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EPIGRAFE

“Alguns homens veem as coisas como sio, ¢ dizem ‘Por qué’? Eu sonho
com as coisas que nunca foram e digo ‘Por que ndo?” (George B. Shaw)

“A verdadeira viagem de descobrimento ndo consiste em procurar novas
paisagens, e sim em ter novos olhos”. (Marcel Proust)

“Os olhos sdo a candeia do corpo. Se 0s seus olhos forem bons, todo o seu
corpo sera cheio de luz”. (Mateus 6:22 / Biblia NVI).

“Todo saber € vao, exceto quando hé trabalho. E todo trabalho ¢ vazio,
exceto quando h4 amor. E quando trabalhais com amor, vés vos unis a vos
préprios, e uns aos outros, e a Deus”. (Khalil Gibran)
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A utilizacdo de compostos provenientes de plantas no desenvolvimento de
farmacos tem sido uma area promissora de investigacdo quimica. O objetivo
da presente pesquisa foi realizar estudos fitoquimicos e avaliagdo das
atividades antimicrobiana e diurética do extrato metanolico bruto, fragdes e
compostos das folhas de Mimosa bimucronata (marica) e antimicrobiana do
extrato metandlico bruto e fragdes das cascas do fruto de Mimusops balata
(abricé-da-praia). A andlise fitoquimica foi realizada com material fresco das
plantas escolhidas, em maceracdo por metanol por sete dias, seguida da
particdo liquido-liquido com solventes de polaridades distintas afim de se
obterem as fracBes diclorometano e acetato de etila, respectivamente. Tais
fracOes foram submetidas a cromatografia em coluna convencional (CC) com
gradiente de polaridade crescente para o0 isolamento dos constituintes
majoritarios de cada espécie. Os compostos isolados foram identificados por
meio de técnicas de cromatografia gasosa acoplado a detector massas
(CG/EM), além de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 3C e *H. Em
alguns casos foi usada cromatografia em camada delgada (CCD) para
confirmagdo estrutural usando padrBes auténticos. Das folhas de M.
bimucronata foram identificados o acido gélico e o galato de metila. Das
cascas do fruto de M. balata, foram identificados os &cidos ursolico e
oleandlico, &cido rotlndico e composto com caracteristicas dos &cidos
pomolico e cincholico. A andlise antimicrobiana avaliou extratos brutos e
fracbes de M. bimucronata e M. balata contra cepas de bactérias com e sem
parede celular, por meio da técnica de microdiluicdo em caldo; avaliou a
atividade antiflngica in vitro dos extratos brutos e fragfes de M. bimucronata
contra Bacillus subtilis; Staphylococcus aureus; Escherichia coli e Candida
albicans. Dentre o material avaliado, a fracdo diclometano das folhas de M.



bimucronata (FDCMF) foi a que melhor inibiu as cepas. O extrato
metandlico das folhas de M. bimucronata (EMBF) exibiu atividade
antimolicute moderada. A fracdo diclorometano das cascas do fruto de M.
balata (FDCMC) foi a Gnica que apresentou atividade antimicrobiana eficaz
contra os molicutes. A fracdo acetato de etila das cascas do fruto de M. balata
(FAEF) demonstrou eficacia contra Candida albicans. Foi verificada ainda,
a atividade diurética, natriurética e caliurética dos extratos, fracdes e dos
compostos obtidos mais promissores de M. bimucronata em ratos. O EMBF
e FAEF exibiram efeito diurético e salurético quando administrados por via
oral a ratos. Da mesma forma, o componente majoritario galato de metila
(GM) revelou propriedades diuréticas, natriuréticas e caliuréticas em ratos. O
acido gélico (AG) induziu efeitos diuréticos e saluréticos (Na* e CI'), sem
interferir na excrecdo de K*, quando administrados por via oral a ratos na
dose de 3 mg/kg. Embora varias atividades bioldgicas ja tenham sido
descritas para 0 AG, este € o primeiro estudo que demonstra seu potencial
como agente diurético.

Palavras-chave: Mimosa bimucronata. Mimusops balata. Analise
fitoquimica. Antimicrobiana. Diurético.
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The use of plant compounds in drug development has been a promising area
for chemical research. The aim of this work was to carry out phytochemical
studies and antimicrobial and diuretic evaluation of the crude methanolic
extract, fractions and isolated compounds from Mimosa bimucronata
(maricd) leaves and antimicrobial of the crude methanolic extract and
fractions of Mimusops balata (abricd-da-praia) fruit’s barks. The
phytochemical analysis was carried out with fresh plants material, in
maceration by methanol for seven days, followed by the liquid-liquid
partition with solvents of different polarities to obtain the dichloromethane
and ethyl acetate fractions, respectively. These fractions were subjected to
conventional chromatography column (CC) with gradient of increasing
polarity for the isolation of the major constituents of each species. The
isolated compounds were identified using gas chromatography coupled to
mass detector (GC-MS), as well as **C and *H nuclear magnetic resonance
(NMR). In some cases, thin layer chromatography (CCD) was used for
structural confirmation using authentic standards. From the leaves of M.
bimucronata, gallic acid and methyl gallate were identified. From the bark
fruit of the M. balata, the ursolic and oleanolic acids, rotundic acid and a
compound with the characteristics of the pomolic and cincholic acids were
identified. The antimicrobial analysis evaluated crude extracts and fractions
of M. bimucronata and M. balata against bacterial strains with and without
cell wall, using the broth microdilution technique; and evaluated the in vitro
antifungal activity of crude extracts and fractions of M. bimucronata against
Bacillus subtilis; Staphylococcus aureus; Escherichia coli and Candida
albicans. Among the evaluated material, dichloromethane fraction leaves of
M. bimucronata (FDCMF) was the one that best inhibited the strains.



Methanolic extract from leaves of M. bimucronata (EBMF) exhibited
moderate antimolicute activity. The dichloromethane fraction bark fruit of
the M. balata (FDCMC) was the only one that presented effective
antimicrobial activity against the molicutes. Ethyl acetate fraction bark fruit
of the M. balata (FAEF) demonstrated efficacy against Candida albicans. It
was also verified the diuretic, natriuretic and kaliuretic activity of extracts,
fractions and the most promising compounds of M. bimucronata in rats.
EMBF and FAEF exhibited diuretic and saluretic effects when administered
orally to rats. Furthermore, the major component gallate of methyl (GM)
revealed diuretic, natriuretic and kaliuretic properties in rats. Gallic acid (AG)
induced diuretic and saluric effects (Na* and CI°), without interfering with the
excretion of K* when administered orally to rats at a dose of 3 mg/kg.
Although several biological activities have already been described for AG,
this is the first study that demonstrates its potential as a diuretic agent.

Keywords: Mimosa bimucronata. Mimusops balata. Phytochemical
analysis. Antimicrobial. Diuretic.
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1 INTRODUCAO

Diversos principios ativos sdo isolados a partir das plantas. Nos
Gltimos anos, pesquisas cientificas nas areas de quimica, biologia,
farmacologia e medicina confirmam este fato. A utilizacdo de compostos
provenientes de plantas no desenvolvimento de farmacos tem sido uma area
promissora de investigacdo quimica. Os motivos para utilizacdo de plantas na
prevencdo e profilaxia de doencgas séo varios: além do baixo custo, eficacia e
facil acesso, hd o interesse de utilizar plantas com o intuito de obter
compostos com menores efeitos adversos e tdo ou mais eficazes do que os
farmacos disponiveis no mercado (CECHINEL FILHO, 2017).

Desta forma, a etnobotanica tem a incumbéncia de resgatar
informacges a partir do conhecimento de diferentes povos e etnias; a
fitoquimica de desempenhar a identificacdo, purificacdo, isolamento e
caracterizacdo de substancias ativas; e a farmacologia de estudar os efeitos
farmacologicos de extratos e dos constituintes quimicos isolados
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006; BESSA et al., 2013).

Algumas plantas possuem o beneficio de mimetizar os efeitos
secundarios relacionados ao tratamento de antimicrobianos convencionais. O
sucesso do uso de qualquer agente terapéutico esta intimamente ligado ao
desenvolvimento de resisténcia do agente ao composto a partir do momento
no qual é administrado. Isto se aplica para agentes usados no tratamento de
infecgdes bacterianas, fUngicas, parasitérias, virais e para o tratamento de
doencas cronicas como cancer e diabetes. O desenvolvimento de novos
farmacos, eficientes e de baixo custo é, portanto, de grande importancia
(DAVIES; DAVIES, 2010; MONTALVO; BOULOGNE; SUAREZ, 2013;
PENTEADO et al., 2016; WALSH; AMYES, 2004).

As preparacOes a base de plantas utilizadas na medicina popular
tradicional sdo em grande parte desconhecidas para que haja compreensao
nos mecanismos de acdo e avango no desenvolvimento de novos farmacos
para a saude cardiovascular e doengas renais (ALMEIDA et al., 2017;
KUMAR et al., 2010; VANAMALA et al., 2012).

Varios estudos ndo se estendem além da abordagem inicial, testando
somente extratos brutos e fragcBes ndo purificadas. Assim, identificar as
substancias ativas das preparacdes & base de plantas, que sdo objeto de
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estudos cientificos, ganhou relevancia significativa nas Ultimas décadas
(CECHINEL FILHO, 2017).

Mimosa bimucronata (maricd), da familia Mimosaceae, é uma
arvore endémica do Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai (BURKART,
1959; TOMAZ; KESTRING; ROSSI, 2007). Ocorre com predominancia em
planicies Umidas, varzeas e nas margens de rios e lagos (LORENZI, 2000;
MENEZES et al., 2010). Na literatura, foram relatados o isolamento e
caracterizacdo de diversas substdncias, como saponinas, alcaloides,
terpenoides e, principalmente de flavonoides, cujas atividades biol6gicas para
0 género sdo conhecidas como antioxidante e anti-inflamatéria. Em relacéo
as espécies investigadas, 0 maior nimero de trabalhos é atribuido & Mimosa
pudica e sdo escassas as analises com a Mimosa bimucronata (MENG et al.,
2009; SILVA, 2016).

Plantas da familia Mimusops se destacam na literatura com
atividades bioldgicas, como: Mimusops elengi L., antibacteriana (GOPALAN
et al., 2014), antioxidante, anti-inflamatéria (KAR et al., 2012); Manilkara
(sinbmino Mimusops) zapota L., antioxidante, antihiperglicémico e
hipocolesterolémico (FAYEK et al., 2013; FAYEK et al., 2012) e Mimusops
hexandra Roxb., com efeito gastroprotetor (MODI et al., 2012; SHAH;
GOSWAMI; SANTANI, 2004) e antioxidante (KUMAR; KAUR; ARORA,
2010).

Mimusops balata ¢ uma planta pouco analisada, com escassas
publicacbes na literatura. Estudos recentes desenvolvidos pela autora
(SCHLICKMANN, 2015), indicaram o potencial gastroprotetor do fruto de
Mimusops balata (abricé-da-praia).

Diante do exposto, a presente pesquisa tem como objetivo realizar
estudos fitoquimicos e avaliacdo das atividades antimicrobiana e diurética do
extrato metandlico bruto, fragdes e compostos das folhas de Mimosa
bimucronata (maricd) e antimicrobiana do extrato metandlico bruto e fracBes
das cascas do fruto de Mimusops balata (abric6-da-praia).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar estudos fitoquimicos e avaliagdo das atividades
antimicrobiana e diurética do extrato metandlico bruto, fragdes e compostos
das folhas de Mimosa bimucronata (maricd) e antimicrobiana do extrato
metanolico bruto e frages das cascas do fruto de Mimusops balata (abrico-
da-praia).

2.2 Objetivos Especificos

- Obter e fracionar os extratos brutos metanolicos das folhas de M.
bimucronata e das cascas do fruto de M. balata;

- Selecionar as fragBes mais ativas para isolamento dos principios
ativos por meio de métodos cromatograficos convencionais;

- ldentificar os principios ativos obtidos por técnicas
espectroscopicas usuais;

- Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos brutos e fracGes de
M. bimucronata e M. balata contra cepas de bactérias com e sem parede
celular (molicutes), por meio da técnica de microdiluicdo em caldo;

- Avaliar a atividade antifungica in vitro dos extratos brutos e fracdes
de M. bimucronata contra Candida albicans;

- Avaliar a atividade diurética, natriurética e caliurética dos extratos,
fracdes e dos compostos obtidos mais promissores de M. bimucronata em
ratos e propor os mecanismos de acdo das possiveis agdes diurética,
natriurética e caliurética dos compostos obtidos mais promissores.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Género Mimosa

A taxonomia de Mimosa bimucronata, de acordo com o Sistema de
Classificacdo de Cronquist, obedece a hierarquia a seguir (AMARAL, 2015;
CARVALHO, 2004; JUDD et al., 2009; KUNTZE, 1891).

- Divis8o: Magnoliophyta (Angiospermae)

- Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonae)

- Ordem: Fabales

- Familia/Subfamilia; Fabaceae/Mimosoideae  (Mimosaceae;

Leguminosae)

- Género: Mimosa

- Espécie: Mimosa bimucronata (De Candole)

Os sinbnimos de Mimosa bimucronata sdo: Acacia bimucronata De
Candole; Mimosa sepiaria Bentham. E 0s nomes populares brasileiros:
alagadico, amorosa, angiquinho, arranha-gato, espinheira, espinheira-de-
cerca, espinheira-de-maricd, espinheiro, espinheiro-de-cerca, espinheiro-de-
maricd, espinho, juqui-de-cerca, marica, maricazeiro, espinho-roxo, espinho-
de-maricd, silva, unha-de-gato. Na Argentina é chamada de yuqueri
(CARVALHO, 2004).

Dentre as familias mais abundantes da flora brasileira, esta a familia
Fabaceae, com distribuicdo cosmopolita, vivendo em vasta diversidade de
habitats. Possui cerca de 19.400 espécies, distribuidas em 740 géneros. Esta
dividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Faboideae e Mimosoideae.
Mimosoideae possui cerca de 40 géneros e 2.500 espécies (AMARAL, 2015;
JUDD et al., 2009; LEWIS et al., 2005).

A literatura descreve que as espécies desta familia podem ser fontes
de compostos bioativos com potenciais atividades biolégicas como
antitumoral, antiviral, antitérmica, anti-inflamatéria e estimulante
(CHOPRA; NAYAR; CHOPRA, 1956; MENDONGCA; ONOFRE, 2009;
MULLER; KRAUS; FRANZ, 1989; OLIVEIRA; DAVID; DAVID, 2016;
SYDISKIS et al., 1991).

A origem da palavra Mimosa é grega — “mimein”, que significa
“fazer movimento”, e “meisthal”, significa imitar. Estes termos fazem
referéncia a diversas espécies que tem como caracteristicas fechar e contrair
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as folhas e foliolos ao rogarem entre si ou ao serem tocadas por algum corpo
estranho (BURKART, 1979).

Existem diversos usos populares descritos para espécies do género,
além de trabalhos que avaliaram diferentes atividades biolégicas, conforme

exibe a Tabela 1.

Tabela 1. Utilizagdo empirica de espécies do género Mimosa e seus

constituintes quimicos descritos na literatura*.

(continua...)
Espécie Utilizagéo Partes Classes/ Referéncias
empirica utilizadas Constituintes
da planta quimicos
M. Ulcera * * COELHO;
adenocarpa SILVA,
2003.
M. albida Doengas *x Isorientina; DHILLION;
estomacais, orientina; CAMARGO
insbnia, dores isovitexina; -RICALDE,
no corpo vitexina 2005.
M. Anti- Sementes Compostos KESTRING
bimucronata inflamatério e folhas fendlicos et al., 2009.
M. dystachia  Les@es de pele ** ** DHILLION;
e sangramento CAMARGO
bucal -RICALDE,
2005.
M. hamata Antimicrobian *x Acido galico; JAIN;
0 e antiviral flavonoides; JAIN;
saponinas. VLIETIINC
K, 2004.
M. hostilis Alucindgenos Raizes Diterpenos OHSAKI,
raminosideos - 2006.

mimosina B e C;

N,N-
dimetiltriptamin
a; taninos
condensados.
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Tabela 1. Utilizagdo empirica de espécies do género Mimosa e seus
constituintes quimicos descritos na literatura™.

(continua...)
Espécie Utilizacao Partes Classes/ Referéncias
empirica utilizadas Constituintes
da planta quimicos
M. invisa Antitumoral, Folhas 4-hidroxi-3- AGUIAR,;
antimicrobiano, metoxi DAVID,
diurético, anti- benzaldeido; 4- 2006;
inflamatorio, hidroxi3,5- LARGO-
imunomodulad dimetoxi JUNIOR;
ora benzaldeido; RIDEOUT;
acido 4-hidroxi- RAGASA,
3- 1997.
metoxi
benzoico;
pinoresinol; -
sitosterol;
lupeol; a-miring;
kaempferol.
M. lacerata Les6es na boca *x *x DHILLION;
CAMARGO
-RICALDE,
2005.
M. Antioxidantes / Folhas / B-sitosterol; N- AGRA,
ophtalmocent Contra Casca do metiltriptamina; 2007;
ra bronquite e caule / hordenina. DAVID,
Benth. tosse / Raizes 2007.
alucindgeno
Atividade Partes B-sitosterol e NUNES,
M. paraibana citotoxica e aéreas estigmasterol; 2008.
antioxidante 15-hidroxi
feofitina
A;5,7-
dihidroxiflavano
na; 3,4,5-

triidroxibenzoat
o0 de etila; &cido
p-cumarico
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Tabela 1. Utilizagdo empirica de espécies do género Mimosa e seus
constituintes quimicos descritos na literatura™.

(continua...)
Espécie Utilizacao Partes Classes/ Referéncias
empirica utilizadas Constituintes
da planta quimicos
M. pigra Contraceptivo Raizes Kaempferol; SANZ-
querceting; BISET, et
apigenina; al., 2009.
acacetina;
triterpeno
glicosideo
M. pudica Purgativa; ** 57,34 - AHMAD;
emética; tetraidroxi-6-C- ISMAIL,
reumatismo; [B-Dapiose- 2003;
difteria; (1—4)]-B- GIRISH et
tumores; Dglicopiranosil al., 2004;
leucorréia; flavona; MORS;
toénico; isorientina; RIZZINI;
gonorréia; orientina; PEREIRA,
furdnculo; isovitexina; 2000;
feridas, asma, vitexina ZHANG;
diarréia, YUAN,;
sedativo ZHOU,
2011.
M. scabrella  Atividade Sementes Trigalactosil- CHRESTA
antiviral, / Cascas / pinitol; taninos; NI et al.,
herpes, Folhas triptaminas. 2009;
rotavirus e NOLETO et
citotoxicidade al., 2009;
em SANZ-
células HeLa / BISET et
Alivia pruridos al., 2009

/
Estimulante
digestivo e
para
problemas
circulatdrios
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Tabela 1. Utilizagdo empirica de espécies do género Mimosa e seus

constituintes quimicos descritos na literatura™.

(conclusao).

Espécie Utilizacao Classes/ Referéncia
empirica Constituintes S
quimicos
Purgativa; ** MORS;
M. reumatismo; RIZZINI;
velloziana difteria; PEREIRA,
contra tumores 2000.
e furinculos;
leucorreia;
gonorreia.

*Tabela adaptada de Silva (2016). **Dados nao informados pelos autores.

3.1.1 Espécie Mimosa bimucronata

A Mimosa bimucronata (maricd) é uma arvore endémica do Brasil,
Paraguai, Argentina e Uruguai (BURKART, 1959; TOMAZ; KESTRING;
ROSSI, 2007). O termo bimucronata diz respeito ao par de mucrons
estipulares situado na base de cada pina (CARVALHO, 2004; MARCHIORI,
1995).

M. bimucronata atinge cerca de dez metros de altura, com
ramificacdo intensa. Ocorre predominantemente em planicies Umidas,
varzeas e nas margens de rios e lagos (LORENZI, 2000; MENEZES et al.,
2010). A Figura 1 exibe a foto de um ramo de M. bimucronata.

O estudo de Buogo (2017) identificou nos extratos hidroalc6olicos
das folhas e inflorescéncias de M. bimucronata, compostos fendlicos,
flavonoides, taninos, antraquinonas, alcaloides e heterosideos cardiotonicos.
Os compostos fenodlicos foram dosados: no extrato das folhas 19,06 mg/g
foram detectados, e no extrato das inflorescéncias 14,75 mg/g. Os
flavonoides corresponderam a 8,79 ug/g do extrato das folhas e 6,47 ng/g do
extrato das inflorescéncias.

Compostos fendlicos também foram identificados nas folhas e
sementes de M. bimucronata, no estudo de Kestring e colaboradores (2009).

Na literatura, sdo escassas as publicagdes de M. bimucronata, por
isto a relevancia de atribuir estudos com esta espécie.
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Figura 1. Folhas de Mimosa bimucronata.

Fonte: <https://www.flickr.com/photos/restingas/6803379113>.
3.2 Género Mimusops

No Brasil, a familia Sapotaceae compreende 12 géneros, 232
espécies e 27 subespécies, distribuida em areas da Amazodnia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (CARNEIRO et al. 2016). E uma
das familias mais relevantes (riqueza e abundancia) de florestas ombréfilas
da Amazdnia, com usos de suas espécies na producdo de goma comercial,
madeira de qualidade, matéria-prima para especiarias e frutos comestiveis
(PENNINGTON, 1990; VALENTE; SOUSA; BASTOS, 2013). A familia
Sapotaceae é pertencente a ordem Ericales (APG 111 2009; VALENTE;
SOUSA; BASTOS, 2013), anteriormente posicionada em Ebenales.
Contudo, o estudo dos géneros ainda apresenta lacunas, tornando a
circunscricdo desses bastante complexa (VALENTE; SOUSA; BASTOS,
2013).

Mimusops/Manilkara é um género de arvores da familia Sapotaceae
que compreende 78 espécies distribuidas ao longo dos tropicos (30 no Sul e
América Central, 35 na Africa e 13 no Sudeste Asiético). Esta propagagio
com relativamente baixo nimero de espécies nas principais regides tropicais
torna o género Mimusops um excelente alvo para comparacdo de padrdes de
diversificacdo regional e testes de hipéteses para a génese de distribuicéo
pantropical (ARMSTRONG et al., 2014; MCLOUGHLIN, 2001).

Pertencem ao género Mimusops/Manilkara: Manilkara bidentata
(A.DC.) A.Chev., Manilkara cavalcantei Pires & W.A.Rodrigues ex
T.D.Penn., Manilkara dardanoi Ducke, Manilkara decrescens T.D.Penn.,
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Manilkara elata (Allemdo ex Mig.) Monach., Manilkara excelsa (Ducke)
Standl., Manilkara inundata (Ducke) Ducke, Manilkara longifolia (A.DC.)
Dubard, Manilkara maxima T.D.Penn., Manilkara multifida T.D.Penn.,
Manilkara paraensis (Huber) Standl., Manilkara rufula (Mig.) H.J.Lam,
Manilkara salzmannii (A.DC.) H.J.Lam, Manilkara subsericea (Mart.)
Dubard, Manilkara triflora (Allemdo) Monach., Manilkara zapota (L.)
P.Royen (ALMEIDA-JUNIOR, 2016). A Tabela 2 exibe as convergéncias
entre 0os Géneros Mimusops e Manilkara.

Tabela 2. Sinonimia entre espécies de Mimusops e Manilkara.
Género Mimusops Género Manilkara
Mimusops amazonica Huber Manilkara bidentata subsp.
surinamensis (Mig.) T.D.Penn.
Mimusops balata (Aubl.) C.F.Gaertn Manilkara bidentata (A.DC.) A.Chev.
subsp. bidentata

Mimusops bidentata A.DC Manilkara bidentata (A.DC.) A.Chev
Mimusops cearensis Huber Manilkara triflora (Allemao) Monach.
Mimusops darienensis Pittier Manilkara bidentata (A.DC.) A.Chev.

subsp. bidentata

Mimusops elata Allemao ex Miq Manilkara elata (Allemdo ex Miq.)
Monach.

Mimusops excelsa Ducke Manilkara excelsa (Ducke) Standl

Mimusops floribunda Mart Manilkara subsericea (Mart.) Dubard

Mimusops globosa C.F.Gaertn Manilkara bidentata (A.DC.) A.Chev.
subsp. bidentata

Mimusops rufula Miq Manilkara rufula (Miq.) H.J.Lam

Fonte: Montalvo (2018); Zappi e colaboradores (2015).

Estudos de espécies do género Mimusops mostraram a presenga de
triterpenos, saponinas e flavonoides (Quadro 1) que salienta o grande
potencial bioldgico do género. Frutas e sementes foram estudadas, enquanto
0s extratos de cascas foram por vezes usados como medicamentos a base de
plantas na medicina tradicional, como o sapotizeiro (MISRA; MITRA, 1969;
LAVAUD et al., 1996; MA et al., 2003; HOSSAIN et al., 2012; RHOURRI-
FRIH et al., 2013).
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Algumas espécies de Mimusops/Manilkara se destacam com
atividades bioldgicas esclarecidas, como: Mimusops elengi L., Manilkara
zapota L. e Mimusops hexandra Roxb.

- Mimusops elengi L.: usada pelas comunidades indigenas para o
tratamento de diversas enfermidades, tais como, doencas dentarias,
gueimadura, desordens uterinas, Ulceras, doencas cardiacas, febre e também
é utilizada como diurético, adstringente e afrodisiaco (KIRTIKAR, BASU,
1988; PURNIMA et al., 2010; YOGANARASHIMAN, 1996). Também
utilizada como agente gastroprotetor, anti-hiperlipidémico, anti-helmintico,
analgésico e antipirética (GHAISAS el al., 2008; MALI; MAHAJAN;
MEHTA, 2007; PAYAL et al., 2003; PURNIMA et al., 2010). As sementes
de M. elengi demonstram atividade antibacteriana (GOPALAN et al., 2014).
As folhas exibem efeitos antioxidante, anti-inflamatério (KAR et al., 2012) e
eficiente poder de cicatrizagio de feridas (SINGH et al., 2016). A casca do
caule de M. elengi possui potencial citotéxico, anti-tumoral (KUMAR et al.,
2015) e possui agdo antioxidante devido a presenca de compostos fendlicos
(SHAHWAR; RAZA, 2012).

- Manilkara zapota L.: amplamente encontrado por todo territério
brasileiro, o sapotizeiro d& frutos muito saborosos, sendo a frutifera mais
popular da familia das sapotéceas. Os extratos alcodlicos e aquosos de frutos
verdes (FAYEK et al., 2013) e folhas demonstraram efeitos antioxidante,
antihiperglicémico e hipocolesterolémico (FAYEK et al., 2012).

- As folhas do sapotizeiro apresentam efeitos anti-inflamatorios e
antipiréticos (GANGULY et al., 2013), antioxidante (NAGANI; CHANDA,
2010), antimicrobianos (OSMAN et al., 2011a) e potencial analgésico
(SHIVHARE et al., 2011). O extrato etandlico das folhas exibiu atividade
antiartritica (SINGH et al., 2011). Além disso, o extrato acetato de etila da
casca do caule de M. zapota demonstrou atividade antitumoral significativa
contra carcinoma de Ehrlich (OSMAN et al., 2011b); o extrato etanolico da
casca do caule exibiu efeito antiproliferativo para as linhagens celulares HL-
60, HT-29, A 549, A 431 e MCF-7 (AWASARE; BHUJBAL; NANDA,
2012). Os frutos do sapotizeiro foram eficazes contra carcinoma ascitico de
Ehrlich em camundongos Swiss (KHALEK et al., 2015).

- Mimusops hexandra Roxb.: usada popularmente (folhas, casca e
frutos) para tratamento de febre, cdlica, lepra, opacidade da cornea, Ulceras,
helmintiase, hiperdipsia, cefaléia, ictericia, dor de dente, diarréia, como
aperitivo, purificador do sangue, ténico e adstringente (KUMAR; KAUR;
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ARORA, 2010; MISHRA; PAREEK, 2014; PULLAIAH, 2006; WARRIER
etal., 1995). A casca do caule demonstrou efeito gastroprotetor (MODI et al.,
2012; SHAH; GOSWAMI; SANTANI, 2004) e o extrato metandlico das
folhas de Mimusops hexandra exibiu atividade antioxidante (KUMAR,;
KAUR; ARORA, 2010).

Um estudo fitoquimico com as folhas frescas de M. subsericea,
identificou os seguintes compostos por meio de RMN e CG/EM: miricetina,
quercetina e kaempferol da fracdo acetato de etila. Também foi identificado
nesta fracdo, um acido poli-hidroxi-triterpeno (acido pomdlico). Compostos
volateis identificados por CG/EM incluem monoterpenos, sesquiterpenos e
hidrocarbonetos de cadeia longa (ALMEIDA et al., 2015). Além disso, foram
identificados com predominancia no perfil fitoquimico de M. subsericea
triterpenos pentaciclicos, basicamente relacionadas aos esqueletos olean12-
eno e urs-12-eno, incluindo os acetatos de alfa e beta-amirina. Séo
substancias encontradas em abundancia nos extratos dessa espécie e séo
consideravelmente apolares (AHMED et al., 2001; FAYEK et al., 2013;
FERNANDES, 2011; 2014; MA et al., 2003).
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Quadro 1. Metabdlitos secundérios relatados para 0 Género Mimusops.

Triterpenoide: Taraxerol

(continua...)
Espécie Parte Composicdo quimica Referéncias
utilizada
da planta
Mimusops | Latex Triterpenoides: (MISRA;
balata - Acetato de B-amirina NIGAM;
- Acetato de lupeol MITRA, 1974).
Mimusops | Sementes | Acido graxo saturado:
caffra - Acido estearico
Acidos graxos insaturados:
- Acido araquiddnico (CHIVANDI;
- Acido eicodecanoido MUKONOWEN
- Acido ertcico Z0U;
- Acido gadoleico BERLINER,
- Acido ginkgolico 2016; MISRA;
- Acido heptadecanoico NIGAM;
- Acido linoleico MITRA, 1974).
- Acido miristico
- Acido nervénico
- Acido oleico
- Acido palmitico
Mimusops | Sementes | Acidos graxos insaturados:
djave - Acido linoleico (MISRA;
- Acido oleico NIGAM;
Triterpenoides: MITRA, 1974).
- Saponinas
Mimusops | Folhas Ciclitol: Quercitol (MISRA;
elengi Hidrocarboneto saturado (resina): | MITRA, 1968;
- Hentriacontado MISRA;
Tetraterpeno (resina): NIGAM;
- B-caroteno MITRA, 1974).




21

Quadro 2. Metabdlitos secundérios relatados para 0 Género Mimusops.

(continua...)
Espécie Parte Composicdo quimica Referéncias
utilizada da
planta
Mimusops | Casca do | Ciclitol: Quercitol
elengi caule Esterois:

- a-Espinasterol
- B-D-glucosideo de B-
sitosterol
Triterpenoides:
- Betulinato
- Hederagenina
- Lupeol (MISRA,;
- Taraxerol MITRA, 1968;
- Ursolato MISRA;

Raizes Esterois: NIGAM;
- a-espinasterol MITRA, 1974).
- B-D-glucosideo de B-
sitosterol
Triterpenoides:
- Acetato de lupeol
- Taraxerol

Frutos Ciclitol: Quercitol
Triterpenoide:
- Acido ursélico

Sementes Ciclitol: Quercitol (MISRA;
Esterol: MITRA, 1967;
- B-D-glucosideo de B- MISRA;
sitosterol NIGAM;
Triterpenoide: Lupeol MITRA, 1974).
Acidos graxos insaturados: (MISRA;
- Acido ertcico NIGAM;
- Acido linoleico MITRA, 1974;
- Acido oleico SHARMA
Ciclitol: Quercitol GANGAL;
Flavonoide: Quercetina RAUF, 2009).

Triterpenoides:
- Saponinas
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Quadro 3. Metabdlitos secundérios relatados para 0 Género Mimusops.

(continua...)

Espécie

Parte
utilizada da
planta

Composicdo quimica

Referéncias

Mimusops
globosa

Latex

Triterpenoides:
- Acetato de B-amirina

- Lupeol

Mimusops
heckelii

Sementes

Acidos graxos insaturados:

- Acido oleico

Triterpenoides:
- Saponinas

Mimusops
hexandra

Folhas

Ciclitol: Quercitol
Hidrocarboneto saturado:
- Hentriacontado
Triterpenoide: Taraxerol

Casca do
caule

Ciclitol: Quercitol
Triterpenoides:

- Acido ursélico

- Cinamato de o-amirina
- Taraxerol

Raizes

Ciclitol: Quercitol
Esterol: a-espinasterol
Triterpenoides:

- Cinamato de o-amirina
- Taraxerol

Frutos

Esterol:

- a-espinasterol
Triterpenoides:

- Acetato de a-amirina
- Acido ursélico

Sementes

Acidos graxos insaturados:

- Acido linoleico

- Acido oleico

Ciclitol: Quercitol
Esterol: a-espinasterol
Flavonoide: Quercetina

Triterpenoides:
- Saponinas

(MISRA;
NIGAM;
MITRA, 1974).
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Quadro 4. Metabdlitos secundérios relatados para 0 Género Mimusops.

(conclusdo).

Espécie

Parte
utilizada
da planta

Composicdo quimica

Referéncias

Mimusops
longifolia

Sementes

Acidos graxos insaturados:
- Acido linoleico
- Acido oleico

Mimusops
manilkara

Folhas

Ciclitol: Quercitol
Flavonoides:

- Miricetina

- Quercetina
Hidrocarboneto saturado:
- Hentriacontado
Triterpenoides:

- Acetato de a-amirina

- Acido ursélico

- Taraxerol

Casca do
caule

Ciclitol: Quercitol
Triterpenoides:

- g-amirina

- Lupeol

- Taraxerol

- Taraxerona

Latex

Triterpenoides:
- B-amirina
- Lupeol

Frutos

Triterpenoides:
- Acetato de a-amirina

- Caprilato de a-amirina

Sementes

Acidos graxos insaturados:
- Acido linoleico

- Acido oleico

Ciclitol: Quercitol
Flavonoide: Quercetina
Triterpenoides: Saponinas

Mimusops
mottleyana

Sementes

Acidos graxos insaturados:
- Acido linoleico
- Acido oleico

(MISRA;
NIGAM;
MITRA, 1974).

Fonte: adaptado de Steven (2018).



24

3.2.1 Espécie Mimusops balata

Mimusops balata ¢ uma das espécies mais conhecidas do género
Mimusops pertencentes a familia Sapotaceae e classe Magnoliopsida
(PARRESOL, 1995; RHOURRI-FRIH et al., 2013).

Sindnimos: Manilkara balata, Manilkara bidentata, Manilkara
darienensis, Manilkara williamsii, Mimusops balata, Mimusops globosa,
Mimusops sieberi, Sapota mulleri (PENNINGTON, 1990).

M. balata € uma grande arvore perene e foi, provavelmente no
passado, a arvore mais importante de Porto Rico. Pode atingir a idade de 400
anos. A madeira forte e aparéncia atraente da grande valor comercial e é
usado extensivamente nos trépicos para muitos produtos. A arvore é por
vezes explorada devido ao seu latex leitoso, fonte de goma balata. Embora o
crescimento seja lento, é plantada para obtengdo de sombra e madeira. E
nativa de Porto Rico, com uma extensa distribuicio através das indias
Ocidentais e do México através do Panama até o norte da América do Sul,
incluindo as Guianas, Venezuela, Peru e Brasil (HEARNE, 1975;
MITCHELL, 1957; WEAVER, 2000).

Em Trinidad e Tobago, M. balata prospera em uma variedade de
solos como de areias de argilas, solos rochosos e de varias formacbes
geoldgicas diferentes (PEDLEY, 1986; WEAVER, 2000). Encontra-se em
declives e em campos abertos e vales (SASTROAMIDJOJO, 1964;
WEAVER, 2000).

O latex presente na madeira de M. balata causa irritagdo quando em
contato com a pele humana, mas ha poucos relatos sobre a composigao e as
propriedades bioldgicas desta resina. Na medicina tradicional o latex é
utilizado contra a disenteria, como a casca de M. zapota (GAYOT; SIST,
2004; HOSSAIN et al., 2012; JENSEN et al., 2009; RHOURRI-FRIH et al.,
2013).

A M. balata é caracterizada por ramos horizontais com folhagem
densa, com camadas alternadas folhas elipticas e cor verde escuro, com
muitas veias paralelas. Um latex branco aparece em gotas ao cortar as folhas,
tronco e ramos (WEAVER, 2000). As folhas sdo simples, posicionadas em
espiral, coridceas, ovaladas e verde brilhante com nervura central de cor
amarelada, com 7 cm a 13 cm de comprimento por 3 a 5 cm de largura. As
flores de M. balata sdo isoladas ou aos pares, axilares e pedunculadas, de cor
branca e rosa (CARNEIRO et al., 2011; CRUZ, 1982). Os frutos sdo de cor
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verde-escuro durante o desenvolvimento e, quando maduros, possuem cor
amarelo vibrante, que contrasta com a coloracdo da folhagem; no interior do
fruto, as grandes sementes sdo recobertas pela polpa de sabor adocicado
(Figura 2) (CARNEIRO et al., 2011; CORREA, 1984).

Popularmente, a casca do tronco de M. balata é utilizada no inverno
como um ténico cardiovascular, para o estdmago, como anti-helmintico, para
distarbios biliares e doencas das gengivas e dentes. As flores sdo
consideradas adstringentes, usadas sob a forma de cha para cura de doencas
do sangue, bilis e figado e; a fumaca das flores no incenso é reportada como
eficiente para asma. A fruta é adstringente, usada para tratamento do
intestino, porém causa gases. As sementes sdo utilizadas para “problemas”
de cabeca. A raiz é utilizada como afrodisiaco, diurético e adstringente
(JARA; NIVELO, 2016; KADAM et al., 2012).

Rhourri-Frih e colaboradores (2013) pesquisaram M. balata e
identificaram trés triterpenos (3B-O-acetil-a-amirina, 3B-O-trans cinamoil a-
amirina e 3f3-O-trans cinamoil lupeol) que foram isolados inicialmente a
partir da resina de M. balata. Conforme os resultados, esta espécie diminuiu
a producéo de citocinas inflamatdrias IL-1p e IL-8, 0s quais podem ser (teis
na industria farmacéutica. De modo geral, na literatura, sdo escassas as
publicaces de M. balata, por isso a importancia de continuarem os estudos
com esta espécie.

Figura 2. Frutos de Mimusops balata.

Fonte: <http://ciprest.blogspot.com/2017/03/abrico-de-praia-mimusops-
commersonii.html>.
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3.3 Metabdlitos secundarios

As plantas séo seres fixos, 0 que as impossibilita de deslocarem-se
guando atacadas por um herbivoro, além disso, elas ndo possuem um sistema
imunoldgico capaz de combater parasitas que a infestam como: bactérias,
fungos ou virus. Por isso, 0s vegetais desenvolveram uma série de
caracteristicas mecanicas, tais como resisténcia epidérmica, tecidos de casca
e espinhos como ferramentas de defesa. Desenvolveram também os mais
diversos produtos quimicos que funcionam como como sistema de defesa,
denominados metabdlitos secundarios (WINK, 2008, 2010; WINK;
ASHOUR; EL-READI, 2012).

Os metabodlitos secundérios tém como funcgdes fisioldgicas: defesa
contra herbivoros e micro-organismos, protecdo contra raios ultravioleta,
atracdo de animais polinizadores, acdo alelopatica e resposta ao estresse
devido ao ataque microbiano. Alguns exemplos de metabolitos secundarios
sdo os flavonoides, terpenoides, alcaloides, taninos, cumarinas, Oleos
essenciais, entre outros (LEITE, 2009).

Os produtos naturais sdo considerados uma excelente fonte de
inspiracdo para o desenvolvimento de novos farmacos. Uma inspecdo de
aprovagdo de medicamentos revelou que aproximadamente 75% de todos os
farmacos considerados, tiveram um produto natural envolvido em seu
desenvolvimento, tanto em relacdo ao seu uso puro como modelos para a
sintese destes farmacos (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Devido a importancia dos metabélitos secundarios como farmacos e
aditivos de alimentos naturais, esta tém sido uma area fértil de investigacdo
quimica por muitos anos, ampliando o desenvolvimento de conducéo tanto
quimica quanto analitica e de novas metodologias e reagdes de sintese. Os
compostos fendlicos representam oito mil estruturas, os alcaloides cerca de
12 mil estruturas e terpenos representam as classes maiores e mais
diversificadas de metabélitos secundarios de plantas, com mais de 55 mil
membros isolados (MAIMONE; BARAN et al., 2007; SCHWAB; FUCHS;
HUANG, 2013; ZWENGER; BASU, 2008).

As classes de metabdlitos secundarios mais representativas sdo 0s
compostos fenolicos e terpenos e, a seguir sdo indicadas informagdes de
maior interesse.
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3.3.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo antioxidantes quimicamente
estruturados com um anel aroméatico com um ou mais hidroxilas substituidas.
Podem ser divididos em dois grupos principais: flavonoides e &cidos
fendlicos. A acdo antioxidante caracteristica destes compostos ndo se deve
somente a sua capacidade de doar hidrogénio ou elétrons, mas também a
estabilidade de seus radicais que podem impedir a oxidagdo de componentes,
em especial os &cidos graxos e 6leos (MOREIRA-ARAUJO et al., 2017;
SOARES et al., 2008).

Na literatura, muitas pequisas mostram que 0S compostos
fendlicos possuem importante atividade antioxidante. Ainda, estudos clinicos
e epidemioldgicos mostraram que os fendlicos provenientes de fontes
naturais como vegetais, cereais e frutas sdo capazes de diminuir
consideravelmente a incidéncia de doengas cronicas e degenerativas
(ANTOLOVICH et al., 2004; KHOURI et al., 2007; ROCHA et al., 2015;
ROESLER et al., 2007; SOUSA et al., 2007).

3.3.1.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo uma vasta classe de metabolitos secundarios
amplamente distribuidos nos vegetais. De acordo com o seu padrdo de
substituicdo, o grau de insaturacao e o arranjo de esqueleto basico, podem ser
classificados em diferentes subclasses, incluindo flavonas, flavanonas,
flavondis, flavonoides, isoflavonas e chalconas. Os flavonoides suportam
normalmente grupos hidroxila ou metoxila na posigdo C-5, C-7, C-3 e C-4.
Alguns ocorrem nas plantas em sua forma livre, aglicona enquanto outras
ocorrem na forma glicosilada, O- ou C-. Para O-glicosideos, 0s residuos de
acucar sdo geralmente ligados aos C3, C7, ou C4, enquanto que para C-
glicosideos, os residuos de aglcar estéo ligados diretamente a C-6 ou C-8. Os
residuos de aclcares incluem glucose, galactose, ramnose, apiose, entre
outros (HARBORNE; WILLIAMS, 2000; QIAO et al., 2011).

A ampla diversidade estrutural encontrada nos flavonoides se da em
funcdo das pequenas modificagdes quimicas ocorridas em sua estrutura
basica, que podem ser obtidos por diferentes meios como a hidroxilacéo,
metilagdo, acilacdo, glicosilacéo, hidrogenagdo, malonilagBes e sulfatacdes,
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formando as distintas classes de flavonoides (MACHADO et al., 2008;
SILVA et al., 2015).

Durante longos anos, os efeitos benéficos dos flavonoides sobre a
salide humana foram atribuidos a sua capacidade antioxidante, resultando em
possibilidades quimicas de eliminacdo de radicais livres e/ou metais
oxidantes. Evidéncias crescentes sugerem que uma variedade de
mecanismos, associados ou ndo com efeitos antioxidantes, estdo envolvidos
nas atividades biologicas dos flavonoides (FRAGA, 2007; FRAGA et al.,
2010; FREI; HIGDON, 2003; GALLEANO et al., 2010; GALLEANO et al.,
2012; HALLIWELL; RAFTER; JENNER, 2005; HOLST; WILLIAMSON,
2008).

Os flavonoides tém a capacidade de absorver os comprimentos de
onda energéticas solares (UV-A e UV-B), inibir a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e, em seguida, remover EROs, uma vez que séo
formadas (AGATI et al., 2012; BRUNETTI et al., 2013).

Os principais grupos de flavonoides de interesse nutricional séo 0s
flavanois, ou catequinas (por exemplo, epigalocatequina 3-galato de cha
verde), as flavonas (por exemplo, apigenina de aipo), os flavonoides (por
exemplo, a quercetina, onipresente em alimentos vegetais particularmente
vermelhos, como a cebola e a macd), as flavanonas (por exemplo, naringenina
de citrinos), as antocianidinas (por exemplo, a partir de berries, cianidina), e
as isoflavonas (por exemplo, a genisteina e daidzeina a partir de sementes de
soja) (BIRT; JEFFERY, 2013; CORCORAN; MCKAY; BLUMBERG,
2012).

A pesquisa cientifica voltada aos flavonoides se da pela diversidade
estrutural que esse grupo de compostos possui, proporcionando amplo
espectro de atividades biologicas (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2014;
PEREIRA; CARDOSO, 2012). Pode-se citar flavonoides de diversas
espécies vegetais com atividades antioxidante (CORONADO et al., 2015),
antibacteriana (JOSE; CARVALHO; WIEST, 2015), antifingica e
antimicotoxina (SOUZA et al., 2012), hipolipidémica (SOUZA etal., 2010b),
antinociceptiva e anti-inflamatoria (MOTTA et al., 2013), antiulcerogénica
(BATISTA et al., 2015), reducdo do risco de doencas cardiovasculares
(TESTAI et al., 2013) e ateriosclerose (CARDOSO et al., 2011), reducdo da
pressdo arterial (WANG et al., 2012), entre outras.

Flavonoides como a crisina exibem acdo hepatoprotetora. Além
disso, podem atuar como inibidores da P-glicoproteina (P-gp), e melhorar 0s
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efeitos das drogas anticarcinogénicas, como o paclitaxel e camptotecina
(PUSHPAVALLI et al., 2010; QIAO et al., 2011). Os efeitos inibidores
poderiam ser comparaveis aos do verapamil inibidores de P-gp e
ciclosporina.

Os flavonoides sdo componentes alimentares bioativos que podem
melhorar a salde e ajudam a prevenir doencas crénicas. A evidéncia mais
forte é para a prevencéo de doencas cronicas na area da salide vascular, como
melhorias em dilatagdo e pressdo arterial. Alimentos que contenham as
antocianidinas (berries) e flavanois (cha verde e cacau) fornecem protegdo
contra diabetes tipo 2 e doenca cardiovascular (BIRT; JEFFERY, 2013; VAN
DAM; NAIDOO; LANDBERG, 2013).

3.3.1.2 Acidos fendlicos

Os &cidos fendlicos sdo compostos por um anel fenélico e por no
minimo &cido carboxilico e sdo divididos de acordo com sua estrutura: C6-
C3 (por exemplo, p-cumérico, ferdlico e &cido cafeico), C6-C2 (por exemplo,
acetofenonas e cidos fenilacéticos) e estrutura C6-C1 (por exemplo, &cidos
siringico, vanilico e galico). Comumente, a maioria destas substancias estdo
ligadas aos componentes estruturais da planta (celulose, lignina), mas
também a outras moléculas orgénicas como a glicose, aglcares ou
flavonoides (CIANCIOSI et al., 2018; PADAYACHEE et al., 2012).

Os é&cidos fenolicos sdo bem conhecidos pelas suas propriedades
analgésica, antipirética, colagoga, sedativa e antibiotica. Os acidos fendlicos
desempenham um potencial papel profilatico contra distintos tipos de
enfermidades, o qual ocorre geralmente por meio da ingestdo de frutas e
hortalicas. Tais propriedades antioxidantes e nutracéuticas dos fendlicos
despertaram a atengdo global nas Ultimas décadas. As atividades como
antimutagenicidade, antibacteriana, antiviral, anti-inflamatéria e aces
apoptaticas s6 podem ser racionalizadas pela detec¢do e quantificacdo de tais
compostos  (MATTILA; HELLSTROM, 2007; SEAL, 2016;
WAKSMUNDZKA-HAJINOS et al., 2007).

O galato de metila (GM) é um composto fenolico vegetal que tem
sido investigado devido as suas propriedades antioxidantes (ABOU-ZAID;
LOMBARDO; NOZZOLILLO, 2009; CHO et al., 2003; WHANG et al.,
2005). Ainda, possui efeitos biolégicos como: capacidade de reduzir a
apoptose de cardiomidcitos de ratos (KHURANA et al., 2014), atividade
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antiagregante plaquetéria (LIM et al., 2004), efeito anti-inflamatério sobre
artrite experimental induzida por zimosan (CORREA et al., 2016) e efeito
antibacteriano (NOUNDOU et al., 2016). A estrutura quimica do GM esta
apresentada na Figura 3.

Figura 3. Estrutura quimica do galato de metila.
OH

HO OH

0 0

Nomenclatura quimica: metil 3,4,5-trihidroxibenzoato. Formula molecular: CgHgOs.

Os frutos de Rhus coriaria L. possui 0 GM como composto
dominante. O teste de atividade antibacteriana revelou que o GM é o
componente mais bioativo contra as bactérias Streptococcus mutans. No
modelo in vitro, o GM inibiu o crescimento de bactérias, suprimiu o
desenvolvimento de biofilme em diferentes superficies sélidas (poliestireno,
vidro) e impediu a diminui¢cdo do pH no biofilme (KACERGIUS et al.,
2017).0 estudo de Jeon; Rahman e Kim (2016) demonstrou 0 GM como
promissor agente terapéutico na obesidade. A sinalizagdo [-catenina,
mediada pelo GM, desempenhou um papel importante na inibicdo da
diferenciacdo dos adipécitos 3T3-L1.

Ja o écido galico (AG) é um acido tri-hidroxibenzéico, um acido
fendlico encontrado extensivamente em alimentos e plantas. Os acidos
fendlicos exibem efeitos antioxidantes, atuando diretamente os radicais livres
(KILIC et al., 2018; SAIBABU et al., 2015). Custodio e colaboradores
(2017), comparam o AG a um padrdo muito utilizado que é o acido ascorbico,
demonstrando atividade superior a ele. A estrutura quimica do AG esta
apresentada na Figura 4.



31

Figura 4. Estrutura quimica do &cido galico.
O

HO
OH

HO

OH
Nomenclatura quimica: acido 3,4,5-trihidroxibenzéico. Formula molecular: C7HgOs.

O efeito antioxidante do AG também interfere na salde
cardiovascular. Uma vez que o conceito de lesdo de células miocardicas que
ocorrem ap6s uma isquemia/reperfusdo (I/R) envolve duas hip6teses
principais: aumento do célcio intracelular e/ou acimulo de espécies reativas
de oxigénio (EROs). Desta forma, o estudo de Badavi e colaboradores (2017)
verificou o efeito do AG combinado com a ciclosporina A (como inibidor de
mPTP) na funcéo cardiaca e endotelial na disfuncéo induzida por I/R (fungdo
de 6xido nitrico). Ratos Wistar machos foram pré-tratados com AG (7,5, 15
ou 30 mg/kg de peso corporal, diariamente) por um periodo de dez dias. Os
dados mostraram que o tamanho do infarto foi significativamente diminuido
pelo AG sozinho e ainda mais efetivo quando combinado com ciclosporina
A.

O AG foi encontrado também como principal antioxidante da casca
do fruto do pequi (Caryocar brasiliense Camb.). A substancia com
propriedades antioxidantes foi identificada por meio da anélise em sistema
de cromatografia liquida associada a espectrometria de massas e foi
quantificada em HPLC. Apo6s analise fitoquimica, identificou-se uma fragéo
com alta atividade antioxidante, contendo AG como o composto principal
(ROCHA et al., 2015).

Constantemente novos arranjos estruturais sdo analisados para a
verificagdo das atividades bioldgicas dos flavonoides. Desta forma, é fato que
0 mecanismo de acdo dos flavonoides depende da sua estrutura quimica.
Porém, as agdes realizadas no vegetal bem como o seu potencial medicinal
depende amplamente do sinergismo entre a estrutura quimica dos flavonoides
e as estruturas quimicas de outras classes de compostos, como 0s terpenos
(SILVA et al., 2015).
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3.3.2 Terpenos

Terpenos sdo hidrocarbonetos que contém uma ou mais ligagdes
duplas carbono-carbono e compartilham a mesma unidade elementar de
isopreno (2-metil-1,4-butadieno) (GANDINI, 2011; WILBON; CHU;
TANG, 2013). Sdo classificados pelo nimero de unidades de isopreno
(C5H8) e de atomos de carbono, por exemplo, mono, sesqui, di e triterpenos
(2:10, 3:15, 4:20 e 5:30, respectivamente). Comumente, mono e
sesquiterpenos estdo predominantemente em 6leos essenciais de plantas, e os
terpenos superiores, dentre eles os triterpenos, estdo presentes principalmente
em balsamos e resinas (CARGNIN, 2017; MUFFLER et al., 2011,
MEWALAL et al., 2017).

Somam-se cerca de 30 mil compostos definidos como terpenos,
sendo mais de 400 monoterpenos de diferentes caracteristicas aromaticas e
atividade bioldgica conhecidas provenientes de plantas. Atualmente,
monoterpenos e seus analogos oxidados (terpenoides) desempenham papéis
significativos na salde humana devido as suas propriedades antibacteriana,
antiviral, colagoga, antiespamodica e anticarcinogénica conhecida
(BAKKALI et al., 2008; KUPSKA et al., 2014). Os terpenoides sdo citados
com potencial anti-inflamatorio, antimicrobiano, antitripanossoma,
antiplasmadico e antitlcera (NTIE-KANG et al., 2014).

A relevancia biomédica de terpenos inclui a sua utilizacdo no
preparo de perfumes. Sdo usados como repelentes de insetos, sendo o
principal constituinte de muitos repelentes a citronela e o limoneno. O 6leo
de terebintina, camomila e arnica sdo constituidos de terpenos e usados na
preparacdo de cosméticos. As fragrancias caracteristicas de terpenos 0s
tornam utilizdveis em aromaterapia (KANDI et al., 2015). Terpenos,
especialmente pineno e limoneno sdo abundantes e de baixo custo, 0 que 0s
torna um material ideal para a sintese de novos produtos, como fragrancias,
saborizantes, farmacos, solventes e também intermedidrios quirais
(WILBON; CHU; TANG, 2013).

Dentre os terpenos, destacam-se 0 mentol (aroma, farmacos sem
prescricdo), canfora (aroma, repelente, f&rmacos sem prescricdo), piretrinas
(inseticidas), limoneno (aroma, inseticida), carvona (aroma), geraniol
(aroma), linalol (aroma, precursor sintéticos de vitamina A), a e B-pineno
(aroma, precursores de aromas quimicos), a-borneol (aroma), farneseno
(aroma, repelente, biocombustivel proposto), a-trans-bergamoteno (aroma),



33

nerolidol (aroma), &cido abscisico (fitohormdnio, protecdo vegetal),
hecogenina (detergente), taxol (farmacos), acido retindico (farmacos),
digitoxigenina (farmacos) e zeaxantina (aditivo alimentar, alimentacéo
animal) (TROMBETTA et al., 2005; SCHWAB; FUCHS; HUANG, 2013).

Terpenos foram incorporados a sabonetes antibacterianos,
cosmeéticos e produtos domésticos porque os éleos vegetais ricos em terpenos
tém mostrado inibicdo de varias espécies de bactérias (SCHWAB; FUCHS;
HUANG, 2013). Além disso, exibem acdo antifungica (VIRIATO, 2014),
antimicrobiana (COUTINHO et al., 2015), anti-inflamatoria (SOUZA et al.,
2014), analgésica (OLIVEIRA et al., 2014) e antioxidante (SINGH et al.,
2009). Assim, a utilizacdo de terpenos nas mais diversas formas, tornou-se
de grande interesse na industria farmacéutica.

3.3.2.1 Triterpenos

Os triterpenos (C30), sdo constituidos de seis unidades de
isopreno, podendo apresentar-se aciclicos ou estrutura do tipo mono, bi, tri,
tetra e pentaciclica. Em torno de vinte mil triterpenos j& foram isolados e
identificados de diversos vegetais, sendo os compostos tetraciclicos e
pentaciclicos os mais abundantes e estudados em relacdo as suas atividades
farmacolégicas (ROSA, 2016; SHANMUGAM et al., 2012).

Os triterpenos pentaciclicos sdo divididos em trés principais grupos:
oleano, ursano e lupano, tendo como principais representantes os acidos
oleandlico, ursdlico e betulinico, respectivamente. Estes compostos podem
ser encontrados nas mais distintas espécies vegetais, como por exemplo: as
folhas de oliveira sdo a principal fonte de &cido oleandlico (AO); o bagaco da
maca Gala é fonte principal de &cido ursolico (AU) e as cascas do Platanus
s&o a principal fonte de acido betulinico (AB) (CARGNIN, 2017; JAGER et
al., 2009).

O AO é encontrado amplamente distribuido nos vegetais em forma
livre ou glicosilado. Destacam-se as atividades hipoglicémica, hipolipémica,
hepaprotetora, anti-inflamatoria, anti-viral, antioxidante e anticarcinogénica.
O AU, possui importante efeito anti-viral. J4 o AB apresenta atividade anti-
melandmica, anti-neuroblastdmica, anti-leucémica, anti-viral, anti-malarico,
entre outros (CANO-FLORES, 2013).

As estruturas quimicas dos AO, AU e AB estdo apresentadas nas
Figuras 5, 6 e 7, respectivamente.
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Figura 5. Estrutura quimica do &cido oleandlico.

Nomenclatura quimica: &cido  (3-B)-3-hidroxiolean-12-en-28-6ico. Formula
molecular: CsoH4s0s3.
Figura 6. Estrutura quimica do &cido ursolico.

Nomenclatura quimica: acido 3p-hidroxi-12-ursen-28-6ico. Formula molecular:
C3oH480s,

Figura 7. Estrutura quimica do &cido betulinico.

Nomenclatura quimica: 4&cido (3f)-3-hidroxi-lup-20(29)-en-28-6ico. Férmula
molecular: C3oHasOs.

Ao que competem as propriedades farmacoldgicas do extrato de
cascas de macd e associadas aos constituintes triterpénicos (AU e AB)
incluem-se: a prevencéo de diferentes tipos de cancer a¢éo antimicrobiana e
anti-inflamatdria. Além disso, estudos recentes com humanos e animais
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sugerem que a ingestdo de maca pode afetar positivamente o metabolismo
dos lipidios, o controle do peso e a funcéo vascular. Ha evidéncias que os AU
e AB, atuam na doenca cardiovascular; modulando a biodisponibilidade de
oxido nitrico por meio do estimulo a enzima &xido nitrico sintase
(BISHAYEE et al., 2011; DE OLIVEIRA,; SICHIERI; SANCHEZ MOURA,
2003; GASPER et al., 2014; LIBY; YORE; SPORN, 2007; LOPES, 2017;
HAN; BAKOVIC, 2015; NAGASAKO-AKAZOME et al., 2007; RAVN-
HAREN et al., 2013; RIOS, 2010; SALVADOR et al., 2012; SELIM;
LITINAS, 2015; WALDBAUER et al., 2016).

Vasconcelos e colaboradores (2006) verificaram a atividade anti-
inflamatdria dos AU e AO presentes majoritariamente nas partes aéreas de
Miconia albicans (Sw.), no modelo de edema da pata induzido por
carragenina em ratos. Os resultados demonstraram que a administracéo oral,
de cada um dos AU e AO, nas doses de 40 mg/kg apresentaram atividade
anti-edematosa significativa. Ainda, ambos os acidos reduziram o nimero de
lambidas na segunda fase do teste de formalina.

O estudo de Hamerski e colaboradores (2005) identificou e isolou
triterpenos pentaciclicos, como os &cidos cinchdlico e quinovinico, do extrato
cloroférmico das folhas de Tocoyena brasiliensis. Ensaios preliminares,
objetivando a deteccdo de substancias com atividade antifingica, indicaram
para o extrato cloroférmico das folhas desta espécie atividade contra o fungo
filamentoso Cladosporium cladosporioides. As estruturas quimicas acidos
cincholico e quinovinico estdo apresentadas nas Figuras 8 e 9.

Figura 8. Estrutura quimica do acido cincholico.

Nomenclatura quimica: &cido (4aS,6aR,6aR,6bR,8aR,10S,12aR,14bS)-10-hidroxi-
2,2,6b,9,9,12a-hexametil-1,3,4,5,6,6a,7,8,8a,10,11,12,13,14b-tetradecahidropiceno-
4a,6a-dicarboxilico. Férmula molecular: C3oHasOs.
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Figura 9. Estrutura quimica do acido quinovinico.

Nomenclatura quimica: acido (1S,2R,4aS,6aR,6aR,6bR,8aR,10S,12aR,14bS)-10-
hidroxi-1,2,6b,9,9,12a-hexametil-2,3,4,5,6,6a,7,8,8a,10,11,12,13,14b-
tetradecahidro-1H-piceno-4a,6a-dicarboxilico. Formula molecular: C3oHs60s.

O acido pomoélico e o beta-sitosterol foram isolados dos extratos
etandlicos da madeira, raiz e folhas de C. pachystachya, e apresentaram
resultados promissores em relacdo a atividade antimaldrica contra
Plasmodium falciparum e Plasmodium berghei, reduzindo de 35% a 66% a
parasitemia em camundongos, quando comparados aos ratos ndo tratados
com os extratos de C. pachystachya (UCHOA et al., 2010).

No estudo de Schinella e colaboradores (2008), o extrato de
diclorometano e o &cido pomolico obtidos das folhas de C. pachystachya
reduziram o edema de pata induzido por carragenina em camundongos,
inibindo a producéo de interleucina-1p em 39% e induziu a apoptose em
células polimorfonucleares, majoritariamente neutréfilos. A estrutura
guimica &cido pomolico esta apresentada na Figura 10 e a estrutura quimica
do beta-sitosterol na Figura 11.

Figura 10. Estrutura quimica do acido pomdlico.

Nomenclatura quimica: acido 1R,2R,4aS,6aR,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,14bS)-1,10-
dihidroxi-1,2,6a,6b,9,9,12a-heptametil-2,3,4,5,6,6a,7,8,8a,10,11,12,13,14b-
tetradecahidropiceno-4a-carboxilico. Férmula molecular: C3oHagOa.
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Figura 11. Estrutura quimica do beta-sitosterol.

HO
Nomenclatura quimica: 17-(5-Etil-6-methylheptan-2-yl)-10,13-dimetil-
2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-dodecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-ol. Férmula
molecular: C29Hs00.

De acordo com o estudo de Nguyen e colaboradores (2017), os
acidos oleanolico, rotungénico e rotindico provenientes das partes aéreas de
H. pilulifera exibiram relevante atividade antimicrobiana. As estruturas
guimicas dos acidos rotungénico e rotindico estdo apresentadas na Figura 12.

A citotoxicidade dos derivados do &cido rotundinico foram avaliadas
contra as linhagens de células tumorais humanas HelLa, A375, HepG2, SPC-
Al e NCI-H446 pelo ensaio MTT. Entre estes derivados, quatro compostos
exibiram inibi¢do do crescimento celular nas linagens celulares avaliadas
com ClIMsy <10 uM. Sugere-se que a inducdo de apoptose ocorre por meio
do aumento da expressdo proteica de caspase-3 e Bax clivadas, e diminuicéo
da expressao proteica de Bcl-2 (HE et al., 2013).

Figura 12. Estruturas quimicas dos &cidos rotungénico (A) e rotindico (B).

u

R R

proa | . ]

A R'=H R’=CH,OH R®>=CH,

B R'=H R?=CH, R? = CH,0OH
A) Nomenclatura quimica: &cido (1R,2R,4aS,6aR,6aS,6bR,8aR,9S,10S,12aR,14bS)-
1,10-dihidroxi-9-(hidroximetil)-1,2,6a,6b,9,12a-hexametil-
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2,3,4,5,6,6a,7,8,83,10,11,12,13,14b-tetradecahidropiceno-4a-carboxilico. = Formula
molecular: C3oH4sOs.

B) Nomenclatura quimica: acido (1R,2R,4aS,6aR,6aS,6bR,8aR,9R,10S,12aR,14bS)-
1,10-dihidroxi-9-(hidroximethil)-1,2,6a,6b,9,12a-hexametil-
2,3,4,5,6,6a,7,8,8a,10,11,12,13,14b-tetradecahidropiceno-4a-carboxilico. ~ Férmula
molecular: C3oH4sOs.

3.4 Atividades bioldgicas
3.4.1 Atividade antimicrobiana

As bactérias em sua morfologia, podem ser esféricas, cilindricas e
espiraladas, chamadas respectivamente de cocos, bacilos e espirilos. A
membrana celular é composta por proteinas (60%) envolvidas em uma
bicamada de lipideos (40%). Séo classificadas em Gram-negativas e Gram-
positivas. As bactérias Gram-positivas possuem parede celular composta de
peptideoglicano (70 a 75%). As Gram-negativas possuem parede celular
composta de multiplas camadas que diferem na sua composi¢do quimica,
sendo mais complexa que a parede das Gram-positivas que, apresentam um
Unico tipo de macromolécula. Esta diferenca entre as paredes é da mais alta
relevancia para a pesquisa dos mecanismos de acdo dos antibidticos e
guimioterapicos, de patogenicidade e de outros tantos assuntos que estarao
intimamente ligados a composicdo quimica e estrutura da parede bacteriana
(ALTERTHUM, 2015).

Distintas bactérias tém sido responsaveis por doengas endémicas ou
epidémicas com efeitos devastadores sobre a populacdo mundial.
Atualmente, as bactérias comegam, outrora, a evidenciar sua crescente
relevancia como causa de morbidade e de mortalidade, ou mesmo de serem
identificadas em doencas que eram caracterizadas como crénicas ndo
infecciosas (ex: Helicobacter pylori, na Ulcera gastrica). As infec¢des
exdgenas ocorrem quando agentes atingem o hospedeiro a partir de fonte
externa; e as endogenas sdo infec¢des causadas por agentes da microbiota
prépria do hospedeiro. A doenga ocorre quando a bactéria expressa seu efeito
patogénico e provoca manifestagdes clinicas, de acordo com a
susceptibilidade do hospedeiro. No entanto, é cada vez mais frequente que as
bactérias com baixo poder patogénico, como as que compdem a microbiota
humana habitual, encontrem condi¢es para expressar sua patogenicidade.
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Estas condicdes estdo associadas a condigdes como o uso de antibidticos e
imunossupressores, atos cirirgicos, doengas como que afetam a imunidade
(cancer, diabetes, AIDS) ou ao uso de sondas e cateteres, comum em
pacientes hospitalizados (BARRETO; STRINA, 2015).

A classe de bactérias molicutes esta distribuida entre plantas, insetos
ou animais. Compostas por baixo conteldo de citosina-guanina (23-40
mol%) e genoma reduzido, sofreram evolugdo degenerativa das bactérias
Gram-positivas. O género Mycoplasma apresenta 0 maior nimero de
espécies, acima de 100, e a maioria é encontrada nos animais. Nos seres
humanos, até o momento, sdo dezoito espécies, sendo a maioria parte da
microbiota oral. Nos hospedeiros mamiferos, os molicutes elegem a
superficie de mucosas, articulagbes e a glandula maméria (de bovinos e
caprinos). Devido a auséncia de parede celular, os molicutes sobrevivem em
ambiente isotdnico e sdo considerados oportunistas por exceléncia,
especialmente por mimetizar ou modular 0s mecanismos de resposta imune
(TIMENETSKY, 2015).

As funcgoes afetadas pelos molicutes incluem as vias biossintéticas,
a reparacdo do DNA, a esporulacdo e a biossintese das paredes celulares
(DAVIS et al., 2013; FRASER et al., 1995; RAZIN, 2006; OGAWA et al.,
2011).

Trés classes de antibidticos mostraram eliminar micoplasmas:
macrolideos, quinolonas e tetraciclinas. Tetraciclinas e macrolideos
blogueiam a sintese proteica, enquanto as quinolonas inibem a replicagdo. A
plasmocina combina um macrolideo e uma quinolona. J& a BM-ciclina
combina um macrolideo e uma tetraciclina (MNIF et al., 2007).

Outra classe de micro-organismos agentes de infecgdes nos
humanos sdo os fungos. Os fungos obtém sua energia por absor¢do de
nutrientes e ndo apresentam, em sua maioria, celulose na parede celular. Os
fungos armazenam glicogénio e contém quitina na parede celular. S&o seres
heterotréficos e eucaridticos, podem ter somente um nicleo (como as
leveduras) ou serem multinucleados (fungos filamentosos, bolores e
cogumelos). Essas caracteristicas diferenciadas justificaram, a partir de 1969,
a concepcdo de um Reino separado, o Reino Fungi ou Mycetalia. A célula
fangica é formada pelos principais elementos encontrados nos organismos
eucarioticos (GOMPERTZ et al., 2015).

Os fungos se adaptam a condicGes distintas e fazem parte da
microbiota humana habitual. Nos ecossistemas, tém importante fungdo de
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degradar a matéria organica (atuam como organismos saprofitos); podem
viver em simbiose com diversos seres vivos; e ha espécies que se nutrem por
meio do parasitismo em humanos e animais, acarretando as infeccdes
fangicas conhecidas por micoses (FERREIRA, 2016; MORAES; PAES;
HOLANDA, 2009).

Além da susceptibilidade do hospedeiro, dentre os fatores de
viruléncia dos fungos pode-se citar: a presenca de adesinas na parede celular
que facilitam a adesdo do micro-organismo as células do hospedeiro; a
producdo de enzimas proteinases e lipases; a capacidade de formar estruturas
filamentosas para dificultar mecanismos de fagocitose; a producédo de
metabdlitos que desencadeiam processos alérgicos, entre outros
(FERREIRA, 2016; KARKOWSKA-KULETA; RAPALA-KOZIK;
KOZIK, 2009; SILVA et al., 2012).

Em torno de 80% das infecc¢des por fungos, em ambiente hospitalar,
sdo causadas pelo género Candida. As espécies mais invasivas, responsaveis
por episodios graves de candidiases sdo C. glabrata, C. parapsilosis e C.
krusei (SILVA, 2016; XIAO et al., 2015).

Por sua vez, os 6leos essenciais das plantas, em sua maioria,
possuem acdo antimicrobiana devido sua natureza fendlica. Ainda, esta
atividade pode ser atribuida a sua capacidade em penetrar atraves das
membranas bacterianas para o interior da célula, inibindo as propriedades
funcionais da célula. Os compostos fendlicos alteram a permeabilidade da
célula microbiana, danificando as membranas citoplasmaticas, resultando em
morte celular (BAJPAI; BAEK; KANG 2012; HEBERLE et al., 2016).

Os compostos presentes nos extratos dos frutos de M. elengi foram
analisados por Cromatografia Liquida de Alta Pressdo (CLAE) e os
resultados revelaram a presenca de &cido ascorbico, AG, pirogalol e
resorcinol (KUMAR et al., 2014).

No estudo de Nguyen e colaboradores (2017), o0 AO exibiu atividade
antibacteriana significativa contra as cepas de Mycobacterium smegmatis
(CIM = 2,5 pg/mL). O &cido rotungénico mostrou forte atividade contra S.
aureus, B. subtilis, M. smegmatis com valores de CIM de 2,5, 2,5 e 1,25
pg/mL, respectivamente. O &cido rotGndico exibiu significativa atividade
antibacteriana contra B. subtilis (CIM = 5 pg/mL). J& o AU proveniente do
extrato da casca de macd, apresentou atividade inibitéria frente a cepas
resistentes de Mycobacterium tuberculosis H37Ra a partir da concentracéo
de 10,0 pg/mL (JYOTI et al., 2015).
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As bactérias gram-positivas sdo mais susceptiveis a agdo
antimicrobiana por apresentarem parede celular quimicamente menos
complexa, com teor lipidico reduzido e auséncia de membrana celular externa
guando comparadas as gram-negativas (CARELLI et al., 2011; PENTEADO
et al., 2016; SRINIVASAN et al., 2001).

O termo antimicrobiano €é utilizado de forma genérica e inclui as
substancias que atuam no crescimento e/ou multiplicacdo de bactérias, virus,
fungos e parasitas. Geralmente os antibioticos impedem a reprodugdo de
bactérias ou causam letalidade. Quando o micro-organismo é sensivel a
substancia o resultado é eficaz, porém, quando sdo necessarios elevar 0s
niveis de antimicrobianos e sua acdo é ineficiente, esse micro-organismo é
considerado resistente (CHAMBERS, 2005; SAMPAIO; SANCHO; LAGO,
2018).

A resisténcia aos antimicrobianos se da pela resisténcia intrinseca do
micro-organismo, como a inativagdo enzimatica do farmaco, para impedir
sua agdo antimicrobiana. Além disso, a resisténcia pode ser: genética;
adquirida em decorréncia de mutacGes que podem acontecer durante a
replicacdo celular; ou ser induzida por intermédio de agentes mutagénicos
(COSTA,; SILVA-JUNIOR, 2017).

Devido a progressdo da resisténcia bacteriana, 0s custos com
tratamentos de salde e internagcBes aumentam consideravelmente, assim
como a mortalidade advinda de infecgBes bacterianas hospitalares resistentes
(OMS, 2012; SAMPAIO; SANCHO; LAGO, 2018).

3.4.2 Atividade diurética

A hipertensdo é uma doenga comum em todo 0 mundo e importante
fator de risco para doencas cardiovasculares. E definida pelo aumento
sustentado dos niveis de pressdo arterial > 140 mmHg na sistolica e de 90
mmHg na diastolica. Estd associada a fatores intrinsecos, como
hereditariedade, sexo, idade e raga; e a fatores extrinsecos, como tabagismo,
sedentarismo, obesidade, estresse, intolerancia a glicose, diabetes mellitus,
dislipidemia e dieta. Embora existam diversas classes de farmacos anti-
hipertensivos, ha pacientes hipertensos que sao resistentes a esses tratamentos
disponiveis na clinica. A hipertensdo cronica pode causar hipertrofia
ventricular esquerda, fibrose e pode até danificar 6rgaos alvo como o coragéo,
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0s vasos e os rins (DIEZ, 2007; GRADMAN; ALFAYOUMI, 2006;
SANTOS; SHAH, 2014; JIN et al., 2017).

Os farmacos da classe dos diuréticos tém sido usados ha muito
tempo para o tratamento de hipertensdo e de outras doencas do sistema
cardiovascular. Ha evidéncias cientificas por meio de estudos clinicos de
desfechos que mostram beneficios do tratamento realizado com o uso de
diuréticos, os quais sao utilizados tanto como monoterapia ou em associagao
com outras classes de medicamentos. Os diuréticos tiazidicos sdo 0s mais
comumente prescritos para hipertensdo, mas outras classes de diuréticos
podem ser Uteis. Os diuréticos efetivamente diminuem a pressdo arterial em
pacientes hipertensos e reduzem o risco de desfechos cardiovasculares
adversos. Devido as variadas diferengas farmacocinética e farmacodinamica,
a clortalidona pode ser a tiazida preferida no tratamento da hipertensao
primaria. Outros tipos de diuréticos (em particular os de alca e os poupadores
de potassio) podem ser Uteis para o tratamento da hipertensdo relacionada a
doenga cronica renal e outras condi¢des variadas (BLOWEY, 2016).

O uso adequado de diuréticos é imprescindivel em condicGes
edematosas, como em pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca,
sindrome nefrética e cirrose. A insuficiéncia cardiaca diminui o débito
cardiaco, enquanto a cirrose causa Vvasodilatacdo arterial sistémica
progressiva, 0 que pode desencadear ascite. A sindrome nefrética, por sua
vez, causa retencdo por causar alteracGes nas barreiras glomerulares e na
permeabilidade capilar, a qual também leva a hipoalbuminemia, causando
indiretamente edema (DOUCET; FAVRE; DESCHENES, 2007; PERICO;
REMUZZI, 1993; QAVI; KAMAL; SCHRIER, 2015; SCHRIER, 2011).

Os diuréticos tiazidicos (hidroclorotiazida, clortalidona), assim
chamados por sua a¢do na porgdo convoluta do tdbulo contornado distal,
atuam por meio da inibi¢do do co-transportador de Na*/Cl-, diminuindo a
reabsorcdo de sais e 4gua. O principal local de a¢do do diurético de al¢a, como
por exemplo a furosemida, é o ramo ascendente espesso da alca de Henle,
onde atua inibindo o transportador Na*/ K*/2ClI- na membrana luminal,
aumentando a producéo de urina junto com o aumento da excrec¢do urinaria
de Na*, K* e CI. Ja os diuréticos poupadores de potassio, dentre eles
amilorida e triantereno, bloqueiam os canais de sddio apicais na porg¢do distal
do néfron, ou a exemplo da espironolactona, atua por inibicdo competitiva da
aldosterona. Os agentes diuréticos incialmente relacionam-se com a redugdo
da presséo arterial devido a diminuicao do volume extracelular, de modo que
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o volume circulante praticamente se normaliza dentro de algumas semanas
de tratamento e ha reducdo persistente da resisténcia vascular periférica
(BESSEGHIR; RENNICK; 1981; BRATER, 1998; ELLISON, 1994; KAU,
1978; QAVI; KAMAL; SCHRIER, 2015).

No entanto, apesar da eficacia terapéutica comprovada, o0s
farmacos da classe dos diuréticos estéo relacionados com alta incidéncia de
efeitos colaterais, sendo comumente descritos: fraqueza, caimbras,
hipovolemia, disfuncéo erétil, hipo/hiperpotassemia, intolerancia a glicose,
hiperuricemia, dentre outros. Por esta razdo, a descoberta de novas
substancias com atividade diurética e poucos efeitos adversos é ainda um
aspecto desejavel e de importancia para a utilizacéo clinica. Diversos estudos
comprovam que as plantas medicinais tém alto valor terapéutico e possuem
propriedades reconhecidas de cura. Com isso a exploracdo de produtos
naturais oferece grande oportunidade para avaliar novas classes quimicas,
bem como estudar novos e potencialmente relevantes mecanismos de acéo
para o avanco no desenvolvimento de novos farmacos para a sadde
cardiovascular e doencas renais (ALMEIDA et al., 2017; KUMAR et al.,
2010; VANAMALA et al., 2012).

Ao que compete as propriedades diuréticas e natriuréticas, o
potencial terapéutico dos fa&rmacos a base de plantas tem sido explorado em
muitos estudos pré-clinicos nos dltimos anos (AGUILAR et al., 2015;
ALMEIDA et al., 2017; BOEING et al., 2017; DA SILVA et al., 2015; DE
SOUZA et al., 2013; DE SOUZA et al., 2017a; DE SOUZA et al., 2017b).
Em particular, destaca-se o estudo de Kalabharathi e colaboradores (2015), o
qual avaliou a atividade diurética do extrato etanélico da raiz de Mimosa
pudica em ratos albinos. O extrato exibiu atividade diurética significativa,
aumentando o volume de urina, a eliminacéo de sddio (Na*), potassio (K*) e
cloreto (CI") em doses de 100 e 200 mg/Kkg.

Estudos reportados na literatura com o género Mimosa constataram
a presenca de flavonoides (SOUZA et al., 2008), como as atividades
vasodilatadora, hipolipidémica (DONG; ZHOU; GUO, 1998; SANTOS et
al., 2015), hipoglicemiante (DONG; JI; CHEN, 2002) e hipotensiva
(ZHANG et al., 2009).

As EROs desencadeiam morte celular de cardiomidcitos via
aumento do estresse oxidativo e tém sido implicadas na patogénese de
doengas cardiovasculares. Os polifenois tém sido associados a reducéo da
incidéncia de doencas cardiovasculares. Em uma pesquisa foi investigado se
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0 GM pode proteger cardiomidcitos do estresse induzido por cobalto ou
H,0,. O GM demonstrou manter a viabilidade de cardiomidcitos de ratos
neonatos expostos ao H>0- pela diminuicdo de EROs intracelular, mantendo
0 potencial da membrana mitocondrial, aumento da glutationa enddgena e
reducdo da apoptose, sugerindo valor terapéutico de GM na cardioprotecéo
(KHURANA et al., 2014).

No estudo de Jin e colaboradores (2017), o tratamento com AG (100
mg/kg/dia) diminuiu a pressdo arterial elevada induzida pela administracéo
de L-NAME em camundongos.

Além disso, Ajibade e colaboradores (2016) realizaram estudos
sobre a ligacdo entre poluentes ambientais e disfungdo cardiovascular,
utilizando ratos. Observaram um papel modulatério do AG na anemia
induzida por diazinona e disfuncéo cardiovascular associada em ratos. Ainda,
o0 tratamento com AG reverteu os marcadores de estresse oxidativo estudados,
aumentou o sistema de defesa antioxidante e reduziu os efeitos deletérios dos
parametros hematoldgicos em ratos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Anélise Fitoguimica
4.1.1 Materiais, reagentes e equipamentos

O perfil cromatografico por CCD dos extratos, fragoes e substancias
puras obtidas foi delineado por meio da utilizacdo de placas de silica gel 60
GF254 de 20um de espessura preparadas sobre as folhas de aluminio da
Merck. Distintos sistemas de eluentes foram usados de acordo com a
polaridade das amostras. Posteriormente a elui¢do, as cromatoplacas foram
visualizadas sob luz ultravioleta antes da revelacdo destrutiva da amostra com
os reveladores especificos. Para visualizacdo da fluorescéncia das substancias
rastreadas por CCD, foi utilizada radiagdo ultravioleta Minerallight (254 =3 e
366nm) em cadmara de UV-DIST. Como reveladores (CCD) foram utilizados
o anisaldeido sulfarico (identificagdo de terpenos e esterdides), cloreto férrico
(compostos fendlicos), reativo de Dragendorff (alcaloides) e hidroxido de
potéassio (cumarinas) (UGAZ, 1994). As cromatoplacas foram vaporizadas
com o revelador selecionado e, no caso do anisaldeido sulfurico, foram
aquecidas a temperatura aproximada de 105°C.

Nos procedimentos de cromatografia em coluna, foi utilizada como
fase estacionaria, silica gel 60 (Merck) de granulometria 70-230 mesh (¢ =
0,063 - 0,20mm). O didmetro e altura das colunas foram determinados de
acordo com a quantidade do material a ser cromatografado. A eluicdo foi
realizada com solventes orgénicos em ordem crescente de polaridade. Os
solventes usados foram hexano (HEX), diclorometano (DCM) ou
cloroférmio, acetato de etila (AE) e metanol (MeOH) provenientes dos
Laboratdrios Dindmica, Quimex ou Vetec. As fragdes obtidas foram reunidas
de acordo com as semelhancas de fator de retencdo (Rf) verificadas nas
CCDs.

Para analise de RMN *H e RMN **C foram utilizados solventes
deuterados (acetona, cloroférmio, metanol e piridina), provenientes da
Cambridge Isotope Laboratories Inc. Além disso, foram utilizados (para
extracdo e particdo) outros reagentes como acetona, cloroférmio, éter,
metanol, diclorometano e sulfato de sodio (agente secante), advindos
comercialmente dos Laboratérios Dindmica, Quimex e Vetec.
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Os espectros de RMN 'H e RMN %3C foram realizados em
espectrometro BRUKER AC-300F (300 MHz); tendo como referéncia
interna o tetrametilsilano (TMS) ou o proprio solvente. Os deslocamentos
quimicos foram registrados em valores adimensionais & (ppm).

Os extratos foram concentrados em rotaevaporador TECNAL TE-
211 com controle de temperatura, e pesados em balanca analitica SHIMADZU
LIBROR-AEG-220 e SHIMADZU LIBROR-EB-330D.

As analises por cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de
massas (CG/EM) foram realizadas no Laboratério de Analises
Cromatograficas da UNIVALI pelo professor Theodoro Marcel Wagner.
Uma aliquota de amostra foi solubilizada com 1mL de diclorometano (grau
HPLC). Foi utilizado um sistema de injecdo automatizado (auto-injetor) da
Shimadzu modelo OAC 20i, o qual, coletou 1pL da solucéo e, entdo, foi
injetado em um CG/ME marca Shimadzu modelo QP2010S. A separacéo foi
realizada utilizando uma coluna DB-1 (30m x 0,25mm, 0,10um) de fase
estacionaria 100% de dimetilpolisiloxano. O fluxo de gas Hélio se manteve
constante em 0,75mL/min com 290°C de temperatura no injetor no modo
splitless com divisdo (Split) de 1:20. A temperatura inicial da coluna foi
mantida a 100°C por um minuto e, em seguida, a velocidade de aquecimento
foi de 25°C/min até 310°C, conservando-se por onze minutos. O detector de
massas foi utilizado no modo SCAN com a razdo massa/carga de 29 a 500
Da e, no modo de ionizagdo por impacto de elétrons (El), a 70 eV. As analises
dos espectros de massas foram realizadas por comparacdo aos espectros
encontrados na biblioteca NIST 8.0.

Para avaliacdo por CLAE, o extrato metandlico da impressdo digital
das folhas de M. bimucronata foi submetido a um cromatégrafo liquido de
alta performance Shimadzu LC-10AD sistema LC (Shimadzu, Toquio,
Japdo), consistindo de uma bomba binaria e um detector de arranjo fotodiodo
Shimadzu SPD-M10A. A separacéo foi realizada em um sistema gradiente.
As injeces (20 pL) usando um injetor automatico foram realizadas em Luna
Phenomenex C18, 250 x 4,60 mm, coluna de 5 um e a temperatura da coluna
foi fixada a 35°C. As fases moveis foram (A) 0,125% de acido formico e (B)
acetonitrila. O gradiente de eluigéo foi o seguinte: de 95:5 (A: B) (0-5min);
88:12 (5-10min); 84:16 (10-25min); 80:20 (25-30min); 73:27 (30-35min);
60:40 (35-37min); 95: 5 (37-43min). A taxa de fluxo foi de 0,7 mL/min, com
deteccdo a 250 nm. Os compostos foram identificados comparando o tempo
de retencdo das amostras a padrdes auténticos, como &cido gélico (1) e galato
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de metila (2), isolados desta mesma fonte. O extrato e os padrdes foram
dissolvidos em metanol e filtrados através de uma membrana Millipore®
(0,22 pm).

4.1.2 Mimosa bimucronata

As folhas de M. bimucronata foram colhidas em Itajai-SC, em abril
de 2016. O material vegetal foi identificado pelo Prof. Oscar Iza
(Universidade do Vale do Itajai - UNIVALI) e um voucher do espécime foi
depositado no Herbario Barbosa Rodrigues sob o nimero VCF 146.

4.1.2.1 Obtencéo de extratos e fracfes das folhas de M. bimucronata

As folhas frescas de Mimosa bimucronata (630g) foram picadas,
imersas em metanol por sete dias e filtradas. (Figura 13).

Figura 13. Mimosa bimucronata: a) folhas frescas; b) maceracdo em
metanol.

ApoGs este processo, o solvente foi removido por destilagdo em
evaporador rotatorio sob presséo reduzida, resultando em 665mL de extrato
metandlico bruto. Parte deste material foi levado a secura e reservado para
analises posteriores. Utilizou-se entdo 560mL desta solu¢do extrativa, o qual
foi adicionado &gua destilada e entdo particionado com os seguintes solventes
de polaridade crescente: diclorometano e acetato de etila conforme
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metodologia anteriormente descrita (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998;
2001; NIERO et al., 2003; MALHEIROS et al., 2010). Para a particdo
liquido-liquido foram utilizados 150mL de agua, 550mL de diclorometano e
300mL de acetato de etila. As fragdes diclorometano (DCM) e acetato de etila
(AE) foram evaporadas até a secura total.

Para o calculo do rendimento, foram separados, em vidros rel6gios
pesados vazios, 2mL do extrato metandlico bruto, em duplicata, os quais
foram pesados apds a secura total do extrato. O rendimento foi calculado a
partir deste procedimento; verificou-se que em 665mL de extrato havia
44,389¢ de extrato metandlico bruto (7,04% do material vegetal inicial).

O esquema de obtencao de extrato metandlico bruto e fracdes de M.
bimucronata esta demonstrado a seguir (Figura 14):

Figura 14. Obtencéo de extrato metandlico bruto e fragdes das folhas de M.

bimucronata.

FOLHAS FRESCAS|
630g

Extrato Metanolico
Bruto
44,3899
(em 665mL)

CCDs

Particao
liquido-liquido
560mL EMB

(37,3809)

CCDs

MeOH (3,93L): 7 dias

150mL: Agua
550mL: DCM
300mL: AE

Fracao
Diclorometano
(FDCMF)
2,609¢g

Fracéo
Acetato de etila
(FAEF)

27,7529

Fracdo Aquosa
(MeoH:H,0)
2,5429

Foram realizadas Cromatografias de Camada Delgada (CCD), com
0s eluentes Hexano:Acetona e Cloroférmio:Metanol, variando as
concentragdes, sendo revelados com solventes distintos, como anisaldeido
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sulfarico e cloreto férrico para observar a afinidade de compostos pelos
solventes e reveladores.

Ap6s as analises por CCD, foram realizadas colunas
cromatograficas para separacgdo e possivel identificacdo de compostos.

4.1.2.2 Isolamento e identificacdo dos principios ativos das folhas de M.
bimucronata

Apbs avaliagdo do perfil fitoquimico dos extratos, aqueles que
apresentaram resultados promissores, foram submetidos primeiramente a
procedimentos cromatograficos por cromatografia em coluna (CC)
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998; 2001; NIERO et al., 2003; VILEGAS;
CARDOSO, 2007; MALHEIRQOS et al., 2010), visando o isolamento e a
purificacdo dos possiveis principios ativos presentes nas espéecies vegetais
selecionadas.

O EMBF foi também submetido a com o Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE). Utilizou-se 10g da FAEF para realizacdo de CC. A
fase estacionéria foi silica e a fase mdvel com solventes Cloroférmio:Metanol
variando as concentracdes: CHCl;:MeOH - 90:10, CHCIl3;:MeOH - 80:20,
CHClI3:MeOH - 70:30, CHCI3:MeOH - 60:40, CHCl3:MeOH - 50:50 e MeOH
puro. Esta coluna resultou em 85 fragdes, as quais foram avaliadas por CCD
para analise e jungdo das fragdes semelhantes.

Para a Coluna Cromatografica aberta da fragdo DCM foi utilizado
1g da fracdo. A fase estacionaria foi silica e a fase mdvel com solventes
Hexano:Acetato de etila variando as concentrages: H:AE — 98:02, H:AE —
95:05, H:AE - 90:10, H:AE - 70:30, H:AE — 50:50 e MeOH puro.
Resultaram 45 fragdes, as quais foram realizadas CCDs para analise e jun¢do
das fracbes semelhantes.

Na Figura 15 estdo apresentados os fluxogramas dos procedimentos
cromatograficos realizados e nas Figuras 16 e 17, as analises por CCD das
fracOes mais promissoras.

A fim de facilitar a nomenclatura, os compostos foram denominados
utilizando apenas a identificacdo da primeira fracdo, como por exemplo:
9M1, 9M3, 21M4, 1M8, etc. Para elucidar e caracterizar a estrutura dos
compostos purificados, foram realizados dados espectrosc6picos usuais como
Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN *H) e carbono 13
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(RMN *3C), DEPT, Cromatografia Gasosa (CG) e Espectrometria de Massa

(EM).

Figura 15. Procedimentos cromatograficos da FAEF e FDCMF.

FAEF

Aberta M1 (10g)
Cloroférmio:Metanol

Coluna Cromatografical

1
1 | 1
Fragdes 4M1-8M1 Fracdes 9M1-31M1 Fracbes 37M1-44M1
156mg 265mg 181mg
Coluna Flash M8 RMN 1H; RMN 13C Coluna Flash M3
Fracdo 1M8 Fr395‘§3554M3‘8M3 Fracdes 9M3-16M3
8mg L mg 10mg
RMN *H; RMN 13C Coluna Flash M4 RMN 1H; RMN 13C
Frag&o 3M8-15M8 Fracdes 21M4-24M4
111mg B 7mg
RMN 1H; RMN 13C
FDCMF
Coluna Cromatografica
Aberta M2 (19g)
Hexano:Acetona
1 1 |
Fragdo 8M2 Fragbes 12M2-15M2 Fracdes 18M2-23M2 FracOes 41M2-43M2
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CG/EM Coluna Flash M5 Coluna Flash M6 Coluna Flash M7

4M6
1mg
CG/EM

21M6

3mg
CG/EM

6M6
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Figura 16. Cromatrografias de Camada Delgada das fragdes da coluna aberta
FAEF: a) 1M1 a 8M1; b) 9M1 a 16M1; ¢) 31M1 a 36M1; d) 37M1 a 44M1,
reveladas com Cloreto férrico.

1M1 2M1 3M14M1 5M1 6M1 7M1 8M1 9M1 10M1 11M1 12M1 13M1 14M1 15M1 16M1

C',

31M1 32M1  33M1 34M1  35M1 36M1  37M1 38M1 39M1 40M1 41M1 42M1 43M1 44M1

Fase mdvel: Cloroférmio:Metanol 80:20.
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Figura 17. Cromatrografias de Camada Delgada das fragBes da coluna aberta
FDCMF: a) 1M2 a 9M2; b) 10M2 a 17M2; ¢) 18M2 a 25M2 reveladas com
Anisaldeido.

1M2 2M2 3M2 4M2 5M2 6M2 7M2 8M2 9M2 10M2 11M2 12M2 13M2 14M2 15M2 16M2  17M2

18M2 19M2 20M2 21M2 22M2 23M2 24M2 25M2

Fase movel: Hexano:Acetona 80:20.
4.1.3 Mimusops balata
O material botanico foi identificado pelo Prof. Oscar lza
(UNIVALLI) e o voucher foi depositado no Herbario Barbosa Rodrigues
(Itajai) sob o n. VCFilho 157.
4.1.3.1 Obtencdo de extratos e fra¢des das cascas do fruto de M. balata
Os frutos frescos (Figura 18A) de Mimusops balata foram coletados

na Praia Brava em Itajai-SC. Posteriormente, foram partidos ao meio (Figura
18B) e separados em trés partes: cascas do fruto (1745g) (Figura 18C), polpa
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do fruto (805g) (Figura 18D) e sementes do fruto (395¢g) (Figura 18E). Os
materiais vegetais foram previamente picados em pequenos pedacos, porém
as sementes foram também trituradas.

As cascas do fruto de Mimusops balata foram submetidas a um
processo de macera¢do com metanol, a frio, por um periodo de sete dias e,
posteriormente, filtradas. ApGs este processo, o solvente foi removido por
destilacdo em evaporador rotatério sob pressdo reduzida, resultando em
370mL de extrato metandlico bruto. Este volume total de extrato foi entdo
particionado com o0s seguintes solventes de polaridade crescente:
diclorometano e acetato de etila conforme metodologia anteriormente
descrita (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998; 2001; NIERO et al., 2003;
MALHEIROS et al., 2010).

Figura 18. Fruto de Mimusops balata e suas partes.
. ez

A — Frutos frescos de Mimusops balata. B — Frutos partidos ao meio. C — Cascas do
fruto. D — Polpa do fruto. E — Sementes do fruto.

Para a parti¢do liquido-liquido utilizou-se 300mL do solvente
diclorometano e 300mL do solvente acetato de etila. Ndo foi necessario
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adicionar agua destilada. O extrato foi separado em trés fragdes: fracdo
aquosa (MeoH/H;0), fracdo diclorometano (FDCMC) e fracdo acetato de
etila (FAEC). As FDCMC e FAEC, de interesse fitoquimico, foram
evaporadas resultando no rendimento de 627mg da FDCMC e 7,9569 da
FAEC.

Para o calculo do rendimento, foram separados, em vidros relégios
pesados vazios, 2mL do extrato metandlico bruto, em duplicata, os quais
foram pesados apds a secura total do extrato. O rendimento foi calculado a
partir deste procedimento; verificou-se que em 370mL de extrato havia
128,390g de extrato metandlico bruto (7,36% do material vegetal inicial).

O esquema de obtencao de extrato metandlico bruto e fracdes de M.
balata esta demonstrado a seguir (Figura 19):

Figura 19. Obtencdo de extrato metandlico bruto e fragdes das cascas do
fruto de M. balata.

CASCAS DO
FRUTO FRESCAS
1745qg

MeOH (1,8L): 7 dias

Extrato Metandlico
Bruto
128,390g
(em 370mL)

CCDs

Parti¢céo
liquido-liquido) 300mL: DCM
300mL: AE

CCDs

1 |
Fracéao Fragdo -
Diclorometano Acetato de etila Fr(alt/‘I;:gHAﬂuoo)sa
(FDCMC) (FAEC) Ton6 8é
627mg 7,9569 :

Foram realizadas CCDs, com o0s eluentes Hexano:Acetona e
Cloroférmio:Metanol, variando as concentragdes, sendo revelados com
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solventes distintos, como anisaldeido sulfdrico e cloreto férrico para observar
a afinidade de compostos pelos solventes e reveladores.

Apos as analises por CCD, foram realizadas CC para separacao e
possivel identificacdo de compostos.

4.1.3.2 Isolamento e identificacdo dos principios ativos de M. balata

Apos avaliagdo do perfil fitoquimico dos extratos, aqueles que
apresentaram resultados promissores, foram submetidos primeiramente a
procedimentos cromatograficos por cromatografia em coluna (CC)
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998; 2001; NIERO et al., 2003; VILEGAS;
CARDOSO, 2007; MALHEIROS et al., 2010), visando o isolamento e a
purificacdo dos possiveis principios ativos presentes nas espéecies vegetais
selecionadas.

Utilizou-se 2g da FAEC para realizacdo de CC. A fase estaciondria
foi silica e a fase movel com solventes Acetato de etila:Metanol variando as
concentragdes: AE:MeOH - 95:05, AE:MeOH - 90:10, AE:MeOH - 80:20,
AE:MeOH - 70:30, AE:MeOH - 50:50 e MeOH puro. Esta coluna resultou
em 94 fracOes, as quais foram realizadas CCDs para andlise e juncdo das
fracOes semelhantes.

Para a CC da FDCMC foram utilizados 500mg da fracdo. A fase
estaciondria foi silica e a fase mével com solventes Hexano:Acetona nas
variando as concentra¢des: H:A — 95:05, H:A — 90:10, H:A — 80:20, H:A —
70:30, H:A - 60:40, H:A —50:50, H:A — 30:70 e MeOH puro. Resultaram 75
fracles, as quais foram realizadas CCDs para andlise e jungdo das fracoes
semelhantes.

Na Figura 20 estdo apresentados os fluxogramas dos procedimentos
cromatograficos realizados e nas Figuras 21, 22 e 23 as andlises por CCD das
fragbes mais promissoras.
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Figura 20. Procedimentos cromatograficos da FAEC e FDCMC.

Coluna Cromatografica Aberta
A (2g) Cloroférmio:Metanol

FAEC

Fraces 34-36A
19mg
Coluna Flash F

Fracdes 49-57A

Coluna Flash G

31mg 65mg

Fracdes 58-73A

Coluna Flash H

FDCMC
Coluna Cromatografica
Aberta B (500mg)
Hexano:Acetona

Fracdes 25-44B
63mg
Coluna Flash C

Fracdes 4-6C

Fracdes 66-73B
48mg
Coluna Flash D

Fracdes 54-65B
45mg
Coluna Flash E

32mg Fracbes 7-11C Fragdes 11-16E
RMN H; RMN 14mg | 13mg
13C Coluna Flash | Fragbes 10-23D RMN H; RMN
11mg 13C
RMN H; RMN 13C|
Fracdes 4-5|
2mg FragBes 25-29E
CG/EM T

RMN IH; RMN
13C
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Figura 21. Cromatrografias de Camada Delgada das frages da coluna aberta
FAEC: a) 17A a 21A; b) 22A a 25A reveladas com Anisaldeido.

22A 23A 24A 25A

Fase mével — Hexano:Acetona 80:20.

Figura 22. Cromatrografias de Camada Delgada das fragdes da coluna aberta
FAEC: a) 32A a 37A; b) 67A a 75A reveladas com Cloreto férrico.

32A33A 34A  35A 36A 37A 67A 68A 69A 70A 71A 72A 73A  T74A T75A

Fase mével — Cloroférmio:Metanol 80:20.

Novamente, a fim de facilitar a nomenclatura, os compostos foram
denominados utilizando apenas a identificacdo da primeira fragcdo, como por
exemplo: 4C, 10D, 11E, 25E, etc.

Ainda, para elucidar e caracterizar a estrutura dos compostos
purificad0os, foram realizados dados espectroscOpicos usuais como
Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN *H) e carbono 13
(RMN *3C), DEPT, Cromatografia Gasosa (CG) e Espectrometria de Massa
(EM).
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Figura 23. Cromatrografias de Camada Delgada das frages da coluna aberta
FDCMC: a) 27B a 31B; b) 32B a 39B; c) 40B a 44B; d) 54B a 56B; e) 66B
a 73B reveladas com Anisaldeido.

32B 33B 34B 35B 36B 37B 38B 39B

40B 41B 42B 43B 44B 54B 55B 6 66B-73B

Fase mdvel — Hexano:Acetona 80:20.
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4.2 Analise bioldgica
4.2.1 Avaliacdo da atividade antibacteriana frente as cepas de molicutes

Os experimentos para determinacdo da atividade antibacteriana dos
extratos brutos e fracGes de M. bimucronata e M. balata, foram realizados no
laboratorio de pesquisas em bioanalises da FURB, com auxilio da académica
Ariela Maina Boeder, sob a supervisdo da Prof. Dr. Caio Mauricio Mendes
de Cérdova. Os micro-organismos utilizados neste ensaio foram cepas de
Micoplasma hominis (ATCC 23114), Micoplasma capricolum subs.
capricolum (ATCC 27343), Micoplasma genitalium (ATCC 33530),
Micoplasma pneumoniae cepas FH (ATCC 15531) e 129 (ATCC 29342),
além de cepa de Micoplasma mycoides subsp. Capri (MMC) PG3 NCTC
10137. O micro-organismo U. urealyticum foi cultivado em meio de cultura
U10 (SHEPARD et al., 1974), M. genitalium e MMC em meio liquido SP4
e, M. arginini em meio liquido de Arginina (MLA) (VELLECA, 1979).
Foram realizados repiques das culturas retirando 0,2 mL de indculo, que
foram adicionados a um tubo de ensaio com 2,0 mL de meio de cultura e
incubados a 36° +/- 1°C por 48 horas em microaerofilia (2-3 % de CO,). Apos
este periodo que as cepas foram utilizadas para os testes de concentracéo
inibitéria minima (CIM).

Os testes de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foram
realizados pelo método padronizado de microdilui¢do em caldo, em placas de
microdiluicdo de 96 pogos (BEBEAR, ROBERTSON, 1996; CLSI, 2012).
Os extratos brutos e fragdes foram diluidas a 40 mg/mL, os compostos
isolados foram diluidos a 4 mg/mL, todos em em dimetilsulfoxido (DMSO)
100 %. Foram adicionados 190 pL de meio de cultura MLA, U10 ou SP4,
sendo acrescidos de 10 pL de extrato ou das fragdes a serem testadas nos
primeiros micropogos. Em seguida, do meio contendo amostra foi transferido
100 pL para os pogos adjacentes, 0s quais ja continham 100 pL de meio de
cultura especifico (MLA, U10 ou SP4), com o objetivo de se obter diluicao
seriada de ordem dois. O indculo de cultura de molicutes (100 puL) em fase
log de crescimento, (10° micro-organismos/mL) foi adicionado em todos os
micropogos. Como controle negativo foi realizada uma diluicdo seriada do
préprio solvente (DMSO 100%), sem a presenca de extrato ou fragdo; como
controle do meio de cultura, apenas meio; como controle de crescimento, uma
diluicdo seriada da cultura do micro-organismo, sem a adi¢ao de solvente ou
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de extrato de planta. Como controle positivo utilizou-se o antibiético
levofloxacino. Por fim, adicionaram-se em todas as cavidades 2 a 3 gotas de
vaselina liquida a fim de isolar cada cavidade do meio externo e criar um
ambiente de microaerofilia. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas
e o crescimento foi observado a partir da mudanca de coloracdo do meio de
cultura, devido a presenca do indicador vermelho de fenol. Todos os
procedimentos foram realizados em triplicata e em capela de fluxo laminar.

A determinacdo da CIM para os molicutes foi realizada por meio da
mudanca de coloracéo do meio de cultura, devido a presenca do indicador de
pH, vermelho de fenol. Cada micro-organismo possui um meio de cultura e
coloracdo especifica. As cepas de Micoplasmas séo cultivados em meio SP4,
gue € um meio enriquecido utilizado para espécies de dificil crescimento.
Originalmente, o0 meio é ligeiramente alcalino (pH 8,0), e o crescimento é
evidenciado pela mudanca de coloracdo através da producdo de acidos,
alterando a cor de vermelho para o amarelo, devido a presenga do indicador
vermelho de fenol. Ndo ha turvagdo do meio de cultura, em razdo de seu
diminuto tamanho celular.

4.2.2 Avaliacio da atividade antibacteriana frente a bactérias com parede
celular

Os experimentos para determinacdo da atividade antibacteriana
foram realizados com os extratos brutos e fragdes de M. bimucronata e M.
balata, no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia, da UNIVALI, pela
académica Catarina Cé Bella Cruz, sob a supervisdo do Prof. Dr. Alexandre
Bella Cruz. A atividade antibacteriana foi avaliada contra a bactéria Gram-
positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e contra as bactérias Gram-
negativas Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853).

Para viabilizar o crescimento das espécies, 0s micro-organismos
foram adicionados ao caldo BHI durante 24 h a 37°C, e posteriormente
semeados em agar sangue (24 h a 37°C), para a reativagdo das cepas
bacterianas.

Para a determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM),
utilizou-se a técnica de microdiluicdo em caldo em placas de microdiluicao
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com 96 pocos, conforme recomendado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012).

As amostras diluidas a 40 mg/mL em dimetilsulféxido (DMSO)
10% em PBS foram colocadas nos primeiros micropogos e em seguida
diluidas e transferidas para 0s pog¢os adjacentes, 0s quais ja continham caldo
Mueller-Hinton (MH), com o objetivo de se obter diluicdo seriada de ordem
dois, com concentragdes de amostra variando entre 1000 pg/mL até 7,81
pg/mL. O indculo bacteriano, foi preparado e diluido por concentragdo com
a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) e adicionado (50 pL) a cada
poco para obter um indculo final na concentragéo de 5 x 10° UFC/mL. Alguns
pocos de cada microplaca foram reservados para realizagdo dos controles
negativos (caldo MH + H,O/DMSO 10 % + bactéria em estudo) e para o
controle de esterilidade do meio de cultura (caldo MH). Como controle
positivo foi utilizado o antibi6tico gentamicina, em concentragdes variando
de 40 a 0,31 pg/mL Todo o procedimento foi realizado em triplicata e em
capela de fluxo laminar.

As placas de microdiluicdo foram incubadas aerobiamente a 37 °C
+ 1° C, por 24 horas. Apo6s a incubacdo, o crescimento bacteriano foi
verificado adicionando-se 10 pL de uma solu¢do metandlica de cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazélio (5 mg/mL), em cada micropoco. Apds duas horas foi
observada a formagdo de “botdo” bacteriano avermelhado no fundo de cada
pogo, indicando a viabilidade da bactéria.

O cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC), indica a atividade das
enzimas desidrogenases, envolvidas no processo de respiracéo celular. Pela
redugdo do TTC, uma substancia vermelha, estdvel e ndo difusivel é
produzida nas células vivas (Figura 24), o que torna possivel distinguir as
amostras vivas, coloridas de vermelho, daquelas mortas que mantém sua cor.
A CIM foi determinada como a Ultima concentracdo capaz de inibir o
crescimento bacteriano.
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Figura 24. Formacéo do Trifenil Formazan.

%N
S%\
Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) Trifenil Formazan

4.2.3 Avaliacdo da atividade antifingica

Os ensaios antibacterianos foram realizados no Laboratério de
Microbiologia Clinica da UNIVALI pela académica Catarina Cé Bella Cruz,
supervisionados pelo prof. Dr. Alexandre Bella Cruz, que forneceu as cepas
fangicas. A determinagdo da concentracdo inibitéria minima (MIC) foi
realizada por microdilui¢do de caldo. O método consistiu na preparagdo de
dilui¢des sucessivas dos extratos testados (1000 pg/mL até 2 ug/mL) em
caldo Sabouraud dextrosado 2% para levedura. O indculo fingico (Candida
albicans) foi adicionado no meio cultura que ja continha as amostras a serem
testadas em diferentes concentragdes e foram entdo incubados para posterior
verificagdo da menor concentracdo capaz de inibir o crescimento flngico
(CIM).

A determinacdo da CIM para os fungos foi realizada por meio da
presenca de turvacdo do meio de cultura. Devido ao tamanho das células
fangicas, conforme ocorre o crescimento flngico é possivel observar a
turvacdo do meio. Quando a amostra analisada é capaz de inibir o crescimento
fangico, a turvacdo ndo acontece, e este poco é determinado como sendo a
CIM.

4.2.4 Avaliacdo da atividade diurética

Este experimento seguiu o procedimento descrito anteriormente por
Aston (1959) e Kau; Keddie; Andrews (1984). Foi aprovado pelo Comité de
Etica da UNIVALLI, protocolo n. 045/16. Resumidamente, os animais (ratos
Wistar) foram divididos aleatoriamente em grupos e receberam uma
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sobrecarga oral de solucédo salina fisiologica (0,9% de NaCl, 5 mL/100 g)
para impor uma uniformidade corporal de sddio e 4gua. Em seguida, os
animais foram tratados com: veiculo (dgua + 0,5% tween 80, grupo controle:
CT; 10 ml/kg); hidroclorotiazida (HCTZ; grupo controle positivo, 10 mg/kg);
extrato metandlico bruto das folhas de M. bimucronata (EMBF; 10 -
100mg/kg), fracdo diclorometano a partir de M. bimucronata (FDCMF; 3 -
10 mg/kg) fracdo acetato de etila a partir de M. bimucronata (FAEF; 3 -10
mg/kg), galato de metila (GM; 0,3; 1 e 3 mg/kg) e acido galico (AG; 0,3; 1 e
3 mg/kg). Em outro bloco de experimentos, para avaliar o envolvimento dos
receptores muscarinicos da acetilcolina, a geracéo de prostanoides endogenos
e o papel do éxido nitrico nos efeitos renais apresentados pelos compostos
isolados, os animais foram pré-tratados por via oral com: antagonista do
receptor muscarinico de acetilcolina (atropina; 1,5 mg/kg), inibidor da ciclo-
oxigenase (indometacina; 5 mg/kg), inibidor da sintase do 6xido nitrico (L-
NAME; 60 mg/kg) ou apenas veiculo (1 ml/kg). Uma hora depois, 0s animais
receberam uma dose Unica de GM (3 mg/kg), AG (3 mg/kg) ou apenas
veiculo (10 mL/kg). Imediatamente ap6s os tratamentos, os ratos foram
alocados individualmente em gaiolas metabdlicas e o volume de urina foi
verificado na primeira e a cada 2 horas, por um periodo total de 8 horas. O
indice urinério foi calculado em relacdo ao peso corporal e expresso em
mL/100 g. A excre¢do de eletrélitos (Na* e K*) e os valores de pH foram
avaliados em cada amostra de urina no final do experimento.

As concentracBes de eletrdlitos urinarios (Na* e K*) foram
quantificadas utilizando um fotémetro de chama (modelo BFC-300; Benfer,
S8o Paulo/SP, Brasil), sequindo as instrugdes do fabricante. O pH foi medido
por meio de um medidor de pH (modelo DM-22; Digimed, Sdo Paulo/SP,
Brasil).

4.3 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(= SEM) de cinco a oito animais em cada grupo. A analise de variancia de
uma ou duas vias (ANOVA) seguida do teste de compara¢Ges maltiplas de
Dunnett foi realizada usando o GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows
(GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo fitoquimico de Mimosa bimucronata

As folhas frescas de M. bimucronata foram submetidas ao processo
de maceragdo estatica. Nesse processo o solvente permanece em contato com
a planta durante um tempo pré-determinado na tentativa de extrair o0s
compostos com maior efetividade. O rendimento total do extrato metandlico
bruto das folhas frescas (EMBF) foi de 7,04%.

O EMBF foi submetido a particdo com solventes de diferentes
polaridades. A Tabela 3 demonstra os rendimentos obtidos. A maior parte
dos compostos foi extraida com acetato de etila, isto indica carater polar para
0S compostos presentes.

Tabela 3. Rendimentos das fragdes obtidas do extrato metandlico bruto de
M. bimucronata.

Material Vegetal M(zs)sa Rendimento (%)
Fracdo diclorometano das folhas (FDCMF) 2,609 6,98
Fracdo acetato de etila das folhas (FAEF) 27,752 74,24
Fracéo aquosa (MeoH:H,0) 2,542 6,80

As fracBes obtidas foram submetidas a CC. Os compostos
considerados semi e/ou puros, foram analisados a fim da compreensdo de
suas estruturas quimicas.

5.1.1 Fragéo diclorometano: analise do composto 8M2

A fragdo 8M2 é proveniente da CC realizada com a FDCMF. Na
Figura 17A pode ser observada uma mancha escura. A andlise por CG/EM,
da fracdo 8M2 esté apresentada na Figura 25. Trata-se de uma mistura com
destaque para os dois picos com tempos de retencdo em 4,25 min com
porcentagem de area de 10,98% (1) e em 4,30 min, cuja area foi de 33,81%
(2). Os espectros de massas obtidos foram comparados aos encontrados no
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banco de dados da biblioteca Nist-8 e apresentaram similaridade a
dietiltoluamida (estrutura quimica apresentada na Figura 26).

No cromatograma se destacam outros trés picos com tempos de
retencdo 9,375 min (10,26%) (3) identificado como ester do acido bis-(2-
etilhexil)-hexanodioico (&cido adipico, apresentado na Figura 27); 9,867 min
(19,71%) (4) ndo identificado e 11,049 min (9,13%) (5), identificado como
esqualeno (estrutura quimica apresentada na Figura 28).

Figura 25. Cromatograma obtido por CG/EM do composto 8M2 isolado das
folhas de M. bimucronata.
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Figura 26. Estrutura quimica da dietiltoluamida.
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Nomenclatura quimica: N,N'-Dietil-3-metilbenzamida. Foérmula  molecular:
C12H17NO.
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Figura 27. Estrutura quimica do &cido adipico.
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Nomenclatura quimica: &cido bis-(2-etilhexil)-hexanodidico. Férmula molecular:
CeH1004.

Figura 28. Estrutura quimica do esqualeno.
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Nomenclatura quimica: 2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexeno.
Formula molecular: CsoHso.

5.1.2 Fragé&o diclorometano: analise do composto 6M6

A fragdo 6M6 é proveniente da CC realizada com a FDCMF. A
fracdo 6M6 foi analisada por CG/EM, na Figura 30 pode-se visualizar o
cromatograma. Esta trata-se de uma mistura, que apresentou um composto
majoritario, o hexahidrofarnesil acetona, com tempo de retencdo em 7,33
minutos, com area correspondente a 50,01% (1), cuja estrutura quimica esta
apresentada na Figura 29. Os espectros de massas dos demais picos nao
apresentaram semelhancas através das analises dos respectivos espectros de
massas com a biblioteca NIST-8.

Figura 29. Estrutura quimica do hexahidrofarnesil acetona.
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Nomenclatura quimica: 6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona. Foérmula molecular:
CisH3s0.
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Figura 30. Cromatograma obtido por CG/EM do composto 6M6 isolado das
folhas de M. bimucronata.
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5.1.3 Fragéo acetato de etila: analise do composto 9M1

O composto 9M1-31M1 foi isolado (265mg) da FAEF. Este
apresentou aspecto po e de cor bege escuro. Mostrou melhor solubilidade em
metanol. As Figuras 16B e 16C demonstram as CCD realizadas com o
composto 9M1-31M1.

O espectro de RMN *H (Figura 32), apresentou dois simpletos, um
em 7,06 ppm, caracteristico de hidrogénio de anel aromatico e outro em 3,83
ppm, caracteristico de hidrogénio metoxilico.

O espectro de RMN **C (Figura 33) apresentou sinal caracteristico
de carbono de carbonila [dc 169,1], sinais caracteristicos de carbonos
aromaticos oxigenados [d¢ 146,6; 139,9 e 121,6], um sinal caracteristico de
carbono aromatico hidrogenado [8c 110,2] e um sinal caracteristico de
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carbono metoxilico [6¢ 52,4]. Os sinais observados, em compara¢do com a
literatura (Tabela 4), permitiram verificar que o composto 9M1 se trata do
galato de metila (Figuras 31 e 34) (MOURA; VILEGAS; DOS SANTOS,
2011).

Na espécie, M. bimucronata, foram isolados compostos fenolicos
presentes nas folhas e sementes, de acordo com a pesquisa de Kestring e
colaboradores (2009).

Figura 31. Cromatografia de Camada Delgada do composto 9M1, galato de
metila (padrdo) e Co-CCD com estes compostos, revelada com Cloreto
férrico.

9M1 GM COCCD

Fase mdvel: Cloroférmio:Metanol 90:10.
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Figura 32. Espectro de RMN 'H do composto 9M1 (galato de metila) isolado das folhas de M. bimucronata (solvente
MeOD).
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Figura 33. Espectro de RMN 3C do composto 9M1 (galato de metila) isolado das folhas de M. bimucronata (solvente
MeOD).
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Figura 34. Estrutura quimica do galato de metila.

Tabela 4. Comparacdo dos deslocamentos quimicos do composto 9M1 e

galato de metila*.

NO Composto 9M1 Galato de metila*
(MeOD) (DMSO-ds)

SH 3C oH 3C
1 121,6 119,7
2 7,06 s 110,1 6,93 s 108,8
3 146,6 1455
4 139,9 138,0
5 146,6 145,5
6 7,06 s 110,1 6,93 s 108,6
1 169,1 165,6
OCHjs 3,83s 52,4 3,74s 52,3

*MOURA; VILEGAS; DOS SANTOS, 2011.

Posteriormente as fracdes 3M8 a 15M8 provenientes também da
FAEF foram analisadas por CCD e apresentaram perfil similar ao 9M1. A
CCD esté apresentada na Figura 35.
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Figura 35. Cromatografia de Camada Delgada do composto 1M8 a 8M8 e
padrdo GM (Fase movel: Cloroférmio:Metanol 90:10) revelada com Cloreto
férrico.

1M8 2M8 3M8 4M8 6M8 8M8 GM

O composto fendélico GM demonstrou importante efeito anti-
inflamatério em modelos de inflamacéo induzido pelo zimosan (modelos de
edema de pata, pleurisia e artrite), devido a sua capacidade de modular o
recrutamento dos neutrdfilos e a ativacéo de macrofagos. O GM foi capaz de
inibir diferentes pardmetros da artrite experimental tais como: a formacéo de
edema articular, a migracdo de leucdcitos para a articulacdo inflamada e a
producdo de mediadores inflamatérios tanto proteicos quanto lipidicos em
dois periodos do processo inflamatorio, 6 e 24 horas, em doses que variaram
de 1 a 50 mg/kg (CORREA, 2015).

5.1.4 Frag&o acetato de etila: analise do composto 9M3

As fragdes provenientes da CC FAEF, foram analisadas por CCD.
O composto 9IM3-16M3 foi obtido da FAEF, aspecto sdlido oleoso, de cor
marrom, com solubilidade em metanol, com rendimento de 10mg. O
composto 21M4 apresentou as caracteristicas semelhantes.

De acordo com a Figura 36, pode-se analisar que nas fragdes de 2M3
a 4M3 ha uma mistura de trés substancias. Entre as fracoes 5M3 a 8M3, o
GM estd misturado com outra substancia fendlica. A partir de 9M3 a 16M3,
observa-se uma Unica mancha e estas fracdes foram reunidas e avaliadas por
RMN.
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Figura 36. FracGes e 1M3 a 16M3 e respectivas Cromatografias de Camada
Delgada reveladas com Cloreto férrico.

M3 2M3 3M3 4M3 5M3 6M3  7M3 8M3 9M3 10M3 11M3 12M3 13M3 14M3 15M3 16M3

Fase movel: Cloroformio:Metanol 80:20.

O espectro de RMN *H do composto 9M3 (Figura 37), apresentou
somente um simpleto em 7,05 ppm, caracteristico de hidrogénio de anel
aromatico. J& o espectro de RMN *C (Figura 38) apresentou sinal
caracteristico de carbono de carbonila [3¢c 170,7], sinais caracteristicos de
carbonos aromaticos oxigenados [dc 146,5; 139,6 e 122,4]. Os sinais
observados, em comparagdo com a literatura (Tabela 5), permitiu verificar
gue o composto 9M3 como 4acido galico (Figura 39) (MOURA; VILEGAS;
DOS SANTOS, 2011). Outros sinais foram observados no espectro de RMN
'H, demonstrando que o composto esta impuro.

No género Mimosa, ja foram isolados compostos fendlicos das
folhas e sementes (KESTRING et al., 2009) e AG, flavonoides e saponinas
(JAIN; JAIN; VLIETIINCK, 2004) encontrados nas espécies M.
bimucronata e M. hamata, respectivamente.
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Figura 37. Espectro de RMN *H do composto 9M3 (4cido galico) isolado das folhas de M. bimucronata (solvente MeOD).
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Figura 38. Espectro de RMN *3C do composto 9M3 (4cido galico) isolado das folhas de M. bimucronata (solvente MeOD)
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Figura 39. Estrutura quimica do acido galico.
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Tabela 5. Comparagdo dos deslocamentos quimicos de RMN da estrutura

quimica do composto 9M3 e &cido gélico*.

N© 9M3 Acido galico*
(MeOD) (DMSO-ds)
oH oC oH oC

1 122,4 1207
2 7,055 1105 6,935 108,8
3 146,5 1454
4 139,6 138,0
5 146,5 145.4
6 7,05 110,5 6,935 108.8
1 170,7 167,6

*MOURA; VILEGAS; DOS SANTOS, 2011.

O AG é um &cido orgénico encontrado na forma livre e também
como parte de taninos, sais e ésteres de AG (por exemplo: GM). Estudos
bioldgicos mostram que o AG possui diversas propriedades, dentre elas:
antifangica, antiviral, antioxidante e anticancerigena. E comumente utilizado
em tintas, como antioxidante em alimentos, cosméticos e também na indstria
farmacéutica. Do ponto de vista terapéutico, os antioxidantes, em geral, s&o
usados para prevenir os danos oxidativos que ocorrem em biomoléculas por
eliminacdo das espécies reativas de oxigénio (EMBUSCADO, 2015;
MARTINS, 2017; TEKALE; PANGRIKAR, 2011).
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O 4cido galico havido sido isolado anteriormente na espécie M.
hamata na pesquisa de Jain, Jain e Vlietiinck (2004).

A fim de analisar o EMBF, este foi submetido a analise por CLAE.
A Figura 40 exibe o cromatrograma proveniente realizada com o EMBF (A =
250 nm). Foi possivel identificar os compostos AG com tempo de retencéo
em 9,3 minutos e GM em 19,5 minutos.

Figura 40. Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Cromatograma de CLAE do extrato metanolico das folhas de M. bimucronata
a 250 nm. Os picos 1 e 2 foram identificados como acido galico e galato de

metila, respectivamente.
mAU
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5.2 Estudo fitoquimico de Mimusops balata

As cascas frescas de M. balata foram submetidas ao processo de
maceracdo estatica. Nesse processo o solvente permanece em contato com a
planta durante um tempo pré-determinado na tentativa de extrair os
compostos com maior efetividade.

A Tabela 6 exibe o rendimento das fragcBes provenientes do extrato
metandlico bruto das cascas do fruto de M. balata (128,390g), as quais
apresentaram baixo rendimento, principalmente a FDCMC, objeto alvo deste
estudo.
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O EMBC foi submetido a particdo com solventes de diferentes
polaridades. A maior parte dos compostos foi extraida com MeoH:H-0, isto
indica caréater polar para 0os compostos presentes.

Tabela 6. Rendimentos das fracfes obtidas do extrato metandlico bruto de
M. balata.

Material Vegetal M(Z s)sa Rendimento (%)
Fracdo diclorometano das cascas (FDCMC) 0,627 0,49
Fracdo acetato de etila das cascas (FAEC) 7,956 6,20
Fracdo aquosa (MeoH:H-0) 78,468 61,12

As fracBes obtidas foram submetidas & CC. Os compostos
considerados semi e/ou puros, foram analisados a fim da compreensdo de
suas estruturas quimicas. Provenientes da fragdo FDCMC, os compostos 4C,
25E e 10D foram isolados e estudados para analise estrutural.

5.2.1 Fragéo diclorometano: analise do composto 4C

A partir da CC realizada com FDCMC, foram realizadas CCDs para
andlises (Figura 41). Observou-se uma Unica mancha arroxeada entre as
fracdes 4C a 6C.

Figura 41. FracBes 1C a 11C e respectivas Cromatografias de Camada
Delgada reveladas com Anisaldeido (Fase movel: Hexano:Acetona 80:20).
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A fracdo 4C-6C (32mg) apresentou solubilidade em cloroférmio,
aspecto poé e cor branca. O espectro de RMN H (Figura 42), apresentou sinais
de hidrogénios metilicos entre 0,7 a 1,6 ppm, assim como dois sinais
caracteristicos de hidrogénio olefinico [8n 5,28 (S) e 5,24 (s)]. Apresentou
também, sinais caracteristicos de hidrogénios oxigenados consistente com
hidrogénio carbinélico na regido de 3 ppm e varios sinais na regido
caracteristica de hidrogénios metilénicos.

O espectro de RMN %3C (Figura 43) apresentou dois sinais
caracteristicos de carbono de carbonila [6c 182,4 e 182,1], sinais
caracteristicos de carbonos olefinicos [6¢ 143,5; 137,9; 122,6 e 125,8] e um
sinal caracteristico de carbono oxigenado [d¢ 79,0]. Porém, a duplicidade de
sinais com deslocamentos quimicos préximos e de intensidades diferentes o
gue sugere que seja uma mistura de triterpenos. Os deslocamentos quimicos
estdo de acordo com os dos acidos oleandlico e o acido ursolico (Tabela 7;
Figura 44).

Conforme o Quadro 1 (apresentado anteriormente), foram isolados
triterpenos das espécies de Mimusops, dentre eles cita-se 0 AU (MISRA,;
NIGAM; MITRA, 1974).



Figura 42. Espectro de RMN *H do composto 4C isolado das cascas do fruto de M. balata (solvente CDCls).
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Figura 43. Espectro RMN *3C do composto 4C isolado das cascas do fruto de M. balata (solvente CDCI
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Tabela 7. Comparacao dos deslocamentos quimicos do composto 4C com o
acido oleandlico* e o &cido ursélico™.

N© 4C Acido oleanélico Acido ursélico
oC 5C 3C
1 38,4; 38,6 38,5 38,8
5 27,6; 27,2 27 4 27,3
3 77,2, 79,0 78,7 78,8
4 38,7; 39,0 387 38,8
5 55,2; 55,2 552 55.4
6 18,3; 18,3 18,3 18,4
7 32,6; 32,9 32,6 33,0
g 39,2;39,4 39,3 39,6
9 47,6;47,5 476 475
10 37,1;37,0 37,0 37,0
1 22,9; 233 231 233
12 122,6; 125,8 122.1 125,5
13 143,5; 137,9 143,4 138,0
14 41,6, 41,9 41,6 42,0
15 27,6; 28,1 277 28,2
16 23,4; 24,1 23,4 24,3
17 46,5; 47,9 46,6 48,1
18 41,0; 52,6 41,3 52,8
19 45,9; 38,6 458 39,1
20 30,6 ; 38,8 30,6 38,8
1 33,8; 30,6 33,8 30,7
22 32,4; 36,7 323 36,7
23 28,1; 28,1 28,1 28,2
24 15,5; 15,4 15,6 155
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25 15,3; 15,5 153 15.7
26 171 16,8 16,9
27 25,9; 23,6 26.0 236
28 182.4; 1821 181,0 180,0
29 33,1; 16,9 331 16,9
30 23,3, 21,2 23,6 21,2

*FALCAO; FERNANDES; MENEZES, 2003.

Figura 44. Estrutura quimica da mistura do acido oleandlico (AO) e &cido
ursolico (AU).

g AO: R,;=H R,=CH,
2 2 AU: R,=CH, R,=H

Anteriormente, o AU foi isolado nos frutos de M. elengi (MISRA;
MITRA, 1968; MISRA; NIGAM; MITRA, 1974), casca do caule e frutos de
M. hexandra e folhas de M. manilkara (MISRA; NIGAM; MITRA, 1974).

O AU possui propriedades quimiopreventivas sendo amplamente
encontrado em ervas medicinais, como componente de coberturas protetoras
cerosas de diversos tipos de frutos (maca, péra, azeitona, ameixa, arandos,
figo). Dentre as mais diversas atividades bioldgicas, incluem-se as fungoes:
hepatoprotetor,  imunomodulador,  anti-inflamatério,  antidiabético,
antibacteriano, antiviral, antiulceroso e anticarcinogénico. Ressalta-se que 0
AU, isdmero do AO, partilha a maioria dos seus efeitos bioldgicos. A
atividade anticarcinogénica esta ligada a sua capacidade de induzir a apoptose
celular, impedindo a tumorigénese e inibindo a proliferacdo de células
cancerigenas (CHEN et al, 2015; CONCEICAO, 2016; LIU, 1995).
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5.2.2 Frag&o diclorometano: analise do composto 10D

O composto 10D-23D foi isolado da FDCMC (11mg), com
solubilidade em cloroférmio. Apresentou aspecto de p6 e cor branca. Foram
realizadas CCDs para analisar esta fracdo (Figura 45).

Figura 45. Cromatografias de Camada Delgada das fracBes 1D a 12D,
reveladas com Anisaldeido.

!l

1D 2D 3D 4D 5D 6D 7D 8D 9D 10D 11D 12D

Fase mével: Hexano:Acetona 60:40.

O espectro de RMN *H (Figura 48), apresentou sinais de hidrogénios
metilicos entre 0,7 a 1,6 ppm, assim como um sinal caracteristico de
hidrogénio olefinico [ 5,62 (S)]. Apresentou também, sinais caracteristicos
de hidrogénios oxigenados consistente com hidrogénio carbindlico em
triterpenos [dn 4,20 (t), 4,18 (d) e 3,80 (d)] e vérios sinais na regido
caracteristica de hidrogénios metilénicos, permitindo sugerir uma estrutura
triterpénica com esqueleto ursano (LEE et al., 2009).

Os espectros de RMN *3C/DEPT/HSQC (Figuras 49, 50 e 51)
apresentaram sinal de carbono de carbonila consistente com triterpenos
acidos [8C 181,05 (C28)], assim como sinais caracteristicos de carbonos
olefinicos [8C 128,39 (C12) e 140,32 (C13)]. Além disso, foi possivel
observar um sinal de carbono hidroximetinico [6C 73,80 (C3)], sinal de
carbono hidroximetilénico [6C 25,02 (C27)] e um sinal correspondente a
carbono carbindlico terciario [6C 73,02 (C19)], permitindo assim, confirmar
0 esqueleto triterpénico ursano que sugerem, de acordo com dados
comparados com a literatura, ser o acido rotindico (CHENG et al., 2004;
CHENG et al., 2010).
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A Figura 46 ilustra a estrutura quimica do composto 10D. A Figura
47 exibe as estruturas quimicas dos compostos isolados 10D, 25E, &cidos
rotungénico, rotlndico, cinchélico, pomolico e as Tabelas 8 e 9, apresentam
seus respectivos deslocamentos quimicos a fim de comparacéo.

Figura 46. Estrutura quimica do composto 10D (&cido rotundico) isolado das
cascas do fruto de M. balata.




Figura 47. Estruturas quimicas dos compostos isolados 10D, 25E, &cidos rotungénico, rotindico, cinchélico e pomdlico.

Composto 25E

A R'=H R?=CH,OH R®=CH,
=H R?=CH, R? = CH,OH

Acidos rotungénico (A) e rotandico (B) Acido cinchélico Acido pomélico
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Tabela 8. Comparacao dos deslocamentos quimicos das substancias: 10D,
acidos, rotungénico e rotindico. (continua...)

N° 10D Acido Acido rotundico
(CsDsN) rotungénico (CDsOD)
(CsDsN)
oH oC OH¥ 0C¥ OH¥ 0C¥
1 1,60 39,18 0,96; 1,53 39,2 1,66; 1,77 39,1
2,09 28,01 1,89; 2,05 289 1,28; 1,58 27,41
3 4,20 73,80 3,64 dd 80,7 3,64 dd 74,1
(11,5; 3,5) (11,5; 4,5)
4 e 4247 436 433
5 1,52 48,95 1,00 56,9 1,20 48,7
6 1,70 19,06 1,38; 1,71 19,7 1,47 19,3
7 1,60 33,61 1,38; 1,62 34,4 1,32; 1,68 33,7
8 e 4247 40,8 41,0
9 1,95m 48,13 1,84 48,3 1,77 48,5
T J— 37,50 37,6 37,9
11 2,00; 24,35 1,96; 2,08 24,7 2,01;1,21 24,7
1,40
12 5,62s 128,39 5,62 brs 128,4 530m 129,4
13 - 140,32 1404 140,1
14 - 4247 425 427
15 1,50 29,67 1,30; 2,33 29,8 1,01; 1,84 29,6
m
16 1,40 26,73 2,07; 3,15 26,9 1,58; 2,58 26,7
m m
17 - 4863 48,8 49,0
18 3,10 54,97 3,07 s 55,1 2,535 55,1
19 - 7302 73,2 73,6
20 1,45 42,71 1,52 429 1,37 43,1
21 1,40 28,01 1,36; 1,55 27,4 1,37; 1,77 27,4

22 1,30 38,85 2,08; 2,19 39,0 1,03; 1,62 39,5
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Tabela 8. Comparacao dos deslocamentos quimicos das substancias: 10D,
acidos, rotungénico e rotindico. (conclusao).

N° 10D Acido Acido rotundico
(CsDsN) rotungénico (CDsOD)
(CsDsN)
OH oC OH¥ 0C¥ OH¥ 0C¥
23  4,18— 68,26 1,56s 24,1 3,57d 67,5
3,80 (12,0)
3,31
24 1,26s 13,44 4,51d (10,5); 65,1 0,73s 12,7
3,68 d (10,5)
25 0,99s 16,33 0,90 s 16,5 1,00s 16,2
26 1,13 s 17,13 1,09s 17,5 0,83s 17,6
27 1,60 25,02 1,74s 25,1 1,36 24,9
28 181,05 -—-- 181,2 182,9
29 1,30 30,44 147s 27,6 1,21s 27,3
30 1,05 17,61 1,14 d (6,5) 17,3 0,95d 16,6
(6,0)

¥ NGUYEN etal., 2017; * LEE et al., 2009; # CHENG et al., 2010; + CHENG et al.,

2004.



90

Figura 48. Espectro de RMN *H do composto 10D isolado das cascas do fruto de M. balata (solvente CsDsN).
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Figura 49. Espectro RMN *C do composto 10D isolado das cascas do fruto de M. balata (solvente CsDsN).
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Figura 50. Espectro de RMN *C/DEPT do composto 10D isolado das cascas do fruto de M. balata, em em piridina deuterada
(CsDsN).
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Figura 51. Mapa de contorno HSQC do composto 10D isolado das cascas do fruto de M. balata, em em piridina deuterada
(CsDsN).
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5.2.3 Fragé&o diclorometano: analise do composto 25E

O composto 25E-29E foi isolado (16mg) da FDCMC, com
solubilidade em cloroférmio. Apresentou aspecto sélido, tornando-se pé com
facilidade e de cor branca. Foram realizadas CCDs para analises das frac6es
provenientes da CC-FDCMC (Figura 52).

Figura 52. Fragdes 25E a 29E e respectiva Cromatografia de Camada

Delgada revelada com Anisaldeido.
- ( y,\v‘ “pe

25E 26E 27E 28E 29E

Fase movel: Hexano:Acetona 70:30.

O espectro de RMN H (Figura 54) apresentou sinais de hidrogénios
metilicos entre 0,7 a 1,6 ppm, assim como um sinal caracteristico de
hidrogénio olefinico [6H 5,38 (s)]. Apresentou varios sinais na regido
caracteristica de hidrogénios metilénicos, permitindo sugerir uma estrutura
triterpénica com esqueleto ursano (LEE et al., 2009).

Os espectros de RMN *C/DEPT/HSQC (Figuras 55, 56 e 57)
apresentaram dois sinais de carbono de carbonila consistente com triterpenos
acidos [8C 178,76 (C27) e 183,72 (C28)], assim como sinais caracteristicos
de carbonos olefinicos [6C 129,32 (C12) e 137,11 (C13)]. Além disso, foi
possivel observar um sinal de carbono hidroximetinico [6C 73,34 (C3)] e um
sinal correspondente a carbono carbindlico terciario [8C 73,13 (C19)],
permitindo assim, confirmar a o esqueleto triterpénico ursano (Tabela 9)
(CHENG et al., 2004; CHENG et al., 2010).

Os sinais observados nos espectros de RMN 'H e RMN C
demostraram que o composto 25E se trata de dois triterpenos acidos de
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estruturas complexas, com similaridade de deslocamentos quimicos aos
acidos cinchélico e pomolico, que serdo elucidados oportunamente.

A Figura 53 exibe a estrutura quimica do composto 25E.
Corroborando com a presente pesquisa, Almeida e colaboradores (2015)
identificaram na fracdo acetato de etila das folhas frescas de M. subsericea,
0s compostos: miricetina, quercetina, kaempferol e acido pomolico. Além
disso, sugeriram que o acido pomdlico foi o principal constituinte da fragéo
acetato de etila das folhas de M. subsericea. Este triterpeno é estruturalmente
relacionado ao AU e j4 foi encontrado na familia Sapotaceae (LEE et al.,
2005) e no género Manilkara/Mimusops (AHMED; IFZAL;
USMANGHANI, 2001; FAYEK et al., 2013; JAHAN; AHMAD; MALIK,
1996; MISRA; NIGAM; MITRA,; 1969; RHOURRI-FRIH et al., 2013).

Um estudo realizou a investigacdo fitoquimica das sementes de M.
balata. Foi utilizado o método de cromatografia gasosa/espectrometria de
massas (CG/EM) dos extratos de hexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol
e metanol, totalizando 39 componentes: 2,6,10,14,18pentametil-
2,6,10,14,18-eicosapentaeno, acido 9-octadecendico, (Z)-2,3di-hidroxipropil
ester, (Z2)-oleato de etila, Z, E-2-metil-3,13-octadecadien-1-ol e 5-(hidroxi
metil)-2-furancarboxialdeido (POWDER-GEORGE; MOHAMMED, 2018).

Figura 53. Estrutura quimica do composto 25E isolado das cascas do fruto
de M. balata.
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Tabela 9. Comparacdo dos deslocamentos quimicos das substancias:
composto 25E, acidos pomolico e cinchélico.

(continua...)
25E Acido Acido
N° (CDCly) pomolico cincholico
(CsDsN) (CsDsN)

SH 6C SH*  oC# oC+

1 1,87 40,18 --- 394 39,8
2,563 -1,63 25,43 --- 281 25,7

3 3,73 73,34 3,60 782 78,6
4 39,48 5 39,4 39,9
5 2,53 52,82 --- 559 56,4
6 19,15 --- 189 19,5
7 1,45-131 34,42 - 336 38,2
8 41,85 --- 403 40,6
9 1,90 47,43 - 47,8 48,4
10 36,52 --- 373 38,0
11 1,65 24,50 - 24,0 24,2
12 5,37 129,32 561 128,0 126,7
13 137,11 --t-- 140,0 138,8
14 51,67 - 421 57,3
15 1,66 25,98 -—-- 29,3 26,1
16 1,68 -1,03 28,03 -—-- 26,4 25,6
17 47,43 - 484 48,3
18 1,96 45,99 3,06 535 45,0
19 - 73,13 --S-- 72,7 44,8

20 1,41 41,08 ---- 39,4 31,5
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Tabela 9. Comparacdo dos deslocamentos quimicos das substancias:

composto 25E, acidos pomolico e cinchdlico.

(conclusdo).

Ne 25E Acido Acido
(CDCly) pomolico cinchdlico
(CsDsN) (CsDsN)
oH oC SH* OC# oC+

21 2,53-1,63 34,42 --- 310 34,8
22 1,82-1,68 37,35 ---- 37,4 315
23 1,21 27,42 1,12 293 28,8

s
24 1,34 17,10 -—-- 17,7 171
25 1,03 17,90 1,23s 16,9 17,2
26 1,54 19,14 -—-- 17,5 19,5
27 ———- 178,76 145 239 179,0

s
28 183,72 ---- 180,0 180,8
29 1,25 24,70 173 214 33,8

s
30 0,95-0,93 16,10 111 174 24,0

d
COOCHs 3,73s 52,10 ---- ----

¥ NGUYEN et al., 2017; * LEE et al., 2009; # CHENG et al., 2010; + CHENG et al.,

2004.
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Figura 55. Espectro RMN *3C do composto 25E isolado das cascas do fruto de M. balata (solvente CDCly).
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Figura 56. Espectro de RMN *C/DEPT do composto 25E isolado das cascas do fruto de M. balata, em cloroférmio deuterado
(CDCls).
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Figura 57. Mapa de contorno HMBC do composto 25E isolado das cascas do fruto de M. balata, em cloroférmio deuterado

(CDCly).
A f.__u._*__j—k_Jk_.J/Ll.‘-u‘“-*muJ& L —
oo ® ot o
® e, w
. .‘. .
: Db
L A




102

5.3 Atividade antimicrobiana

Para avaliacdo da atividade antibacteriana, levou-se em
consideracdo os critérios estabelecidos por Holetz e colaboradores (2002):
amostras que apresentaram valores de CIM menores que 10 pg/mL foram
considerados com atividade antibacteriana excelente; valores entre 10 e 100
pg/mL foram considerados bons; valores entre 100 e 500 pg/mL foram
considerados de atividade moderada; valores entre 500 e 1000 pg/mL de
atividade fraca, e para valores de CIM acima de 1000 pg/mL as amostras
foram considerados inativas. Os compostos isolados foram considerados
inativos com valores de CIM acima de 100 pg/mL.

A classe molicutes representa um grupo de bactérias sem parede
celular com genoma reduzido com capacidades metabdlicas limitadas. Como
consequéncia da redugdo do genoma e aquisi¢cdo de genes por meio da
transferéncia genética horizontal, molicutes adquiriram um estilo de vida
parasitico com capacidade de colonizar vasta diversidade de hospedeiros, por
diversos mecanismos de viruléncia (RENAUDIN; BRETON; CITTI, 2014).

As bactérias sdo divididas de acordo com a estrutura da parede
celular. As Gram-negativas possuem uma dupla camada: sendo uma fina
camada de peptidioglicano entre a membrana citoplasmatica e o exterior da
membrana, com isso possuem parede celular mais complexa enquanto as
Gram-positivas ndo possuem a camada externa, mas também possuem uma
espessa camada de peptideoglicano (MONTEIRO, 2017; RIMOLLI, 2015).

O Staphylococcus aureus € uma bactéria naturalmente presente na
microbiota humana e pertence ao grupo dos cocos gram-positivos, anaerobios
facultativos e mesofilos. Pode ocasionar infecgdes simples ou enfermidades
mais graves como pneumonia, meningite, endocardite entre outras. Os
processos de contaminacdo geralmente ocorrem devido a falta de higiene na
manipulagdo e armazenamento, de alimentos, mais comumente em leite e
derivados. S. aureus possuem a capacidade de produzir enterotoxinas e
biofilmes, ocasionando grave problema na indUstria alimenticia devido & sua
resisténcia (DOS SANTOS et al., 2007; FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004;
GUTIERREZ et al., 2012; MONTEIRO, 2017).

Bactérias do género Bacillus spp. se destacam pela capacidade de
formar endosporo e apresentar uma multiplicidade de mecanismos
antagdnicos. Sendo assim, possui grande versatilidade nos mecanismos de
acdo para driblar as defesas dos fitopatdgenos, ocupando diferentes
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ambientes (FILHO; FERRO; DE PINHO, 2010; SILVA, 2017). O Bacillus
subtilis € um bastonete Gram-positivo, aerébio facultativo, ndo patogénico,
produtor de &cido acético, formador de esporos. Devido esta capacidade de
esporular, garante maior sobrevivéncia durante o transito ruminal. Ainda,
multiplicam-se em taxa mais agil do que o peristaltismo frequente dos
contetdos ruminal e intestinal (DJOUVINOV; TODOROQV, 1994; GARCIA,
2008; HOA et al., 2000; MAZZA, 1994).

Escherichia coli sdo bacilos Gram-negativos ndo esporulados, com
habilidade de fermentar glicose resultando em producdo de acido e gas.
Fazem parte da flora intestinal de animais de sangue quente. A presenca dessa
bactéria em alimentos indica que ocorreu contaminacdo de origem fecal ou
por contato de superficies com condigdes sanitarias inadequadas (FRANCO,
2008; MONTEIRO, 2017; TRABULSI et al., 2002).

5.3.1 M. bimucronata
A Tabela 10 contempla os resultados obtidos do extrato
metandlico bruto das folhas e fragdes de M. bimucronata foi testado contra

as cepas.

Tabela 10. Atividade antibacteriana de extrato metanélico bruto das folhas e
fracOes de M. bimucronata.

ESPECIES BACTERIANAS - CIM? (pg/mL)

M. M. M. M. M.
hominis capricolum mycoides pneumoniae genitalium
FH
EMBF 1000 500 500 500 500
FDCMF 500 250 125 250 250
FAEF >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
Azitromicina® 2 2 2 2 2

2CIM: concentragdo minima inibitoria
bAzitromicina: controle positivo
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O EBMF apresentou CIM=500 pg/mL para M. genitalium, M.
capricolum, M. mycoides e M. pneumoniae FH e M. pneumoniae 129. A
FAEF ndo exibiu atividade antimolicute para as classes testadas.

A FDCMF foi a que melhor inibiu as cepas, exibindo CIM=500
pg/mL para M. hominis, 250 pg/mL para M. capricolum, M. genitalium, M.
pneumoniae FH e M. pneumoniae 129 e CIM=125 pug/mL para M. mycoides.
Destaca-se que sdo 0s compostos mais apolares presentes no extrato que
possuem melhor atividade contra as cepas testadas.

De acordo com a pesquisa de Bonifacio e colaboradores (2016), o
AG demonstrou eficaz atividade antimicrobiana contra as cepas de S. aureus
(CIM =187,5 pg/mL), S. epidermides (CIM = 46,87 pg/mL), E.coli (CIM =
750 pg/mL) e P. aeruginosa (CIM=750 pg/mL).

A Tabela 11 exibe os resultados do experimento realizado com o
extrato metabolico bruto das folhas e fragbes de Mimosa bimucronata. As
amostras ndo exibiram atividade eficiente contra 0s micro-organismos
testados.

Tabela 2. Atividade antimicrobiana do extrato metabdlico bruto das folhas e
fragbes de M. bimucronata contra as bactérias Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e o fungo Candida albicans.

Material Concentracao Inibitdria Minima (ug/ml)
testado

B. subtilis S. aureus E. coli C. albicans
EMBF >1000 >1000 >1000 >1000
FDCMF >1000 >1000 >1000 >1000
FAEF >1000 >1000 >1000 >1000

Candida albicans é um fungo dipldide e assexual que produz
blastoconideos, pseudohifas e hifas semelhantes ao micélio dos ascomicetos
exibindo septos com apenas um poro simples (COSTA, 2015; KLIS et al.,
2009; MCCULLOUGH; SAVAGE, 2005).

E uma levedura patgena que causa a candidiase, uma infeccio
fingica oportunista mais comum atualmente, € uma das mais frequentes em
ambiente hospitalar, incluindo aquelas que ocorrem em sitios cirdrgicos, do
trato urindrio e do sangue. Isso ocorre principalmente devido a onipresenga
das espécies de Candida, bem como ao aumento do nimero de individuos
com fatores de risco para o desenvolvimento da infec¢do (FERREIRA, 2016;
PEIXOTO et al., 2014).
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No estudo de De Paula e colaboradores (2011), o AG, acido elagico
e quercitrina contribuiram a acdo frente a maioria das cepas fingicas.

Neste sentido, a Tabela 12 demonstra que a FAEF foi eficiente
contra Candida albicans ATCC10231. Ressalta-se que contra estes fungos,
0s compostos mais polares foram mais efetivos.

Tabela 12. Atividade antifingica do extrato metabdlico bruto das folhas e
fracbes de M. bimucronata contra Candida albicans ATCC10231 em
diferentes doses.

Candida albicans ATCC10231
Amostra  CIMso(ug/mL  ClMgo(ug/mL CIMuoo(pug/mL  CFM(ug/mL

s ) ) ) )

EMBF 250 500 >500 >500
FDCMF >500 >500 >500 >500
FAEF 140,6 187,5 500 >500

Os valores foram determinados as 24h, usando o protocolo M27-A3 do Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI). CIM50: menor concentragdo de farmaco que
impediu 50% de crescimento em relacdo ao controle ndo tratado; CIM90: menor
concentracdo de farmaco que impediu 90% de crescimento em relacéo ao controle ndo
tratado; CIM100: menor concentracdo de farmaco que impediu 100% de crescimento
com. em relacdo ao controle ndo tratado. CFM: concentracdo fungicida minima. Os
resultados foram expressos como mediana.

A FAEF apresentou eficcia contra Candida albicans ATCC10231
(140,6 pg/mL e 187,5 pg/mL). A CIM é a concentracdo minima de um
antimicrobiano necesséria para inibir o crescimento de um microrganismo
alvo. A CIMso, que requer testar pelo menos 100 isolados, fornece a CIM,
que inibe 50% de seus isolados, enquanto a CIMgy fornece a CIM que inibe
90% dos isolados da espécie testados. A CIMsg fornece a chamada “atividade
intrinseca” de um antimicrobiano, enquanto a CIMg é um reflexo de
diferentes mecanismos de resisténcia das espécies sob investigacdo. O valor
da CIM é valioso para discernir o desenvolvimento de resisténcia de cepas
em uma populagéo.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana em espécies de Mimosa é
pouco reportada na literatura. A espécie Mimosa caesalpiniifolia foi avaliada
por meio de extratos e fracdes de folhas, cascas, flores e raizes contra espécies
de bactérias e fungos e, exibiu resultados eficazes, especialmente para 0s
fungos C. glabrata e C. krusei da fracdo acetato de etila (SILVA, 2012;
SILVA, 2016).
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O extrato etanolico da casca do caule de jurema-preta (Mimosa
tenuiflora (Wild) Poiret sinbnimo Mimosa hostilis Benth.) foi avaliado contra
linhagens de bactérias patogénicas. A pesquisa apontou a presenca de taninos,
compostos fenolicos e saponinas. A avaliagdo do extrato apresentou atividade
antimicrobiana contra E. coli, P. vulgaris, P. aeruginosa, S. aureus, A. caviae
(BEZERRA et al., 2011). Além disso, foi comprovada a eficacia também
contra a bactéria K. pneumoniai e a levedura C. albicans (CAVALCANTI;
CORDEIRO, 2017).

A triagem fitoquimica preliminar dos extratos metanélico e aquoso
das folhas de Mimosa pudica mostrou a presenca de terpenoides, flavonoides,
glicosideos, alcaloides, quininos, fendis, taninos, saponinas e cumarinas. Os
resultados do ensaio antimicrobiano do extrato metandlico de Mimosa pudica
constataram que a planta exibiu atividade antimicrobiana contra K.
pnemoniae e A. fumigatus (GANDHIRAJA et al., 2009).

5.3.2 M. balata
A Tabela 13 exibe os resultados da atividade antibacteriana das
cascas do fruto de Mimusops balata contra as cepas M. hominis, M.

capricolum, M. mycoides, M. pneumoniae FH e M. genitalium.

Tabela 3. Atividade antibacteriana de extrato metandlico bruto das cascas do
fruto e fracbes de M. balata.

ESPECIES BACTERIANAS - CIM? (pg/mL)

M. M. M. M. M.
hominis  capricolum mycoides pneumoniae genitalium
FH
EMBC >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
FDCMC 250 250 125 250 250
FAEC >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
Azitromicina® 2 2 2 2 2

aCIM: concentragdo minima inibitoria
bAzitromicina: controle positivo
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De acordo com os resultados obtidos, o EBMC e a FAEC ndo
demonstraram atividade antimolicute para as classes testadas. Somente a
FDCMC inibiu as cepas analisadas, exibindo CIM=250 pg/mL para M.
hominis, M. capricolum, M. genitalium, M. pneumoniae FH e M. pneumoniae
129 e CIM=125 pg/mL para M. mycoides subsp. Capri (MMC) PG3 NCTC
10137 (Tabela 13). Ressalta-se que os compostos mais apolares foram
responsaveis pelo efeito observado.

Ensaios para atividade antimicrobiana foram realizados com o0s
extratos de acetato de etila da casca do caule e das folhas de M. zapota. A
casca do caule exibiu atividade antimicrobiana contra todas as bactérias
patogénicas testadas (B. subtilis, B. megaterium, B. cereus, S. lutea, E. coli,
S. sonnei, S. shiga, S. dysenteriae, S. typhi) e contra os fungos A. flavus,
Vasianfactum sp e Fusarium sp. O extrato das folhas apresentou atividade
leve contra B. subtilis, B. megaterium, S. lutea, E. coli e S. typhi. As CIMs
dos extratos variaram de 256 a 512 pg/mL (OSMAN et al., 2011a).

No estudo de Fernandes e colaboradores (2013), os extratos de
folhas, caules e frutos de M. subsericea apresentaram atividade
antimicrobiana contra S. aureus. Todos 0s extratos testados inibiram o
crescimento bacteriano da cepa S. aureus com CIM de 250 pg/mL.

O AU exibiu atividade antimicrobiana frente as cepas de S. aureus
(CIM = 25 pg/mL), S. epidermides (CIM = 25 pg/mL), E. coli (CIM = 50
pg/mL), P. aeruginosa (CIM = 25 pg/mL). Ainda foi avaliado o potencial
citotoxico in vitro (MTT) e queratindcitos humanos metabolicamente
incompetentes, ndo tendo demonstrado citotoxicidade as células em uma
concentragdo maxima de 50 pg/mL (COLOMBO, 2018).

Kumar e colaboradores (2014) verificaram que nano particulas de
prata, sintetizadas a partir do extrato dos frutos de M. elengi apresentararam
atividade antibacteriana contra S. aureus e E. coli, em concentracBes que
variaram de 20 pg/mL a 100 pg/mL. A atividade antimicrobiana dos galhos
de M. elengi também foi constatada em outra pesquisa contra as cepas de S.
mutans (JEBASHREE et al., 2011).
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5.4 Atividade diurética

5.4.1 Efeito diurético, natriurético e caliurético do extrato e fracGes obtidos
de M. bimucronata em ratos

O efeito diurético do extrato metandlico de M. bimucronata EMBF
foi avaliado no modelo de ensaio de atividade diurética (ASTON, 1959;
KAU; KEDDIE; ANDREWS, 1984) e esta ilustrado na Figura 58A. Os ratos
tratados com EMBF, nas doses de 30 e 100 mg/kg, mostraram um aumento
significativo no volume urinario quando comparados com ratos do grupo
controle (CT). O efeito diurético foi associado com niveis aumentados de Na*
e K*, conforme mostrado na Tabela 14.

O volume cumulativo de urina também foi mensurado nos ratos
tratados com fracGes de diclorometano (FDCMF) e de acetato de etila
(FAEF). Somente a FAEF (na dose de 30 mg/kg), exibiu efeito diurético,
natriurético e caliurético, conforme Tabela 14 e Figuras 58B e 58C. Em
nenhum dos grupos houve alteracdo de valores de pH urinario (Tabela 14).



Tabela 4. Parametros urinarios apés 8 horas do tratamento oral com extratos e fragdes obtidos de folhas de M.
bimucronata, em ratos normotensos.
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Grupos pH Na* (mmol/L) K* (mmol/L) indice salurético?
Na* K*
CT (veiculo) 6,21 + 0,21 95,16 + 06,21 21,92 +1,45 - -
HCTZ 10 mg/kg 6,96 + 0,42 167,60 £ 09,86* 36,30 £ 2,23* 1,76 1,65
EMBF 10 mg/kg 6,74 £ 0,15 145,50 £ 04,59* 28,86 £2,07 1,52 1,31
EMBF 30 mg/kg 6,31+ 0,10 148,30 £ 11,60* 26,30 £0,98 1,55 1,19
EMBF 100 mg/kg 7,01 +£0,19 193,00 £10,07* 41,83 +4,00* 2,02 1,90
FDCMF 3 mg/kg 6,28 + 0,05 108,30 £11,88 21,00 6,38 1,13 0,95
FDCMF 10 mg/kg 6,47 £ 0,11 113,60 £ 16,03 30,30 £ 6,83 1,19 1,38
FDCMF 30 mg/kg 6,61 + 0,30 125,00 £ 14,75 25,60 £4,61 1,31 1,16
FAEF 3 mg/kg 6,24 +0,16 105,60 £ 13,18 17,20 + 2,64 1,10 0,78
FAEF 10 mg/kg 6,64 + 0,25 122,50 £ 20,87 27,50 +£1,83 1,28 1,25
FAEF 30 mg/kg 6,34 + 0,37 180,00 £ 08,51* 33,13 £ 3,20* 1,89 1,51

O grupo controle (CT) recebeu veiculo (1 mL/kg, v.0.). Resultados expressos em média + SEM, de seis a oito animais em cada grupo. As analises estatisticas foram realizadas por meio de
anélise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Dunnett. *p<0,05 quando comparado com o grupo controle. *Indice salurético = mmol/L grupo de
teste / mmol/L grupo CT (veiculo). HCTZ = hidroclorotiazida; EMBF = extrato metandlico bruto das folhas de M. bimucronata; FDCMF = fragéo de diclorometano; FAEF = fracdo de acetato

de etila.
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Figura 58. Efeito diurético do extrato e fragdes obtidos de folhas de M. bimucronata em ratos normotensos. Volume de urina
cumulativo de ratos normotensos tratados oralmente com (A) extrato metandlico bruto das folhas de M. bimucronata
(EMBF), (B) fracdo diclorometano (FDCMF) e (C) fracdo acetato de etila (FAEF).
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O grupo controle (CT) recebeu veiculo (1 mL/kg, v.0.). Os valores da hidroclorotiazida (HCTZ) sdo apresentados para comparagao.
Resultados expressos como a média + SEM de seis a oito animais em cada grupo. As analises estatisticas foram realizadas por meio de
analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Dunnett. *p<0,05 quando comparado com o
grupo controle.
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5.4.2 Efeitos diurético, natriurético e caliurético do galato de metila obtido
de M. bimucronata em ratos

Apobs a caracterizacdo quimica da fracdo que demonstrou efeito
diurético e salurético (FAEF), determinou-se que o constituinte majoritario
foi o composto fendlico GM. A Figura 59 demonstra que GM, na dose de 3
mg/kg, foi capaz de estimular a diurese em ratos normotensos.

Figura 59. Efeito diurético em ratos induzido pelo galato de metila isolado
de M. bimucronata. Volume urinario cumulativo de galato de metila (GM),
em ratos normotensos.
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O grupo controle (CT) recebeu wveiculo (1 mL/kg, v.0.). Os valores da
hidroclorotiazida (HCTZ) séo apresentados para comparacgdo. Resultados expressos
como a média + SEM de seis a oito animais em cada grupo. As andlises estatisticas
foram realizadas por meio de analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida
pelo teste de comparagdes maltiplas de Dunnett. *p<0,05 quando comparado com 0
grupo controle.

O efeito diurético foi associado a valores aumentados dos niveis
urinarios de Na* e K*, e novamente, nenhum dos tratamentos modificou os
valores de pH urinario, como descrito na Tabela 15.
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Tabela 5. Efeito do tratamento prévio com L-NAME, indometacina e atropina em parametros urinarios ap6s 8 horas do
tratamento oral com galato de metila isolado de M. bimucronata, em ratos normotensos.

Grupos pH Na* (mmol/L) K* (mmol/L) indice salurético?
Na* K*
CT (veiculo) 6,08 £ 0,05 84,55 + 03,65 23,81+1,37 - -
HCTZ 10 mg/kg 6,64 + 0,25 174,20 + 11 54* 40,76 + 1,50* 2,06 1,71
GM 0,3 mg/kg 6,37 £0,20 90,00 + 06,89 20,50 +2,01 1,06 0,86
GM 1 mg/kg 6,71 +£0,21 130,00 + 17,32 28,17 £ 2,45 1,53 1,18
GM 3 mg/kg 6,46 £ 0,17 167,90 + 12,74* 36,33 +2,14* 1,98 1,52
L-NAME (60 mg/kg) 6,32 +0,17 125,80 + 05,83 30,50 £+ 3,68 1,46 1,37
L-NAME + GM 6,03 £0,22 225,00 + 34,42* 41,20 £2,41* 2,62 1,86
INDO (5 mg/kg) 7,02 £0,22 136,70 £ 07,92 31,83+3,37 1,59 1,43
INDO + GM 6,44 + 0,09 166,70 £ 13,33* 44,75 £ 0,25* 1,94 2,02
ATRO (1,5 mg/kg) 7,07 +£0,12 129,00 + 08,71 33,30 £ 4,02 1,50 1,50

ATRO + GM 6,17 £0,19 130,00 + 15,81# 23,07 £2,07# 1,51 1,04
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O grupo controle (CT) recebeu veiculo (1 mL/kg, v.0.). Resultados expressos como a média £ SEM de seis a oito animais em cada grupo.
As analises estatisticas foram realizadas por meio de andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de comparac¢6es multiplas
de Dunnett. *p<0,05 quando comparado com o grupo controle. #p<0,05 quando comparado com o grupo tratado com GM 3 mg/kg. 2indice
salurético = mmol/L grupo de teste / mmol/L grupo CT (veiculo). HCTZ = hidroclorotiazida; GM = galato de metila. L-NAME = No-
Nitro-L-arginina metil ester hidrocloreto; INDO = indometacina; ATRO = atropina.
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Coletivamente, estes resultados propdem que as preparagdes de M.
bimucronata e seu composto majoritario GM apresentam efeito diurético e
salurético quando administrados oralmente a ratos.

Embora os dados mostrem que tanto a fracdo EMBF quanto a
FAEF foram capazes de estimular o aumento do volume urinario, quando
administrados oralmente a ratos, observou-se que tal fato ndo foi identificado
ap6s o tratamento com a fracdo apolar das folhas de M. bimucronata
(FDCMF).

Considerando que o composto fenélico GM foi isolado da fragao
acetato de etila, pode-se sugerir que grande parte dos efeitos diuréticos e
saluréticos detectados tanto no EMBF quanto na FAEF podem ser atribuidos
a presenca desse constituinte.

Esses dados indicam que o fracionamento guiado pela atividade
bioldgica permitiu a manutencéo da resposta com o uso decrescente de doses.
No entanto, ndo se deve descartar que outros compostos minoritarios
presentes no extrato, bem como na FAEF, também apresentem efeito
diurético e salurético e, entdo, contribuam sinergicamente para as
propriedades bioldgicas descritas neste estudo, o que ainda necessita ser
investigado futuramente.

O GM, um metil éster do AG, é um composto fenélico vegetal bem
estudado e muito conhecido devido as suas propriedades antioxidantes
(ABOU-ZAID; LOMBARDO; NOZZOLILLO, 2009; CHO et al., 2003;
WHANG et al.,, 2005). Além disso, outras atividades bioldgicas ja
demonstradas para o GM incluem a capacidade de reduzir a apoptose de
cardiomiécitos de ratos (KHURANA et al., 2014), atividade antiagregante
plaquetdria (LIM et al., 2004), efeito anti-inflamatorio sobre artrite
experimental induzida por zimosan (CORREA et al., 2016) e efeito
antibacteriano (NOUNDOU et al., 2016), entre outros.

Desta forma, como mostrado no presente estudo, demonstrou-se
as acdes diuréticas, natriuréticas e caliuréticas do GM em ratos normotensos
(3 mg/kg), um efeito muito semelhante ao encontrado com tratamento com
HCTZ (10 mg/kg), um diurético do tipo tiazidico de referéncia.

Os principais mecanismos envolvidos no efeito diurético causado
pelo tratamento de GM também foram investigados. A Figura 60A e a Tabela
15, demonstram a acdo da atropina, um antagonista ndo seletivo do receptor
muscarinico de acetilcolina, a qual preveniu completamente a diurese,
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natriurese e caliurese induzidas pelo GM. Este fato indica que a ativacdo dos
receptores muscarinicos parece ser fundamental para os efeitos renais de GM.

Em contraste, como exibido na Figura 60B, o tratamento prévio
com indometacina, um inibidor da enzima ciclo-oxigenase (COX) ndo
exerceu influéncia no efeito diurético ou salurético da GM, sugerindo que a
geracdo de prostanoides enddgenos pode ndo ser essencial para desencadear
as agdes deste composto.

Por outro lado, o pré-tratamento com L-NAME, um inibidor ndo
seletivo da enzima Oxido nitrico sintase, aumentou significativamente a
diurese induzida por GM, que também foi acompanhada por uma maior
excrecdo urinaria de Na* (Figura 60C). E importante ressaltar que atropina,
indometacina e L-NAME ndo foram capazes de ocasionar aumento no
volume urindrio no grupo tratado com veiculo (grupo controle), assim como
ndo causaram mudancas significativas na excre¢do urinéria dos valores de
Na*® e K* ou pH.

Vérios mediadores liberados no leito renal desempenham um
papel importante na regulacdo do calibre das artérias por meio de agentes
vasoconstritores e vasodilatadores. As a¢Ges vasodilatadoras em particular,
auxiliam na manutencdo de um fluxo sanguineo sustentado através dos vasos
renais e assim, aumentam a taxa de filtragdo glomerular. Os principais
agentes vasodilatadores estudados incluem os prostanoides produzidos pela
enzima COX e o 6xido nitrico liberado pelas diferentes isoformas da enzima
oxido nitrico sintase (BREYER; BREYER, 2001; KIM et al.,, 2009;
MOUNT; POWER, 2006; STICHTENOTH; FROLICH, 2000).

Além disso, a ativagdo de receptores muscarinicos por acetilcolina
induz vasodilatagdo e aumenta o fluxo sanguineo renal (WIEREMA et al.,
1997). Portanto, os receptores muscarinicos de acetilcolina parecem
desempenhar um papel importante no desencadeamento dos efeitos renais do
GM, sendo que o pré-tratamento com atropina impediu completamente seus
efeitos diuréticos e saluréticos.

Por outro lado, enquanto a indometacina era totalmente inerte aos
efeitos do GM, o L-NAME foi capaz de amplificar seu efeito diurético. Esse
dado corrobora com achados anteriores com outro flavonoide e coma HCTZ,
que apresentou resultados semelhantes quando administrados a animais pré-
tratados com L-NAME (DE SOUZA et al., 2017a).
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Figura 60. Efeito do bloqueio do receptor muscarinico e inibicdo do 6xido nitrico sintase e da ciclo-oxigenase na diurese
estimulada pelo galato de metila. Diferentes grupos de ratos normotensos foram tratados com galato de metila (3 mg/kg) ou
veiculo (controle; 1 mil/kg) com ou sem tratamento prévio com (A) antagonista do receptor muscarinico ndo seletivo
(atropina; 1,5 mg/kg), (B) inibidor da ciclo-oxigenase (indometacina; 5 mg/kg) ou (C) inibidor ndo-seletivo da enzima éxido
nitrico sintase (L-NAME; 60 mg/kg).
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Resultados expressos como a média + SEM de cinco a seis animais em cada grupo. As andlises estatisticas foram realizadas por meio de
analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de comparag¢fes multiplas de Dunnett. *p<0,05 quando comparado com 0

grupo controle (tratado apenas com veiculo). #p <0,05 quando comparado com o grupo tratado com galato de metila. L-NAME = No-
Nitro-L-arginina metil ester hidrocloreto.
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No entanto, devido a conhecida capacidade antioxidante do GM,
existe uma possibilidade acentuada de que ele possa aumentar a
biodisponibilidade do éxido nitrico em condicbes patoldgicas, nas quais ele
é reduzido (sob um intenso estresse oxidativo), por exemplo, na hipertensao,
hip6tese esta que permanece por ser avaliada em estudos futuros.

5.4.3 Efeito diurético e natriurético do acido galico obtido de M.
bimucronata em ratos

Uma triagem inicial foi realizada para determinar se 0 AG possuia
efeito diurético em ratos nas doses de 0,3 a 3 mg/kg. Como demonstrado na
Figura 61, 0 AG na dose de 3 mg/kg, foi capaz de aumentar eficientemente o
volume urinario quando administrado oralmente a ratos, semelhante a
referéncia clinica do diurético do tipo tiazidico HCTZ (usada tanto como
controle positivo quanto como controle interno dos experimentos).

Figura 61. Volume cumulativo de urina de ratos tratados com &cido galico
(0,3-3 mg/kg).

31
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O grupo controle (CT) recebeu veiculo (1 mL/kg, v.0.). Os valores da
hidroclorotiazida (HCTZ) séo apresentados para comparacdo. Resultados expressos
como a média + SEM de seis a oito animais em cada grupo. As analises estatisticas
foram realizadas por meio de andlise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida
pelo teste de comparagfes multiplas de Dunnett. *p<0,05 quando comparado com o
grupo controle (tratado apenas com veiculo). AG = éacido galico.
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Além disso, os dados apresentados na Tabela 16, mostram que o
tratamento com AG também promoveu aumento da excrec¢do urinaria de Na*
sem alterar os niveis de K*, o que é particularmente interessante, pois mostra
gue o composto é diurético e salurético, mas ndo possui efeito caliurético. Os
valores do pH urinario ndo foram alterados por nenhum dos tratamentos.

Como tentativa de elucidar o principal modo de acdo na diurese e
salurese induzida pelo AG, em seguida exploramos o papel de éxido nitrico,
receptores muscarinicos de acetilcolina e geragdo de prostanoides enddgenos.

Assim, diferentes grupos de ratos foram pré-tratados com L-NAME,
atropina e indometacina e depois foram dadas AG ou apenas veiculo, como
mostrado na Figura 61. O pré-tratamento com L-NAME, um inibidor ndo-
seletivo da enzima 6xido nitrico sintase, foi capaz de intensificar o efeito
diurético do AG (Figura 62A).

Com o0 uso de atropina, uma droga que age bloqueando néo-
seletivamente os receptores muscarinicos de acetilcolina, também néo foi
detectado atenuagdo na quantidade de urina excretada ao final de oito horas
(Figura 62B), sugerindo que a ativagdo dos receptores muscarinicos
provavelmente ndo é fundamental para o efeito diurético do AG.

Por outro lado, o pré-tratamento com indometacina, um inibidor
ndo-seletivo da ciclo-oxigenase, preveniu totalmente a diurese (Figura 62C)
e salurese (Tabela 16) induzida pelo AG, sugerindo que a geragdo de
prostanoides enddgenos parece ser importante para que o AG exerga seu
efeito diurético. O AG foi capaz de induzir um efeito diurético e salurético
sustentado, mas ndo caliurético, quando comparado com o grupo tratado com
veiculo.

Considerando-se que os distarbios eletroliticos, especialmente
aqueles relacionados a uma perda excessiva de potéssio, sdo um dos
principais efeitos colaterais associados aos diuréticos das classes tiazidica e
de alca (LEGROUX-GEROT et al. 2004; SARAFIDIS et al. 2010a;
SARAFIDIS et al. 2010b; SINGH et al., 2014), esse resultado sugere um
potencial para futuras investigacdes, seja com essa molécula administrada
isoladamente ou em combina¢do com outras drogas.

Diuréticos séo classificados de acordo com o seu modo de agdo ao
longo do néfron, o que lhes permite ter efeitos Gnicos sobre o organismo
(FERRARI; FREY, 2000; WARGO; BANTA, 2009). Eles atuam reduzindo
a reabsorcao de sddio em diferentes locais no néfron, aumentando assim a
excre¢do urinéria de sodio e dgua.
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Tabela 6. Parametros urinarios ap6s 8 horas do tratamento oral com acido galico isolado de M. bimucronata, em ratos

normotensos.
Grupos pH Na* (mmol/L) K* (mmol/L) indice salurético?
Na* K*
CT (veiculo) 6,80 £ 0,12 71,25+11,94 23,74 £1,90 - -
HCTZ 10 mg/kg 6,93 0,15 168,20 + 10,25* 40,76 £ 1,50* 2,36 1,71
AG 0,3 mg/kg 6,74 £ 0,15 84,69 + 10,50 26,85+ 3,39 1,18 1,13
AG 1 mg/kg 6,37 £ 0,20 84,44 £ 08,14 29,19 £ 4,52 1,18 1,22
AG 3 mg/kg 7,23+0,23 122,80 + 14,44* 28,18 £3,22 1,72 1,18
L-NAME + AGP 6,24 0,16 190,00 * 20,00* 33,13+£3,20 2,66 1,24
Atropina + AGP 6,64 0,25 102,00 + 12,00 29,83+3,79 1,24 1,39
Indometacina + AGP 6,34 +0,37 90,00 + 11,62 29,67 £ 2,40 1,26 1,24

O grupo controle (CT) recebeu veiculo (1 mL/kg, v.0.). Resultados expressos como a média + SEM de seis a oito animais em cada grupo. As
andlises estatisticas foram realizadas por meio de andlise de variancia de duas vias (ANOVA) seguida pelo teste de comparagdes multiplas de
Dunnett. *p<0,05 quando comparado com o grupo controle (tratado apenas com veiculo). # p<0,05 quando comparado com o grupo tratado com
acido galico (AG). HCTZ = hidroclorotiazida. 2indice salurético = mmol/L grupo de teste / mmol/L grupo CT (veiculo). "AG = &cido galico na

dose de 3 mg/kg.
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Figura 62. Efeito do pré-tratamento com L-NAME, atropina e indometacina na diurese induzida por &cido galico. (A) L-
NAME, (B) atropina e (C) indometacina em combinacéo com veiculo ou &cido galico (3 mg/kg) em ratos fémeas.
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O grupo controle (CT) recebeu veiculo (1 mL/kg, v.0.). Os valores da hidroclorotiazida (HCTZ) sdo apresentados para comparacao.
Resultados expressos como a média + SEM de seis a oito animais em cada grupo. As andlises estatisticas foram realizadas por meio de
andlise de variancia bidirecional (ANOVA) seguida do teste de comparagdes multiplas de Dunnett. *p<0,05 quando comparado com o
grupo controle (tratado apenas com veiculo). #p<0,05 quando comparado com o 4cido gélico (AG) + veiculo.
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Aplicando essas evidéncias para os achados descritos neste estudo,
foi detectado que o pré-tratamento com L-NAME, um inibidor ndo-seletivo
da enzima 6xido nitrico sintase, foi capaz de amplificar significativamente o
indice diurético induzido pelo AG. Essa habilidade do L-NAME em
potencializar a diurese de compostos isolados, embora pouco entendida, ja
foi descrita na literatura (BOEING et al., 2017; DE SOUZA et al., 2017b).

Por outro lado, enquanto o bloqueio dos receptores muscarinicos
de acetilcolina pela atropina foi incapaz de prevenir a diurese induzida pelo
AG, o pré-tratamento com indometacina, um inibidor néo seletivo da COX,
impediu significativamente o efeito diurético do AG.

Considerando que a COX é uma enzima responsavel pela
formacdo de prostanoides, é possivel inferir que, pelo menos em parte, as
propriedades diuréticas e saluréticas do AG descritas neste estudo se devem
a maior liberacdo desses mediadores vasodilatadores.



122



123

6 CONCLUSOES

e No estudo fitoquimico das folhas da espécie M. bimucronata foram
isolados e identificados: galato de metila (9M1/3M8), acido galico
(9M3/21M4).

e A partir das cascas do fruto de M. balata, foram isolados e
identificados: mistura de acidos oleandlico:ursélico (4C), acido
rotindico (10D) e composto (25E) com caracteristicas dos &cidos
cinchélico e pomdlico.

e Emrelagdo a atividade antimicrobiana das folhas de M. bimucronata
frente as bactérias sem parede celular (molicutes), a FDCMF foi a
que melhor inibiu as cepas. O EBMF exibiu atividade antimolicute
moderada.

e Quanto a atividade antifungica, a FAEF demonstrou eficacia contra
Candida albicans ATCC10231.

e Ao que compete a atividade antimicrobiana das cascas do fruto de
M. bimucronata frente as bactérias sem parede celular, a FDCMC
foi a Unica que apresentou atividade antimicrobiana eficaz contra os
molicutes.

o Emrelagdo a atividade diurética, 0o EMBF e a FAEF exibiram efeito
diurético e salurético quando administrados por via oral a ratos.

e O componente majoritario GM revelou propriedades diuréticas,
natriuréticas e caliuréticas para ratos normotensos, sendo a ativagéo
dos receptores muscarinicos fundamental para estes efeitos.

e O AG induziu efeitos diuréticos e saluréticos, sem interferir na
excrecdo de K*, quando administrados por via oral a ratos. Sugere-
se que a geracdo de prostanoides endégenos € importante para o
efeito diurético do AG.
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APENDICE A - Avaliagio da atividade antinociceptiva

Para avaliacdo da atividade antinociceptiva, foram utilizados
camundongos Swiss, sendo 0s grupos determinados por sexo (somente
machos ou somente fémeas), pesando entre 25 a 35 gramas, aclimatados a
temperatura de 22 + 2°C com ciclo claro/escuro de 12 horas mantidos no
biotério central da UNIVALI, tratados com agua e ragdo “ad libitum”. Os
animais permaneceram no ambiente do teste pelo menos uma hora antes da
realizacdo dos experimentos para se adaptarem. Em todos os modelos,
diferentes grupos de camundongos foram pré-tratados com os extratos 30
minutos antes da realizagdo do teste, quando os compostos foram injetados
via intraperitoneal, na dose de 10 mg/kg, uma hora antes. Os animais do
grupo controle receberam somente solucéo salina. Apds os tratamentos, foi
aplicado intraperitonealmente acido acético (0,6%), dissolvido em NaCl
0.9%, previamente tamponado em pH 7.4, numa dose de 0,15 mL/10 g de
peso (SOUZA et al.,, 2003; 2010a). As contor¢cdes foram quantificadas
acumulativamente durante 20 minutos e o indicativo de antinocicepcdo
adotado foi a reducdo da resposta nociceptiva (contorcdo), em relagdo ao
grupo controle. Foi aprovado pelo Comité de Etica da Univali, protocolo n.
005/14.

A atividade antinociceptiva foi avaliada com o extrato metanoélico
bruto e fracBes das folhas de M. bimucronata. A seguir, nas Figuras | e 1l
observam-se as porcentagens de inibi¢do do processo nociceptivo induzido
por acido acético.
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Figura 1. Porcentagem de inibicho de contor¢cBes abdominais em
camundongos ap6s a administracdo de extrato metandlico bruto de das folhas
de M. bimucronata e paracetamol por via intraperitoneal na dose de 10mg/kg.

501

IN
<

w
<

66,51%

*hk

N
<

o
<

Numero de Contorgdes

o
I

controle 10 mlg/kg
EMBF
Controle = paracetamol. ***valor estatisticamente significativo.

Figura Il. Porcentagem de inibico de contor¢cBes abdominais em
camundongos ap6s a administracéo de fracGes das folhas de M. bimucronata
e paracetamol por via intraperitoneal na dose de 10mg/kg.
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Controle = paracetamol. AE = acetato de etila. DCM = diclorometano. ***valor
estatisticamente significativo.

Pode-se observar que o extrato metanélico bruto e frages das folhas
de M. bimucronata apresentaram resultados estatisticamente significativos
(EMBF 66,51%, FAEF 67,34% e FDCMF 49,05%).

Ressalta-se que na presente pesquisa, os compostos fendlicos GM e
AG foram isolados e identificados, sugerindo assim, que a atividade
antinociceptiva esta atrelada também a atuacdo destes compostos presentes
no extrato metandlico das folhas de M. bimucronata.

A fim de conhecimento, o acido acetilsalicilico e o paracetamol, na
mesma dose e modelo possuem efeito inibitorio das contor¢des abdominais
em torno de 35% (BRESCIANI et al., 2003; CECHINEL FILHO et al., 1996;
NIERO, 2000).
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Em outro estudo, os extratos brutos e fracGes de Eugenia uniflora e
de Libidibia ferrea, demonstraram a presenca de AG. A administracdo dos
extratos brutos e fracfes produziu uma resposta antinociceptiva periférica em
todas as doses testadas, reduzindo significativamente o nimero de contorcdes
abdominais induzidas por 4cido acético em camundongos (FALCAOQ, 2017),
evidenciando o papel antinociceptivo do AG.

Um derivado do GM, 1,2,3,4,6-pentagaloil-O-B-glucopiranosideo
foi isolado do extrato metandlico das folhas do S. terebinthifolius (BALEN,
2015) e foi avaliado quanto ao efeito antinociceptivo em modelo animal. O
resultado foi eficaz na inibi¢do da nocicepcdo induzida pela formalina,
ressaltando a eficacia do GM na atividade antinociceptiva.

A maioria das substancias ativas de interesse farmacoldgica
encontrada nos extratos vegetais, provém de uma variedade de metabélitos
secundarios que possuem uma constitui¢do complexa, que sdo produzidos
para modular seus proprios metabolismos (FERREIRA; PINTO, 2010;
SILVA et al., 2015).

Vale lembrar que a sensa¢éo de dor se da por experiéncias sensoriais
e emocionais, sendo cronica (perdura por longo tempo) ou aguda. E um
mecanismo de protecdo, no qual o corpo inibe comportamentos que podem
resultar & uma injuria maior. Assim, o conjunto das percepg¢des de dor que
somos capazes de distinguir € denominado nocicepg¢do e pode ser induzida
em um receptor de trés modos especificos: a indugdo de forma mecéanica
capaz de excitar um mecanorreceptor; do tipo térmica capaz de excitar um
termorreceptor; e a indugdo do tipo quimica que afeta quimioceptores
(BENTO-SILVA; SANTOS; ALMEIDA, 2010; CORTES et al, 2013;
DANTAS et al., 2014; KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

As respostas nociceptivas geradas em avaliagdo em modelos animais
sdo causadas por estimulos quimicos ou térmicos. Ainda que ndo se chegue
ao mecanismo de acdo definitivo da substancia ou extrato da planta em
estudo, os modelos experimentais sdo de grande relevancia e representam o
ponto de partida para a caracterizagdo farmacoldgica de novos compostos
capazes de interferir com o curso da dor. Os animais submetidos a um
estimulo nociceptivo sdo capazes de exibir respostas comportamentais,
motoras e fisioldgicas semelhantes as observadas em humanos (LAPA et al.,
2003; SILVA et al., 2013; SOUZA et al., 2015).

Conclui-se que, em relagdo a atividade antinociceptiva, EMBF,
FAEF e FDCMF apresentaram resultados estatisticamente significativos.
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APENDICE B - Avaliagio da atividade antiparasitaria

Leishmania spp. é um protozoario que pertence a familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, filo Sarcomastigophora. Durante
0 ciclo de vida as Leishmania spp. apresentam duas formas de
desenvolvimento: a forma promastigota e a forma amastigota. No
tratointestinal de vetores hemat6fagos do género Phlebotomus e Lutzomyia,
podem ser encontradas as formas promastigotas metaciclicas, as quais
possuem alto poder infectante. Quando sdo inoculadas em um hospedeiro
mamifero através da picada do vetor fémea infectado, envolvem
mondcitos/macréfagos, sendo, assim, parasitas intracelulares obrigatorios
nos hospedeiros mamiferos. Quando sdo internalizadas nestas células, nos
fagolisossomos, as promastigotas se diferenciam em formas amastigotas nao
moveis que se multiplicam no vacutolo parasitéforo (RITTIG; BOGDAN,
2000; AMARAL, 2011).

A analise de atividade antileishmania foi realizada com parasitas de
Leishmania cultivados in vitro, nas formas promastigotas do complexo L.
amazonensis e complexo L. braziliensis.

Diferentes concentra¢fes das amostras avaliadas (100, 50 e 25
pg/mL) foram posteriormente adicionadas as placas de 96 pogos (100uL). As
placas foram incubadas durante 72 horas a 26°C. Ap0s a incubagdo,
adicionou-se uma solucdo de XTT (1 mg/mL) em PBS (pH 7,0 a 37°C) com
PMS (Sigma-Aldrich, 0,06 mg/mL), e incubou-se novamente para 4 horas a
26°C. Como grupos controle foram utilizados DMSO (1%) e como farmaco
de referéncia a Anfotericina B (0,5 pg/mL). Os testes foram feitos em
triplicata. A densidade Optica de cada pogo foi obtida com o leitor de
microplacas HT Synergy no comprimento de onda de 200-450nm. Os valores
IC 50 foram calculados usando o programa Gen5 (Biotek).

Para a avaliacdo contra os trofozoitos de Giardia lamblia foram
cultivados em meio TYI-S-33 (pH=7,2) e SBF (10%). Os parasitas em
crescimento logaritmico foram distribuidos em placas brancas de 96 pocos
(LUMITRAC) com uma populagdo de 5x105 parasitas/mL (100 pL). Foi
entdo adicionado as placas um total de 100 pL. de cada amostra a ser avaliada,
em diferentes concentragdes (100; 50; 25, 12,5 € 6,2 pg/mL), sendo que cada
concentragdo tinha uma referéncia de controle (meio de cultura e droga sem
parasitas) e um controle de crescimento (DMSO 1%). As placas foram
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incubadas a 37°C por 48 horas em Candle Jarr. Apds este tempo, calculou-
se a IC 50, usando o método fluorométrico utilizando sal de sédio de
Resazurin (ImM, SIGMA-ALDRICH), em um leitor de microplacas HT
Synergy, com comprimento de onda de excitacdo e emissdo entre 570 e 630
nm, respectivamente.

Com o intuito de avaliar a citotoxicidade das amostras, também foi
feito um ensaio citotoxico com células HeLa. Estas foram cultivadas em meio
RPMI-1640, suplementado com gentamicina (40 pg/mL), NaHCOs (2,2 g/L)
e 5% de SFB, (pH 7,4) sendo incubadas a 37°C com 5% de CO, e 100% de
umidade relativa. O meio de cultura foi alterado a cada 72 h, utilizando uma
solucédo de separacdo de celulas (NaCl 0,8 g/mL, Na;HPO4 0,11 g/mL, KCI
0,02 g/mL, KH,PO4 0,02 g/mL, EDTA 0,02 g/mL). A metodologia utilizada
foi a fluorometria com sal de sodio de Resazurin. As concentracfes avaliadas
foram 200; 100; 50; 25; 12,5 ¢ 6,2 pug/mL. A LD50 (ug/mL) foi calculada
com o programa GENS.

Cabe ressaltar que as células HelLa foram obtidas de um tumor
maligno e possuem tal denominacgéo em razéo do nome da doadora, Henrietta
Lacks. Esta primeira cultura das celulas humanas foi iniciada por George
Gey, da Universidade Johns Hopkins, em 1951. S&o mais simples de estudar
que as células in vivo (no corpo) e as células crescidas in vitro (em cultura,
fora do corpo). As Células HeLA foram as primeiras células humanas
mantidas em cultura por um longo periodo de tempo e ainda sdo usadas
atualmente nos laboratdrios de todo o mundo. Podem ser cultivadas
indefinidamente enquanto as condi¢Bes forem favoraveis para suportar o
crescimento e a divisdo celular, diferentemente das células normais (KARP,
2005).

A fim de comparagdo com os resultados dos extratos avaliados,
foram utilizados farmacos o controle do experimento (anfotericina B,
miltefosina e tinidazol). Tais substancias sdo as mais convencionais na
pratica clinica na terapia contra leishmaniose e giardiase (AREVALO-
LOPEZ et al., 2018) e podem causar toxicidade nas células humanas normais.

A Tabela | exibe a atividade antiparasitaria de extratos e fragdes
das cascas do fruto de M. balata e das folhas de M. bimucronata contra
Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis, Giardia lamblia e Células
Hela.
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Tabela I. Atividade antiparasitaria de extratos e fragdes das cascas do fruto
de M. balata e das folhas de M. bimucronata.

(Hg/mL)

Leishmania Leishmania Giardia Células
Amostras . L .

amazonensis braziliensis lamblia HelLa
M. balata
EMBC >100 >100 104+19 161445
FDCMC 88+2 29+3 76+19 39+4
FAEC >100 >100 64+0,2 5516
M.
bimucronata
EMBF >100 >100 55+17 67+1
FDCMF 85+5 >100 72£10 4142
FAEF >100 >100 53116 3012
Controles
CAT 15+4 17+2 36114 36+11
Miltefosina 7+2 7+3 -- 1744
Anfotericina 0,3+0,0 0,2+0,0
5 - -
Tinidazol -- -- 0,1 --

Controles positivos = CAT, Miltefosina, Anfotericina B e Tinidazol.

A andlise dos extratos e fracbes avaliados na Tabela I, no que
compete aos estudos com M. balata, demonstrou eficaz efeito da FDCMC
contra os parasitas de Leishmania braziliensis. Ainda, a FDCMC apresentou
efeito sutil contra os trofozoitos de Giardia lamblia e Leishmania
amazonensis. Ressalta-se que a FDCMC ¢ constituida de importantes
terpenos isolados na presente pesquisa. Ainda, a FAEC exibiu atividade
relevante contra os trofozoitos de Giardia lamblia.

Em relacéo ao extrato e fragdes de M. bimucronata, o EMBF e a
FAEF exibiram importante atividade antiparasitaria contra os trofozoitos de
Giardia lamblia. Ressalta-se que a FAEF é a de interesse fitoquimico desta
pesquisa, da qual foram isolados os compostos fenolicos AG e GM.

A FDCMF demonstrou atividade relevante contra os parasitas de
Leishmania braziliensis e contra os trofozoitos de Giardia lamblia.
Corroborando com os dados obtidos, o estudo de Amaral (2011) verificou
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que o polissacarideo galactomanana presentes nas sementes de M. scabrella
exibiu relevante efeito leishmanicida.

Também foram realizadas analises frente as células HelLa para
avaliar a citotoxicidade dos extratos e fraces analisados. Sendo assim, pode-
se perceber que, FDCMC, FAEC, EMBF, FDCMF e FAEF exibiram
atividade relevante contra as Células HelLa, em alguns casos comparando-se
aos farmacos utilizados como controle (CAT: 36 pg/mL; Miltefosina: 17
pg/mL).

Os dados aqui apresentados sdo relevantes pois na literatura sédo
raras as publicagdes para os géneros Mimosa e Mimusops relacionadas a
avaliagho da atividade antiparasitria e citotoxicidade. Tais dados
impulsionam a continuidade de estudos nesta area.
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ANEXO A - Publicagdes em revistas cientificas
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Abstract

Objectives Some species of the genus Mimosa showed promising results in previ-
ous investigations, which include diuretic effect; however, no chemical analyses
or animal model has been conducted so far to evaluate the biological properties
of M. bimucronata.

Methods Male Wistar rats received the oral treatment with vehicle; hydrochloroth-
iazide; methanolic extract from M. bimucronata (MEMB), dichloromethane (DCM)
and cthyl acetate (EA) fractions or methyl gallate (MG). The cumulative urine vol-
ume, electrolytes excretion, pH and osmolality were determined at the end of the
experiment.

Key findings The chemical studies demonstrated that the phenolic compounds
are the majorities in the plant, with the MG being the main substance identified.
We showed that MEMBE and EA fraction, but not DCM, exhibited diuretic and
saluretic effects. Similarly, the MG also revealed diuretic, natriuretic and kali-
urctic properties to both normotensive and spontancously hypertensive rats.
Atropine, @ muscarinic receptor antagonist, fully prevented MG-induced diuresis
and saluresis. In addition, MG did not alter the viability of A7r5 and L929 cell
lines and neither stimulated nitric oxide generation.

Condusions These findings suggest that M. bimucronata extracts and its major-
ity compound MG present diuretic, natriuretic and kaliuretic properties, which
was dependent on the activation of muscarinic acetylcholine receptor.
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Abstract

Although present in the leaves of Mimosa bimucronata (DC.) and many other medicinal plants commonly used (o augment
urinary volume excretion, the effects of gallic acid as a diuretic agent remain to be studied. Wistar rats were orally treated with
vehicle, hydrochlorothiazide, or gallic acid. The effects of gallic acid in the presence of hydrochlorothiazide, furosemide,
amiloride, L-NAME, atropine, and indomethacin were also investigated. Diuretic index, pH, conductivity, and electrolyte
excretion were evaluated at the end of the experiment (afier 8 or 24 h). Gallic acid induced diuretic and saluretic (Na* and
CI') effects, without interfering with K* excretion, when orally given to female and male rats at a dose of 3 mg/kg. These effects
were associated with increased creatinine and conduetivity values while pH was unaffected by any of the treatments. Plasma Na*,
K* and C1” levels were not affected by any of the acute treatments. The combination with hydrochlomthiazide or furosemide was
unable to intensify the effects of gallic acid when compared with the response obtained with each drug alone. On the other hand,
the treatment with amiloride plus gallic acid amplified both diuresis and saluresis, besides 1 a marked potassium-sparing effect.
Its diuretic action was significantly prevented in the presence of indomethacin, a cyclooxygenase inhibitor, but not with the
pretreatments with L-NAME or atropine. Although several biological activities have already been described for gallic acid, this is
the first study demonstrating its potential as a diuretic agent.

Keywords Flavoneid - Diuretic - Natriuretic - Saluretic - Cyvclooxygenase
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ANEXO B - Resumos apresentados em eventos

1) Composicdo quimica e potencial antimolicute de extrato e fracBes das
folhas de Mimosa bimucronata.

2) Atividade antimolicute de extrato e fracBes das cascas do fruto de
Mimusops balata.
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3) Diuretic effect of Mimosa bimucronata (DC.) Kuntze leaves extracts and
its main constituent methyl gallate in rats.
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