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RESUMO

A Mata Atlantica é um dos biomas brasileiros mais biodiversos e possui dominios
importantes, como 0s manguezais e restingas. Dentro das restingas, uma das familias
mais expressivas em numero de espécies € a familia Myrtaceae. Contudo, algumas
das espécies nunca foram estudadas do ponto de vista fitoquimico. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi determinar o perfil quimico das partes aéreas das espécies
Myrciaria tenella (DC.) O.Berg, Myrcia splendens (Sw.) DC, Myrcia neuwiedeana
(O.Berg) E.Lucas & C.E.Wilson. e Myrcia neobrasiliensis A.R.Lourenco & E.Lucas e
avaliar a capacidade antioxidante e de inibicdo de enzimas envolvidas na
metabolizacdo dos carboidratos,. O perfil quimico foi determinado por meio de
analises cromatograficas e espectrométricas, como GC/MS e ESI(-)FT-ICR MS. As
atividades biologicas foram determinadas por meio de métodos espectrofotométricos,
frente aos radicais sintéticos ABTS e DPPH e a atividade de inibicdo das enzimas foi
determinada frente duas enzimas, a a-amilase e a a-glicosidase. Foram analisados 0s
extratos brutos metandlicos das partes aéreas de cada espécie, bem como suas
respectivas fragBes hexanicas, diclorometandlica, acetato de etila e aquosas. Por
GC/MS foi possivel identificar a presenca de compostos sesquiterpénicos e
triterpénicos nas fracdes hexanicas. Da fracdo acetato de etila da espécie M.
neuwiedeana foi possivel isolar e identificar dois triterpenos pentaciclicos, a-amirina e
B-amirina. Pela técnica de ESI(-)FT-ICR MS foi possivel identificar diversos acidos
fendlicos e flavonoides nos extratos metandlicos e fragbes acetato de etila. Foram
identificadas a presenca de galato de metila e a4cido quinico em todas as espécies e
compostos como quercetina, miricetina, quercitrina, miricitrina e acidos triterpénicos
nas espécies do género Myrcia. Todas espécies apresentaram expressivas
capacidades antioxidantes, principalmente por parte dos extratos brutos e das fracoes
mais polares. As fracbes acetato de etila da M. splendens (ICso = 0,43 + 0,06 pg/mL)
e da M. neobrasiliensis (ICso = 0,42 £ 0,09 pg/mL) foram as mais ativas no ensaio com
o radical ABTS, apresentando atividade antioxidante estatisticamente semelhante ao
padréo de acido galico (ICso = 0,31 + 0,02 pg/mL). Na analise de inibigcdo das enzimas,
todos os extratos brutos foram capazes de inibir a a-glicosidase, sendo o extrato de
M. splendens o mais ativo (ICso = 2,96 + 0,16 pug/mL), e as fragbes mais polares foram
as mais ativas frente a a-amilase, sendo que as fracdes aquosas da M. splendens
(ICs0 = 1,61 + 0,12 pg/mL) e da M. neuwiedeana (ICso = 5,74 = 0,79 pg/mL)
apresentaram os melhores resultados dentre elas, com atividades préximas ao do
padrao de acarbose (ICso = 1,41 + 0,26 pg/mL). O presente trabalho relatou pela
primeira vez aspectos quimicos e atividades biologicas apresentados por essas
espécies, com resultados que demonstraram uma grande diversidade quimica e
promissores resultados biolégicos, o que reafirma a grande importancia das espécies
da familia Myrtaceae e contribui diretamente para o conhecimento da flora brasileira.

Palavras-chaves: Myrtaceae; fitoquimica, atividades biol6gicas.



ABSTRACT

The Atlantic Forest is one of the most biodiverse Brazilian biomes and has important
domains, such as mangroves and restingas. Within the restingas, one of the most
expressive families in terms of number of species is the Myrtaceae family. Some of the
species have never been studied. Therefore, the objective of this work was to
determine the chemical profile of the species Myrciaria tenella (DC.) O.Berg, Myrcia
splendens (Sw.) DC, Myrcia neuwiedeana (O.Berg) E.Lucas & C.E.Wilson. and Myrcia
neobrasiliensis A.R.Lourenco & E.Lucas and to evaluate the antioxidant capacity and
inhibition of enzymes involved in the metabolism of carbohydrates. The chemical
profile was determined by chromatographic and spectrometric analyses, such as
GC/MS and ESI(-)FT-ICR MS. Biological activities were determined by
spectrophotometric methods, where the antioxidant activity was measured against
ABTS and DPPH synthetic radicals and the enzyme inhibition activity was determined
against two enzymes, a-amylase and a-glucosidase. The crude methanolic extracts of
the aerial parts of each species were analyzed, as well as their respective hexane,
dichloromethanolic, ethyl acetate and aqueous fractions. By GC/MS it was possible to
identify the presence of sesquiterpenic and triterpenic compounds in the hexane
fractions. In the ethyl acetate fraction of the species M. neuwiedeana it was possible
to isolate and identify two pentacyclic triterpenes, a-amyrin and B-amyrin. In the ESI(-
)FT-ICR MS technique it was possible to identify several phenolic acids and flavonoids
in methanol extracts and ethyl acetate fractions. The presence of methyl gallate and
quinic acid was identified in all species and compounds such as quercetin, myricetin,
quercitrin, myricitrin and triterpenic acids in the species of the genus Myrcia. All species
showed excellent antioxidant capacities, mainly from the crude extracts and the more
polar fractions. The ethyl acetate fractions of M. splendens (ICso = 0.43 + 0.06 pug/mL)
and M. neobrasiliensis (ICso = 0.42 + 0.09 pug/mL) were the most active in the assay
with the ABTS radical, showing antioxidant activity statistically similar to the standard
for gallic acid (ICso = 0.31 + 0.02 pg/mL). In the enzyme inhibition analysis, all crude
extracts were able to inhibit a-glucosidase, with the M. splendens extract being the
most active (ICso = 2.96 + 0.16 pg/mL), and the polar fractions were the most active
against a-amylase, where the aqueous fractions of M. splendens (ICso = 1.61 + 0.12
pg/mL) and M. neuwiedeana (ICso = 5.74 = 0.79 pg/ mL) showed the best results
among them with activities close to the acarbose pattern (ICso = 1.41 + 0.26 pg/mL).
The present work reported for the first time chemical aspects and biological activities
presented by these species, with results that demonstrated a great chemical diversity
and promissing biological results, which reaffirms the great importance of the species
of the Myrtaceae family and directly contributes to the knowledge of the Brazilian flora

Keywords: Myrtaceae; phytochemistry; biological activities.
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1 INTRODUCAO

Produtos obtidos de fontes naturais sdo utilizados pela populagéo para o tratamento
e cura de enfermidades desde o inicio das civilizacdes, formando a base dos sistemas
medicinais tradicionais e modernos (RISHTON, 2008). Os sistemas tradicionais
baseados na utilizagéo de plantas continuam a desempenhar um papel essencial no
cuidado a saude e seu uso por diferentes culturas ja estd amplamente documentado
e influenciam, até os dias atuais, a medicina moderna como conhecemos (WALKER,
2013).

A Medicina Tradicional Indiana e a Medicina Tradicional Chinesa séo as tradicdes
mais antigas ainda vivas e ativas. Ambos os sistemas visam promover a melhora da
qualidade de vida e da saude da populacdo por meio de estratégias terapéuticas com
abordagem holistica. Além disso, tratam-se de sistemas medicinais voltados para a
cura por meio da natureza, onde o principal foco esta no paciente e ndo na doenca,
ao contrario do que é observado hoje na medicinal ocidental moderna
(PATWARDHAN et al., 2005).

Outro sistema medicinal de extrema importancia e com implicagdes diretas na
medicina moderna € a medicina tradicional indigena. Por meio da colonizagéo
portuguesa, os conhecimentos medicinais dessas popula¢cdes foram disseminados
pela Europa, onde cirurgides, farmacéuticos e fisicos empregaram e adotaram
métodos curativos e plantas medicinais utilizadas por essa populacdo, contribuindo
assim para a expanséo e disseminacéo do conhecimento médico indigena. A partir da
utilizacdo de plantas curativas por essas populacdes, foram descobertos e/ou
originados diversos medicamentos que, ainda hoje, sdo utilizados na terapéutica.
Dentre as diversas plantas medicinais indigenas que foram adotadas e exportadas
pelos colonizadores portugueses estdo os derivados do cacau, como a manteiga de
cacau utilizada para tratar doencas de pele, a ipecacuanha, que possui propriedades
eméticas, a copaiba, um excelente anti-inflamatorio, dentre diversos outros produtos
medicinais (WALKER, 2013).

Uma das maiores contribuicdes para a humanidade foi a descoberta da quinina, um
farmaco antimalarico inicialmente isolado da casca de espécies de Cinchona (ex.:

Cinchona officinalis). A casca dessa espécie é utilizada por grupos indigenas da
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regido amazonica para o tratamento de febre e da propria maléaria. Foi, entdo, a partir
dessa utilizacdo que estudos foram sendo realizados possibilitando o isolamento da
quinina em 1820, o que viabilizou a sintese desta e de outras moléculas para a mesma
finalidade, como a cloroquina e mefloquina, que foram introduzidas como tratamento
da malaria em meados do século 20 (Figura 01) (CRAGG; NEWMAN, 2013).
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Figura 01 — Estruturas quimicas da quinina e seus derivados, cloroquina e mefloquina.

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do mundo que, associada a uma rica
diversidade étnica e cultural, que detém um valioso conhecimento tradicional
associado ao uso de plantas medicinais, tem o potencial necesséario para
desenvolvimento de pesquisas com resultados em tecnologias e terapéuticas
apropriadas (BRASIL, 2006).

O pais conta com seis diferentes biomas terrestres com caracteristicas distintas.
Dentre eles estd a Mata Atlantica, principal bioma do Espirito Santo.

A Mata Atlantica é composta por formacdes florestais nativas e ecossistemas
associados, como manguezais e vegetacdes de restinga. E o bioma predominante do
litoral brasileiro e, segundo o Ministério do Meio Ambiente, originalmente ocupava
mais de 1,3 milhdes de km? em 17 estados brasileiros, porém atualmente sé resta
cerca de 29% de sua cobertura original. Estima-se que existam cerca de 20 mil
espécies vegetais neste territorio (cerca de 35% das espécies brasileiras), incluindo
espécies em extincdo e espécies endémicas (BRASIL, 2020). Com isso, a
conservagcao desse bioma e a recuperagdo da vegetacdo nativa tornam-se
fundamentais para a sociedade brasileira para isso, existem leis de prote¢cdo como as
Areas de Preservacdo Permanente e Reserva Legal (Codigo Florestal — Lei n°
12.651/2012) e Unidades de Conservacgao (SNUC — Lei n°® 9,9985/2000), além da Lei



20

da Mata Atlantica (Lei n° 11.428/2006) regulamentada pelo decreto n°® 6.660/2008
(BRASIL, 2020).

Associadas ao dominio da Mata Atlantica estdo as restingas, ecossistema
reconhecido como um dos hotspots de biodiversidade mais ameacados do mundo.
Estas compreendem um conjunto geomorfolégico formado por sedimentos arenosos
de origem marinha e fluviomarinha, com diversas formagdes como barras, espordes
e planicies ao longo do litoral do Brasil. Abrigam um mosaico de comunidades vegetais
distintas com grande diversidade ecologica, que apresentam formacdes vegetais
herbaceas, arbustivas e arboreas (MELO JUNIOR; BOEGER, 2015; THOMAZI et al.,
2013).

Apesar de sua grandeza, 0os ecossistemas litoraneos sdo os que mais sofrem com
acfes humanas. Grande parte de sua destruicdo se da devido aos avancos da
urbanizacado, especulagcdo imobiliaria, ocupacao indevida, deposicédo irregular de lixo
e do turismo predatério que diminuem a cobertura vegetal desses locais (SILVA, 2012;
THOMAZI et al., 2013). Os esfor¢cos dos cientistas em busca do conhecimento da
diversidade, do funcionamento e da capacidade de recuperagéo desses ecossistemas
vem sendo superados, até o momento, pela velocidade de destruicdo da costa
brasileira (SA, 2002).

Devido a intervencdo humana e destruicdo desenfreada, supde-se que muitas
espécies vegetais que nunca foram descritas ou estudadas ja ndo existam mais.
Sendo assim, com a extingdo de diversas espécies houve grandes perdas em termos
de variedade molecular e no entendimento da interacdo dos seres vivos com 0 meio
(SILVA, 2012). Hoje, legalmente, as restingas sdo consideradas Areas de Protecéo
Permanente - APPs (Lei 4.771/65 do Codigo Florestal, art. 2°), resistindo, até o
momento, aos constantes ataques por parte do Governo Federal e descaso por parte

da populacéo.

Apesar de toda a destruicdo e perda, ainda é possivel encontrar &reas remanescentes
da Mata Atlantica no territério do Espirito Santo, como por exemplo, as restingas do
litoral e as area de preservacdo (THOMAZI et al., 2013) Com isso, surge a
necessidade de estudos descritivos da flora capixaba, bem como avaliagao
fitoquimica das espécies presentes nesta, para que seja possivel conhecer cada vez

mais suas peculiaridades e assim preservar o que ainda resta.
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1.1 FAMILIA MYRTACEAE

A Familia Myrtaceae encontra-se distribuida em todo territério brasileiro, entretanto é
na Mata Atlantica que as espécies desta familia se destacam devido sua grande
diversidade (LOURENCO; BARBOSA, 2012). E uma familia nativa ndo endémica do
Brasil, que compreende cerca de 150 géneros e aproximadamente 6 mil espécies
aceitas a nivel mundial, distribuidas principalmente na América tropical, sul da
Australia e sudeste asiatico (MORESCO et al., 2014).

No Brasil, sdo citados 24 géneros e cerca de 1000 espécies pertencentes a essa
familia, das quais 50% s&do endémicas da Mata Atlantica, englobando uma grande
variedade de plantas cultivadas para fins econbmicos, ornamentais e alimenticios
(MORESCO et al., 2014). Na familia destacam-se espécies com producédo de frutos
comestiveis muito apreciados pela populacdo como a goiaba (Psidium guajava), a
jaboticaba (Myrciaria cauliflora) e a pitanga (Eugenia uniflora), outros exemplos de
espécies com elevado poder econdmico sdo os eucaliptos (principalmente o
Eucalyptus globulus) utilizados na extracdo madeireira e producdo de papel e
derivados, o cravo-da-india (Syzygium aromaticum) utilizado como especiaria. Essas
espécies traduzem uma pequena fragdo do grande potencial dessa familia, que possui
uma das biodiversidades mais importantes da Mata Atlantica (GRESSLER; PIZO;
MORELLATO, 2006; MORAIS; CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014).

Apesar do grande numero de espécies, da grande importancia para a economia do
pais e constituicdo da Mata Atlantica, poucas sao as espécies empregadas para fins
medicinais (CRUZ; KAPLAN, 2012). Entretanto, algumas espécies dessa familia sdo
utilizadas para tratamento da diabetes, de distarbios gastrointestinais (principalmente
como antidiarreico), estados hemorragicos, como redutoras de colesterol, anti-
inflamatorias, antirreumaticas e empregadas em doencas infecciosas devido a
atividade antimicrobiana promovida principalmente por seus 6leos essenciais (CRUZ;
KAPLAN, 2012; STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011). Estas atividades vém
sendo relacionadas com a presenca, principalmente, de fendis, carotenoides, taninos

e terpenos nas espécies desta familia (APEL et al., 2010).
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Poucos estudos etnomedicinais, fitoquimicos e farmacolégicos existem sobre essa
importante familia, porém, € possivel encontrar relatos na literatura apontando que a
familia Myrtaceae se trata de um grupo quimicamente diverso (CRUZ; KAPLAN, 2012;
SCALVENZI et al., 2017). Algumas espécies ja se mostraram capazes de acumular
compostos fendlicos e terpenos oxigenados. Em geral, os 6leos essenciais
apresentam uma predominancia de sesquiterpenos ciclicos e monoterpenos, em
menor quantidade. Os resultados obtidos até o0 momento demonstraram que esses
Oleos exibem importantes atividades biolégicas, como antimicrobiana, larvicida, anti-
inflamatoria e antioxidante (STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011).

Além disso, compostos como miricitrina, rutina, kaempferol, quercetina, acido cafeico,
acido clorogénico e acido quinico ja foram identificadas em algumas espécies da
familia Myrtaceae. Essas substancias s&o geralmente associadas a atividades
antioxidantes promovidas por extratos de plantas medicinais, principalmente devido a
capacidade destas em capturar radicais livres, proteger contra a peroxidacao lipidica
e remover espécies reativas de oxigénio (Figura 02) (MORESCO et al.,, 2014,

SALVADOR et al., 2011).

Mesmo com a escassez de estudos, € possivel observar o grande potencial quimico
e bioldgico dessa familia, que por si sé ja justificam a preservacdo das florestas
tropicais, principalmente por se tratar de uma promissora fonte de compostos

bioativos.

No Espirito Santo, Myrtaceae esta entre as familias mais ricas em numeros de
espécies nas restingas. Ao norte do estado, nas regides de Conceicao da Barra e Sao
Mateus, foram registradas 52 espécies distribuidas em 10 géneros. Assim como no
resto do pais, 0os géneros mais representados sdo o Eugenia e Myrcia, mas as
espécies ndo se limitam a estes (GIARETTA,; PEIXOTO, 2015).
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Figura 02 — Estruturas quimicas de compostos identificados em espécies da familia
Myrtaceae.

1.1.1 Género Myrciaria

As espécies do género Myrciaria podem ser encontradas em diferentes biomas
brasileiros, como Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, por exemplo. Esse género
contém cerca de 99 espécies conhecidas, sendo 21 nativas do Brasil (BORGES;
CONCEICAO; SILVEIRA, 2014). Algumas espécies produzem frutos carnosos que
sdo consumidos na forma de sucos, geleias, licores e sorvetes, como as

“‘jaboticabeiras” (Myrciaria cauliflora e Myrciaria jaboticaba), que além de nutritivos
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apresentam propriedades medicinais, como atividade antioxidante, e séo utilizados na
medicina tradicional para tratamento de hemoptise, asma, diarreia e tonsilite crénica
(ABE; LAJOLO; GENOVESE, 2012; PLAGEMANNA et al., 2012).

Na literatura € possivel encontrar estudos descrevendo a atividade antioxidante,
antibacteriana e hipoglicémica de Myrciaria dubia (camu-camu) (AKTER et al., 2011),
atividade anticolinesterase de M. floribunda (camboim) (TIETBOHL et al., 2012) e
atividade antioxidante e antiproliferativa de M. cauliflora e M. jaboticaba (jaboticaba)
(LEITE-LEGATTI et al., 2012).

Sabe-se que, quimicamente, espécies desse género sdo capazes de apresentar altos
teores de compostos fenodlicos, como rutina, acido galico, acido elagico e quercetina
(Figura 02, pag. 20; Figura 20, pag. 54), além de terpenos. Oleos essenciais de
Myrciaria spp. ja foram analisados e 0s compostos majoritariamente encontrados
foram sesquiterpenos, como B-cariofileno e éxido cariofileno (Figura 03) (BORGES;
CONCEICAO; SILVEIRA, 2014).
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Figura 03 — Compostos comumente encontrados em espécies do género Myrciaria.

1.1.1.1 Espécie Myrciaria tenella (DC.) O.Berg

Sinonimia botanica: Eugenia tenella DC. ou Myrciaria undulata O.Berg.

Myrciaria tenella (DC.) O.Berg (Figura 04) é popularmente conhecida como “cambui”
ou “camboim” e comumente encontrada em zonas ribeirinhas e varzeas da regiao
sudeste do pais (MONTEIRO et al., 2016). E uma espécie nativa, ndo endémica do
Brasil, que possui a menor dimenséo foliar dentre as Myrtaceae de areas de restinga
do Espirito Santo, geralmente de porte arbustivo e bastante ramificada, com producéo
de frutos comestiveis (MONTEIRO et al., 2014). E utilizada como anti-inflamatério e
consumida pela populagdao devido a producdo de frutos adocicados (GAMA et al.,

2017). Apresenta as seguintes caracteristicas morfologicas:
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Arbustos ou arvores 1-5m. Casca lisa com depressdes, ritidoma se
desprendendo em laminas irregulares de borda arredondada. Indumento
pubérulo-esbranquicado nos ramos jovens e peciolo, glabrescente nas
folhas, hipanto glabro ou pubérulo. Laminas foliares 1-2,5 x 0,4-0,8 cm,
ovadas, as vezes elipticas, discolores in vivo, cartaceas; apice agudo ou
atenuado; base aguda ou cuneada; nervura principal sulcada na face adaxial;
nervuras secundarias 10-18 pares, pouco visiveis na face abaxial,
inconspicuas na adaxial; nervura marginal 0,2-0,5 mm do bordo,
frequentemente inconspicua, margem plana ou discretamente revoluta;
glandulas translicidas visiveis na face abaxial, menos na adaxial; peciolos
0,8-1,5 mm compr. Fasciculo com eixo principal 0,5 mm compr., 1-4 flores;
bracteas 0,5 x 0,5 mm, orbiculares; antopoédios 1-1,5 x 0,5 mm; bractéolas 1
x 1-1,2 mm, ovadas ou suborbiculares, conadas na base, persistentes; botéo
1,5 x 1-1,2 mm; célice com lobos desiguais, livres no botédo, 2 maiores 1 x
1,4-1,5 mm, 2 menores 1 x 1-1,2 mm, suborbiculares, pubérulos na face
externa, glabro na interna; pétalas 1-1,5 x 1,3-1,6 mm, suborbiculadas,
glabras; estames até 5 mm compr.; estilete 5-5,5 mm compr., glabro; ovario
4-5 6vulos por l6culo. Frutos 6-8 mm diam., globosos, atropurplreos quando
maduros, sementes com testa coridcea, embrido conferruminado

(MONTEIRO et al., 2014).

Figura 04 — Folhas e frutos de Myrciaria tenella (DC.) O.Berg.
Fonte: Flora Digital do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina (fotografo Jodo Paulo
de Macaneiro). Disponivel em: http://floradigital.ufsc.br
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Estudos com a M. tenella ja demonstraram que esta espécie possui atividades anti-
inflamatoria (APEL et al.,, 2010), antimicrobiana (SCHNEIDER et al.,, 2008),
antimutagénica (FERREIRA; VARGAS, 1999), antioxidante e antiproliferativa
(RIBEIRO et al., 2019), devido, principalmente a presenca de flavonoides, terpenos e

saponinas.

1.1.2 Género Myrcia

Myrcia sensu lato ou Myrcia s.l. é considerado o maior género da familia Myrtaceae e
engloba quatro subgéneros tradicionais, Myrcia DC,. Marlierea Cambess,
Calyptranthes Sw. e Gomidesia O.Berg, compreendendo cerca de 750 espécies que
agora estdo em processo de sinonimizagdo com base em descobertas moleculares
recentes (CASCAES et al., 2015). No Brasil sdo encontradas aproximadamente 300
espécies de Myrcia, distribuidas em diferentes regides do pais (MORESCO et al.,
2014).

Myrcia spp. sado popularmente conhecidas como “plantas insulinicas” ou “insulina
vegetal’. Esses termos s&o geralmente utilizados para se referir as espécies M.
multiflora, M. salicifolia, M. uniflora, M. sylvatica, M. guianenses, M. amazbnica, dentre
outras, que também sao conhecidas como “pedra-ume-caa” (CASCAES et al., 2015).
Algumas sao comercializadas devido a ac&do hipoglicemiante apresentada, como a
Myrcia uniflora, que é vendida como tintura ou em capsulas para o tratamento da
diabetes (BATISTA et al.,, 2011). “Pedra-ume-caa” também sao utilizadas para
tratamento de diarreias, enterites, hemorragias e aftas. Outras espécies de Myrcia
também sdo utilizadas popularmente para o tratamento de outras condic6es, como:
M. bracteata para dispepsia (CASCAES et al., 2015), M. ovata para tratamento de
doencas gastrointestinais e gastrites (CANDIDO et al., 2010) e M. guaianensis para
neutralizar o veneno de cobras (SOUSA; SILVA, 2013).

Folhas, flores, galhos e frutos de Myrcia sdo capazes de produzir 6leos essenciais.
Geralmente, sesquiterpenos sdo 0S compostos majoritariamente encontrados, com
variadas concentracdes de monoterpenos e compostos alifaticos (MORESCO et al.,
2014). Os compostos terpinen-4-ol, linalol, a-terpineol e 3-cariofileno s&o comumente
associados as atividades antimicrobiana e anti-inflamatoria apresentadas por esses
Oleos essenciais (Figura 05) (CASCAES et al., 2015).
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Figura 05 — Monoterpenos encontrados nos 6leos essenciais de espécies de Myrcia.

Plantas do género Myrcia contém triterpenos e esteroides (GOTTLIEB; DA SILVA;
MAIA, 1972), além de acetofenonas, taninos e flavonoides glicosilados (YOSHIKAWA
et al., 1998), que podem atuar como inibidores da a-glicosidase e da aldose redutase.
Estudos prévios demonstraram que o extrato de M. sphaerocarpa foi capaz de inibir a
enzima a-amilase e extratos de M. rubella, M. variabilis, M. palustris e M. multiflora
foram capazes de inibir a enzima a-glicosidase (LIMA et al., 2018; MORESCO et al.,
2014; YOSHIKAWA et al., 1998).

Os compostos frequentemente identificados no género Myrcia englobam flavonoides
e flavonoides-O-glicosideo, como mirciacitrinas, miricitrina, quercitrina, quercetina e
miricetina, acidos organicos, como acido galico, acido quinico e derivados, e
acetofenonas-O-glicosideo, como mirciafenonas A e B (Figura 02, pag. 20; Figura 03,
pag. 21; Figura 20, pag. 54). Os compostos mirciacitrina | e mirciafenona B foram
isoladas na espécie Myrcia multiflora DC. (Figura 06) e apresentaram potente
atividade de inibicdo das enzimas a-glicosidase e aldose redutase (MATSUDA;
NISHIDA; YOSHIKAWA, 2002; YOSHIKAWA et al., 1998). Ou seja, a presenca de
flavonoides glicosilados e acetofenonas em espécies do género Myrcia pode ajudar a
explicar a utilizacdo tradicional de espécies desse género para o tratamento da
diabetes (CASCAES et al., 2015; YOSHIKAWA et al., 1998).



28

OH (e}
OH OH
OH
HO 0
(o] \\\\\ E
: OH
OH
OH [¢]
Mirciacitrina | Mirciafenona B

Figura 06 — Estrutura quimica dos compostos bioativos isolados em Myrcia multiflora

DC.

1.1.2.1 Espécie Myrcia splendens (Sw.) DC

Sinonimia botanica: Myrtus splendens Sw.

Myrcia splendens (Sw.) DC (Figura 07) € uma espécie nativa, ndo endémica do pais,

popularmente conhecida como “guamirim” ou “folha-miuda”. Pode ser encontrada do

México ao Sul do Brasil, distribuindo-se amplamente pela vegetacdo de restinga do
Espirito Santo (PONTES et al., 2019).

Sua descricao botanica encontra-se a seguir:

Arbustos ou &rvores 3-10 m. Casca &spera, estriada, ritidoma se
desprendendo em placas, casca interna vermelha. Indumento pubérulo a
pubescente, esbranquicado, nos ramos jovens, peciolo, inflorescéncia,
antopédio e mais denso no hipanto, glabrescente no fruto e na face abaxial
da folha. Laminas foliares 5-11 x 2-4 cm, elipticas, as vezes oblongas,
levemente discolores, cartaceas, nitidas na face adaxial; apice acuminado a
longo-acuminado; base aguda ou obtusa; nervura principal sulcada na face
adaxial; nervuras secundérias 18-26 pares evidentes em ambas as faces;
intersecundérias reticuladas, ténues; nervura marginal 1-2 mm do bordo,
intramarginal 0,2-0,4 mm do bordo, frequentemente inconspicua, margem
levemente revoluta; glandulas translicidas pouco visiveis em ambas as
faces; peciolos 3-6 mm compr. Panicula com eixo principal 3-9 cm compr., 2-
6 pares de ramificacdes opostas; bracteas 1,5 x 0,5, lanceoladas; antopddios
0,4-1 x 0,4 mm; bractéolas 0,8-2 x 0,3-0,5 mm, lanceoladas; botéo 2-3 x 1,8-
2 mm, globoso; calice com lobos desiguais, 3 menores 0,5 x 1 mm, ovados,
2 maiores 1 x 1 mm, suborbiculares, pubescentes ou pubérulos na face
externa, glabros na interna; pétalas 2 x 1,8-2 mm, suborbiculadas, pubérulas
na face externa, glabras na interna; estames até 4 mm compr., tecas
posicionadas na mesma altura, disco estaminal pubérulo; estilete 5-6 mm
compr., regido basal pubérula. Frutos 5-6 x 4-5,5 mm, elipticos, purplreos
guando maduros, sementes com testa coriacea (MONTEIRO et al., 2014).
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Figura 07 — Folhas e frutos de Myrcia splendens (Sw.) DC.
Fonte: Flora Digital do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina (fotografo Jodo Paulo
de Macaneiro). Disponivel em: http://floradigital.ufsc.br

Na literatura € possivel encontrar estudos que apontam as seguintes atividades
biolégicas promovidas pelas folhas desta espécie: atividade antifingica (PONTES et
al., 2019), atividade antimicrobiana (SCIO et al., 2012) e atividade antioxidante

(PONTES et al., 2019; SCIO et al., 2012).

Em estudos das folhas de M. splendens foram identificados miricitrina e rutina
(MORESCO et al., 2014), 4cido galico e quercitrina (GULDBRANDSEN et al., 2015) e
miricetina (CASCAES et al., 2015) (Figura 03, pag. 18; Figura 04, pag. 20). Contudo,
apesar da composi¢cdo quimica e desempenho de algumas atividades bioldgicas, nao
foram encontrados relatos da utilizacdo de M. splendens na medicina tradicional.

1.1.2.2 Espécie Myrcia neuwiedeana (O.Berg) E.Lucas & C.E.Wilson

Sinonimia botanica: Marlierea neuwiedeana (O.Berg) Nied. ou Rubachia neuwiedeana
O.Berg

Myrcia neuwiedeana (O.Berg) E.Lucas & C.E.Wilson (Figura 08) é um arbusto frutifero
nativo e endémico do Brasil, que pode ser encontrado nos estados da Bahia, Sergipe
e Espirito Santo. E uma espécie da Mata Atlantica que ocorre na faixa litoranea, mais

especificamente nas formagdes de restinga baixa (SANTOS et al., 2020).

Suas descricbes morfoldgicas estdo descritas abaixo:


http://floradigital.ufsc.br/
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Arbustos ou arvores 1-6 m. Casca aspera, sem ritidoma se desprendendo.
Indumento pubescente castanho-claro na inflorescéncia, denso no hipanto e
esparso nos frutos. Terminagdo dos ramos crescendo em organizacao
dicotdmica. Laminas foliares 5,5-12,5 x 2,5-6 cm, elipticas, raro obovadas,
discolores, cartaceas ou coriaceas; apice curto-acuminado, as vezes
acuminado; base obtusa ou aguda; nervura principal plana ou saliente na face
adaxial; nervuras secundarias 10-16 pares, evidentes na face abaxial, menos
na adaxial; nervura marginal 1-3 mm do bordo, intramarginal 0,5-1 mm do
bordo, frequentemente inconspicua, margem moderadamente revoluta;
glandulas translicidas visiveis na face adaxial, menos na abaxial; peciolos 5-
10 mm compr. Tirsoide com eixo principal 1-12 cm compr., 2-10 ramifica¢cfes
alternas, ocasionalmente opostas, terminadas por 3-4 flores sésseis
aglomeradas; bracteas 3-6 x 2,5-3,5 mm, ovada, geralmente envolvendo todo
o botéo; bractéolas 2-3 x 1,5-2 mm, ovadas, ndo conadas, persistentes; botéo
3-4 x 2,5-3 mm, obovado; calice deiscente por 4-6 lobos irregulares, 1,5-3 x
1,2 mm, pubérulo na face externa, glabro na interna; corola ausente; estames
até 6,5 mm compr., disco estaminal glabro; estilete 6-7 mm compr., glabro.
Frutos 4-10 mm diam., globosos, purpureos quando maduros, sementes com
testa cartacea (MONTEIRO et al., 2014).

VG Staggeme c;

Figura 08 — Folhas e frutos de Myrcia neuwiedeana (O.Berg) E.Lucas & C.E.Wilson.
Fonte: Reflora — Flora do Brasil 2020 (fotografa Vanessa Graziele Staggemeier).
Disponivel em: http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB603021

Durante a revisao de literatura ndo foi possivel encontrar nenhum estudo quimico ou

de avaliacdo das atividades bioldgicas da espécie M. neuwiedeana.

1.1.2.3 Espécie Myrcia neobrasiliensis A.R.Lourenco & E.Lucas

Sinonimia botanica: Calyptranthes brasiliensis Spreng.

Myrcia neobrasiliensis A.R.Lourenco & E.Lucas (Figura 09) possui uma ampla
distribuicdo no Brasil, podendo ser encontrada em grande parte do nordeste, todo o
sudeste, Goias, Parand e Santa Catarina. Se trata de outra espécie também
encontrada na restinga do litoral do Espirito Santo (SANTOS et al., 2020Db).


http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB603021
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Apresenta as seguintes caracteristicas morfologicas:

Arbustos ou arvores 3-12 m. Casca aspera, sem desprendimento do ritidoma.
Indumento pubescente-ferrugineo nos ramos novos, face abaxial da folha,
inflorescéncia, flores e frutos. Laminas foliares 3-9,5 x 1,3-5 cm, elipticas, as
vezes ovadas ou arredondadas, cartdceas a coriaceas; apice curto-
acuminado, agudo ou obtuso; base obtusa, as vezes aguda; nervuras
secundarias 13-20 pares, visiveis na face adaxial, pouco aparente na abaxial,
as vezes inconspicuas; nervura marginal 1,2-3 mm do bordo, intramarginal
0,3-1 mm do bordo; peciolos 2-7 mm compr. Tirsoide com eixo principal 3-8
cm compr., 2-3 ramificagcdes opostas terminadas por 3-7 flores sésseis,
aglomeradas; bracteas 2-3,5 x 1,6-2 mm, ovadas; bractéolas 1-2 x 0,5-1,2
mm, ovadas, caducas antes ou depois da antese; botdo 2,5-3 x 2 mm,
obovado; pétalas 4, 1,2-1,5 x 0,4-0,6 mm, estreito- obovadas, glabras;
estames até 5 mm compr.; estilete 5,5-7 mm compr. Frutos 3-4 x 3-5,5 mm,
globosos discretamente achatados nos pélos (MONTEIRO et al., 2014).

Figura 09 — Partes aéreas de Myrcia neobrasiliensis (Sin.: C. brasiliensis)

Fonte: Neotropical Plants image database - Specimen Zappi, D.C. 2473

Disponivel em:
http://www.kew.org/science/tropamerica/imagedatabase/largel/cat_single1-659.htm

Assim como a espécie M. neuwiedeana, durante o levantamento bibliogréafico, ndo foi
possivel encontrar nenhum estudo quimico ou biolégico da espécie M. neobrasiliensis.


http://www.kew.org/science/tropamerica/imagedatabase/large1/cat_single1-659.htm
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1.2 DIABETES MELLITUS: ESTRESSE OXIDATIVO E ABORDAGENS
TERAPEUTICAS

O Diabetes mellitus (DM) é classificada como uma sindrome metabdlica cronica
caracterizada por hiperglicemia pos-prandial persistente resultante de uma deficiéncia
ou resisténcia insulinica. A condicdo hiperglicémica persistente no diabetes
desempenha um papel predisponente para disfuncdo e faléncia de varios 6rgaos,
como rins, coracao, vasos sanguineos e olhos. Assim, o controle sustentado da
hiperglicemia é considerado importante para o tratamento eficaz do diabetes (WANG
et al., 2013).

Hoje, o DM se trata de um crescente problema de salude mundial. Em 2017, a
Federacao Internacional de Diabetes estimou que 8,8% da populacdo mundial com
idades entre 20 e 79 anos, aproximadamente 425 milhGes de pessoas, vivia com
diabetes e que até 2045 o numero poderia atingir 628,6 milhdes. O aumento dessa
prevaléncia do estd associado a diversos fatores, como sedentarismo, obesidade,
envelhecimento da populacao, dietas pobres em nutrientes e a maior sobrevida de

pessoas com diabetes (SBD, 2020).

O DM pode ser classificado como diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo
2 (DM2), diabetes mellitus gestacional e outros tipos de DM. Os tipos mais conhecidos
e de maior prevaléncia na populagdo mundial sdo o DM1 e o DM2, sendo o DM2 o
tipo mais comum, que corresponde a cerca de 90% de todos os casos de DM. E uma
doenca poligénica, com forte heranca familiar e que ainda ndo € completamente
esclarecida. A principal caracteristica fisiolégica apresentada por pacientes com DM2
€ a hiperglicemia persistente associada a reducdo da secrecdo de insulina pelo
pancreas e resisténcia & acdo da insulina circulante com posterior comprometimento
da captacdo de glicose em tecidos como o do figado, por exemplo. Sua ocorréncia
esta fortemente ligada a fatores ambientais, como héabitos dietéticos e auséncia de
atividade fisica, que geralmente estdo associados a obesidade, que € um dos maiores
fatores de risco para desenvolvimento do DM, e ao aumento da idade, pois geralmente

acomete pacientes idosos (ADA, 2005).

Além destes, 0 estresse oxidativo causado pelo desbalanco entre a producéo de
espécies reativas e o sistema antioxidante endégeno também vem sendo associados

ao desenvolvimento e progressdo do DM. Estudos demonstram que o0 estresse
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oxidativo atua na patogenia do diabetes por meio da alteracéo de sistemas enzimatico,
na peroxidacdo lipidica, reducdo dos niveis de compostos antioxidantes e no
comprometimento da metaboliza¢do de algumas enzimas. Além disso, a hiperglicemia
descontrolada associada ao estresse oxidativo induz o surgimento de complicagbes
microvasculares, como neuropatias, retinopatias e nefropatias, ou macrovasculares,
como alteracbes cardiacas e coronarianas, doenca vascular periférica,
hipercolesterolemia, aterosclerose e derrame (ASMAT; ABAD; ISMAIL, 2016).

Os radicais livres ou espécies reativas, responsaveis pelo estresse oxidativo, sdo
entidades quimicas instaveis e altamente reativas, que possuem vida curta e contém
um ou mais elétrons desemparelhados. S&o de dois principais tipos, as espécies
reativas de oxigénio (EROs), como os radicais superéxido (Oz2), peroxido de
hidrogénio (H202), hidroxila (OH") e oxigénio singlete (102), e as espécies reativas de
nitrogénio (ERNS), derivadas do 6xido nitrico (NO). Estes radicais sdo considerados
como um mal necessario para a sinalizacdo envolvida no processo natural de
diferenciacdo e migracdo celular, pois sao fisiologicamente formadas pelo
metabolismo humano. Entretanto, os radicais livres também sdo capazes de promover
danos as células, transferindo o elétron desemparelhado e resultando na oxidacéo de
componentes e moléculas celulares importantes. Em condi¢cbes normais, existe um
equilibrio entre esses agentes e o0s sistemas de defesa antioxidante, como as enzimas
superéxido desmutase (SOD) e a glutationa (GSH) que séo originadas pelo préprio
organismo, e as micromoléculas, como os carotenoides e tocoferdis, obtidos pela dieta
(SIES; BERNDT; JONES, 2017).

Entretanto, condices como obesidade e estresse podem levar ao desbalanco desse
equilibrio e favorecer o surgimento de diversas doencas. Na aterosclerose, por
exemplo, ocorre um quadro peroxidacao lipidica descontrolada que agride as paredes
das artérias e veias, facilitando o acumulo desses lipideos, podendo evoluir para um
guadro de infarto do miocéardio, trombose ou acidente vascular encefalico. Na propria
DM2, o estresse oxidativo funciona como um elo de ligagdo entre as caracteristicas
fisiopatoldgicas tipicas e a progressdo das complicacbes tardias da doenga, como
mencionado anteriormente (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O tratamento atual do DM2 ocorre por meio de mudancas de habitos, entretanto,
quando apenas a insercdo de atividade fisica e a adocdo de uma alimentacao

adequada nao sao suficientes para o controle glicémico, o tratamento farmacoldgico
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€ iniciado. Existem diversas abordagens terapéuticas que podem ser utilizados para
essa finalidade, como por exemplo: utilizacdo de sensibilizadores da ac&o da insulina,
como a metformina, anti-hiperglicemiantes, como inibidores das enzimas a-amilase e
da a-glicosidase, secretagogos, como as sulfonilureias, ou até mesmo a prépria
insulina (CHENG; FANTUS, 2005).

Independente da abordagem farmacoldgica, seja ela utilizada para aumento da
secrecdo de insulina ou estimulo a perda de peso, o intuito final destas terapias
atualmente € o mesmo: a reducdo dos niveis glicémicos. Como dito anteriormente,
uma dessas abordagens é a promocdo da inibicdo das enzimas envolvidas na

metaboliza¢do dos carboidratos, dentre elas a a-amilase e a a-glicosidase.

As enzimas a-amilases sdo enzimas monoméricas que formam a familia das
endoamilases e podem ser encontradas em animais, plantas e microrganismos que
utilizam carboidratos como fonte de energia, como o amido e o glicogénio. No
processo de digestdo, essas enzimas sao secretadas pelas glandulas salivares e
pancreéticas e responsaveis por catalisar a hidrélise das ligagfes glicosidicas a-1,4
desses polissacarideos, originando moléculas de maltoses e oligossacarideos
(TAKAHAMA; HIROTA, 2018).

Dando continuidade ao processo de degradacédo, ha a atuagdo das enzimas a-
glicosidases presentes nas microvilosidades do intestino. Essas enzimas sao
essenciais na metabolizacdo dos carboidratos pois atuam na clivagem das ligacdes
a-1,4 dos oligossacarideos e maltoses, originando as moléculas de monossacarideos
gue séo absorvidas pelo organismo para geracao de energia, como no caso, a glicose
(TAKAHAMA; HIROTA, 2018; YIN et al., 2014). Portanto, a inibicdo dessas enzimas
retarda o metabolismo dos carboidratos com consequente reducéo da glicemia pés-

prandial, o que é desejavel em pacientes com a DM2.

Os hipoglicemiantes disponiveis, como a acarbose, miglitol e voglibose, sdo potentes
inibidores da enzima a-glicosidase e também sdo capazes de atuar sobre a enzima a-
amilase (Figura 10). Contudo, alguns efeitos colaterais apresentados por essa terapia
ocasionam a nao adesdo dos pacientes, como 0s efeitos gastrointestinais que
frequentemente se apresentam na forma de flatuléncia, diarreia e dor abdominal
(SAHA; VERMA, 2012).
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Figura 10 — Estruturas quimicas das substancias utilizadas no tratamento da Diabetes
mellitus.

Dessa forma, a busca por compostos que apresentem a capacidade de inibir essas
enzimas e consigam atuar com menos efeitos colaterais € imprescindivel. Estudos
recentes mostram que polifendis de origem vegetal ttm se mostrado benéficos para a
saude humana, tanto por reduzirem o estresse oxidativo quanto pela capacidade de
inibir essas enzimas. Ao contrario da acdo antioxidante desses compostos, 0sS
mecanismos pelos quais sdo capazes de atuar como inibidores ainda séo incertos.
Entretanto, essa capacidade apresentada impulsiona a continuidade dos estudos de
espécies vegetais em busca de inibidores mais especificos para o tratamento do DM,
uma vez que, dentro da propria cultura brasileira existem diversas espécies

popularmente utilizadas para essa finalidade.

Com isso, diante do potencial quimico e farmacolégico dos géneros Myrciaria e
Myrcia, da necessidade de identificar espécies e moléculas bioativas e da importancia
de se conhecer a flora brasileira, em especial a flora das restingas do Espirito Santo,
as espeécies Myrciaria tenella (DC.) O.Berg, Myrcia splendens (Sw.) DC, Myrcia
neuwiedeana (O.Berg) E.Lucas & C.E.Wilson. e Myrcia neobrasiliensis A.R.Lourenco

& E.Lucas foram selecionadas para a realizagdo um estudo fitoquimico biomonitorado.
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2 OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os perfis quimicos das partes aéreas de Myrciaria tenella (DC.) O.Berg,
Myrcia splendens (Sw.) DC, Myrcia neuwiedeana (O.Berg) E.Lucas & C.E.Wilson. e
Myrcia neobrasiliensis A.R.Lourenco & E.Lucas e determinar as capacidades

antioxidante e de inibicdo das atividades das enzimas a-amilase e a-glicosidase.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e/ou identificar compostos quimicos presentes nas espécies estudadas;
Avaliar a capacidade antioxidante in vitro;
Avaliar a capacidade de inibir a atividade da enzima a-amilase in vitro;

Avaliar a capacidade de inibir a atividade da enzima a-glicosidase in vitro;
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas, incluindo folhas e galhos, de Myrciaria tenella (DC.) O. Berg, Myrcia
splendens (Sw.) DC, Myrcia neuwiedeana (O. Berg) E. Lucas & C. E. Wilson e Myrcia
neobrasiliensis A. R. Lourengo & E. Lucas foram coletadas no dia 15 de maio de 2019
no municipio de Sdo Mateus — ES. O material vegetal foi identificado pelo Prof. Dr.
Luis Fernando Tavares de Menezes e as exsicatas 4152 (M. tenella), 4082 (M.
slendens), 7527 (M. neobrasiliensis) e 8534 (M. neuwiedeana) foram depositadas no
Herbario SAMES da Universidade Federal do Espirito Santo, Campus de Sdo Mateus
(CEUNES). Além disso, todo o material vegetal foi devidamente cadastrado no
Sistema Nacional de Gestédo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado (SisGen).

3.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS E FRACOES

Apds a coleta, os materiais vegetais das quatro espécies foram submetidos a
dessecacado em estufa a 40 °C, por cerca de dois dias, e posteriormente pulverizadas
em moinho de facas. O p6 obtido foi submetido a maceragéo utilizando metanol como
solvente extrator até o esgotamento. ApGs 0 processo de extracdo, o material foi
filtrado e o solvente eliminado sob pressao reduzida. Assim, foram obtidos os extratos
metandlicos brutos de M. tenella (MT), M. splendens (MS), M. neuwiedeana (MN) e
M. neobrasiliensis (MNB), que foram conservados em refrigerador para posterior

realizacdo dos ensaios biologicos.

Os extratos metandlicos foram submetidos a particéo liquido-liquido, separadamente,
a fim de se obter fragGes enriquecidas de diferentes polaridades (Figura 11). Cerca de
2 g de extrato bruto foram solubilizados em uma solucédo de metanol e agua (7:3) e
particionados utilizando diclorometano. A partir desse processo foi observado a
formacao de duas fases: a fase diclorometanica e a fragdo hidrometanolica. A fracéo
diclorometénica, previamente concentrada em rotaevaporador foi novamente
dissolvida em solucdo de metanol, e posteriormente foi particionada com hexano e,
assim, apos a concentracdo em rotaevaporador, foram obtidas as fracoes hexanica e
diclorometandlica. A fase hidrometandlica foi submetida a evaporacdo sob presséo

reduzida afim de eliminar o metanol ali presente, originando assim a fase aquosa. A



38

esta fase foi adicionado acetato de etila e por particdo foram obtidas as fracGes acetato

de etila e aquosa.

( Material vegetal '

A

€TRATO METAN()LI@

Fase hidrometandlica

Fase diclorometanica

o o

‘ ‘ Fase aquosa
FRAGAO FRAGAO
HEXANICA DICLOROMETANOLICA
o MACERAGAO COM METANOL FRACAO FRACAO
. ACETATO DE ETILA AQUOSA
DISSOLUCAO EM MetOH/H,0 (7:3) Q

PARTICAO COM DICLOROMETANO

DISSOLUGAQ EM MetOH
PARTICAO COM HEXANO

o ELIMINACAO DO MetOH

e PARTICAO COM ACETATO DE ETILA

Figura 11 — Esquema representando os procedimentos de maceracdo e particao
liguido-liquido realizados para a obtencdo dos extratos brutos e fragfes enriquecidas
das partes aéreas de M. tenella, M. splendens, M. neuwiedeana e M. neobrasiliensis.

Dessa forma foram obtidas as fragbes hexéanicas de M. tenella (MTH), M. splendens
(MSH), M. neuwiedeana (MNH) e M. neobrasiliensis (MNBH); as fragbes
diclorometandlicas de M. tenella (MTD), M. splendens (MSD), M. neuwiedeana (MND)
e M. neobrasiliensis (MNBD); as fases acetato de etila de M. tenella (MTAc), M.
splendens (MSAc), M. neuwiedeana (MNAc) e M. neobrasiliensis (MNBACc); e as
fracbes aquosas de M. tenella (MTAQ), M. splendens (MSAQ), M. neuwiedeana
(MNAQ) e M. neobrasiliensis (MNBAQ).
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3.3 DETERMINACAO DO PERFIL QUIMICO
3.3.1 Triagem fitoquimica preliminar dos extratos brutos metandlicos

Os extratos metandlicos das quatro espécies, MT, MS, MN e MNB, foram submetidos
a triagem fitoquimica preliminar para a deteccdo dos principais metabdlitos
secundérios. Por meio de reacfes qualitativas especificas de precipitacdo, formacéo
de espuma, alteracéo de coloracéo ou desenvolvimento de fluorescéncia, foi avaliada
a presenca de flavonoides, saponinas, cumarinas, taninos, alcaloides, triterpenos e
esteroides (CUNHA, 2010).

Para a deteccao de flavonoides foram realizadas duas reacdes especificas: reacéo de
Shinoda (cianidina) e a rea¢do com cloreto de aluminio (AICI3). Na reacao de Shinoda,
2 mL da amostra diluida em etanol foram colocados em um tubo de ensaio e, em
seguida, foram acrescentados fragmentos de magnésio metalico e 1 mL de acido
cloridrico concentrado. O desenvolvimento de coloracdo vermelha indica reacéo
positiva. Na reacdo com cloreto de aluminio, foram adicionados 1 mL da amostra
diluida em etanol e gotas de AICIz & 2% p/v em etanol, em uma capsula de porcelana.
A céapsula foi aquecida em banho maria até a completa evaporacdo do solvente.
Posteriormente, a capsula foi observada sob luz ultravioleta para observacédo da

fluorescéncia.

Para a deteccdo de saponinas, uma aliquota da amostra foi diluida em etanol
formando uma solucéo final de 10 mL. A essa solucdo foram adicionados 10 mL de
agua destilada. Para neutralizar essa solucéo, carbonato de sédio foi adicionado gota
a gota até que a solucao atingisse a neutralidade. A solucéo foi, entdo, aquecida até
a ebulicdo e, ap6s o resfriamento, 2 mL da solucdo foram transferidos para uma
proveta de 100 mL, que teve seu volume completado com agua destilada. Em seguida,
a proveta foi submetida a forte agitacao vertical durante 40 segundos. ApOs repouso
de 10 minutos, foi observado se houve o aparecimento de espuma persistente com

mais de 1 cm de altura.

Para a identificacdo de cumarinas, duas gotas da amostra diluida em etanol foram
aplicadas em um papel de filtro, em locais distintos. Apos secagem, uma gota de
hidroxido de potassio foi adicionada em cima de uma das gotas do extrato. O papel,

seco, foi exposto a luz ultravioleta para observacao de manchas fluorescentes.
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Para a identificacdo de taninos, duas reacdes foram realizadas. Para isso, uma
aliquota da amostra foi diluida em etanol, formando aproximadamente 5 mL de
solucéo no total. Em dois tubos de ensaio foram colocados 3 mL da amostra diluida.
Para a primeira reacédo, adicionou-se ao primeiro tubo de ensaio 5 mL de cloreto de
sédio a 2% e 5 mL de solucdo de gelatina 1%. Para a segunda reacéao, foram
adicionados ao segundo tubo de ensaio, 2 gotas de acido cloridrico a 10 % e 2 gotas
de sal de alcaloide (solucdo de cafeina). Foi observado se houve formacdo de
precipitado branco, que indica a presenca de taninos.

A caracterizacado de alcaloides foi realizada a partir da adicdo de 1 mL da amostra
diluida em etanol e 1 mL de acido cloridrico concentrado, em um tubo de ensaio, onde
foram acrescentadas gotas do reagente de Dragendorff, a fim de observar a formagéo

de precipitado laranja.

As reagdes de Liebermann-Burchard e Salkowski foram realizadas a fim de detectar
esteroides e triterpenos nas amostras. Para a realizacéo da reacéo de Liebermann-
Burchard, uma aliquota da amostra foi diluida com etanol. Dessa aliquota, 1 mL foi
transferido para um tubo de ensaio onde 3 gotas de cloroférmio, 2 mL de anidrido
acético e 3 gotas de acido sulftrico foram adicionados. O desenvolvimento de uma
coloracdo castanho-avermelhado indica a presenca de triterpenos e a coloragao azul-
esverdeado indica a presenca de esteroides. Na reacdo de Salkowski, 2 gotas de
acido sulfarico concentrado foram adicionadas a 1 mL da amostra diluida em
cloroféormio. O desenvolvimento de coloracdo castanho-avermelhada indica a

presenca de esteroides.
3.3.2 Quantificacdo de compostos fendlicos totais

Para a quantificacao de fendis totais foi utilizada a metodologia descrita por Singleton
& Rossi (1965), modificada. Em microplaca de 96 pocos foram adicionados: 50 uL de
agua destilada, 12 yL de amostra (concentracéo final no ensaio igual a 100 ug/mL) e
13 uL do reagente Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich). Apés 5 minutos de reagao, 125 uL
de carbonato de sédio 4% e 100 pL de agua destilada, foram adicionados. A leitura
foi realizada em 750 nm apos 1 hora e 30 minutos a partir da adicdo do carbonato de
sodio utilizando leitor de microplacas (iMark®, BioRad Laboratories). Uma solugédo com
todos os reagentes, exceto a amostra, foi utilizada como o branco da reagéo. A curva

de calibracéo foi montada utilizando acido galico (Sigma-Aldrich).



41

A quantificacédo foi realizada para todos os extratos e fracées, em triplicata, e os dados
obtidos foram avaliados no software Excel®, onde o célculo para determinar a
concentracdo de compostos fendlicos foi realizado a partir da regressao linear dos
dados. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de &cido galico (EAG)/

g de extrato.

3.3.3 Quantificacdo de flavonoides

A quantificacdo de flavonoides foi realizada utilizando o procedimento descrito por
Marques et al. (2012), com adaptacdes. Em microplaca de 96 pocos foram
adicionados: 99 uL de agua destilada, 20 yL de amostra (concentragao final igual a
100 pg/mL), 6 L de acido acético glacial, 100 L de piridina a 20% e 25 uL de cloreto
de aluminio 6,5% em metanol. Ap6és 30 minutos, a leitura espectrofotométrica foi
realizada em 450 nm. A curva de calibracao foi confeccionada utilizando o padrao
quercetina (Sigma-Aldrich).

As andlises foram realizadas para todos os extratos e fraces, em triplicata, e os dados
obtidos foram tabulados no software Excel®. A quantificacdo também foi determinada
a partir da regressao linear dos dados. Os resultados foram expressos em mg de

equivalentes de quercetina (EQ)/ g de extrato.

3.3.4 Andlise por Cromatografia Gasosa acoplado a Espectrometria de Massas
(GCIMS)

As fracbes hexanicas foram analisadas por meio de Cromatografia Gasosa Acoplada
a Espectrometria de Massas (GC/MS). As analises foram realizadas no laboratorio de
Cromatografia do LabPetro-UFES. Foi utilizado um cromatégrafo gasoso 7890B
acoplado a um espectrometro de massas MSD 5977A (Agilent Technologies),
equipado com uma coluna nao polar HP-5MS (30 m x 320 um x 0,25 um). O gas de
arraste utilizado foi o hélio com vazdo de 1 mL por minuto a uma pressao constante
de 12,435 psi. O sistema foi utilizado no modo split (1:10 split). As amostras foram
diluidas em diclorometano a uma concentracdo de 5.000 ppm. O volume injetado foi
1 yL sendo a temperatura do injetor de 290°C. A temperatura inicial foi de 80°C
aumentando 5°C/min até atingir 280°C e posteriormente aumentada 1°C/min até
atingir 300°C, permanecendo por 10 minutos. O tempo total de analise foi de 70

minutos.
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Os componentes das amostras foram identificados a partir do indice de Kovats (IK) e
com base no banco de dados NIST (National Institute of Standards and Technology).
O IK foi calculado na plataforma Pherobase utilizando os tempos de retengéo dos
compostos presentes na amostra e 0os tempos de retencdo de uma série homéloga de
n-alcanos (C12-C43), que foi analisada nas mesmas condicbes das amostras. A
identificacdo das substancias foi realizada pela comparacdo dos padrbes de
fragmentacdo dos compostos presentes nas amostras com os dados disponiveis no
NIST, quando os compostos apresentaram um padrao de similaridade maior que 80%.
Na literatura ndo ha descricéo dos indices de Kovats para os triterpenos e esteroides
para as condi¢cGes de analise empregadas. Portanto, estes foram caracterizados por
meio de seus padrOes de fragmentacdo e comparacdo com padrdes e dados da

literatura.

;3.3.5 Analise por Espectrometria de Massas de Ressonancia Ciclotrénica de
lons por Transformada de Fourier com Eletrospray no modo negativo (ESI(-)FT-
ICR MS)

Os extratos brutos e as fracdes acetato de etila foram analisadas por Espectrometria
de Massas de Ressonancia Ciclotrdnica de fons por Transformada de Fourier (FT-ICR
MS) para determinacéo do perfil fendlico dessas fracdes. As andlises foram realizadas
no Laboratério de Espectrometria de Massas do LabPetro-UFES. As amostras foram
solubilizadas a uma concentracdo de 1 mg/mL em uma solucdo de acetonitrila: agua
(1:1) e foram injetadas a um fluxo de 5 pL/mL na fonte eletrospray (ESI) operada em
modo negativo. O Espectrometro de Massas 9.4 T Solaris (Bruker Daltonics) foi
programado para operar em um intervalo de m/z 150-1500. As condi¢Oes da fonte ESI
utilizadas para a analise foram as seguintes: pressao do gas nebulizador de 1,0 bar,
voltagem do capilar de 3.8 kV e temperatura de transferéncia do capilar de 200 °C.
Além disso, o tempo de acumulacéo dos ions foi de 0,010 s e cada espectro foi
adquirido acumulando 32 varreduras de sinais transitorios no dominio-tempo em
conjuntos de dados de 16 mega-pontos no dominio-tempo.

O espectro de massas foi obtido e processado utilizando o software Data Analysis 2.6
(Bruker Daltonics). A identificagéo foi realizada utilizando a formula molecular sugerida
pelo programa, com posterior comparag¢ao com os dados da literatura (GOMES et al.,
2020; MONTEIRO et al., 2019; OLIVEIRA; ROMAO; KUSTER, 2018; SALVADOR et
al., 2011).
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3.3.6 Fracionamento cromatografico da fracdo acetato de etila de M.
neuwiedeana (MNACc)

A fracdo MNAc foi submetida a um fracionamento por cromatografia em coluna
classica. Para isso, 72,9420 g do extrato bruto de M. neuwiedeana foi particionado
pelo mesmo procedimento descrito nas paginas 34 e 35, a fim de se obter uma
quantidade adicional dessa fragao.

Parte da fracdo MNAc (15,728 g) foi submetida a cromatografia liquida em coluna de
silica gel 60 (4,0 x 37,0 cm). Foram coletadas 288 fracdes de aproximadamente 200
mL cada. Os eluentes utilizados para o desenvolvimento da cromatografia encontram-

se listados na Tabela 01.

Tabela 01 — Eluentes utilizados no fracionamento cromatografico da fragdo MNAc.
Solventes FracOes

Hexano 1-77
90% hexano : 10% acetato de etila 78 — 125
80% hexano : 20% acetato de etila 126 — 147
50% hexano : 50% acetato de etila 148 — 174
Acetato de etila 175 -216
99% acetato de etila : 1% metanol 217 — 229
95% acetato de etila : 8% metanol 230 — 243
90% acetato de etila : 10% metanol 244 — 258
80% acetato de etila : 20% metanol 259 — 269
50% acetato de etila : 50% metanol 270 — 285
Metanol 286 — 288

MNACc: Fracdo acetato de etila de M. neuwiedeana.

As fragOes obtidas neste fracionamento foram concentradas por meio da evaporacgéo
do solvente sob pressdo reduzida. Os residuos concentrados obtidos foram
analisados por meio de cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando placas
de silica gel 60 ALUGRAM® SIL G/UV (Macherey — Nagel), reveladas por exposi¢éo
a radiacdo ultravioleta a 254 nm e 365 nm, vapor de iodo, solu¢do de anisaldeido
sulfarico e/ ou solucéo de cloreto de aluminio 6,5% em metanol. Aquelas fracdes que
apresentaram um perfil cromatografico semelhante foram reunidas e armazenadas

em frascos de vidro, sendo que as que apresentaram quantidades suficientes foram



44

submetidas a processos usuais de purificacdo e/ou identificacdo. As amostras que

foram submetidas a esses processos estao dispostas na Figura 12.

MN
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Fragoes 188 e
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Figura 12 — Amostras obtidas no fracionamento de MNAc que foram submetidas aos
processos de purificacdo e identificacao.

As fracbes denominadas de MNAc-01 a MNAc-15 apresentaram diferentes perfis
cromatograficos quando analisados por CCD. Além disso, apresentaram diferentes
caracteristicas  fisico-quimicas, tais como solubilidade e caracteristicas
organolépticas. Dentre estas fracdes, as denominadas de MNAc-01 e MNAc-02 foram

identificadas estruturalmente.

3.3.6.1 Substancias isoladas, purificadas e identificadas

3.3.6.1.1 Fragbes 68 — 71

O material dessas fragcbes (226,43 mg) foi lavado sucessivamente com acetona,
fornecendo um sélido branco denominado MNAc-01 (20,80 mg).

3.3.6.1.2 Fracbes 72 — 76

O material dessas fragcbes (537,96 mg) foi lavado sucessivamente com acetona,

fornecendo um solido branco denominado MNAc-02 (34,50 mg).
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As substéncias isoladas MNAc-01 e MNAc-02 foram submetidas a analise
espectrométrica por meio de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para
determinacao estrutural. Foram utilizados o TMS como referéncia para as andlises e
o solvente CDCIs para solubilizacdo das amostras. Os espectros de RMN hidrogénio
(*H), carbono-13 (*3C) e DEPT 135 foram obtidos em espectrdmetro Varian 400 MHz,
sonda 5 mm Broadband. As analises foram realizadas no Laboratorio de Ressonéancia

Magnética Nuclear do LabPetro-UFES.

3.4 ENSAIOS BIOLOGICOS
3.4.1 Avaliagéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos brutos e de suas fragdes foram determinadas
por meio de dois testes espectrofotométricos in vitro utilizando os radicais livres
sintéticos 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DDPH") e 2-2’-anizobis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (ABTS™).

Os testes foram realizados para todos os extratos brutos e suas fragcées. A equacéo
utilizada para o célculo da porcentagem de inibi¢ao dos radicais (%A) nos testes foi a
seguinte:
(4o — 4)
WA = |[———=
o = [

0

x 100

Nesta equacgdo, Ao € a absorbancia da solucdo teste sem amostra (controle) e A

corresponde a absorbancia verificada com a adicdo da amostra.

A atividade antioxidante foi expressa em Concentracéo Inibitoria 50% (ICso), ou seja,
a concentracdo da amostra capaz de inibir em 50% as espécies reativas, que foi

determinada com base no %A calculado.

Trolox (Sigma-Aldrich), um analogo da vitamina E, Quercetina (Sigma-Aldrich), Rutina
(Sigma-Aldrich) e Acido galico (Sigma-Aldrich) foram utilizados como substancias

antioxidantes padroes.

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 5.01®. Os
resultados foram expressos como média de trés triplicatas + desvio padrdo. As ICso

das amostras e dos padrdes foram determinadas por meio de regressédo nao linear
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dos dados e os resultados foram analisados por ANOVA de uma-via com post test
Tukey (p < 0,05).

34.1.1 Atividade sequestradora do radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) (ABTS™)

A atividade antioxidante sobre o radical ABTS'* foi determinada utilizando o método
de Re et al. (1999), com modificacdes. O radical ABTS™ é gerado antes da realizacéo
do teste por meio da oxidagdo do ABTS comercial utilizando persulfato de potassio. A
reducdo do ABTS™ por compostos antioxidantes (Figura 13) promove a modificacao
da coloracdo do meio reacional com concomitante diminuicdo da intensidade de

absorcdo em determinado comprimento de onda (RE et al., 1999).

S SOy
o T I S>:N/N‘<N:©/

CoHs

ABTS reduzido
(incolor)

Antioxidante +e || -e  K»S,Og

CaHs

C[N%“/ /
\

CoHs

ABTS oxidado - radical ABTS™
(coloragao verde)

Figura 13 — Principio do ensaio de captura de radicais livres utilizando o radical
ABTS™.
Fonte: adaptado de Rayess et al., 2014.

Portanto, para a realizagao do ensaio, inicialmente, uma mistura aquosa de ABTS a 7
mM (Sigma-Aldrich) e persulfato de potassio a 2,45 mM (Sigma-Aldrich) foi incubada
a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 16 horas. A solucdo formada de ABTS™
foi diluida em etanol até obtencdo de uma absorbancia de 0,700 em 734 nm. Em
microplaca de 96 pocos, 300 pL da solugdo de ABTS™ e 3 pL de diferentes

concentragcdes da amostra (100 — 0,04 pg/mL) foram adicionados e, ap6s 10 minutos,
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realizada leitura espectrofotométrica da placa a 734 nm. Como referéncia de maxima
absorcao foi utilizada a leitura obtida da reacdo de 300 uL da solugdo de ABTS™

adicionados de 3 pL de etanol. O branco consistiu em 300 pL de etanol.

3.4.1.2 Determinacéo da atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH")

O DPPH é um radical oxidante sintético de vida londa que apresenta coloracao violeta
absorvida em 515 nm. Ao receber um atomo de hidrogénio, proveniente da molécula
antioxidante, a mélecula de DPPH é reduzida, ocorrendo uma mudanca de coloracéo
da solucéo, que pode ser acompanhada pela analise em espectrofotbmetro (Figura
14) (TEIXEIRA et al., 2013).

O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH oxidado - radical DPPH DPPH reduzido
(coloragao violeta) (coloracdo amarela)

Figura 14 — Principio do ensaio de captura de radicais livres utilizando o radical DPPH.
AH: antioxidante.
Fonte: adaptado de TEIXEIRA et al., 2013.

Sendo assim, para a avaliacdo da atividade sequestradora do radical DPPH®, foi
preparada uma solucdo de DPPH" (Sigma-Aldrich) a 0,004% (p/v) em etanol. Em
microplaca de 96 pocos, a cada 100 yL da amostra, em diversas concentragdes (100
— 0,04 pg/mL), foram adicionados 200 pL da solugdo de DPPH*. Apds 30 minutos a
temperatura ambiente, as absorbancias foram determinadas com auxilio de um
espectrofotometro a 517 nm. Como referéncia de maxima absorcéo foi utilizada a
leitura obtida com 200 pL da solu¢cdo de DPPH" adicionados de 100 pL de etanol. O
branco consistiu em 300 pL de etanol. (GULCIN; BERASHVILI; GEPDIREMEN, 2005).
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3.4.2 Avaliacao da atividade enzimética

A atividade inibitéria dos extratos brutos e de suas fragcbes frente as enzimas a-
amilase e a-glicosidase foram determinadas por meio de testes espectrofotométricos

in vitro.

As porcentagens de inibicdo (%A) sobre as enzimas foram calculadas comparando-
se a absorbancia das amostras com a do controle da enzima. Os valores
correspondentes a absorbéncia do controle da enzima referem-se a capacidade
méxima da enzima para a formacdo dos produtos a partir dos seus substratos, tendo
sido considerada a atividade da enzima igual a 100%. Dessa forma as porcentagens

de inibicdo das amostras foram calculadas de acordo com a seguinte equacao:

(c-4)

]x100

onde C é a absorbancia do controle da enzima subtraida do branco do substrato, e A
corresponde a absorbancia da amostra subtraida do branco do extrato. O percentual

de inibicao foi calculado no software Excel.

As ICso foram determinadas por regressao nao linear e os resultados obtidos foram
analisados por ANOVA de uma via seguida de post test de Tukey com o auxilio do
software GraphPad Prism 5.01°.

Os ensaios foram realizados com todos 0s extratos brutos e suas fragdes. Além disso,
Quercetina (Sigma-Aldrich) e Acarbose (Sigma-Aldrich) foram utilizadas como
padrées nos ensaios com a-amilase, e a Acarbose (Sigma-Aldrich) nos ensaios com

a-glicosidase.

3.4.2.1 Determinagao da atividade de inibicao frente a enzima a-amilase

A capacidade de inibigado da a-amilase foi determinada a partir do método descrito por
Bernfeld (1995), com adaptagdes. A enzima a-amilase € responsavel por metabolizar
o amido gerando moléculas de maltose. Em meio alcalino, esse acucar é capaz de
reduzir o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) em acido 3-amino-5-nitrosalicilico, que
possui uma coloracao laranja (Figura 15). Portanto, quando a enzima encontra-se
inibida ndo ha a quebra do carboidrato e nem liberacdo de moléculas de acucar,
fazendo com que a coloracédo do meio fique inalterada.
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COCH COOCH
OH CHO OH COOH
O,N NO, @ O,N NH, @
Ac. 3,5-dinitrosalicilico Acucar Ac. 3-amino-5-nitrosalicilico Ac. aldénico
(DNS) (coloragao laranja)

Figura 15 — Fundamento do ensaio de inibicdo da enzima a-amilase.

Com base no fundamento descrito acima, o ensaio foi realizado como descrito a
seguir. A amostra foi inicialmente solubilizada em solucao de dimetilsuféxido (DMSO)
5% em etanol, de modo a se obter uma concentracéo do extrato no meio reacional de
1000 pg/mL. A a-amilase pancreatica suina (Sigma-Aldrich), foi dissolvida em tampéo
fosfato de sédio 20 mM (pH 6,9) contendo cloreto de sédio 6,7 mM afim obter uma
solugdo com concentracao de 40 U/mL. Um total de 40 uL de solugdo da amostra e
100 pL da solugéao da enzima foram incubados em banho-maria por 30 minutos a 25°
C, formando o pré-incubado. Apos a pré-incubacgao, 500uL do pré incubado foram
misturados com 1 mL de amido 1% em tamp&o fosfato de s6dio 20 mM (pH 6,9). A
mistura foi entdo incubada por 20 minutos a 40° C em banho-maria. A reacao foi
interrompida com adicdo de 1 mL de solucdo de DNS (Sigma-Aldrich). As amostras
foram aquecidas em ebulicdo por 5 minutos e resfriadas a temperatura ambiente. Logo
apos, a mistura foi diluida com 9 mL de agua destilada. A atividade da a-amilase foi
determinada a partir da absorbancia em espectrofotometro a 540 nm (DTX 800
Multimode Detector Beckman Coulter). Uma solu¢do contendo DNS foi utilizada para
zerar o aparelho antes da leitura das amostras e o branco era constituido de solucéo
de amido, amostra vegetal e DNS. Como controle positivo foi utilizado a Acarbose
(Sigma-Aldrich) na concentragdo de 100 ug/mL no meio reacional, sendo que, como
branco foi utilizado tampé&o fosfato de s6dio 20 mM (pH 6,9) com cloreto de sddio 6,7
mM.

As amostras que apresentaram um %A maior que 70% na concentragao inicialmente
testada (1000 pg/mL) foram novamente submetidas ao teste e avaliadas em diferentes

concentracgdes (1000 - 0,97 pg/mL) afim de se determinar as ICso destas amostras.
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3.4.2.2 Determinagao da atividade de inibi¢cao frente a enzima a-glicosidase

A atividade de inibicdo das amostras sobre a atividade enzimatica de a-glicosidase foi
determinada segundo Shinde et al. (2008). A capacidade do extrato em inibir a enzima
é avaliada por meio da adi¢éo de p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (pNPG) a solucao
contendo a enzima e a amostra. O pNPG possui em sua estrutura uma molécula de
glicose que € passivel da atuagao da enzima a-glicosidase. Portanto, se a amostra
nao for capaz de inibir a enzima presente no meio, esta fica livre para atuar sobre as
moléculas de pNPG, liberando glicose e p-nitrofenol, que possui uma coloragédo

amarela (Figura 16).

CH,OH CH,OH
o) 0
OH a-glicosidase OH : :
E—— + HO NH,
OH o———<<i::::>>———NHz OH OH
on o p-nitrofenol
PNPG Glicose (composto amarelo)

Figura 16 — Atuacdo da enzima a-glicosidase sobre o reagente p-nitrofenil-a-D-
glicopiranosideo (pNPG).

Sendo assim, a amostra foi inicialmente solubilizada em DMSO 5% em etanol, de
modo a se obter uma concentragdo no meio reacional de 1000 ug/mL. Em microplaca
de 96 pocgos, 20 pyL da solugdo de a-glicosidase (Sigma-Aldrich) 1 U/mL foi pré-
incubada com 20 uyL da solugdo amostra durante 5 minutos a 25 °C. Foram
adicionados 40 pL de pNPG (Sigma-Aldrich) 1 mM em tampéao fosfato de sédio 50 mM
(pH 6,8). A reacao foi incubada a 37°C durante 30 minutos em banho-maria. Apés
incubacéo, a reacao foi interrompida pela adigdo de 100 pL de solugéo de bicarbonato
de sbdio 10% e a absorbancia lida a 405 nm (DTX 800 Multimode Detector Beckman
Coulter). Para o branco do extrato, foram utilizadas as amostras e pNPG. Como
controle positivo de inibigdo da a-glicosidase foi utilizado a acarbose (Sigma-Aldrich).
A solucdo denominada branco do controle foi preparada substituindo a enzima por

tampao fosfato de s6dio 50 mM (pH 6,8).

As amostras que apresentaram percentuais de inibicdo maiores que 70% foram
testadas em diferentes concentracbes que variaram de 1000 a 0,97 ug/mL para
confeccdo da curva dose x resposta e determinacdo da concentracdo eficaz 50%
(ICs0).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS E SUAS FRACOES

As partes aéreas das espécies M. tenella, M. splendens, M. neuwiedeana e M.
neobrasiliensis foram maceradas com metanol e os rendimentos obtidos estdo

descritos na Tabela 02.

Tabela 02 — Rendimento dos extratos brutos metandlicos obtidos por maceracéo.

] Peso do material _ Rendimento (%)
Material vegetal _ Rendimento (g)
pulverizado (g) p/p
M. tenella (MT) 185,57 46,10 24,58
M. splendens (MS) 657,96 220,00 33,44
M. neuwiedeana (MN) 757,42 123,55 16,31
M. neobrasiliensis (MNB) 742,53 160,37 21,60

ApOs a maceracdo, parte do extrato bruto foi particionado utilizando hexano,
diclorometano, acetato de etila e agua. Os rendimentos obtidos no fracionamento de
cada um dos extratos se encontram na Tabela 03.

Tabela 03 — Rendimento das fragBes obtidas por particao liquido-liquido.

(continua)
. _ Rendimento Rendimento
Extrato bruto FracOes Pi (9)
(@) (%)
Hexanica (MTH) 0,415 19,39
Diclorometandlica (MTD) 0,516 24,10
M. tenella _ 2,14
Acetato de etila (MTAC) 0,457 21,39
Aquosa (MTAQ) 0,321 15,01
Hexanica (MSH) 0,203 8,96
Diclorometandlica (MSD) 0,305 13,50
M. splendens _ 2,26
Acetato de etila (MSACc) 0,484 21,39
Aquosa (MSAQ) 1,168 51,23
Hexanica (MNH) 0,423 18,89
) Diclorometandlica (MND) 0,182 8,13
M. neuwiedeana _ 2,24
Acetato de etila (MNAC) 0,234 10,46

Aquosa (MNAQ) 1,015 45,34
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Tabela 03 — Rendimento das fracdes obtidas por particao liquido-liquido.
(continuacéo)

Rendimento Rendimento

Extrato bruto Extratos e fracdes Pi (g)
(9) (%)
Hexanica (MNBH) 0,137 6,21
o Diclorometandlica (MNBD) 0,291 13,23
M. neobrasiliensis _ 2,20
Acetato de etila (MNBAC) 0,546 24,81
Aquosa (MNBAQ) 0,930 42,29

Pi: peso inicial do extrato bruto.

Para o fracionamento da fracdo acetato de etila da espécie M. neuwiedeana (MNAC)
por cromatografia classica em coluna, foram particionados 73,9420 g do extrato bruto
(MN), onde obteve-se 15,8053 g da fracdo MNAc (11% de rendimento).

4.2 TRIAGEM FITOQUIMICA PRELIMINAR DOS EXTRATOS METANOLICOS
BRUTOS

Os extratos metandlicos brutos MT, MS, MN e MNB foram submetidos a testes
classicos de caracterizacao fitoquimica para determinacéo geral do perfil quimico de

cada uma delas (Tabela 04).

Tabela 04 — Classes quimicas detectadas nos extratos metandlicos brutos.
Resultados

Classes
quimicas M. tenella M. splendens M. neuwiedeana M. neobrasiliensis

Compostos + + + +
fendlicos
Flavonoides + + + +
Saponinas + - - -
Cumarinas - + + -
Taninos + - - -
Alcaloides - - - -
Esteroides + - + -
Triterpenos + + + +

(+) presenca; (-) auséncia.

Sabidamente, compostos fendlicos e terpenos podem desempenhar atividade
antioxidante (SANTIAGO; MAYOR, 2014). Além disso, acidos fenodlicos como acido

quinico e acido elagico, ja indicaram potencial de inibigdo sobre as enzimas a-amilase
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e a-glicosidase (AYUSMAN et al., 2020). Portanto, devido a detec¢cao da presenca de

compostos fendlicos, flavonoides e triterpenos em todos as amostras triadas, foram

realizados testes in vitro para a deteccao de atividades antioxidante e de inibicdo das

enzimas a-amilase e a-glicosidase e quantificacdo de fendis totais e flavonoides em

todas as amostras.

4.3 QUANTIFICACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Por meio de ensaios colorimétricos e com base nas curvas de calibracdo do acido

galico (Figura 17) e da quercetina (Figura 18), foram calculadas as concentracdes de

fendis totais e flavonoides, respectivamente, em todas as amostras das quatro

espécies estudadas.

Absorbancia

y =0.1118x + 0.0458
R? = 0.9989

0 S

| L] L]
10 15 20 25 30

Concentracgao (ug/mL)

Figura 17 — Curva de calibracdo com acido gélico, equacao da reta e coeficiente de
determinacéo da regresséao linear (R?).
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(4]
1

y = 0.0199x + 0.0453
R? = 0.9985

40 50
Concentracgao (ug/mL)

Figura 18 — Curva de calibragdo com quercetina, equacao da reta e coeficiente de
determinacdo da regressao linear (R?).
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Como podemos observar na Tabela 05, todas as espécies apresentaram expressivos

teores de compostos fendlicos, principalmente por parte dos extratos brutos, fracoes

aquosas e fracdes acetato de etila. Isso se da, principalmente, pela caracteristica polar

gue esses compostos possuem, apresentando, portanto, maior afinidade pelos

solventes mais polares utilizados durante a extracdo, a exemplo o metanol, acetato

de etila e agua. Foi possivel observar também que, houve uma grande semelhanca

entre as concentragdes de fendis totais e flavonoides expressam pelas quatro

espécies.

Tabela 05 — Quantificacdo de fendis totais e flavonoides dos extratos brutos e suas

fracOes.
Fenois totais Flavonoides
Espécie FracOes
(mg EAG/g) (mg EQ/g)
Extrato bruto (MT) 142,02 + 4,20 45,82 + 3,80
Hexanica (MTH) 14,38 + 2,08 0,00
M. tenella Diclorometandlica (MTD) 23,12 £ 6,17 5,71 £ 5,86
Acetato de etila (MTAC) 117,36 £ 5,61 17,94 £6.11
Aquosa (MTAQ) 250,05 + 5,63 -
Extrato bruto (MS) 154,58 +5,30 128,66 + 3,19
Hexanica (MSH) 46,34 + 2,82 23,80 £ 9.88
M. splendens Diclorometandlica (MSD) 111,52 + 3,67 76,57 £ 5,05
Acetato de etila (MSACc) 318,94 +3,72 111,57 +2,03
Aquosa (MSAQ) 251,67 £10,38 22,99 +5,61
Extrato bruto (MN) 156,73 +8,13 105,71 +10,35
Hexanica (MNH) 67,09 + 3,46 27,82 £ 3.03
M. neuwiedeana Diclorometandlica (MND) 38,02 +1,97 44,74 + 9,02
Acetato de etila (MNAC) 228,84 + 4,75 94,32 + 4,98
Aquosa (MNAQ) 246,08 +11,74 15,62 +5,34
Extrato bruto (MNB) 172,51 +299 173,22+ 3,19
Hexanica (MNBH) 46,34 + 2,82 7,72 + 3,60
M. neobrasiliensis Diclorometandlica (MNBD) 109,55 + 2,55 35,19 + 2,37
Acetato de etila (MNBAC) 271,65+3,52 128,66 = 7,98
Agquosa (MNBAQ) 272,11+10,38 19,02 + 3,61

EAG: equivalentes de acido galico; EQ: equivalentes de quercetina; Valores
expressos como média + desvio padrao (n=3).
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N&o foi possivel realizar a quantificacdo de flavonoides na fracgdo MTAQ. A mesma,
apesar de ter indicado a presenca desta classe na triagem fitoquimica inicial, ndo

apresentou resultado para a metodologia de quantificacdo empregada.

4.4 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA

4.4.1 Caracterizacdo dos compostos fendlicos e flavonoides por ESI(-)FT-ICR
MS

Plantas com propriedades antioxidantes estdo comumente atreladas a sua
composicao quimica, especialmente pela presenca de compostos hidroxilados, como
por exemplo os acidos fendlicos. A capacidade antioxidante desses compostos é
primariamente atribuida ao poder de oxirreducdo dessas substancias, que séo
capazes de atuar como doadores de hidrogénio, agentes redutores ou como quelantes
(GULCIN; BERASHVILI; GEPDIREMEN, 2005).

Uma maior atividade antioxidante pode ser atribuida a compostos com maior nimero
de hidroxilas, que podem atuar como doadores diretos de hidrogénio e,
consequentemente, estabilizantes dos radicais oxidantes (PONTES et al.,, 2019).
Entretanto, no caso dos flavonoides, por exemplo, o nimero de hidroxilas ndo € o
anico fator atrelado a essa capacidade. Muitos estudos discutem as relacdes
estrutura-atividade dos flavonoides e algumas caracteristicas estruturais séo
importantes para o desempenho dessa atividade, como pode ser observado na Figura
19.

Figura 19 — Caracteristicas estruturais importantes para desempenho da atividade
antioxidante de flavonoides.
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A presenca de hidroxila na posicdo C3, juntamente com a carbonila em C4 séo
caracteristicas estruturais essenciais para o desempenho deste tipo de atividade.
Dentre outras caracteristicas que também influenciam em um maior potencial
antioxidante estdo: presenca de hidroxilas na posicdo orto (grupo catecol),
principalmente no anel B; a insaturacdo entre os carbonos 2 e 3, conjugada com o
grupo carbonila no carbono 4 do anel C; hidroxilas nos carbonos 5e 7ouem 4’ e 5’
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; COOK; SAMMAN, 1996; PIETTA, 2000).

Além das caracteristicas estruturais, o desempenho da atividade antioxidante
depende de cinco fatores: (i) reatividade como doador de elétrons e hidrogénios; (ii)
estabilidade do radical flavonoil formado; (iii) reatividade frente a outros antioxidantes;
(iv) capacidade de quelar metais de transicao e (v) solubilidade e interagdo com as
membranas celulares (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Diferentes ensaios
bioldgicos, que utilizam diferente mecanismos, sdo utilizados para identificar a
atividade antioxidantes. Na avaliacdo realizada no presente estudo, essa capacidade
foi determinada utilizando os radicais sintéticos ABTS e DPPH, onde foram avaliadas
a capacidade dos extratos em doarem hidrogénios e estabilizarem o meio reacional
(PYRZYNSKA; PEKAL, 2013)

Compostos como acido elagico, acido quinico, acido galico, quercetina, quercitrina,
miricetina e miricitrina, bem como seus derivados, sédo substancias ja associadas e
utilizadas devido as propriedades antioxidantes apresentadas (CASCAES et al., 2015;
HAN; LEE; KIM, 2006; YEN; DUH; TSAI, 2002). Além disso, apresentam hidroxilas
livres em suas estruturas, bem como algumas caracteristicas essenciais para

desempenho de tal atividade, como pode ser observado na Figura 20.
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Figura 20 — Acido fendlicos e flavonoides que possuem atividade antioxidante.

Alguns estudos, como o de Zhang e colaboradores (2015), afirmam que, além de
atuarem contra radicais livres, compostos fendlicos, taninos e flavonoides também sao
capazes de inativar as enzimas a-amilase, a-glicosidase e lipase por um mecanismo

ndo especifico de ligacdo a essas enzimas.

Existe uma hipdtese que afirma que a quantidade de hidroxilas no anel B dos
flavonoides esta diretamente ligada a atividade inibitéria exibida por esses compostos
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(LIU et al., 2017). Além disso, caracteristicas como a presenca de dupla ligacdo entre
C2 e C3, associado com a carbonila em C4, e hidroxila em C5 contribuem para o
aumento da atividade inibitéria desses compostos (TAKAHAMA; HIROTA, 2018)

Segundo Takahama e Hirota (2018), os flavonoides podem atuar como inibidores da
enzima a-amilase por meio da supressao da digestdo do carboidrato por meio da
formacdo de um complexo flavonoide-carboidrato, ligados por ligacdes hidrofébicas
ou covalentes. Independentemente do tipo de ligacdo, o complexo formado nédo é
facilmente digerido, ocorrendo, portanto, a reducdo da velocidade de digestdo do
carboidrato e da liberacdo de glicose para o organismo. Além disso, alguns
flavonoides podem atuar por meio de um mecanismo de acao especifico, que ndo seja
a formacdo de complexo e sim atuacido direta sobre a enzima. A exemplo, os
flavonoides vitexina e isovitexina podem inibir a atividade da enzima a-amilase por
meio da formacdo de um complexo com o amido ou atuando competitivamente com

ele pelo sitio de ligacao enzimatico.

A revisdo realizada por Sales e colaboradores (2012) trouxe uma listagem de
compostos que sao capazes de inibir a enzima a-amilase. Dentre eles estdo os
flavonoides quercetina, quercitrina, rutina, kaempferol, miricetina, 3-O-galocatequina
e 3-O-epigalocatequina, os taninos galotanino, pedunculagina e acido clorogénico, 0s
derivados do acido cinamico, acido elagico e acido caféico, e os terpenos, esqualeno,
lupeol, &cido betulinio, &cido ursdlico e acido oleandlico. Entretanto, os mecanismos
envolvidos com a expressao dessa atividade ainda néo foram plenamente elucidados

até o momento.

Dentre os acidos fendlicos, o acido galico € o composto mais conhecido e trata-se de
uma substancia amplamente distribuida no reino vegetal. Esse composto apresenta
diversas caracteristicas benéficas para a saude, que vao muito além da nutricdo
bésica. Dados epidemioldgicos sugerem que a adogdo de uma dieta rica em &cido
galico pode ser benéfica para a saude humana, principalmente devido as atividades
antioxidante, anti-inflamatéria e anticancerigena apresentadas por esse composto (LU
et al., 2016).

Além disso, ja foi observado que essa substancia pode ser usada como adjuvante no

tratamento do diabetes humano. O acido gélico foi capaz de atuar competitivamente
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com a sacarose em meio acido e inibir a acdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase,
com maior afinidade pela segunda, e quando foi administrado associado a acarbose,
foi capaz de atuar sinergicamente e aumentar a atividade de inibicéo (LU et al., 2016;
OBOH et al., 2016). Esse composto pode ser encontrado na forma livre ou conjugado,
podendo formar grandes moléculas poliméricas, conhecidas como taninos. Alguns
galotaninos ja demonstraram atividade sobre a enzima a-amilase, como a digaloil-
glicose, por exemplo (KANDRA et al., 2004).

Outros compostos também ja demostraram potencial hipoglicemiante. O
levantamento bibliografico realizado por Yin e colaboradores (2014) apresentou 0s
compostos galato de metila, acido galico, isoquercitrina, quercetina, hipomanin A,

gemin D, e algumas cumarinas e catequinas como inibidores da enzima a-glicosidase.

Em estudos realizados com a a-glicosidase pancreatica, o acido quinico (AYUSMAN
et al., 2020) e o acido 3,4-di-O-cafeoilquinico foram capazes de inibir a enzima (OOl
etal., 2011), e &cido elagico e a quercetina se destacaram dentre os padrdes fendlicos
utilizados (YOU et al., 2012).

Além disso, os flavonoides quercitrina e miricitrina também ja foram apontadas como
inibidoras dessa enzima. A miricitrina, que € considerada o marcador quimico da
familia Myrtaceae, ja apresentou, além da capacidade antioxidante, atividade como
hipoglicemiante, atuando sobre a aldose redutase e a-glicosidase (YOSHIKAWA et
al., 1998).

Alguns triterpenos e fitoesteroides também ja se apresentaram como potenciais
agentes hipoglicemiantes. Uma mistura triterpénica de a e B-amirina extraido do
Protium heptaphyllum foi capaz de inibir a a-amilase sérica de camundongos (FROTA,
2011). O &cido ursolico e o acido oleandlico foram capazes de atuar sobre as enzimas
a-amilase e a-glicosidase (POONGUNRAN et al., 2017; WANG et al., 2013). O lupeol,
B-sitosterol e estigmasterol apresentam acgdo hipoglicemiante, sendo que o0s
esteroides s6 foram capazes de atuar em conjunto e ndo isoladamente como o lupeol.
O lupeol € um fitoconstituinte que se mostrou capaz de retardar a progressao da

diabetes e agir como um constituinte antidiabético (ALAM et al., 2012).

A hiperglicemia persistente pode induzir a producéo de radicais livres por meio da

glicagcdo ou auto-oxidagdo. Portanto, a adocdo de uma dieta rica em compostos
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antioxidantes, ou utlizacdo de suplementacdo ou nutracéuticos com essas
propriedades, pode ajudar a proteger o organismo dos danos oxidativos e prevenir o
surgimento da diabetes (OBOH et al., 2016). Além disso, a utilizacdo de plantas
medicinais ou fitoterapicos ricos em compostos que apresentem a capacidade de inibir
as enzimas envolvidas na metabolizacdo do carboidrato podem se tornar uma
estratégia terapéutica para o controle glicémico de pacientes com a DM 2, uma vez

que este € um alvo terapéutico comumente utilizado.

A andlise de amostras de fontes vegetais pela metodologia de ESI FT-ICR MS fornece
um fingerprint dos compostos presentes na amostra. Quando realizado por meio do
modo negativo, é possivel obter um método sensivel e seletivo para a identificacao de
compostos organicos polares com sitios acidos, como por exemplo os &cidos
fendlicos. A andlise por espectrometria de massas com ionizagao por eletrospray, com
insercdo direta da amostra, fornece informagBes importantes relacionadas a
composicdo bioativa de extratos vegetais, principalmente de espécies da familia
Myrtaceae que sdo amplamente relatadas como antioxidantes potentes e possuem
essa atividade relacionada a composicéo fendlica (SALVADOR et al., 2011).

Deste modo, com a finalidade de identificar, principalmente, os fendis e flavonoides
presentes nas espécies estudadas, as fracbes mais polares foram submetidas a
analise por ESI(-)FT-ICR MS. Os sinais foram identificados como ions
pseudomoleculares [M-H], sendo que a maioria dos sinais foram obtidos em sua
forma desprotonada [M-H] ou em forma de adutos de cloro [M+CI]. Os compostos
fendlicos sofrem ionizacdo mais facilmente e, caso sejam abundantes e estaveis na
amostra analisada, produzirdo sinais mais intensos. Os erros foram inferiores a 2 ppm

e a variagédo de DBE (Double Bound Equivalent) entre 5 e 17.

Além disso, os dados obtidos foram comparados com os estudos realizados por:
Gomes e colaboradores (2020), Monteiro e colaboradores (2019), Oliveira e
colaboradores (2018) e Salvador e colaboradores (2011), para a proposicdo das

substancias presentes em cada amostra.
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44.1.1 Caracterizacdo quimica do extrato bruto e da fracdo acetato de etila de
M. tenella

A Figura 21 apresenta os ions obtidos na analise do extrato bruto e da fracao acetato
de etila da espécie M. tenella. O extrato bruto apresentou inumeros sinais, sendo que
os que foram passiveis de identificagcdo se apresentaram em baixas intensidades.
Dentre os ions identificados, os sinais mais abundantes foram o m/z 463.08820 da
miricitrina  [C21H19012] € o0 m/z 499.06534 do cluster cloreto de miricitrina
[C21H19012+Cl].
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Figura 21 — Espectro ESI(-)FT-ICR MS do (a) extrato bruto e da (b) fracdo acetato de
etila de M. tenella.

Na fracdo acetato de etila foi observada uma prevaléncia de compostos triterpénicos,
onde o sinal mais intenso foi 0 m/z 455.35307 [C30H4703]". N&o foi possivel identificar
0 composto referente a esse ion, entretanto, podemos inferir que se trate do acido
ursolico ou do acido oleanodlico. Ambos possuem a mesma formula molecular e
estruturas muito semelhantes, diferenciando-se somente no esqueleto basico, sendo
o acido ursoélico do tipo ursano (possui dois grupamentos metilicos ligados a carbonos
terciarios, no anel E) e o acido oleandlico do tipo oleanano (possui dois grupamentos
metilicos ligados a um carbono quaternario, no anel E) (Figura 22; Figura 26, pag. 68).

Estes ja foram descritos para espécies do género Myrciaria (AZEVEDO et al., 2017).
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Para realizar a identificacdo exata desse ion €& necessario a realizacdo de

experimentos MS/MS para diferenciacao e confirmacéo estrutural da molécula.

Além disso, também foram identificados os sinais m/z 471.34836, m/z 487.34276, m/z

627.35424 e m/z 635.41646 que se referem a acidos triterpénicos.

Acido ursolico Acido oleandlico

Figura 22 — Estrutura quimica dos acidos ursélico e oleandlico.

A Tabela 06 traz o compilado de todos os compostos identificados nas amostras da
espécie M. tenella. Podemos observar que o extrato bruto apresentou uma
prevaléncia de compostos fendlicos e flavonoides quando comparado a fracdo acetato

de etila, que apresentou uma predominancia de compostos triterpénicos.

Estudos anteriores realizados com espécies do género Myrciaria identificaram a
presenca de &cido galico, &acido elagico, acido quinico, miricitrina e derivados em
extratos de M. cauliflora e M. vexator (REYNERTSON et al., 2008; WU et al., 2012).
Segundo Reynertson e colaboradores (2008), compostos como quercetina e seus
glicosideos, acido elagico e miricitrina, que foram identificados em Myrciaria spp.,
estavam diretamente ligados as atividades antioxidantes desempenhadas em ensaios
utilizando o radical DPPH. Ou seja, a composi¢ao quimica identificada no extrato bruto
e na fracdo acetato de etila de M. tenella esta em concordancia com resultados

anteriormente obtidos com espécies do mesmo género.
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Tabela 06 — Composicdo quimica proposta para as fracdes polares de M. tenella.

Férmula Erro o
[M-H] m/z DBE Substéancia proposta MT MTAc
molecular [M-H] (ppm)
169.01428 C7Hs0s5 -0.22 55 Acido galico + +
183.02995 CsH70s5 -0.267 5.5 Galato de metila + +
191.05616 C7H1106 026 25 Acido quinico + -
Cluster cloreto de
215.03291 CsH1206Cl -0.58 0.5 ) + -
monossacarideo
289.07176 C15H1306 -1.44 9.5 p-coumaroiltriacetato + -
300.99912 C14H50s -0.41 125 Acido elagico - +
455.35307 C30H4703 -1.88 7.5 Triterpeno + +
463.08820 C21H19012 -2.20 125 Miricitrina + -
471.34836 C30H4704 -0.79 7.5 Acido triterpénico - +
477.06784 C21H17013 -0.37 13.5 Acido digaloil-chiquimico  + +
487.34276 C30Ha70s 0.28 7.5 Acido triterpénico - +
499.06534  CaiH19012CI  -0.94 115 Cluster cloreto de T
miricitrina
503.33817 C30H4706 -0.71 7.5 Acido triterpénico - +
523.31958  CaoHisOsCl 044 65 Clustercloretodeacido
triterpénico
615.09966 C28H23016 -0.82 175 Miricitrina-O-galato - +
627.35424 C36H5109 -0.38 115 Acido triterpénico - +
635.41646 C36Hs909 -2.75 7.5 Glicosideo triterpénico - +

(+) Presenca da substancia; (-) Auséncia

da substancia; DBE: Double bound

equivalent; MT: Extrato bruto metandlico de M. tenella; MTAc: Fracédo acetato de etila

de M. tenella.

4.4.1.2
M. splendens

Caracterizacao quimica do extrato bruto e da fracdo acetato de etila de

Os espectros de massas obtidos na analise do extrato bruto e da fracdo acetato de
etila da espécie M. splendens se encontram na Figura 23. Ambos 0S espectros
apresentaram diversos sinais de diferentes intensidades, sendo possivel identificar 27
compostos. Dentre os ions identificados na amostra do extrato bruto, o sinal m/z
353.10909 do acido quinico hexosideo [Ci3H21011]" foi 0 mais intenso, seguido dos
sinais m/z 173.04558 do acido chiquimico [C7H9Os]", m/z 169.01428 do acido galico



64

[C7Hs0s], m/z 339.03595 do cluster de acido galico [C14H11010]", m/z 615.09966 da
miricitrina-O-galato [C2sH23016]" € m/z 447.09354 da quercitrina [C21H19011].

Na fracdo acetato de etila foi possivel identificar a mesma quantidade de compostos
que no extrato bruto. Dentre os ions identificados, o sinal mais intenso foi 0 m/z
169.01428 do acido galico [C7Hs0s], seguido do sinal m/z 339.03595 do cluster de
acido galico [C14H11010], m/z 300.99912 de acido elagico [C14HsOs]", m/z 483.02083
do metil-flavogalonato [C22H11013]" € m/z 183.02995 do galato de metila [CsH7Os].
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Figura 23 — Espectro ESI(-)FT-ICR MS do (a) extrato bruto e da (b) fracéo acetato de
etila de M. splendens. Com destaque para os fragmentos m/z 353 e m/z 169
correspondentes ao hexosideo de &cido quinico e ao &cido galico, respectivamente.

Na Tabela 07 encontram-se listados todos os compostos identificados nas amostras.
Houve uma prevaléncia de substancias hidroxiladas na composi¢cdo quimica dessa
espécie, principalmente de acidos fendlicos, flavonoides e taninos galicos e elagicos.

A espécie apresentou expressivos teores de fendis totais e flavonoides e a presenca
de compostos dessa classe for confirmada pela identificacdo de compostos como
miricitrina, quercetina, quercitrina e acido galico na composicéo do extrato bruto e da
fracdo acetato de etila. Em estudos anteriores realizados com as folhas de M.
splendens foi possivel identificar compostos como miricitrina e rutina (MORESCO et
al., 2014), acido galico e quercitrina (GULDBRANDSEN et al., 2015) e miricetina
(CASCAES et al., 2015).
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Tabela 07 — Composicéo quimica proposta para as fracdes polares de M. splendens.

(continua)
[M-H] m/z Formula =rro DBE Substéancia proposta MS MSAc
molecular [M-H] (ppm)
169.01428 C7Hs50s -0.22 55 Acido galico + +
173.04558 C7H905 -0.19 3.5 Acido chiquimico + +
179.05614 CeH1106 -0.171 1.5 Monossacarideo + -
183.02995 CsH70s5 -0.267 5.5 Galato de metila + +
191.05616 C7H1106 -0.26 25 Acido quinico + +
300.99912 C14Hs0s 041 125 Acido elagico + +
301.03555 C15H9O7 -0.588 115 Quercetina + +
317.03077 Ci5H9Os -1.52 115 Miricetina - +
325.05678 C14H1309 -0.27 8.5 Acido galoil-chiquimico + +
331.06737 C13H15010 -091 6.5 Galoil-glicose + +
339.03595 C14H11010 -0.54 95 Cluster de acido galico + +
341.10950 C12H21011 -1.66 2.5 Dissacarideo - +
343.06726 C14H15010 -0.539 7.5 Acido galoil-quinico + +
345.06221 C17H130s -1.8 115 Flavonoide + -
353.10909 C13H21011 -0.43 3.5  Acido quinico hexosideo + +
361.07786 C14H17011 -061 6.5 Galoil-heptose + +
383.11960 C14H23012 -0.25 35 Dissacarideo + +
433.07793 C20H17011 -1.03 125 Flavonoide - +
447.09354 C21H19011 -0.57 125 Quercitrina + +
449.07341 C20H17012 -1.92 125 Miricetina pentosideo - +
455.35307 C30H470s3 -1.88 7.5 Triterpeno + +
457.04153 C21H13012 -0.62 155 Isocumarina + +
463.08851 C21H19012 -0.68 125 Miricitrina + +
467.08339 C20H19013 -06 115 Digaloil-hexose + +
471.34836 C30H4704 -0.79 75 Acido triterpénico + +
477.10417 C22H21012 -0.66 125 Flavonoide + +
483.02083 C22H11013 -0.66 17.5 Flavogalonato de metila + +
533.17268 C19H33017 -0.67 35 Trissacarideo + -
599.10481 C28H23015 -0.95 175 Quecitrina-O-galato + +
615.09966 C28H23016 -0.82 175 Miricitrina-O-galato + +
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Tabela 07 — Composicdo quimica proposta para as fracdes polares de M. splendens.
(continuacéo)

Formula Erro o
[M-H]- m/z DBE Substancia proposta MS MSAc
molecular [M-H] (ppm)
633.07395 C27H21018 -0.97 175 Gemin/Hipomanin + -
783.06957 C34H23022 -1.18 235 Pedunculagina + -

(+) Presenca da substancia; (-) Auséncia da substancia; DBE: Double bound
equivalent; MS: Extrato bruto metandlico de M. splendens; MSAc: Fragdo acetato de

etila de M. splendens.

4.4.1.3 Caracterizacdo quimica do extrato bruto e da fracdo acetato de etila de
M. neuwiedeana

O extrato bruto e a fracdo acetato de etila da espécie M. neuwiedeana também foram
analisadas por ESI(-)FT-ICR MS, onde foi possivel propor a presenca de diversos
compostos (Tabela 08). Na Figura 24 encontra-se o espectro obtido na analise dessas

amostras.
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Figura 24 — Espectro ESI(-)FT-ICR MS do (a) extrato bruto e da (b) fracéo acetato de
etila de M. neuwiedeana. Com destaque para os fragmentos m/z 191 e m/z 431
correspondentes ao acido quinico e a isovitexina, respectivamente.

Dentre as substancias propostas, os ions de maior intensidade foram o m/z 191.05616
do &cido quinico [C7H1106]" € 0 m/z 431.09851 da isovitexina [C21H19010], em ambas

amostras. Além disso, também foram identificados os ions m/z 301.03555 da
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quercetina [C1sH9O7]", m/z 317.03077 da miricetina [C1sHoOs], m/z 463.08851 da

miricitrina [C21H19012]" € m/z 499.06499 do cluster cloreto de miricitrina [C21H20012+ClI]

Tabela 08 — Composicdo quimica proposta para as fragcbes polares de M.

neuwiedeana.
[M-H] m/z Formula =rro DBE Substéancia proposta MN MNACc
molecular [M-H]  (ppm)
169.01428 C7HsOs -0.22 55 Acido galico - +
183.02995 CsH70s5 -0.267 5.5 Galato de metila + +
191.05616 C7H1106 -0.26 2.5 Acido quinico + +
204.99097  C7HsOsCl 116 45  Clustercloretodeacido
galico
215.03281 CsH1206Cl -0.10 0.5 Cluster cloreto de + +
monossacarideo
289.07176 C15H1306 -1.44 95 p-cumarilacetato - +
289.07218 C15H1306 -1.44 95 Epicatequina - +
301.03555 C15H9O7 -0.58 115 Quercetina + +
317.03077 Ci5H9Os -1.52 115 Miricetina + +
331.06737 C13H15010 -091 6.5 Galoil-glicose - +
353.10894 C13H21011 -0.01 3.5  Acido quinico hexosideo + -
431.09851 C21H19010 -0.33 125 Isovitexina + +
433.07779 C20H17011 -0.36 125 Flavonoide + -
447.09354 C21H19011 -0.57 125 Quercitrina + -
455.35307 C30H470s3 -1.88 7.5 Triterpeno + -
463.08851 C21H19012 -0.68 125 Miricitrina + +
471.34836 C30H4704 -0.79 7.5 Acido triterpénico + -
479.08333 C21H19013 -0.45 125 Flavonoide + -
487.34276 C30H470s 028 75 Acido triterpénico + -
499.06499  C21H20012Cl -0.23 11.5 Cluster cloreto de miricitrina  + +
593.15146 C27H29015 -0.44 135 Glicosideo de vitexina + -
635.41650 C36Hs9009 -0.07 7.5 Glicosideo triterpénico + -

(+) Presenca da substancia; (-) Auséncia da substancia; DBE: Double bound

equivalente; MN: Extrato bruto metanolico de M. neuwiedeana; MNAc: Frag&o acetato

de etila de M. neuwiedeana.
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N&o existem relatos na literatura de estudos da composicdo quimica da espécie M.
neuwiedeana. Entretanto, em um estudo com uma espécie do mesmo género, a
Myrcia rufipila, foi possivel isolar miricetina, miricitrina, miricetina-O-galato e acido
galico. Além disso, o autor associou as atividades antioxidante e antimicrobiana
apresentadas pela espécie com essa composicado quimica identificada (CASCAES et
al., 2019). Além disso, pode-se observar perfis quimicos semelhantes entre as

espécies estudadas.

4414 Caracterizacdo quimica do extrato bruto e da fragédo acetato de etila de
M. neobrasiliensis

Nas andlises do extrato bruto e da fracdo acetato de etila da espécie M. neobrasiliensis
por ESI(-)FT-ICR, foi possivel detectar diversos compostos quimicos (Figura 25). As
duas amostras apresentaram em comum o ion de maior intensidade m/z 463.08851
da miricitrina [C21H19012] € 0s ions m/z 499.06496 do cluster cloreto de miricitrina
[C21H19012+Cl], m/z 317.03077 da miricetina [C15H9Os] € m/z 615.09966 miricitrina-O-
galato [C2sH2301s]".
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Figura 25 — Espectro ESI(-)FT-ICR MS do (a) extrato bruto e da (b) fracéo acetato de
etila de M. neobrasiliensis. Com destaque para o fragmento m/z 463 correspondente
a miricitrina.

Todos os compostos identificados nas amostras estéo dispostos na Tabela 09.



Tabela 09 — Composicao

neobrasiliensis.

quimica proposta para as fracdes polares de M.

[M-H] m/z Formula =ro DBE  Substancia proposta  MNB MNBAc
molecular [M-H] (ppm)
179.05614 CsH110s6 -0.171 15 Monossacarideo + -
183.02995 CsH70s5 -0.267 5.5 Galato de metila + +
191.05616 C7H1106 -0.26 25 Acido quinico + +
289.07176 C15H1306 -1.44 95 p-cumarilacetato + -
289.07218 C15H1306 -1.44 95 Epicatequina + -
300.99912 C14H50s -0.41 125 Acido elagico - +
301.03555 C15H90O7 -0.588 11.5 Quercetina + +
317.03077 Ci15H9Os -1.52 115 Miricetina + +
341.10950 C12H21011 -1.66 25 Dissacarideo + +
345.06221 C17H130s -1.8 115 Flavonoide + -
353.10963 C13H21011 -1.97 3.5 Acido quinico hexosideo  + -
383.11960 C14H23012 -0.25 35 Dissacarideo + -
433.07793 C20H17011 -1.03 125 Flavonoide - +
447.09354 C21H19011 -0.57 125 Quercitrina + +
449.07341 C20H17012 -1.92 125 Miricetina pentosideo + +
455.35307 C30H4703 -1.88 7.5 Triterpeno + -
463.08851 C21H19012 -0.68 125 Miricitrina + +
471.34836 C30H4704 -0.79 7.5 Acido triterpénico + -
499.06496 C21H19012Cl -0.18 115 Clustér.cForeto de - +
miricitrina
533.17268 C19H33017 -0.67 35 Trissacarideo + -
599.10481 C28H23015 -0.95 175 Quecitrina-O-galato + -
615.09966 C28H23016 -0.82 175 Miricitrina-O-galato + +
635.41646 C36Hs909 -2.75 7.5 Glicosideo triterpénico + -
649.43211 C3s6Hs57010 -2.96 7.5 Glicosideo triterpénico + -

(+) Presenca da substancia; (-) Auséncia da substéncia; DBE: Double bound
equivalent (DBE); MNB: Extrato bruto metandlico de M. neobrasiliensis; MNBAC:

Fracéo acetato de etila de M. neobrasiliensis.
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Assim como para espécie M. neuwiedeana, ndo ha na literatura estudos relatando a
composicdo quimica ou as atividades biolégicas desempenhadas pela M.
neobrasiliensis. Portanto, os resultados obtidos com essa espécie se tornam uma

importante contribuicdo para o conhecimento da espécie.

Com a avaliacdo destas espécies por meio da metodologia de ESI(-)FT-ICR foi
possivel verificar que as espécies da familia Myrtaceae apresentaram perfis quimicos
muito semelhantes. Todas as espécies apresentaram uma grande variedade de
compostos hidroxilados em suas composi¢cfes, principalmente acidos fendlicos,
flavonoides e &acidos triterpénicos. Além disso, as espécies do género Myrcia
apresentaram compostos bioativos que justificam a atividade hipoglicemiante pela
qual esse género € conhecido. Foram identificados compostos como como a
isovitexina, vitexina, miricitrina, quercetina, quercitrina, acido quinico, catequinas,
acido elagico e acido gélico, que, como dito anteriormente, tém a capacidade de atuar

como inibidoras das enzimas estudadas.

A determinacdo do perfil quimico destas espécies se trata de um avanco para o
entendimento das propriedades apresentadas por espécies do género Myrcia, bem
como contribui diretamente para o conhecimento das espécies estudadas neste

trabalho que apresentam grande diversidade de compostos e potencial farmacoldgico.

4.4.2 Caracterizacao dos triterpenos e esteroides por GC/MS

7

A presenca de terpenos em espécies da familia Myrtaceae é uma caracteristica
marcante e bem definida (PADOVAN et al., 2014). Os terpenos englobam uma grande
variedade de compostos biologicamente ativos formados por subunidades de isopreno
(CsHs). Em relagcdo ao numero de subunidades, os terpenos podem ser divididos em
monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Czo) e triterpenos (Cso), com

cadeias ciclicas ou aciclicas.

Os monoterpenos e sesquiterpenos sdo geralmente encontrados em 6leos essenciais,

mas ndo se limitam a estes, podendo ser encontrados na forma volatil ou fixa.

Os triterpenos, por sua vez, possuem uma grande variedade de atividades e
apresentam-se em formas estruturais complexas. Os nucleos triterpénicos mais

importantes sdo 0 esqueleto oleanano, ursano e lupano, que s&o nucleos



71

pentaciclicos formados por cinco anéis (A, B, C, D e E, respectivamente) de 5 ou 6
membros (Figura 26), encontrados livres ou glicosilados, podendo apresentar
diferentes atividades biol6gica, como atividades imunomoduladora, antimicrobiana,

anti-inflamatoria e anti-carcinogénica, por exemplo (MUFFLER et al., 2011).

Oleanano Ursano Lupano

Figura 26 — Estruturas moleculares dos principais esqueletos triterpénicos.

Outra importante classe de compostos, também formados pela mesma via metabdlica
dos terpenos, é a dos fitoesteroides. Ambos sdo provenientes da via da acetil-
coenzima A e formados pela ciclizagdo do esqualeno, diferenciando-se pelo nimero
de anéis formados e pelas atividades bioldgicas apresentadas. Os fitoesteroides
possuem estruturas quimicas muito semelhantes aos dos triterpenos, contendo quatro
anéis (A, B, C e D) em sua estrutura basica. Além disso, sao eficazes contra doencas
cardiovasculares, principalmente por meio da promocdo da reducdo dos niveis de
colesterol sanguineos (DEWICK, 2009).

Os terpenos, triterpenos e esteroides consistem em classes de compostos analisados
por GC/MS, uma poderosa e eficiente técnica de andlise para identificacdo e
caracterizacdo de misturas complexas de compostos (ASSIMOPOULOU;
PAPAGEORGIOU, 2005). Se trata, portanto, de uma ferramenta muito importante que
auxilia na determinacao do perfil terpénico de diferentes espécies e na identificacdo e

determinacao de biomarcadores para estas.

N&o foi possivel encontrar na literatura os valores de indice de Kovats para os
triterpenos e esteroides para as condi¢cdes de analise empregadas. Portanto, nao foi
possivel afirmar a presencga desses compostos por meio da comparacao direta desses
indices. A identificacdo dos triterpenos lupeol, lupenona, betulina, a-amirina, B-amirina

e y-sitosterol nas quatros espécies foi realizada por meio da analise dos padrdes de
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fragmentacao apresentados, em comparacdo com dados encontrados na literatura e
com dados obtidos na andlise de padrdes. Dessa forma, esses compostos foram

identificados e seus indices de Kovats determinados.

Na Figura 27 encontram-se as principais fragmentagcdes propostas para o y-sitosterol
e na Figura 28 podemos observar que os ions m/z 414, m/z 396 e m/z 145 sdo os que

apresentaram maior intensidade (Figura 35).
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Figura 27 — Principais fragmentacgdes propostas para o y-sitosterol.
Fonte: adaptado de Silva (2016).
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Figura 28 — Padrao de fragmentagao do y-sitosterol obtido na andlise da fracdo MNH.
MNH: Fracdo hexanica de M. neuwiedeana.

Na Figura 29 é observar as principais quebras de ligagdes dos triterpenos lupeol e
lupenona. Esses triterpenos seguem praticamente o mesmo padrao de fragmentacao.
Devido a pequena diferenca estrutural entre os dois compostos, onde o lupeol
apresenta uma hidroxila ligada ao C3 e a lupenona uma carboxila em C3, os tempos
de retencao apresentados sédo diferentes e a diferenciacao/caracterizacdo se da pelos
diferentes valores de massa/carga apresentados por dois fragmentos demonstrados

na imagem (lupeol: m/z 207 e m/z 426; lupenona: m/z 205 e m/z 424) (Figura 30).
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Figura 29 — Principais fragmentacgdes dos triterpenos lupeol e lupenona.
Fonte: adaptado de Silva (2014).
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Figura 30 — Padrdo de fragmentacé&o do (1) lupeol e da (2) lupenona obtido na analise
da fracdo MNH. MNH: Fracdo hexanica de M. neuwiedeana.

A estrutura quimica do triterpeno betulina € muito semelhante a do lupeol. Ambos se

tratam de triterpenos pentaciclicos de esqueleto lupano, com hidroxilas na posicao 3,

e diferenca estrutural na posi¢édo 17, onde ha um grupamento metilico no lupeol e um

grupamento CH20H na betulina. Como podemos observar na fragmentacéo proposta

na Figura 31, o fragmento intermediario de m/z 207 € o mesmo apresentado na

fragmentacao do triterpeno lupeol. A diferenciacéo, portanto, € feita por meio dos

demais fragmentos formados, como os ions de m/z 442 e m/z 234 (Figura 32).
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Figura 31 — Principais fragmentagdes propostas para a betulina.
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Figura 32 — Padrao de fragmentacdo da betulina obtido na analise da fragdo MNH.
MNH: Fracdo hexanica de M. neuwiedeana.

Uma caracteristica diferencial entre triterpenos de esqueleto lupano, como lupeol e
lupenona, de triterpenos de esqueleto oleanano e ursano, como a B-amirina e a a-
amirina, respectivamente, é a presenca do fragmento de m/z 203 apresentado pelas
amirinas. Os triterpenos B-amirina e a a-amirina sofrem fragmentacéo tipo retro-Diels-
Alder no anel C, tipica de triterpenos pentaciclicos, o que origina os ions de maior
intensidade observados para essas substancias: m/z 218, m/z 203 e m/z 189
(fragmento que acompanha o ion m/z 203, em menor intensidade) (Figura 33). A
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principal diferenca observada entre os esqueletos dessas moléculas é a posi¢cao dos
grupamentos metilicos no anel E. Esta diferenca fica evidente quando se observa a
intensidade do ion m/z 203 que é mais abundante no espectro da -amirina, em funcéo
da maior estabilidade do intermediario formado na fragmentacdo desse composto
(Figura 34) (ASSIMOPOULOU; PAPAGEORGIOU, 2005).

HO

m/z 426

B—amirina: R4=H; R,=CH3
o—amirina: R1=CHs; Ry=H

m/z 207

m/z 189 m/z 203 m/z 133

Figura 33 — Representacao da fragmentacéo tipo retro-Diels-Alder dos triterpenos -
amirina e a a-amirina.
Fonte: adaptado de Assimopoulou e Papagerogiou (2005).
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Figura 34 — Padréo de fragmentacédo da (1) B-amirina e da (2) a-amirina obtido na
analise da fracdo MNH. MNH: Fracédo hexanica de M. neuwiedeana.

A andlise de extratos por GC/MS apresenta-se como uma importante ferramenta para
identificacdo e diferenciagéo de compostos triterpénicos, pois, como observado acima,
0s triterpenos se tratam de compostos com estruturas quimicas muito semelhantes,
com pequenas diferencas passiveis de serem observadas pelo espectro de massas.
Portanto, a andlise cromatogréfica realizada por este trabalho confirma e reafirma a
importancia da utilizacdo da cromatografia gasosa para analise de extratos que
possuem triterpenos e esteroides em suas composicoes.

4.4.2.1 Caracterizacdo quimica da fracdo hexanica da espécie M. tenella

Na analise da facdo hexanica da espécie M. tenella por GC/MS foi possivel identificar
a presenca de 23 compostos (Tabela 10). Dentre eles, o esteroide y-sitosterol e os
triterpenos lupeol e betulina foram o0s compostos majoritarios encontrados,
representando 47,81% da composicdo quimica da fracdo. Além disso, esta fracao
apresentou cerca 19,30% de sua composicdo de sesquiterpenos e cerca de 42,95%

de triterpenos.



Tabela 10 — Composicdo quimica da fracdo hexanica da M. tenella.
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Composto TR Match IKe IKI  Area (%)
1 a-copaeno 9.442 876 1376 1376 0.39
2 B-elemeno 9.811 892 1393 1393 0.46
3  B-cariofileno 10.443 946 1420 1420 2.04
4  a-cariofileno 11.218 896 1453 1453 0.60
5 Alo-aromadendreno 11.393 902 1461 1461 0.89
6 Biciclosesquifelandreno 11.443 895 1463 1462 0.79
7  y-muuroleno 11.756 925 1476 1476 0.97
8 Ciclosativeno 11.838 839 1480 - 0.37
9 a-selineno 11.975 929 1486 1486 1.23
10 Eremofileno 12.075 919 1490 1486 1.70
11 a-muuroleno 12.313 925 1500 1500 151
12 y-cadineno 12.626 915 1514 1515 1.68
13 a-calacoreno 13.745 845 1563 - 0.39
14 Alcool cariofilenil 13.883 800 1569 1568 0.93
15 Oxido cariofileno 14.177 898 1582 1582 3.26
16 Viridiflorol 14.383 881 1591 1591 1.35
17 7-Cadinol 15491 861 1640 1640 0.38
18 T1-Muurolol 15.785 851 1654 1654 0.36
19 Fitol 28.01 900 2112 2111 1.07
20 y-sitosterol 42933 881 3307 - 6.57
21 B-amirina 43.358 848 3332 - 1.71
22 Lupeol 44,165 884 3379 - 33.23
23 Betulina 48.000 805 3666 - 8.01

TR: Tempo de Retencéo; IKe: Indice de Kovats experimental; IKI:

literatura; (-) auséncia de valores.

indice de Kovats

Estudos com Oleos essenciais obtidos de M. tenella mostraram a predominancia de

sesquiterpenos na composicao, principalmente de B-cariofileno, y-cadineno e éxido

cariofileno (ANDRADE; ZOGHBI; SILVA, 2006; APEL et al., 2010).

Pela andlise por

GC/MS da fracdo hexéanica de M. tenella foi possivel identificar a presenca dos
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mesmos sesquiterpenos anteriormente identificados no 6leo essencial da espécie,

bem como a deteccao de triterpenos ainda néo descritos para a espécie.

Apesar de néo ter sido encontrado nenhum estudo indicando a presenca de
triterpenos na M. tenella, alguns triterpenos, de esqueleto lupano e oleanano, ja foram
descritos para espécies do género Myrciaria como: $-amirina, acido oleandlico, acido
ursolico e acido maslinico em M. plicatocostata (AZEVEDO et al.,, 2017); acido
betulinico nas espécies M. dubia (YAZAWA et al., 2011) e M. floribunda (AZEVEDO
et al., 2017); lupeol e acido betulinico isolados de M. ferruginea (LIMA et al., 2017) e
friedelina, glutinol, 28-hidroxifriedelina, acido ursodlico e o esteroide B-sitosterol em M.
strigipes (FAITANIN et al., 2018). Portanto, € possivel afirmar que a composicéo
quimica de M. tenella vem ao encontro dos relatos encontrados na literatura acerca
de espécies do género Myrciaria, bem como demonstram que espécies deste género

sao importantes fontes de triterpenos pentaciclicos.

4.4.2.2 Caracterizacdo quimica da fracdo hexanica da espécie M. splendens

Os compostos encontrados em maiores concentracdes na fracdo hexanica de M.
splendens foram o a-tocoferol (isoforma mais ativa da vitamina E) e o esteroide y-
sitosterol, representando 47,84% da composicdo quimica da fracéo.

Ao contrario do observado na analise da espécie M. tenella, ndo foi possivel identificar
a presenca de compostos triterpénicos. A composi¢cdo de sesquiterpenos foi menos
expressiva, representando 13,63%, e a presenca de acidos graxos foi detectada
nessa espécie, representando 17,50% da composicdo total da fracdo. Todos os

compostos identificados estao listados na Tabela 11.

Assim como diversos outros 6leos essenciais de espécies do género Myrcia, o 6leo
essencial de M. splendens se apresentou majoritariamente composto de
sesquiterpenos (COLE; HABER; SETZER, 2008; NAKAMURA et al., 2010;
SCALVENZI et al., 2017). Na analise realizada, foi possivel constatar a presenca de

sesquiterpenos e 4cidos graxos na fragdo hexanica dessa espécie.

Além disso, ao contrario do que foi observado na andlise com a espécie M. tenella,
onde foram encontrados triterpenos como compostos majoritarios, a fracdo hexanica

de M. splendens apresentou o y-sitosterol e o a-tocoferol em maiores concentragoes.
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Durante o levantamento bibliografico ndo foram encontrados estudos que indicassem
a presenca desses compostos na espécie em questdo. Contudo, o isbmero (-
sitosterol j& foi isolado na espécie Myrcia tomentosa (SA et al., 2017) e o a-tocoferol
ja foi identificado em uma espécie da mesma familia, a P. cauliflora (GASPAROTTO
JUNIOR; DE SOUZA; LIVERO, 2019).

Tabela 11 — Composicdo quimica da fracdo hexanica da M. splendens.

Composto TR Match  IKe IKI Area (%)

1  Alo-aromadendreno 11,39 803 1461 1461 0.39
2 B-gurjuneno 11.75 886 1476 1475 0.49
3 B-selineno 11.981 905 1486 1486 0.44
4  Eremofileno 12.081 937 1490 1490 2.36
5 a-muuroleno 12.307 930 1500 1500 0.57
6 y-cadineno 12.626 904 1514 1514 0.28
7  d-cadineno 12.838 909 1523 1523 151
8  Viridiflorol 14.646 848 1602 1591 1.23
9 a-gurjuneno 15,434 854 1638 - 2.61
10 T1-Cadinol 15.478 831 1640 1640 1.25
11 y-Muuroleno 16.06 827 1666 - 2.5

12 Hexadecanoato de metila 21.508 939 1927 1927 3.33
13 Linoleato de metila 24.686 917 2094 2094 1.45
14 Linolenato de metila 24.805 895 2101 2100 5.76
15 Fitol 25.018 907 2113 2114 5.64
16 Estearato de metila 25.305 908 2129 2128 0.86
17 Tetracosano 34.545 860 2700 - 0.46
18 Esqualeno 36.371 916 2829 2829 13.27
19 a-tocoferol 40.412 950 3134 3130 28.03
20 y-sitosterol 42952 887 3308 - 19.81

TR: Tempo de Retencéo; IKe: Indice de Kovats experimental; IKl: indice de Kovats

literatura; (-) auséncia de valores.



4.4.2.3 Caracterizacao quimica da fracdo hexanica da espécie M. neuwiedeana

Na analise da fracdo hexanica da espécie M. neuwiedeana por GC/MS foram
identificados 12 compostos (Tabela 12). Dentre eles, 5 triterpenos foram identificados
como constituintes majoritarios: lupeol, B-amirina, 9,19-ciclolanost-7-en-3-ol, a-

amirina e lanosterol, representando 93,87% da composi¢cao dessa fragéo.

Tabela 12 — Composicdo quimica da fracdo hexanica da M. neuwiedeana.

Composto TR Match IKe IKI  Area (%)
1 B-elemeno 9,823 897 1393 1393 -
2  B-cariofileno 10.449 957 1420 1420 0.94
3 a-cariofileno 11,231 905 1454 1454 -
4  Hexadecanoato de metila 21,515 911 1928 1927 -
5  Estearato de metila 25,312 908 2129 2128 -
6  a-tocoferol 40.387 876 3132 3130 0.48
7  y-sitosterol 42971 778 3308 - 2.26
8 B-amirina 43.427 890 3336 - 21.01
9  Lupeol 44.170 804 3375 - 12.11
10 9,19-ciclolanost-7-en-3-ol 44590 820 3345 - 13.41
11 a-amirina 44,197 853 3381 - 33.22
12 Lanosterol 44.384 819 3392 - 14.12

TR: Tempo de Retencdo; IKe: Indice de Kovats experimental; IKl: indice de Kovats

literatura; (-) auséncia de valores.

Os triterpenos pentaciclicos a-amirina e 3-amirina, detectados na fracdo hexanica de
M. neuwiedeana, foram isolados na fracdo acetato de etila desta espécie. O

procedimento descrito nas paginas 39 a 42 levou ao isolamento e identificagdo desses

compostos e a caracterizagao encontra-se descrita a seguir.
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4.4.2.3.1 MNACc-01: a-amirina

A substancia MNAc-01 foi submetida ao teste de Liebermann-Burchard, que exibiu

coloracao rosea-violacea sugerindo natureza triterpénica do composto.

Os espectros RMN 'H e RMN *3C da substancia MNAc-01 apresentaram sinais

caracteristicos de um triterpeno.

O espectro RMN H (Figura 35) revelou a presenca de uma série de sinais entre &
0,74 — 1,98 ppm (s) atribuidos a sobreposicdo de protons metilicos tipicos de
triterpenos. O multipleto observado entre & 1,94 — 1,89 ppm (m) corresponde aos
hidrogénios do carbono C11; o tripleto observado em & 5,13 ppm (t, Ju12 = 3,6 Hz) se
refere aos hidrogénios ligados ao carbono olefinico C12 e o duplo-dupleto em & 3,22

ppm (dd, Jus = 10,9 e 5,1 Hz) se refere ao préton oximetina do carbono C3.

O espectro RMN DEPT 135 (Figura 36) revelou a presenca de 14 carbonos metilicos

e metinicos e 9 metilénicos.

O espectro RMN 13C (Figura 37) confirmou a natureza triterpénica da substancia MN-
01, onde foram observados 30 sinais de deslocamento bem definidos. Dentre eles, foi
observado um sinal em & 79,0 ppm referente ao carbono oximetinico C3 e sinais em
0 124,4 ppm e ©& 139,5 ppm referentes aos carbonos olefinicos C12 e C13,

respectivamente.

A correlacédo entre os deslocamentos dos prétons 'H e os deslocamentos quimicos
13C, via acoplamento Jch, podem ser observados no espectro HSQC 3C-'H (Figura
38).

A comparacdo dos deslocamentos quimicos obtidos no RMN 'H e RMN *3C com os
dados da literatura (Tabela 13) permitiu identificar a substancia MNAc-01 como sendo

o triterpeno pentaciclico a-amirina (Figura 39).
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Figura 35 — Espectro RMN 'H da substancia MNAc-01 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 36 — Espectro RMN DEPT 135 da substancia MNAc-01 (CDCls, 100 MHz).
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Figura 37 — Espectro RMN 3C da substancia MNAc-01 (CDCls, 100 MHz).
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Figura 38— Espectro de RMN HSQC 13C-'H da substancia MNAc-01.
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Figura 39 — Estrutura quimica da substancia MNAc-01 (a-amirina).

Tabela 13 — Comparacado entre os deslocamentos quimicos de MNAc-01, em RMN
13C (CDCIs, 100 MHz), e da a-amirina (CDCIs).

(continua)
C 6C (ppm) MNAc-01 6C (ppm) literatura **
1 38,8 38,7
2 27,2 27,2
3 79,0 78,3
4 38,7 38,7
5 55,1 55,2
6 18,3 18,3
7 32,9 32,9
8 40,0 40,0
9 47,7 47,7
10 36,9 36,9
11 23,2 23,3
12 124.4 124,3
13 139,5 139,3
14 42,0 42,0
15 28,7 28,7
16 26,6 26,6
17 33,7 33,7
18 59,0 58,9
19 39,6 39,6
20 39,6 39,6
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Tabela 13 — Comparacao entre os deslocamentos quimicos de MNAc-01, em RMN
13C (CDClIz, 100 MHz), e da a-amirina (CDClz).
(continuacéo)

C 6C (ppm) MNAc-01 6C (ppm) literatura **
21 31,2 31,2
22 41,5 41,5
23 28,1 28,1
24 15,6 15,6
25 15,6 15,6
26 16,8 16,8
27 23,3 23,3
28 28,1 28,1
29 17,4 17,4
30 21,4 21,3

* Simpletos na regiéo entre 1,92 — 0,74 ppm; ** Dados de MAHATO; KUNDU, 1994;

= deslocamento quimico.

4.4.2.3.2 MNACc-02: mistura de a- e B-amirina

A substancia MNAc-02 foi submetida ao teste de Liebermann-Burchard, que exibiu

coloracdo rosea-violacea sugerindo natureza triterpénica do composto.

Os espectros RMN 'H e RMN 13C da substancia MNAc-02 demostraram sinais

caracteristicos de uma mistura de triterpenos.

Foram observados no espectro RMN H (Figura 40) uma série de sinais entre & 0,80
— 2,00 ppm (s) atribuidos a sobreposicao de prétons metilicos tipicos de triterpenos; o
tripleto em & 5,18 ppm (t, Jn12 = 3,6 Hz) referente aos hidrogénios ligados ao carbono
olefinico C12 e o duplo-dupleto em & 3,24 ppm (dd, Jxs = 10,9 e 5,1 Hz) referente ao

préton oximetina do carbono C3.

O espectro RMN DEPT 135 (Figura 41) revelou a presenca de 26 carbonos metilicos

e metinicos e 18 metilénicos,

O espectro RMN 13C (Figura 42) apresentou 60 sinais bem definidos. Dentre eles,
foram observados 30 sinais com os deslocamentos quimicos compativeis ao da a-
amirina, com os sinais classicos em & 78,9 ppm referente ao carbono oximetinico C3

e sinais em 6 124,3 ppm e 6 139,4 ppm referentes aos carbonos olefinicos C12 e C13,
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respectivamente. Além disso, apresentou 30 sinais compativeis com a 3-amirina, com
picos de absorcdo em & 78,9 ppm referente ao carbono oximetinico C3 e sinais em &
121,6 ppm e & 1450 ppm referentes aos carbonos olefinicos Cl12 e C13,
respectivamente. Algumas caracteristicas auxiliam na diferenciacdo dos dois
triterpenos: na a-amirina, os carbonos metilicos caracteristicos da série urseno com
C30 (6 21,4 ppm) e C29 (6 14,4) ligados ao C19 (& 39,6 ppm) e C20 (& 39,6 ppm)
respectivamente, se diferenciam da -amirina nos carbonos caracteristicos da série
oleaneno com C30 (& 23,2 ppm) e C29 (& 33,2 ppm) ligados ao C20 (6 30,9 ppm)
(ZANON et al., 2008). Os diferentes deslocamentos quimicos descritos acima sao
classicamente utilizados para diferenciagao dos triterpenos a-amirina e e B-amirina

guando em misturas.

A comparacdo dos deslocamentos quimicos obtidos no RMN H e RMN 13C com os
dados da literatura (Tabela 14) permitiu identificar a substancia MNAc-02 como sendo

uma mistura dos triterpenos pentaciclicos a-amirina e 3-amirina (Figura 43).

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
1 (ppm)

Figura 40 — Espectro RMN 'H da substancia MNAc-02 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 41 — Espectro RMN DEPT 135 da substancia MNAc-02 (CDCls, 100 MHz).
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Figura 42 — Espectro RMN 13C da substancia MNAc-02 (CDCls, 100 MHz).
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Figura 43 — Estrutura quimica da substancia MNAc-02 (B-amirina).

Tabela 14 — Comparacado entre os deslocamentos quimicos de MNAc-02, em RMN
13C (CDClIz, 100 MHz), e da B-amirina (CDCIz).

(continua)
C 6C (ppm) MNAc-02 6C (ppm) literatura™*
1 38,4 38,7
2 27,4 27,3
3 78,9 79,0
4 39,6 38,8
5 55,0 55,3
6 18,2 18,5
7 32,5 32,8
8 39,6 38,8
9 47,7 47,7
10 36,8 37,6
11 23,1 23,6
12 121,6 121,8
13 145,0 145,1
14 41,6 41,8
15 25,8 26,2
16 26,8 27,0
17 32,3 32,5
18 47,1 47,4
19 46,7 46,9
20 30,9 31,1
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Tabela 14 — Comparacao entre os deslocamentos quimicos de MNAc-02, em RMN
13C (CDClIz, 100 MHz), e da B-amirina (CDClz).
(continuacao)

C 6C (ppm) MNAc-02 6C (ppm) literatura™*
21 34,6 34,8
22 36,7 37,2
23 27,1 28,2
24 15,3 15,5
25 154 15,6
26 16,7 16,9
27 26,0 26,0
28 27,9 28,4
29 33,2 33,3
30 23,2 23,7

* Simpletos na regido de 0,8 — 2,0 ppm; ** Dados de MAHATO; KUNDU, 1994; o =

deslocamento quimico.

Triterpenos pentaciclicos podem ser encontrados em diferentes espécies do género
Myrcia. Entretanto, este é o primeiro relato de identificacdo e isolamento desses

compostos na espécie M. neuwiedeana.

4.4.2.4 Caracterizacdo quimica da fracdo hexanica da espécie M. neobrasiliensis

Na andlise da fragdo hexanicas de M. neobrasiliensis, foram identificadas 19
substancias (Tabela 15).

Pdde-se constatar que 39,95% da composicao foi de triterpenos, cerca de 1,77% de
sesquitepenos, aproximadamente 6,74% de acidos graxos e quase 10% de a-
tocoferol. A variedade de triterpenos apresentada foi semelhante a das outras
espécies estudadas, com o lupeol como composto majoritario, como observado nas
espécies M. tenella e M. neuwiedeana, e presenca expressiva de a-tocoferol, como

observado na analise da espécie M. splendens.
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Tabela 15 — Composicéo quimica da fracdo hexanica da M. neobrasiliensis.

Composto TR  Match IKe IKI  Area (%)
1 B-cariofileno 10.436 951 1420 1420 0.58
2 a-cariofileno 11.218 925 1453 1453 -
3  B-selineno 11.975 923 1486 1486 0.61
4 y-cadineno 12.181 900 1495 1495 0.58
5  Oxido cariofileno 14.177 817 1582 1582
6 Hexadecanoato de metila 21.502 928 1927 1927 1.38
7 1-eicosanol 2448 872 2083 - -
8 Linoleato de metila 2468 910 2094 2094 0.68
9 Linolenato de metila 24799 830 2100 2100 1.77
10 Fitol 25.011 902 2112 2111 291
11 Estearato de metila 25.299 866 2128 2128 -
12 Esqualeno 36.359 920 2828 2829 4.85
13 y-tocoferol 39.317 896 3050 3076 0.93
14 o-tocoferol 40.387 943 3132 3130 9.68
15 Epieudesmina 42.145 812 3256 - 18.85
16 y-sitosterol 42946 886 3308 - 14.48
17 B-amirina 43.358 862 3332 - 3.5
18 Lup-20(29)-en-3-one 43.771 802 3356 - 1.34
19 Lupeol 44,178 880 3380 - 35.08
TR: Tempo de Retencdo; IKe: indice de Kovats experimental; IKl: indice de Kovats

literatura; (-) auséncia de valores.

Nao foi possivel encontrar estudos relatando a composicdo triterpénica de M.

neobrasiliensis. Contudo, os triterpenos 3-amirina, lupeol, lupenona e acido betulinico,

e o esteroide sitosterol foram isolados anteriormente na espécie Myrcia rontundifolia
(CERQUEIRA, 2002).
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4.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS
4.5.1 Triagem de atividade antioxidante

Inicialmente foi realizada a triagem antioxidante dos extratos brutos MT, MS, MN e
MNB. Nesta testagem foi possivel observar que os extratos brutos das quatro
espécies foram ativos nos ensaios realizados. Portanto, devido a atividade biolégica
detectada, as fracdes hexanicas, diclorometandlica, acetato de etila e aquosas

também foram submetidas aos ensaios utilizado os radicais sintéticos ABTS e DPPH.

Como pode ser observado na Tabela 16, as fracdes mais polares, com destaque para
as fracBes acetato de etila e aquosas, de todas as espécies apresentaram expressivas
atividades antioxidantes, frente a ambos os radicais testados, quando comparados

com os resultados expressos pelos padrées.

As fracdes acetato de etila das espécies M. splendens e M. neobrasiliensis foram mais
ativas que os padrdes Trolox, Quercetina e Rutina, além de expressarem atividade
antioxidante equivalente ao Acido gélico. Entretanto, foi possivel observar atividade

em todas as amostras analisadas, como descritos na Tabela 16.

Ao analisar os resultados obtidos na quantificacdo de metabdlitos secundarios, é
possivel concluir que as fragdes que apresentaram 0s maiores teores de compostos
fendlicos e flavonoides foram justamente as que se apresentaram mais ativas nos
ensaios antioxidantes. Portanto, estes resultados estdo em concordancia com
resultados obtidos em estudos realizados anteriormente com espécies do género
Myrcia, onde ja foram descritos um grande numero de flavonoides glicosilados e
taninos que possuem este tipo de atividade biol6gica (MORESCO et al., 2014).
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Tabela 16 — Triagem antioxidante dos extratos brutos e suas fracdes utilizando os
radicais ABTS e DPPH.

Espécie Extratos e fracdes \Coo (Hg/mL) ICso (Mg/mL)
ABTS DPPH

Extrato bruto (MT) 6,26 + 0,53 2bd 12 55 + 0,84 abcd
Hexanica (MTH) ND ND

M. tenella Diclorometandlica (MTD) ND ND
Acetato de etila (MTAC) 1,98 £0,35¢d 8,43 + 1,51 acd
Aquosa (MTAQ) 1,82 +0,11¢d 7,26 + 0,32 acd
Extrato bruto (MS) 1,52 +0,21¢ 6,48 + 0,14 abcd

M. splendens

Hexanica (MSH)

Diclorometandlica (MSD)

14,56 + 0,72 abed
11,59 + 0,57 abed

49,66 + 2,27 abcd
42,85 + 1,01 abcd

Acetato de etila (MSAC) 0,43 + 0,06 &bc 1,59 + 0,04 2P
Aguosa (MSAQ) 1,64 +0,11¢°d 1,62 +1,082b
Extrato bruto (MN) 5,45 + 0,86 bd 11,63 + 0,74 &bcd
Hexanica (MNH) ND ND

M. neuwiedeana Diclorometandlica (MND) 37,60 £ 1,412abcd 57 14 + 4,14 ab.cd
Acetato de etila (MNAC) 1,65 + 0,49 ¢4 2,74 + 0,322bd
Aquosa (MNAGQ) 1,27 +0,15¢4 4,00 + 0,11 bed

Extrato bruto (MNB)

Hexanica (MNBH)

7,09 + 0,76 aPcd
32,09 + 1,65 abed

6,33 + 0,17 abcd
72,69 + 0,99 abcd

M. neobrasiliensis Diclorometandlica (MNBD) 1,63 +0,29¢d 39,12 + 0,64 abcd
Acetato de etila (MNBAcC) 0,42 + 0,09 abc 3,71 + 0,19 bd
Aquosa (MNBAGQ) 1,02 + 0,06 ¢4 5,50 + 0,07 bed
Trolox 1,63 +£0,55 4,60 = 1,30
Rutina 1,84 + 0,55 8,64 £ 0,40
Padrbes )
Quercetina 5,17 £ 0,23 2,62 £ 0,09
Acido galico 0,31 +0,02 1,34 + 0,05

(-) auséncia de atividade. ND: néo determinado; 2 p < 0,05 comparado ao Trolox, °p <

0,05 comparado a Rutina, ¢ p < 0,05 comparado a Quercetina e 9 p < 0,05 comparado

ao Acido gélico (ANOVA de uma via com post test de Tukey). Valores expressos como

meédia + desvio padrao (n=3).
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Por meio da analise das amostras por ESI(-)FT-ICR MS, foi possivel identificar a
presenca de acido galico, galato de metila, quercetina, quercitrina e quercitrina-O-
glicosideo, além de outros flavonoides e compostos fendlicos, em quase todos o0s
extratos brutos e fracdes acetato de etila. Como pode ser observado na Tabela 16,
algumas dessas substancias foram utilizadas como padrdes e apresentaram
resultados muito semelhantes ao das amostras. Com base nesses dados, podemos

justificar parte da atividade antioxidante expressa por esses extratos e fracoes.

Além disso, fragdes menos polares como as fragdes hexanicas de M. splendens e M.
neobrasiliensis também expressaram atividade frente aos radicais. Ao serem
analisadas por GC/MS foi possivel identificar a presenga do a-tocoferol em ambas
amostras, estando em maior concentracdo na M. splendens. Por se tratar de uma
substancia com poder antioxidante jA bem documentado na literatura, podemos inferir

gue a atividade observada pode ter tido contribuicdo direta deste composto.

Outra substancia que pode ter contribuido com o resultado obtido com a fracéo
hexanica de M. neobrasiliensis foi o triterpeno pentaciclico lupeol, que pode ter atuado
sinergicamente com o a-tocoferol promovendo a atividade antioxidante observada.
Em um estudo utilizando o lupeol isolado de folhas de Andrographis echioides foi
observado que a atividade antioxidante expressa por este triterpeno foi semelhante
ao do padrdo utilizado no ensaio utilizando o radical DPPH. O padrdo de acido
ascorbico apresentou ICso igual a 47,4 pg/mL e o lupeol 44,3 pg/mL. Além de atuar
como antioxidante, o composto foi capaz de inibir as enzimas a-amilase e a-
glicosidase (GURUPRIYA et al., 2018).

Com base nesses resultados podemos afirmar que todas as espécies estudadas
apresentaram grande diversidade quimica e expressivos resultados referentes a
atividade antioxidante in vitro frente a radicais sintéticos, tornando-se, portanto,

promissoras fontes de compostos capazes de atuar sobre radicais livres.

Em estudos anteriores, o extrato etandlico das folhas de M. tenella jA demonstrou
atividade antioxidante in vitro frente ao radical DPPH e esta atividade foi associada a
presenca de rutina como composto majoritario (RIBEIRO et al., 2019). Além disso, um
estudo realizado com os frutos dessa espécie mostrou que a geleia, suco e bebida

fermentada obtidos desses frutos também foram capazes de atuar frente a este radical
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(RYBKA et al., 2018). Outras espécies, do mesmo género, gue também apresentaram
atividade antioxidante foram a M cauliflora (WANG et al., 2014), e a M. dubia (fruto
camu-camu), que se mostrou mais ativa do que as chamadas “superfrutas”, como as
blueberries, no ensaio com o ABTS. A atividade apresentada foi associada, pelos
autores, a presenca de carotenoides, vitamina C e compostos fendlicos, como acido
elagico, quercetina, rutina e catequinas, nos frutos dessa espécie (AKTER et al.,
2011). Um estudo realizado por Myoda e colaboradores (2010) explorou a atividade
antioxidante das sementes do fruto camu-camu sobre o radical DPPH, onde foi
observado que os extratos metandlicos 25% - 75% (ICso = 12,8 £ 0,7 a 20,7 £ 0,9 ug/g)
apresentaram atividades superiores a do acido ascorbico (ICso =21,4 £ 0,1 ug/g). Além
disso, no mesmo estudo foi observado que o conteudo fendlico das sementes estava
altamente correlacionado com a atividade apresentada (r = 0,97). Chirinos e
colaboradores (2010) demonstraram que a vitamina C contribui com cerca de 70%
para a capacidade antioxidante total das frutas camu-camu nas condi¢fes

empregadas pelo estudo.

O acido elagico e a quercetina foram compostos detectados nas amostras de M.
tenella pela analise por ESI(-)FT-ICR MS, justificando assim os resultados bioldgicos

observados.

A espécie M. splendens mostrou-se a mais ativa nos ensaios antioxidantes. Os
resultados obtidos foram consistentes com outros estudos que ja avaliaram o potencial
antioxidante das folhas dessa espécie. O extrato metandlico, aquoso, butandlico e
acetado de etila das folhas de M. splendens exibiram excelente propriedade
antioxidante, com resultados préximos aos dos padrbes utilizados. Os resultados
obtidos também foram associados, pelos autores, a presenca de compostos fendlicos
e flavonoides glicosilados (MORESCO et al., 2014; PONTES et al., 2019). Em um
estudo onde foi avaliada a atividade antioxidante de 23 espécies, 0 extrato de M.
splendens estava entre as quatro espécies que demonstraram as melhores atividades
frente ao radical DPPH, com o resultado muito proximo ao expresso pelo padréao
(SCIO et al., 2012). Ou seja, a atividade antioxidante observada no estudo da espécie

M. splendens vem ao encontro dos dados obtidos na literatura.

Por se tratar de um estudo com extratos de plantas, e ndo compostos isolados, os

resultados podem variar entre as espécies mesmo que estas apresentem compostos
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em comum. Os compostos presentes nos extratos podem atuar sinergicamente ou
nao para com as atividades apresentadas. Portanto, podemos inferir que a diferenca
entre as atividades biolégicas apresentadas pelas quatro espécies, e entre suas
fracOes, se da pela diferenca na variedade de compostos com essas propriedades
que cada uma apresenta, bem como a concentracdo destes em cada fracao

analisada.

4.5.2 Triagem de inibicdo da a-amilase

Os extratos brutos e suas fracdes foram avaliados quanto a capacidade de inibir a

atividade da enzima a-amilase e os resultados encontram-se dispostos na Tabela 17.

Os extratos brutos mais ativos foram o de M. neuwiedeana e M. neobrasiliensis. Na
maior concentracdo testada, o extrato de M. neuwiedeana apresentou capacidade de
inibir a enzima muito semelhante a apresentada pelo padrdao de Acarbose e o extrato
de M. neobrasiliensis atuou de forma semelhante ao padrao Quercetina. Em ambos
foi possivel detectar a presenca de compostos com esse potencial, como a propria
qguercetina, a quercitrina, a miricitrina, a miricetina, alguns derivados destes
compostos, como a miricitrina-O-galato e quercitrina-O-galato, o glicosideo de

vitexina, além de alguns acidos fendlicos.

Em relacdo a fracdes hexanicas e diclorometandlicas, ndo foi possivel detectar
atividade inibitéria nas condi¢des do estudo. Por outro lado, as fracées aquosas foram
as mais ativas no ensaio realizado e todas as fracdes acetato de etila de espécies de
Myrcia foram capazes de exercer esse tipo de atividade bioldgica.

Apesar de o extrato bruto de M. tenella se mostrar ativo na analise com a enzima a-
amilase, a fracdo acetato de etila ndo apresentou resultado satisfatorio. Isso pode ser
atribuido a identificacdo majoritaria de acidos triterpénicos nessa fracdo, quando
comparada ao extrato bruto, que podem ter contribuido para uma menor expressao
da atividade. Essa afirmacao se sustenta quando observamos a composi¢ao quimica
da fracdo hexanica MTH (Tabela 10, pag. 75) que se apresentou majoritariamente
composta por triterpenos e ndo foi capaz de atuar como antioxidante nem como

inibidor das enzimas nas condicfes estabelecidas por este estudo.
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Tabela 17 — Inibicdo da a-amilase promovida pelas quatro espécies estudadas.

_ % inibicao
Espécie Extratos e fracbes ICs0 (Mg/mL)
[1000 pg/mL]
Extrato bruto (MT) 54,59 + 8,74 ND
Hexanica (MTH) 18,31 £ 3,64 ND
M. tenella Diclorometandlica (MTD) 16,22 + 2,52 ND
Acetato de etila (MTAC) 25,07 £ 4,47 ND
Aquosa (MTAQ) 86,48 +0,49 69,38 +9,902Pb
Extrato bruto (MS) 50,31 £ 5,92 ND
Hexanica (MSH) 15,70 + 6,02 ND
M. splendens Diclorometandlica (MSD) 5,95+4,38 ND
Acetato de etila (MSACc) 84,04 +3,35 248,00 +13,50 2P
Aguosa (MSAQ) 84,98 + 0,44 1,61+0,12°
Extrato bruto (MN) 92,20 + 0,46 39,18 £ 2,73b
Hexanica (MNH) 14,72 + 2,85 ND
M. neuwiedeana Diclorometandlica (MND) - ND
Acetato de etila (MNAC) 78,65+2,39 208,13 +13,302P
Aquosa (MNAQ) 97,18 £ 0,44 5,74 £ 0,792P
Extrato bruto (MNB) 70,36 +1,86  161,3 +4,05 2P
Hexanica (MNBH) - ND
M. neobrasiliensis Diclorometandlica (MNBD) - ND
Acetato de etila (MNBACc) 64,14 +2,27 402,10 £5,13 2P
Aquosa (MNBAQ) 94,39 £ 0,70 18,63 + 4,40 3P
Acarbose 95,05 + 1,99 1,41 + 0,26
Padrdes Rutina | - ND
Quercetina 75,23 £ 5,61 432,37 £ 6,37
Acido galico 35,57 + 3,77 ND

(-) auséncia de atividade; ND: ndo determinado;.2p < 0,05 comparado a Acarbose e °

p < 0.05 comparado a Quercetina (ANOVA de uma via com post test de Tukey).

Valores expressos como média + desvio padrao (n=3).

As espécies M. splendens e M. neobrasilienses apresentaram os melhores resultados,

quando comparados com 0s

resultados expressos pelas outras espéecies,

principalmente por parte de suas fracdes aquosas. A fragdo MNBAQ exibiu uma
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atividade de inibicdo significativa e a fracdo MSAQ apresentou um valor de ICso

estatisticamente semelhante ao padréo Acarbose.

Quando todos os resultados apresentados pela espécie M. neuwiedeana s&o
analisados mais detalhadamente é possivel observar que esta espécie apresentou
resultados mais expressivos em relacdo as demais espécies, tanto no ensaio
antioxidante quanto na avaliagdo com a enzima a-amilase, indicando ser uma grande
fonte de compostos bioativos. Os melhores resultados nesse ensaio foram expressos
por esta espécie, que obteve ICso de 39,18 + 2,7 ug/mL pelo extrato MN, 208,13 +
13,30 pg/mL pela fracdo MNAc e 5,74 + 0,79 pg/mL pela fracdo MNAgQ, o que chama

a atencao para a bioatividade desta espécie.

Algumas espécies da familia Myrtaceae foram estudadas e também apresentaram
capacidade de inibir a enzima a-amilase. O extrato etandlico das folhas de Psidium
guajava L. inibiu 31,70% na concentracdo de 1,5 mg/mL (acarbose inibiu 52.1% na
mesma concentracdo) e o extrato cloroférmico das folhas de Syzygium cumini (L.)
inibiu 22,31% na concentracdo de 10 mg/mL (acarbose inibiu 50 % na concentracao
de 1,22 mg/mL) (SALES et al., 2012). Com base na literatura, é possivel afirmar que
as espécies estudadas, principalmente a M. splendens, M. neuwiedeana e a M.
neobrasiliensis, apresentaram capacidade de inibir esta enzima e sao foram
proporcionalmente mais ativas que algumas espécies relatadas como inibidoras da
enzima a-amilase. Portanto, estas espécies se tratam de promissoras fontes de
compostos com capacidade de inibir a atividade da enzima a-amilase e apresentam

grande potencial farmacoldgico, principalmente as fracdes mais polares.

4.5.3 Triagem de inibicdo da a-glicosidase

Devido os expressivos resultados obtidos no ensaio utilizando a enzima a-amilase, os
extratos metanolicos brutos das quatro espécies, MT, MS, MN e MNB, também foram

avaliados quanto a capacidade de inibir a atividade da enzima a-glicosidase.

Inicialmente, os extratos e o padrédo acarbose foram testados & uma concentracdo de
1000 pg/mL, onde foi possivel observar que todos os extratos foram capazes de inibir
a atividade da enzima a-glicosidase em mais de 70% (Figura 44). Os extratos
apresentaram resultados estatisticamente diferentes do padrdo, apresentando

resultados superiores ao expresso pela acarbose.
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Figura 44 — Inibicdo da a-glicosidase pelos extratos brutos e padrdo acarbose.

Ac: Acarbose; MT: Extrato bruto de M. tenella; MS: Extrato bruto de M. splendens;
MN: Extrato bruto de M. neuwiedeana; MNB: Extrato bruto de M. neobrasiliensis; * p
< 0,05 comparado com o padrao Ac (ANOVA de uma via com post test de Tukey).
Valores expressos como média + desvio padrdo (n=3).

O extrato bruto de M. splendens foi o mais ativo nas condi¢des de analise (ICso = 2,96
+ 0,16 pg/mL), os extratos de M. tenella e M. neuwiedeana apresentaram resultados
estatisticamente semelhantes entre si (ICso = 8,86 + 0,32 pg/mL e 10,22 + 0,88 pg/mL,
respectivamente) e o extrato de M. neobrasiliensis foi 0 menos ativo dentre os extratos
analisados (ICso = 25,95 + 1,32 pg/mL). Por outro lado, o padréo acarbose apresentou
ICsoigual @ 191,40 £ 1,35 pg/mL.

Portanto, todos os extratos demonstraram atividade de inibicdo no ensaio realizado,
com destague para 0s extratos das espécies M. splendes, M. tenella e M.
neuwiedeana que apresentaram excelentes resultados em comparacdo ao padrao
utilizado. Ao analisarmos os resultados obtidos utilizando a enzima a-glicosidase
combinados aos resultados obtidos com a enzima a-amilase, podemos afirmar que as
espécies M. splendens e M. neuwiedeana foram as duas mais ativas nos ensaios in
vitro. Esses resultados mostram que apesar dessas espécies nao serem incluidas no
grupo de espécies conhecidas como “pedra-ume-caa” e ndo serem utilizadas na
medicina tradicional para o tratamento de diabetes elas se apresentam como fontes
de metabdlitos secundarios com esse potencial e como possiveis adjuvantes

farmacoldgicas para o tratamento e/ou prevencao da diabetes.

Como discutido anteriormente, a composicdo quimica descrita para cada uma das

espécies pode ajudar a compreender a atividade bioldgica observada. A presenca de:
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acidos fendlicos, como o acido galico e acido elagico; galotaninos, como a digaloil-
glicose; e flavonoides, como a miricitrina e quercetina, podem justificar a atividade
observada no ensaio com a enzima a-glicosidase, uma vez que estes compostos ja

foram relatados como inibidores desta enzima.
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5 CONCLUSAO

As espécies Myrciaria tenella (DC.) O.Berg, Myrcia splendens (Sw.) DC, Myrcia
neuwiedeana (O.Berg) E.Lucas & C.E.Wilson. e Myrcia neobrasiliensis A.R.Lourenco
& E.Lucas apresentaram atividade antioxidante frente aos radicais sintéticos ABTS e
DPPH e foram capazes de inibir a as enzimas a-amilase e a-glicosidase que sao alvos
terapéuticos no tratamento da DM2. Além disso, foram detectadas a presenca de
diversos compostos fendlicos, taninos, flavonoides e terpenos que podem justificar,
pelo menos em parte, as atividades biolégicas apresentadas pelas diferentes

espécies.

O estudo mostrou que o maior potencial para as atividades avaliadas esta relacionado
aos extratos brutos e fracdes mais polares. De modo geral as plantas apresentaram
varios compostos com efeitos similares. Portanto, os resultados sugerem que as
atividades observadas podem ter ocorrido em decorréncia do sinergismo entre os

componentes detectados nessas fragcdes mais ativas.

De acordo com os resultados quimicos obtidos, podemos afirmar que essas espécies
se tratam de promissoras fontes de compostos bioativos que podem futuramente ser
empregados no tratamento e prevencao de doencas crbnicas e degenerativas. Além
disso, esses resultados corroboram com os dados disponiveis na literatura acerca das
espécies da familia Myrtaceae, especialmente do género Myrcia, que é amplamente

conhecido devido as atividades hipoglicémicas apresentadas.

Sendo assim, este trabalho contribui diretamente para o conhecimento das espécies
estudadas, especialmente com a Myrcia neuwiedeana (O.Berg) E.Lucas & C.E.Wilson
e Myrcia neobrasiliensis A.R.Lourenco & E.Lucas que ndo possuem relatos de

estudos fitoquimicos e/ou biolégicos na literatura.

Ainda hoje, a flora brasileira possui infinitas espécies que nunca foram estudadas
guanto ao potencial farmacolégico e menor ainda é o nUmero de espécies que tiveram
suas composi¢cdes quimicas determinadas. Dessa forma, o presente trabalho
demonstrou a grande diversidade de compostos quimicos e o potencial
hipoglicemiante de diferentes espécies nativas da restinga brasileira, expondo e
reafirmando a necessidade de protecdo e defesa da Mata Atlantica e dos sistemas
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associados, que apresentam uma enorme diversidade que pode ser perdida caso o

descaso e a falta de investimento nas pesquisas continuem.
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