida
albicans. Em A: Extrato aquoso de Miconia chamissois (concentracdes de 5000 a 39,06

png/mL); em B: Controle positivo fluconazol nas concentracdes de 800 a 6,25 pg/mL; em C:
controle de crescimento e em D: controle de esterilidade.

Com estes resultados, pode ser observado que o0 extrato aquoso € mais ativo
na inibicdo do crescimento de C. albicans comparado a S. aureus, sendo que a
bactéria E. coli apresentou resisténcia a acdo da amostra e, por isso, seu MIC nao

foi estabelecido, sendo considerado maior que 5000 pg/mL.
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Apoés a determinacdo da MIC para S. aureus, 0S po¢os com concentracao
imediatamente superior e inferior foram plagueados em meio agar correspondente.
Essa nova etapa tinha como objetivo aumentar a robustez do ensaio antimicrobiano,
confirmando a sobrevida ou morte do microrganismo. Foi observado que no pogo
correspondente ao MIC houve crescimento da bactéria, embora reduzido quando
comparado com 0 poco seguinte, no qual houve alteracao de cor da resazurina. Este
resultado indica que o MIC anteriormente determinada para S. aureus €, na verdade,
uma concentracdo bacteriostdtica. Nos pocos imediatamente anteriores, onde a
concentragdo de extrato foi de 625 pg/mL, ndo houve crescimento da bactéria,
representando a concentracao inibitéria minima real. Talvez as bactérias presentes
nos pocos, embora vivas, tenham sofrido alguma alteracdo metabdlica causada pelo
extrato e ndo foram capazes de oxidar a resazurina, que permaneceu
colorimetricamente inalterada.

O mesmo procedimento foi realizado para C. albicans, porém nao foi
observado crescimento do fungo nos pocos correspondentes ao MIC. Portanto, a
concentracdo indicada pela mudanca de cor da resazurina foi corroborada com o

resultado do plaqueamento.

5.4.2.2 Método por difusdo em disco

A atividade antimicrobiana frente ao método por difusdo em disco é expressa
pela medida do halo de inibicdo formado. Foi considerada acdo antimicrobiana
positiva quando foram observados halos = 10 mm (110). Frente ao microrganismo S.
aureus, o extrato apresentou halo de 12,03 + 0,31 mm na concentracdo de 1000 ug
e halo de 10,04 = 0,38 na concentracdo de 500 pg, indicando atividade
antimicrobiana. O controle positivo com ampicilina 10 pg apresentou halo de 33,64 +
0,43 mm. Em estudo realizado por Barros et al (2006), o extrato metandlico de M.
chamissois foi capaz de inibir o crescimento deste microrganismo (54). Pelo método
de difusdo em agar, as espécies M. albicans e M. rubiginosa, na concentracdo de
300 mg/mL, apresentaram halo de inibicdo significativo para S. aureus (16,7 e 19

mm), como mostrado no trabalho realizado por Celotto et al (2003). Neste mesmo
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estudo, a espécie M. stenostachya, na mesma concentracdo, ndo apresentou
atividade antimicrobiana frente a bactéria (70).

O crescimento da bactéria Gram negativa E. coli ndo foi impedido com a
adicdo do extrato aquoso, ndo apresentando halo de inibicho em qualquer
concentragéo testada. O controle positivo, ampicilina 10 pg, produziu halo de 26,30
0,12 mm. Assim como evidenciado pela técnica de microdiluicdo, a amostra nao foi
ativa frente a E. coli. Em estudo realizado Rodrigues et al (2008) ndo foi observada
atividade pela espécie M. cabucu (153). Em trabalho descrito por Celotto et al
(2003), também ndo foi observada atividade antimicrobiana das espécies M.
albicans, M. rubiginosa e M. stenostachya frente a esta bactéria pelo método de
difusdo em agar (70).

Quanto ao fungo C. albicans, ndo houve formagdo de halo de inibigdo. O
controle positivo fluconazol a 32 ug produziu halo de 24,89 + 0,02 mm. Ao contrario
do encontrado no teste de microdiluicdo, no teste de difusdo em disco né&o foi
observada atividade antimicrobiana. Esta diferenca pode ter ocorrido em razdo das
limitagcdes do ensaio de difusdo em disco. Ainda no estudo descrito por Barros et al
(2006), os extratos etandlicos de M. chamissois e M. ligustroide foram capazes de
inibir o crescimento de Candida albicans (ATCC18804) (54). Atividade
antimicrobiana pela espécie M. stenostashya foi observada no método de difusao
em agar frente a C. albicans (70). Os extratos aquoso e metandlico de M.
argyrophylla apresentaram atividade frente ao fungo, obtendo MIC de 1 e 0,12
mg/mL pelo teste de microdiluicdo em caldo (154).

Varidveis como natureza quimica dos compostos, solubilidade e massa molar
sao fatores que podem influenciar na difusdo adequada do extrato no meio utilizado
e interferir nos resultados (155). O método por difusdo em disco frente ao fungo
pode ter mascarado a atividade antimicrobiana, uma vez que compostos presentes
em espécies vegetais, como alguns polifendis, em especial taninos, apresentam
peso molecular elevado e consequentemente, possuem dificuldade em difundir-se
pelo meio (156). Além disso, o método por microdiluicdo é reportado por ser mais
sensivel em relacdo a outros métodos de avaliacéo (69).

Em estudo realizado por Alves et al (2008) foi observada uma situagao
semelhante. Foi avaliado a atividade antimicrobiana de Miconia rubiginosa (extratos

etandlico e diclorometano) frente a diferentes bactérias. As metodologias de difuséo
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em disco e microdiluicdo foram utilizadas, bem como outras técnicas de difuséo. Foi
constatado que o extrato diclorometano nao apresentou halo de inibicdo. Porém,
pelo teste de microdiluicdo apresentou MIC de 400 pug/mL. A discordancia entre os
métodos foi justificada pelas limitacdes da difusdo do extrato (157). Embora os
extratos deste trabalho e o do estudo sejam diferentes, os resultados permitem
sugerir que tenha ocorrido alguma inadequacdo na difusdo da amostra no meio
utilizado, gerando o resultado apresentado.

Com o crescente problema da resisténcia dos microrganismos aos
tratamentos hoje disponiveis, a busca por novos agentes antimicrobianos se faz
necessaria, sendo as plantas uma fonte potencial desses agentes. Compostos
polifendlicos como flavonoides e taninos sdo citados por possuir atividade
antimicrobiana. O mecanismo envolvido nesta acao é a capacidade de inativacdo de
enzimas e alteragbes na membrana celular dos microrganismos (146,156).
Potencialmente, os compostos fendlicos presentes no extrato aquoso de M.
chamissois contribuem para atividade antimicrobiana encontrada. O flavonoide
vitexina € descrito por desempenhar acdo antimicrobiana, como apresentado no
trabalho realizado por Das et al (2016) frente ao teste de microdiluicdo (158) e
também apresentado no trabalho de Basile et al (1999) (159). Provavelmente, o
suposto derivado de vitexina, esteja contribuindo com a atividade antimicrobiana do

extrato.

5.5 ATIVIDADE ENZIMATICA

5.5.1 Inibi¢cao da Tirosinase

O ensaio enzimatico tem como base a acdo difenolase da tirosinase. No teste,
a L-tirosina sofre acdo da tirosina, sendo convertida a L-Dopa. A L-Dopa é oxidada
formando o-dopaquinona, que ao final do processo, gera o dopacromo, um produto
de cor alaranja que € lido em espectrofotdmetro a 475 nm (111,160).

Para a avaliacdo da atividade enzimética, o extrato foi diluido de forma
seriada, partindo de 1 mg/mL. O mesmo foi realizado para o controle positivo acido

kdjico. Foi possivel observar que o controle positivo (1 mg/mL) apresentou 97,97 +
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0,11 % de inibicao da atividade e o ICso determinado pela curva dose-resposta foi de
3,36 £ 0,44 pg/mL. O extrato aquoso de M. chamissois, ha mesma concentracao,
apresentou inibicdo de 96,23 = 2,12 %. Contudo, o valor de ICso encontrado foi de
183,2 + 6,2 pg/mL. A inibicdo apresentada pela amostra foi significativamente
diferente da observada para o acido kgjico (P<0,05). Este resultado indica que a
amostra, embora possua atividade inibitéria da enzima, é muito menos ativa na
inibicdo da tirosinase quando comparada ao acido kgjico. O grafico representativo da

porcentagem de inibicdo para cada concentracdo esta apresentado na Figura 17.
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Figura 16 Porcentagem de inibicdo da tirosinase nas diferentes concentracdes de
extrato (0,98 a 1000 pg/mL). O gréafico é representado pela média da triplicata mais

desvio padréo.

Na familia Melastomataceae, atividade inibitoria frente a tirosinase foi
observada apenas na espécie Macairea viscosa que apresentou 17% de inibicdo a
100 pg/mL (161), e na espécie Tibouchina semidecandra, sendo sua atividade
atribuida a presenca de quercetina, que quando isolada do extrato, apresentou 95%
de inibicdo (concentracdo de 2700 pg/mL) (98). Este é o primeiro trabalho realizado
com uma espécie do género Miconia.

Estudo realizado por Adhikari et al (2008) mostrou que os extratos etanolicos
das folhas de Azadirachta indica, do rizoma de Curcuma longa e das folhas de
Dolichos lablab apresentaram 38,3%, 38% e 37% de inibicdo da tirosinase nas

concentracdes de 500, 50 e 500 pg/mL, respectivamente (72). No trabalho de Baurin
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et al (2002) os extratos das folhas de Cassia hirsuta e Portulaca pilosa apresentam
10% e 93% de inibicdo, respectivamente, a 100 ug/mL. No mesmo estudo, o extrato
de Morus alba foi utilizado como controle positivo apresentando 97% de inibicdo
(161). No estudo de Ohran et al (2015), o extrato etandlico de Viola odorata L. na
concentracédo de 100 pg/mL, inibiu atividade da tirosinase em 80% (162). Rutina e
vitexina foram encontrados no extrato e, embora a atividade tenha sido atribuida a
rutina, vitexina pode ter contribuido, em algum grau, para a inibicdo. Em estudo
realizado por Souza et al (2012) com espécies do Cerrado, o0s extratos etandlicos de
Genipa americana (fruto), Pouteria torta (folha) e P. ramiflora (folha) apresentaram
ICso superior ao encontrado para M. chamissois, de aproximadamente 300, 200 e
200 pg/mL, respectivamente. Os extratos aquosos de Pouteria camito, P. torta e
Eugenia dysenterica apresentaram ICso de aproximadamente 50, 30 e 11,88 pg/mL,
respectivamente, sendo mais ativos na inibicdo da enzima quando comparado ao
extrato aquoso de M. chamissois (82). O extrato etandlico de Morus nigra, estudado
em trabalho realizado por Freitas et al (2016), apresentou ICso inferior (entre 5 e 9
pg/mL) ao extrato de M. chamissois, sendo mais ativo na inibigdo (163).

Inibidores da acdo da tirosinase possuem potencial no tratamento de
desordens cutaneas como a hiperpigmentacdo. Compostos naturais originados de
plantas, como polifendis, sdo citados por possui essa capacidade. Em estudo
descrito por Yao et al (2012), a atividade inibitéria do composto vitexina, isolado de
Vigna radiatae L., apresentou ICso igual a 6 mg/mL, maior que o apresentado pelo
extrato aquoso de M. chamissois (164). Considerando este achado, a atividade de
inibicdo apresentada pode ser atribuida a acéo sinérgica de compostos ou a outros
polifendis presentes, que também podem contribuir com as demais atividades

avaliadas neste estudo.

5.5.2 Inibi¢cao da a-amilase

O método se baseia na formacdo de maltose a partir da acdo da enzima

sobre o substrato (amido). A maltose, entéo, reduz o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
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a &cido 3-amino-5-nitrosalicilico, que possui cor alaranjada detectavel em
espectrofotometro a 540 nm (165).

A atividade de inibicdo sobre a enzima a-amilase foi testada nas
concentracbes 1,96, 3,91, 7,81, 15,63, 31,25, 62,5, 125, 250, 500 e 1000 pg/mL para
amostra e nas concentracdes de 1,56, 3,16, 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL para o
padrdo acarbose. Na concentracédo de 100 pg/mL a acarbose apresentou inibicdo de
89,08 + 3,63 % e a amostra, a 1000 pg/mL, apresentou 87,11 + 0,32 %, sendo a
inibicdo de 87% mantida até 125 pg/mL. O valor de 1Cso da amostra foi de 15,06 +
1,02 pg/mL, enquanto que o ICso da acarbose foi de 9,20 + 1,29 pg/mL. A inibigéo
apresentada pela amostra foi significativamente diferente da observada para a
acarbose (P<0,05). De acordo com os resultados encontrados para ICso, foi possivel
concluir que o extrato, embora menos eficaz em relacdo ao padrdo, é um bom
inibidor da enzima, demonstrando grande potencial. O gréfico representativo das

porcentagens de inibicdo para cada concentracao esta apresentado na Figura 18.
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Figura 17 Porcentagem de inibicdo da a-amilase nas diferentes concentragdes de
extrato (1,96 a 1000 pg/mL). O gréafico é representado pela média da triplicata mais

desvio padrao.

Apenas duas espécies sao registradas com a familia Melastomataceae frente
a atividade de inibicdo da a-amilase: o extrato etandlico de Memecylon pauciflorum,
que apresentou atividade inibitéria com ICso de 270 pg/mL (135) e o extrato etanodlico
de Miconia sp., que apresentou ICso de 28,23 pg/mL (51). Para os extratos

etandlicos das folhas de Eugenia dysenterica e Pouteria ramiflora, espécies do
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Cerrado, o0 ICso alcancado foi cerca de 20 e 40 pg/mL, respectivamente, como
apresentado em trabalho de Souza et al (2012) (166). As subfracdes isopropandlicas
de Eugenia dysenterica, em trabalho realizado por Zorzin (2014), apresentaram ICso
superior (entre 32,14 e 128 pg/mL) ao extrato de M. chamissois (167). O extrato
aquoso de Euphorbia hirta apresentou ICso de 180,09 pg/mL (168). Miconia
chamissois apresenta maior eficacia na inibicdo, quando comparado a essas
espécies. Com relacdo ao extrato agquoso de casca do caule de Pouteria caimito e
das folhas de P. ramiflora e P. torta, espécies também provenientes do Cerrado,
apresentaram ICso de 13,06, 7,08 e 5,67 pug/mL (166), respectivamente, sendo
considerados mais ativos na inibicdo da enzima, quando comparado ao extrato
aguoso de M. chamissois.

Estudos mostram relacéo entre atividade inibitéria da a-amilase e a presenca
de compostos fendlicos (169,170). Um forte correlacdo entre atividade inibitéria e
teor de polifendis foi encontrada para espécie Aristotelia chilensis em estudo
realizado por Rubilar et al (2010) (171). Em trabalho descrito por Sayed et al (2008),
no qual a atividade inibitoria foi determinada por outra metodologia, foi apresentada
acdo inibitéria da vitexina e isovitexina. As porcentagens de inibicado encontradas
para os compostos foram de 65,7% e 30,1%, respectivamente, na concentracao de
5 mg/mL (172). Em menor concentragdo de extrato de M. chamissois foi encontrado
porcentagem de inibicdo superior. O provavel derivado de vitexina deve auxiliar na

acdo inibitéria, juntamente com outros compostos presentes no extrato.

5.6 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolina] € um método
colorimétrico utilizado para determinaco da proliferacéo e viabilidade celular. E um
teste rapido, barato e preciso que permite avaliacdo de varias amostras devido a
leitura ser realizada em equipamento Elisa. O teste € embasado na metabolizagcéo
enzimatica do MTT (que possui cor amarela) pelas mitocondrias de células vivas,
formando um produto de cor roxa, chamado formazan. O formazan é produzido na

forma de cristais por acdo da respiracédo de células viaveis e precisa ser solubilizado
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(no caso, com solucéo &acida de isopropanol). E detectado por espectrofotdmetro a
570 nm e sua leitura € proporcional ao niumero de células vivas (114,173).

Este € o primeiro estudo avaliando a citotoxicidade do extrato aquoso de
Miconia chamissois. O interesse pelas linhagens escolhidas para realizacdo deste
ensaio se resume na producdo de futuras formulac6es de uso tdpico, por isso as
linhagens de fibroblasto e queratinécito, células constituintes da pele, e no interesse
de continuar a pesquisa, avaliando a atividade anti-inflamatoria, que justifica o uso
de Raw 264.7. Para isso, seria interessante que o extrato se apresentasse 0 menos
citotoxico possivel. Nesse sentindo, foi necessario a determinagédo do ICso, que foi
obtido com o auxilio do programa GraphPad Prism 5.0®, com as porcentagens de
células viaveis para cada concentracdo versus o log das concentragfes em pg/mL
(Tabela 8). O grafico de viabilidade celular (Figuras 19, 20 e 21) foi plotado a partir
da porcentagem de células que sobreviveram ao tratamento e a concentracao
correspondente.

Para a linhagem de macréfagos de camundongo Raw 264.7, o ICso
encontrado foi de 977 ug/mL, o que permitiu concluir que o extrato ndo é toxico para
esta linhagem, pois necessita de alta concentracdo para que metade das células
presentes sejam mortas. As concentragbes de 800 a 1500 pg/mL apresentaram
viabilidade celular significativamente diferente da observada para o controle (P
<0,05). O grafico da viabilidade celular frente a linhagem Raw 264.7 € apresentado

na Figura 19.
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Figura 18 Viabilidade celular de macrofagos de camundongo (Raw 264.7) nas

diferentes concentracdes de extrato aquoso de Miconia chamissois.
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Tabela 8 - Valores de ICso encontrados para as linhagens estudadas (Raw 264.7,
HaCat e L929).

Linhagem Descricédo ICs0 (ng/mL)
Raw 264.7 Macrofago de camundongo 977
HaCat Queratindcito humano 182,7
L929 Fibroblasto de camundongo 414,57

Para a linhagem de queratinécito humano (HaCat), foi obtido ICso de 182,7
pug/mL. O grafico de viabilidade celular é apresentado na Figura 20. A viabilidade
celular nas concentracdes de 125 a 500 pug/mL foi significativamente diferente da
encontrada no controle (P<0,05). Em estudo realizado por Freitas et al (2016), foi
observado que o extrato etandlico das folhas de Morus nigra apresentou viabilidade
celular inferior a 10%, na concentragéo de 1000 pg/mL e ICso de 324,2 pg/mL (163).
Em comparacdo com o extrato avaliado no trabalho de Freitas, o extrato de M. nigra
possui citotoxicidade inferior ao entrado para Miconia chamissois. No trabalho
descrito por Souza et al (2012), 500 pg/mL de extrato aquoso de Eugenia
dysenterica e Pouteria torta apresentaram viabilidade de cerca de 30 e 60%,
respectivamente (82). Na mesma concentracdo, é encontrado cerca de 22% de
viabilidade frente ao extrato aquoso de M. chamissois, sugerindo que o extrato em
estudo seja mais citotoxico frente a esta linhagem, comparado as espécies estudas
por Souza et al.
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Figura 19 Viabilidade celular para queratinécitos humanos (HaCat) nas diferentes

concentracdes de extrato aquoso de Miconia chamissois.

Frente a linhagem de fibroblastos de camundongo (L929), o ICso encontrado
foi igual 414,57 pg/mL. O gréafico de viabilidade para esta linhagem se encontra na
Figura 21. A viabilidade celular observada nas concentragdes de 125 a 1250 pg/mL
foram diferentes da calculada para o controle (p<0,05). Em estudo realizado por
Forte (2012), o extrato metandlico de M. minutiflora, na concentragcdo de 100 pg/mL,
apresentou viabilidade celular para a linhagem L929 inferior a 40%. Em 10 pg/mL, a
viabilidade celular observada foi de aproximadamente 70%. Nessas concentragoes,
o extrato aquoso de M. chamissois apresentou citotoxicidade inferior, sendo
encontrado 100% de viabilidade celular na concentracao de 62,5 pg/mL.

Em estudo descrito por Souza et al (2012), o extrato aquoso das plantas do
Cerrado Eugenia dysenterica e Pouteria torta, na concentracdo de 500 pg/mL,
apresentou viabilidade celular de cerca de 45%. Para o extrato de M. chamissois,
nessa mesma concentracao, foi encontrada viabilidade de cerca de 50% das células,
sugerindo que o0 extrato em estudo é relativamente menos citotOxico nessa
concentracdo, quando comparado a espécie estudada por Souza et al (82). No
estudo de Freitas et al (2016) com extrato etandlico de Morus nigra, espécie oriunda
do Cerrado, foi encontrado ICso de 116,3 pg/mL. Além disso, foi observado que na

concentracédo de 1000 pg/mL o extrato etandlico induziu morte de mais de 80% das
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células (L929), apresentando viabilidade celular inferior a 10% (163). Na mesma
concentracédo, tendo como tratamento o extrato aquoso de M. chamissois, foi
observado viabilidade préxima de 50%, indicando que o extrato de M. chamissois &

menos citotdéxico se comparado ao extrato etandlico de Morus nigra.

150+

Viabilidade celular L929 (%)

504
0 = Y T T
h D 5
N % < NV

00

Concentragao do extrato (ug/mL)

Figura 20 Viabilidade celular para fibroblasto de camundongo (L929) nas diferentes

concentracfes de extrato aquoso de Miconia chamissois.

Portanto, considerando os resultados obtidos neste ensaio, 0 extrato aquoso
das folhas de Miconia chamissois ndo é téxico para as linhagens de células nao
neoplasicas avaliadas, sendo um fator positivo para futura producdo de formulacdes

de uso tépico, por exemplo.
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6 CONCLUSAO

As plantas constituem rica fonte de compostos bioativos. Embora diversos
estudos tém sido publicados, muitas espécies ainda nao tiveram seus compostos e
acOes biologicas avaliados. A espécie Miconia chamissois, da familia
Melastomataceae, embora abundante, € pouco descrita quanto ao potencial
farmacologico. Este € o primeiro trabalho realizado para esta espécie frente as
atividades antioxidante, de inibicAo enzimatica e citotdxica, bem como para
elucidacao preliminar de compostos presentes.

No estudo fitoquimico, a analise por CCD sugere a presenca de rutina e
isoquercitrina e a analise por CLAE sugere a presenca de um derivado de vitexina
como composto majoritério. As atividades bioldgicas como atividades antioxidante,
antimicrobiana e de inibigdo das enzimas tirosinase e a-amilase foram observadas
pela acdo do extrato, sendo este, uma potencial fonte de compostos com acgéo
farmacoldgica.

O extrato aquoso de M. chamissois apresentou boa atividade antioxidante
frente aos métodos e padrdes testados, sendo comparavel ao &cido ascorbico pelo
método do DPPH. Atividade antimicrobiana foi observada frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus e Candida albicans, pelo método de microdiluicdo. Assim
como para outras espécies de Miconia, o extrato ndo foi capaz de inibir o
crescimento de Escherichia coli.

A inibicdo das enzimas tirosinase e a-amilase foi positiva para ambas as
enzimas, apresentando o potencial do extrato na aplicabilidade em doencas como
hiperpigmentacéo e Diabetes Mellitus. Os resultados encontrados para as diferentes
atividade bioldgicas sdo sugeridos por ter relacdo com os teores de polifendis e
flavonoides encontrados na espécie. Quanto a citotoxicidade, o extrato ndo se
mostrou citotoxico frente as linhagens estudadas (HaCat, L929, Raw 264.7).

Os achados encontrados neste trabalho sugerem o potencial farmacologico
da planta, sendo necessarios mais estudos para elucidacdo dos compostos
presentes e como estes atuam nas atividade avaliadas. Este trabalho é uma
contribuicho com o estudo das plantas do género Miconia, da familia

Melastomataceae.
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7 PERSPECTIVAS

Muito ainda pode ser estudado com a espécie Miconia chamissois Naudin.
Devido ao potencial biolégico observado neste trabalho, outras metodologias e
diferentes abordagens podem ser investigados, como peroxidacéo lipidica, atividade
anti-inflamatoria e citotoxicidade frente a uma linhagem cancerigena.

O estudo fitoquimico da espécie deve ainda ser desenvolvido. Cromatografia
em camada delgada preparativa e analises por ressonancia magnética nuclear e
outros métodos de separacéo, isolamento e identificacdo de substancias, devem ser
realizados a fim de direcionar a elucidacdo dos compostos presentes na espécie,
bem como proporcionar padronizacdo e caracterizacdo do extrato. Os compostos
isolados podem ser ter suas atividades avaliadas, a fim de determinar para qual
substancia é atribuida as a¢6es observadas ou se € o sinergismo entre elas.

O estudo com fracdes e diferentes extratos produzidos com outros solventes,
como um extrato etandlico, pode contribuir positivamente para os achados da
espécie, assim como um estudo mais aprofundado das atividades encontradas neste

trabalho.
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