UNIVERSIDAL
PROGRAMA DE POS-GRADUA(

COMPOSIGAO E ATIVIDADE
FOLHAS DE Psidit



E VILA VELHA-ES
>AO EM BIOTECNOLOGIA VEGETAL

- BIOLOGICA DE EXTRATOS DE
im myrtoides (O. Berg)



MATHEUS CAN

VIL,
FEVE



IPOS DOS SANTOS

A VELHA
REIRO/2022



UNIVERSID/
PROGRAMA DE POS-GRADUAC(

COMPOSIGAO E ATIVIDADE
FOLHAS DE Psidit



\DE VILA VELHA
>AO EM BIOTECNOLOGIA VEGETAL

- BIOLOGICA DE EXTRATOS DE
im myrtoides (O. Berg)



MATHEUS CAN

VIL,
FEVE



Dissertacao apresentada a Universidade de
Vila Velha, como pré-requisito do Programa
de Pds-graduacdo em Biotecnologia Vegetal,
para obtencdo do grau de Mestre em
Biotecnologia Vegetal.

IPOS DOS SANTOS

A VELHA
REIRO/2022









Catalogacéao na publicagao elabc

S237e Santos, Matheus dos.
Composicéao e ativ
Psidium myrtoides / N

84 f. il

Orientador: Rodri

Dissertagao (Biote
Velha 2022.

Inclui bibliografia

1. Biotecnologia!
I. Scherer, Rodrigo. I




rada pela Biblioteca Central / UVV-ES

idade biolégica de extratos de folhas de
latheus dos Santos . — 2022.

jo Scherer.
2cnologia vegetal) — Universidade Vila

S.

vegetal. 2. Biodiversidade. 3. Plantas
. Universidade Vila Velha. lll. Titulo.

CDD 660.603




MATHEUS CAMPOS DOS SANTOS

COMPOSICAO E ATIVIDADE BIOLOGICA DE EXTRATOS DE FOLHAS DE Psidium
myrtoides (O. Berg).

Dissertagcao apresentada a Universidade de
Vila Velha, como pré-requisito do Programa
de Pos-graduagao em Biotecnologia Vegetal,
para obtencdo do grau de Mestre em
Biotecnologia Vegetal.

Aprovada em 24 de fevereiro de 2022,

7.5.

Prof. Dr. Marcio Fronza (UVV)

“[YWMJ FLL“’{T\LU\K/

\

Prof. Dr®. Mayara Fumiére L/aés (MULTIVIX)

%)

47" 7
/ /

érof. Dr. Rodrigb Sch7/er (UWV)

Orientador



AGRAD

A minha mae, Marli Camp
brilhantemente na criacdo de seus filhos
A minha irma, Esther Campos
presenteou com o Joca, meu sobrinho,
A toda minha familia, que hoje n

A Luiza, minha companheira, ps
vagas. Vocé é muito importante pra min

Aos meus sogros que sempre
sou cientista, rs.

Ao LABCROM, vocés sdo min
processo de formacdo profissional e
Mayara, Thiago, Lian, Julia, Henri. Vocé

Ao PPGBYV, fiz amigos que vou |

Aos laboratérios de MICRO, tan

™ T . s w N —~a 1



ECIMENTOS

0s, como mae solteira fez seu papel
.

, que me sempre me apoiou e ainda nos
Amo VOCES.

1e vé como referéncia nos estudos.

arceira, geodloga e atleta de altinha nas horas
1, te amo.

me apoiaram e falam para todo mundo que

ha familia. Estiveram comigo durante esse
pessoal. Arthur, Camile, Karla, Leandra,

s sao feras.

evar pra vida.

to do biopraticas como da veterinaria.



AOS 1aDOIatorios de FiN € CUlturc
Ao meu orientador, Rodrigo S
potencial durante esses dois anos e me
A FAPES pelo apoio financeiro «

E por fim, a mim mesmo, por ter



1 de Celulas.
cherer, que me guiou e acreditou no meu
i0.

> a UVV pela infraestrutura e corpo docente.

‘conseguido encerrar mais esse ciclo.









“Definitivamente n:
cada um de nés
constelagoes...” (K



30 somos iguais, e € maravilhoso saber que
que esta aqui € diferente do outro, como
renak, 2020, p. 33).



RI

DOS SANTOS, Matheus Campos.
Composicao e atividade biolégica de
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A bioprospeccao de substancias bioat
necessaria para a descoberta de novos
nativas. O objetivo do presente trabalho
partir das folhas de P. myrtoides, nos q
HPLC-UV, quantificacdo de flavor
antibacteriano, antifungico, e sinérgico
acida foi realizada nos extratos para a q
de quercetina, nos quais apresentaram
Acetato de etila (62mg/g) e Etanol 80%
maiores concentragoes de flavonoides t
atividade antibacteriana, o extrato hex

inibitéria minima (CIM) para E. faecium
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=SUMO

Universidade Vila Velha - ES, 2022.
 extratos de folhas de Psidium myrtoides
Scherer.

ivas a partir da biodiversidade brasileira &
farmacos e valorizagao das espécies

foi produzir extratos brutos e suas fragdes a
uais investigou-se a composigao quimica por
oides totais, o potencial antioxidante,
com antibidtico e antifungicos. Uma hidrélise
uantificacao de flavonoides em equivalentes
as maiores concentragdes os extratos

(11mg/g). Esses dois extratos apresentaram
otais e atividade antioxidante. Quanto a

anico obteve melhor agcdo da concentragao

(64pg/mL) e S. aureus (32 pg/mL), além de
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tiveram forte acdo da CIM contra cepa:s
crescimento dos microrganismos em Ct
et.al, 2012). O Etanol 80% teve CIM frer
pg/mL. No método Checkboard, a inte
bactérias demonstrou a reducao da ClI
Para os fungos, a interagcdo do extrato /
reducao de 7x e 6x da CIM do fluconaz
combinacao Acetato de Etila/Anfotericin
a C. albicans, C. glabrata, C. parapsil
anfotericina B diminuiu em 4, 7, 3 e 3
apresentados fornecem evidéncias par
potencial terapéutico para os extratos A
a combinacgao extrato/antibiotico-antifur
infeccbes bacterianas e fungicas, r
microrganismos, além de efeitos hepato

Palavras-chave: Psidium myrtoides, Si
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s de Candida spp. por terem inibido o
oncentragcdes menores que 100 pg/mL (Cos
ite as leveduras nos valores inferiores a 16
racao extrato Hexanico/Tetraciclina em
M do antibidético em 9x para S. epidermidis.
\cetato de etila/Fluconazol apresentou
ol para C. glabrata e T. rubrum. Enquanto a
a B apresentou melhor acao sinérgica frente
osis € T. rubrum, e o valor da CIM para a
vezes para as cepas. Os resultados
a investigar mecanismos de agao e o
cetato de atila e Etanol 80% in vivo. Por fim,
igico pode ser uma alternativa terapéutica a
0 intuito de diminuir a resisténcia dos
e nefrotoxicos causados pela anfotericina B.

1ergismo, C. glabrata, C. parapsilosis.
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Composition and biological activity ¢
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The bioprospecting of bioactive sub
necessary for the discovery of new dru
present work produced six extracts fron
chemical composition by HPLC-UV at
flavonoids, the antioxidant, antibacteri:
antibiotics and antifungals. An acid hy
quantification in quercetin equivalents
(62mg/g) and Ethanol 80% (11mg/qg)
extracts showed higher concentrations ¢
for the antibacterial activity, the hexa
minimum inhibitory concentration (MIC)

ua/mL), in addition to being lethal to



STRACT

la Velha University - ES, March of 2022.
f extracts of leaves of Psidium myrtoides
odrigo Scherer.

stances from the Brazilian biodiversity is
)s and the valorization of native species. The
1 the leaves of P. myrtoides, investigated the
d tested in vitro the quantification of total
al, antifungal, and synergistic potential with
drolysis was performed on the extracts for
, in which the extracts of Ethyl Acetate
had the highest concentrations. These two
of total flavonoids and antioxidant activity. As
ne extract obtained the best action of the
for E. faecium (64pg/mL) and S. aureus (32
S. epidermidis at 256 ug /ml For fungi, all



extracts had strong MIC action agains
growth of microorganisms at concentrat
Ethanol 80% had MIC against yeast
Checkboard method, the Hexanic e
demonstrated a 9x reduction in the MIC
the interaction of Ethyl Acetate/Flucona:
the MIC of fluconazole for C. gl
Acetate/Amphotericin B combination s
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis
amphotericin B decreased by 4, 7, 3 a
provide evidence to investigate mechair
for the extracts of Ethyl Acetate

extract/antibiotic-antifungal combination
and fungal infections, in order to reduce

to the hepatotoxic and nephrotoxic effec

Keywords: Psidium myrtoides, Synergi:



st Candida spp. because they inhibited the
ions lower than 100 pg/mL (Cos et.al, 2012).
s at values lower than 16 pg/mL. In the
2xtract/Tetracycline interaction in bacteria
of the antibiotic for S. epidermidis. For fungi,
zole extract showed a 7x and 6x reduction in
abrata and T. rubrum. While the Ethyl
howed better synergistic action against C.
> and T. rubrum, and the MIC value for
nd 3x for the strains. The presented results
lisms of action and the therapeutic potential
and Ethanol 80% in vivo. Finally, the
may be a therapeutic alternative to bacterial
the resistance of microorganisms, in addition

ts caused by amphotericin B.

sm, C. glabrata, C. parapsilosis, T.rubrum
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1. INTRODUGAO

Extratos de plantas nativas dc
complexa que apresentam potencial
substancias secundarias sdo produzida:
que confere vantagens adaptativas
permanéncia no meio ambiente (Simde
de oOrgaos vegetais de acordo con
metodologia utilizada (Lukitanshing et
flavonoides, taninos, saponinas dentre
sao importantes pelo seu potencial me
Ferreira, 2016).

A medicina popular é amplame
da populacdo mundial faz uso de algum.
de preparo (Mehta et al.,, 2015) O us
principalmente em paises subdesenvol\

alopaticos e atendimentos primarios de



13

 Brasil possuem uma composi¢do quimica
para diversas atividades biolégicas. Essas
s a partir do metabolismo secundario vegetal,
e reproducdo no intuito de garantir sua
s et al., 2017). Os compostos sao extraidos
1 sua polaridade, solventes organicos e
al., 2020), sendo classificados em fendlicos,
outras. As substancias bioativas extraidas

2dicinal e terapéutico (Martins; Petropoulos;

nte utilizada no mundo. Estima-se que 80%
a planta medicinal nas suas inumeras formas
o da medicina ancestral e empirica ocorre
idos, por nao terem acesso a medicamentos

saude. Realizar pesquisas cientificas sobre



esse conhecimento popular é importan
plantas consumidas medicinalmente.
novas moléculas quimicas que possan
usadas junto com as drogas sintéticas
reduzir a toxicidade e a resisténcia pelo
Drogas sintéticas sao cada vez
diversas patologias humanas. Dentr
antifungicos, substancias utilizadas par
fungos. Porém, o uso indiscrimina
mecanismo de defesa, tem gerado res
os tratamentos convencionais (Araujo, :
A resisténcia microbiana é cons
vez que esses microrganismos tém ger
Dessa forma, é necessaria a busca por
esses microrganismos, assim como a

intuito de reduzir a toxicidade de drogas



te para confirmar o potencial terapéutico de
E necessario realizar a bioprospeccao de
1 ser uma alternativa ou até mesmo serem
ja estabelecidas no mercado, no intuito de
S microrganismos.
mais estudas além de produzidas para tratar
e elas, se destacam os antibidticos e
a tratar infecgcbes causadas por bactérias e
lo desses medicamentos, associado ao
sténcia nesses microrganismos, dificultando
2005; Lee Ventola, 2015; Who, 2018).
iderada um problema de saude publica, uma
ado novas cepas dificeis de serem tratadas.
novas substancias que sejam eficazes sobre
associagao com drogas convencionais no

sintéticas e a resisténcia antimicrobiana.



2. OBJETIVO GERAL

Extrair, caracterizar e avaliar o
a atividade antioxidante e antimicrobial

dos extratos combinados a antibioticos

2.1 OBEJTIVOS ESPECIFICO
- Obter extratos brutos e fragoes
- Caracterizar do perfil quimico ¢
- Avaliar a atividade antioxidante
- Avaliar a atividade antibacteria
- Avaliar a atividade antifungica;

- Avaliar a atividade sinérgica.
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potencial dos extratos de P. myrtoides frente
na. Além de observar a atividade sinérgica

e antifUngicos convencionais.

S
» das folhas de P. myrtoides O. Berg.;

los extratos e suas fragdes por HPLC,;

v
7y

na,;









3. FUNDAMENTAGAO TEORIC

3.1 MATA ATLANTICA

A Mata Atlantica € a formacao f
cerca de 70.000.000 anos (Filho, 198
pela alta diversidade e elevado nivel
sofrendo intensa degradacao, a Mata /
ameacados do mundo (MYERS et al. 2(
Densa Atlantica, Floresta Ombrofila
Estacional Semidecidual, Floresta Es
campos de altitude, brejos interioranos
2020). Localizada ao longo da costa
também penetrava no interior do pais, ¢
Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, além
Grande do Sul e Mato Grosso do Sul.

Historicamente, a Mata Atlantic
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lorestal mais antiga do Brasil, estabelecida a
). Por se tratar de um bioma caracterizado
le endemismo (Fonseca 1985), e que vem
\tlantica é considerada um dos biomas mais
)00). Sua vegetacgao inclui Floresta Ombrdfila
Mista, Floresta Ombrdfila Aberta, Floresta
tacional Decidual, manguezais, restingas,
e encraves florestais do Nordeste ( MMA,
brasileira de norte a sul, a Mata Atlantica
obrindo a totalidade dos estados do Espirito

de partes dos estados de Minas Gerais, Rio

a foi a primeira floresta a ser colonizada no



Brasil. Como o processo de coloniza
desenvolveu a partir das regides proxir
séculos de continuo desflorestamentc
econémicos em seu dominio. O resulta
de sua cobertura original que resultou n
bioma foi destacado por mori; Boom,;
estado mais critico de degradacao no
longo de 17 estados brasileiros, a Fl
territorio nacional, sendo o lar de 7
concentra-se 80% do PIB nacional
Florestais da Mata Atlantica”, 2021)

Considerando os novos estudo
aproximadamente 12,4% da floresta ori
de plantas, das quais oito mil sdo endén
2021). O alto numero de espécies endé
habitat, coloca esse bioma entre os 35 |
et al., 2000; Mittermeier et al. 2005).



¢ao e ocupacgao do territério brasileiro se
nas do litoral, o bioma vem experimentando
). Desde entdo, seguiram-se varios ciclos
do desses ciclos foi a supressao quase total
os remanescentes florestais existentes. Este
Prance, (1981) como a floresta tropical em
mundo. De uma area original distribuida ao
oresta Atlantica abrange cerca de 15% do
2% da populagdo brasileira. Além disso,
(IBGE, 2014; “Atlas dos Remanescentes

S, esses remanescentes florestais totalizam
ginal e abrangem cerca de 15.700 espécies
nicas (Fundagao SOS Mata Atlantica e INPE,
micas, juntamente com a perda acelerada de

notspots de biodiversidade do mundo (Myers



O Espirito Santo destacou-se ¢
taxa de desmatamento, onde sua are:
Mata Atlantica e INPE, 2021). De acord
Brazil, 2015) a diversidade de angic
compreende cerca de 16,5% da riqueze
estimado de 32.109 taxons. Apds a re
Santo, estima-se um total de 6.204 esp:«
16% na riqueza de espécies registrada
das espécies nativas da Floresta Atla
(8.3% do total registrado para o Estado)

O Brasil é detentor da maior di\
et al., 2014), com cerca de 49.979 esp
Entretanto, estudos com plantas medici
(Fonseca, 2012), o que representa
medicinais para a saude. Visto isso, o te

para producao de novos farmacos a
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omo um dos estados brasileiros com menor
y atual compreende 12,6% (Fundagdo SOS
> com o Brazil Flora Group (BFG - The Group
yspermas estimada para o Espirito Santo
 total de espécies no Brasil, com um numero
visdo da lista de angiospermas do Espirito
acies nativas, representando um aumento de
para o Estado. O Espirito Santo abriga 32%
ntica e apresenta 516 espécies endémicas
(Dutra; Alves-Araujo; Carrijo, 2015).

rersidade genética do mundo (Melo Carneiro
écies da flora reconhecidas (Reflora, 2020).
nais tém aumentado apenas 8% anualmente
0 desconhecimento de possiveis recursos
rritério brasileiro apresenta grande potencial

artir de plantas, entretanto, € necessario o

2



Imeeriuvo cill pesulsa © Ucsclivolviinclrl

3. 2 PLANTAS MEDICINAS: SUA
O histérico do uso de planta
utilizada pela humanidade para tratar
Bolzani; Barreiro, 2006). Essa técnica ¢
registros de longa data (Tyler, 1996; Kc
de ser utilizada até os dias atuais, base
propagacao de saberes empiricos por g
Os primeiros indicios de plante
Egito, pela obra “Ebers papirus”, um m:
plantas, animais, minerais, prescrigao e
Dentre as espécies vegetais sdo men
(Cannabis Sativa L.), Babosa (Aloe \
(Papaver somniferum) (Newman; Cra
Historico et al., 2011).
Em contrapartida, outros autor

foram registrados por volta de 3.000 an



0.

. IMPORTANCIA NA SOCIEDADE
s medicinais € uma estratégia terapéutica
patologias (Alves et al., 2010; Viegas Jr;
>mpregada é antiga, comprovada a partir de
, 1999; Zank; Peroni; De Araujo, 2015) além
ando-se principalmente na experimentagao e
eracoes (Silva; Nascimento, 2006).
1S medicinais sdo datados de 1500 a.C, no
anuscrito com cerca de 700 drogas incluindo
forma de uso para o tratamento de doencas.
cionadas para fins terapéuticos a maconha

rera), incenso (Boswellia serrata) e o Opio

gg; Snader, 2000; Cristina; Duarte, 2006;

es acreditam que os primeiros fitoterapicos

0s a.C na obra de Pen Ts’ao do chinés Shen



Nung, com a descricdo de 365 plantas
séculos (Tyler, 1996; Anestesiologia, 2(
documento, a qual é rica em alcaloid:
antiasmatica, sendo utilizada até os dia:

Na idade média, os principais
Mesue (850 DC), "Canon Medicinae"
Collectionis Simplicum Alimentorum E
1248). Juntas, essas obras compree
catalogadas (Petrovks, 2012; Rocha et

Até entdo, todas as constr
baseavam-se na observacao, experime
et al.,, 2017; Henrique; Luis; Maria, z
meétodo cientifico racional, o uso dessa
(BEARDSELL et al., 2017). O inicio do |
partir de individuos vegetais € marcad

somniferum em 1803 (Booth, 1998; Es

fv~ §E a® ~ o~ o LA NN N . ™
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> medicinais que serviu de base durante 14
)02) A efedra é uma das espécies citadas no
os derivados da fenilalanina e possui acao
5 atuais (Boff et al., 2008).
prescritos sao de "De Re Medica" de John
de Avicenna (980-1037) e "Liber Magnae
t Medicamentorum" de |bn Baitar (1197 -
ndem cerca de 1.000 espécies vegetais
al, 2015).
icOes relativas as praticas terapéuticas,
ntagao e o contato com a natureza (Beardsell
021). Adiante, com o desenvolvimento do
s plantas torna-se cada vez mais sofisticado
yrocesso de extracao de substancias ativas a
0 com o isolamento da Morfina da Papaver

pecial, 2005) seguido da quinidina em 1820



(Felieter, a caverntlou, 1o4u, vllvellra, A

Enquanto a sociedade seguia s
farmacéutica induziu o aumento do usc
compostos de origem vegetal por falta
eficacia e dificuldade do controle fisico-(

Por volta da década de 1950,
ativos (Brasil, 2005). Com os avancos
novos métodos de isolamento dos con
dessas substancias presentes em e
novamente a sua exploracao (Silva; Na:
a OMS desenvolve o Programa de Me
area da medicina popular e alternati
mesmo orgao, em 1978, passa a recor
profilatica, curativa e paliativa (Gong:
publicas para o uso racional de terapias
OMS para serem incluidas nos sistema
cientificos (Brasil, 2006).



iopugquerque, stern, £vvy).

e modernizando, o crescimento da industria
farmacos sintéticos, os quais substituem os
~de comprovacgoes cientificas quanto a sua
Juimico.

inicia-se uma tendéncia de isolar principios
técnicos e cientificos, o desenvolvimento de
npostos naturais aperfeicoou a identificacao
xtratos e Oleos volateis, o que viabilizou
scimento, 2006). Ja no final da década de 70,
dicina Tradicional, que elaborou politicas da
a, incluindo a fitoterapia (Brasil, 2006). O
hecer o uso dos fitoterapicos com finalidade
alves et al, 2013). Desde entdo, politicas
alternativas e coadjuvantes sao criadas pela

s de saude publica juntamente com estudos



Com o avango da ciéncia e a p
dos fitoterapicos, ocorre uma expansa
plantas medicinais. Estima-se que o n
1996 chegou a arrecadar 14 milhdes de

A partir dos anos 2000, a fitotel
medicina alopatica (Matsuda, 2002).
aprovados até 2006 eram a partir de su
Mehta et al., 2015).

3.3 USO DE PLANTAS MEDICII

O conhecimento do uso de pl
sabedoria indigena, por serem 0s povo
da colonizagao (Vaz et al., 2002; We
imigrantes, o conhecimento indigena f
paises. Por exemplo, Bertomi foi um b

conhecimento sobre plantas medicinais

Y. . T ™
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romogao da eficacia, qualidade e seguranca

0 do mercado de medicamentos a base de

lercado de remédios a base de plantas em

‘ddlares no mundo.

-apia ja crescia em diversos paises, aliada a
Estima-se que 50% dos medicamentos

bstancias naturais (Newman & Cragg, 2007;

NAIS NO BRASIL

antas medicinais no Brasil € marcado pela
S originarios que habitavam o territério antes
lker, 2013). Durante a chegada de povos
oi documentado e exportado para diversos
otanico do século XIX que registrou o vasto

5 pela tribo Guarani. Nesse contexto, houve

Y - oy - o - I T S o



grandae innueriCia da cuitura europceia
como “Systema Materiae Medicai Vege
470 espécies (Mello, 1980).

Junto aos colonizadores, os je
sobre as espécies de plantas medic
produziram uma farmacopeia brasileira
da literatura sobre a flora brasileira cont
em varias regides do pais, 0os quais pa:
pelo Império portugués (Walker, 2013).
de uma espécie nativa da Amazobnia,
(Pereira, 1996).

A comprovacdo cientifica de te
dos fitoterapicos, foi importante para ¢
acesso médico-hospitalar era restrito, r
na metade do século XX (Veiga-Juniol
2021). Posteriormente, em funcdo da
crescimento do uso de medicamentos

década de 1970 ocorre uma nova ascer



c dlfiCdlla 110 pdls, O QueE Tesuita €l ODras

tabilis Brasiliensis”, a qual descreve mais de

suitas também registraram o conhecimento
nais, suas indicagbes e forma de uso, e
(Calainho, 2005; Walker, 2013). A evolugao
ribuiu para a comercializagao de fitoterapicos
ssaram a serem os farmacos mais utilizados
Por exemplo, a agua febrifuga, feita a partir

foi amplamente utilizada pelos portugueses

cnologias ancestrais, junto a popularizagao
s comunidades de baixa renda visto que o
nesmo com o avan¢o da medicina alopatica
5 Pinto; Maciel, 2005;Henrique; Luis; Maria,
expansdo da Industria farmacéutica, ha o
alopaticos, e somente a partir da metade da

1sdo das medicinas alternativas, vistas como



uma opgao mais natural para o tratam
Valenca, 2012; Bruning, 2012;)

No Brasil, a politizagcdo e
proporcionada pelo Sistema Unico d
importante marco para o avango do uso
de resolucao, a implantacdo da fitoter:
instancia maxima de deliberacdo de p
Saude) recomendou a introducao da fitt
Brasil, 2006b).

A Agéncia Nacional de \
regulamentacdo desde 1995, com a
farmacéuticas devam apresentar dados
Posteriormente, houve atualizacbes da
e a RDC n218 de 2004, as quais se enct
Agéncia define fitoterapicos como me

ativas, cuja sua eficacia e seguranca ¢

el L T T
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ento de doencas (Sheldon, 1997; Batista &

a democratizacdo do acesso a saude
e Saude (SUS), criado em 1988, foi um
'de plantas medicinais. Foi previsto por meio
apia nos servigos de saude, e mais tarde a
oliticas de saude (Conferéncia Nacional de
bterapia no SUS (Brasil, 1998; Brasil, 2006a;

igilancia Sanitaria elabora normas de
portaria n%6, e estabelece que industrias
de eficacia e seguranca dos medicamentos.
regulamentagcao, como a RDC n217 de 2000,
ontram em vigor (Silva; Nascimento, 2006). A
licamentos provenientes da matriz vegetais

sao referenciadas por evidéncias cientificas.

I LY D Y L L Y I L Y



E55€s IMiediCalticelntos devcelrn garanur a-
e segurancga de uso para a populagao (/

O Ministério da Saude, a 1
recuperacgao da saude desenvolveu em
e Fitoterapico (Brasil, 2011a) e Pratic
oferecendo aos usuarios do SUS un
fitoterapia (Mattos, 2018;Ferreira; Mene
2021). Essas diretrizes regulamentam ¢
do fortalecimento da agricultura familia
por fim, incentivar o desenvolvimento
2006; Brasil, 2006; Borges; Sales, 2018

Com objetivo de subsidiar mais
da Saude aprovou a Relagao Nacional ¢
Unico de Saude (RENISUS), uma li
selecionadas por técnicos e pesquis
fitoterapicos representando as diverse
documento serviu de base para um n

Plantas Medicinais Essenciais, o qual s



qualldqadc, cliCalld, COITIPOsId0 pPpadlornizald
ANVISA, 2021).

im de garantir prevencdo, tratamento e
2006 o Plano Nacional de Plantas Medicinal
as Integrativas e Complementares (PICS),
1a atencdo primaria a saude a partir da
ghim; Checchi, 2020; Henrique; Luis; Maria,
) uso racional das plantas medicinais, além
r, 0 uso sustentavel dos recursos naturais e
cientifico e inovacao (Ministério Da Saude,
)

pesquisas sobre essa tematica, o Ministério
le Plantas Medicinais e Interesse ao Sistema
sta com 71 espécies vegetais que foram
adores da area de plantas medicinais e
s regides brasileiras (Brasil, 2015a). Esse
ovo documento, o RENAME - Relacao de

elecionou os 12 fitoterapicos mais utilizados



pela populagdo brasileira e disponibiliz
basica (Brasil, 2011; Brasil, 2015).

3.4 MYRTACEAE
Myrtaceae é considera uma ¢
(Beardsell et al, 1993; Wilson,
aproximadamente 132 géneros e 600(
pantropical e picos de diversidade nc
(Wilson, 2011; Bernardes et.al, 2018).
territorio, representada por 29 géneros
caracterizado por folhas simples, opo:
glandulas translucidas, sem estipulas
carnosos e indeiscentes (Proencga; Cost
A familia é constituida por ¢
importancia econdémica e cultural no p:

2015), como Eucalyptus spp., Melaleu

~ - p— " a8
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OU ha assisténcia farmacéutica na atencao

las maiores familias boténicas conhecidas
2001; Franzon, 2009), e compreende
) espécies (WCSP, 2018), com distribuicao
s regides da Australia e América do Sul
No Brasil, a familia esta distribuida por todo
, 1193 espécies e de modo geral o grupo é
stas, peninérveas, com nervura marginal e
5, flores brancas e polisttmones, frutos
a; Tuler, 2020).

Jéneros que se destacam quanto a sua
3is ( Souza & Lorenzi 2005; Thornhill et al.,

ca spp., Myrciaria spp., Leptosermum spp.,

-~ o N —



SYyZygiurm SPP. € FSiaidrm SPP.. AIgUInd
spp., da qual a madeira é utilizad
aromatizantes, outras como ornamenta
por exemplo, Syzygium aromaticum (L.
de “cravo-da-india” ou cravo. Diversas
sao utilizadas na fabricacdo de sucos,
(“goiabeira” e “goiaba”), Myrciaria caulifi
uniflora L. (“Pitangueira”), Syzygium sp
(Frazon, 2009; Cascaes, 2015).

As espécies de Myrtaceae tamt
o tratamento de diversas doencgas,
doencgas hemorragicas e infecciosas, ct
propriedades adstringentes. Além de a
(Do Nascimento et al., 2018), antimici

(Duraes; Paula; Naves, 2015).



S especies 5a0 cultlivadas, COmo cucaryptus
a para a producdo de papel, carvao e
is e algumas sao usadas como especiarias,
) Merr. & L.M. Perry, popularmente chamada
espécies produzem frutas comestiveis que
geleias e doces, como Psidium guajava L.
ora (Mart.) O. Berg (“jabuticabeira”), Eugenia

p. (‘Jambo”), mas nem todos sao cultivados

ém sao utilizadas na medicina popular para
principalmente disturbios gastrointestinais,
om agdo provavelmente relacionada as suas
presentarem propriedades anti-inflamatorias

obianas (Dias et al., 2019) e antioxidantes



3.4.1 O género Psidium spp.

O género Psidium é marcado p
tipica venacao bronquidédroma, e fl
racemos, dicasio ou botridides. Além ¢
maduros variam de 4mm a 15mm; o ca
de cupuliforme até caliptrato e, raram
alternadas, de cor branca ou creme; h
arranjados em 3 a 12 verticilos; ovario
intrusiva; frutos com muitas sementes
coclear com cotilédones apicais (Tuler e

Em sua distribuicdo nativa, Psi
por ocorrer desde o México até Bl
distribuidas. No Brasil, ele ocorre em to
espécies, das quais 38 sao considerad
trés territorios marcados pela alta divel

Sul do Brasil e Paraguai. O que explic;
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or apresentar folhas simples e opostas, com
ores solitarias, axilares ou em pequenos
isso, as flores sdo pentameras e os botdes
lice possui morfologia variavel, oscilando até
ente, apendiculado; as pétalas séo livres e
a muitos estames, variando de 60 até 320,
infero, com 2 a 5 léculos, com placentagao
- que apresentam testas 6sseas e embriao
>t al., 2017).

dium é considerado um género neotropical,
lenos Aires, com mais de 100 espécies
do territorio e é representado por mais de 60
as endémicas (Reflora, 2020). Os principais
sidade de espécies sdo o oeste das Indias;

3 essas trés areas apresentarem uma vasta

’
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diversidqade dce rablldls € Espelies € 0O .
sob diferentes condicbes ambientais
incluindo agua e temperaturas extremas

As diferentes condicdes ambier
do organismo vegetal durante a fase
plantas ja estdo adaptadas a esses
permanéncia no meio ambiente, seus ¢
que possuem diversas propriedades fur
humanos. A riqueza de compostos fer
diretamente associados a diversas ativi

Essa fonte de compostos meta
representada por espécies comestiveis
Psidium guajava, conhecida popularn
medicina popular, ja que essas plantas
mais que frutas citricas em sua compos
antioxidante (Franzon et al., 2009; Med:

Indicagbes terapéuticas das

literatura. A espécie Psidium acutangult



>CU SUCCSS0O alapldlivo, OCOITerndo cirn alfcds
como de estresses abiodticos constantes,
5 (Coelho et al., 2004).

tais influenciam diretamente no crescimento
vegetativa e reprodutiva. Visto que essas
, fatores ambientais devido a sua longa
rgaos sao ricos em metabdlitos secundarios
icionais tanto para si proprias como para nos
10licos, flavonoides, taninos e terpenos sao
Jades biologicas (Medina et al., 2011).
noélicos esta consolidada no grupo, porque é
, com frutos altamente apreciados, como a
nente como a goiaba. Como também na
possuem alto teor de vitamina C, até 5 vezes
5icAo0 e com isso possuem elevada atividade
eiros et al., 2015).

ospécies do género ja sao relatadas na

im DC. (goiaba aracga) é indicada para



diarreia e disenteria (Medicinales Arc
Psidium cattleyanum (aracga do brejo) p
de estdbmago, doencas no sistem:
geniturinarios, disenteria e doengas res
et al., 2019). A P. guineense Sw. (ara
influenza, dor de estdbmago, diarreia e p
Cruz, 2019; Charneau et al., 2016). Pc
auxilia em doencas como diarreia e dor
al., 2014).

Ha estudos que abordam a
essenciais de varias espécies do grupo
O o6leo essencial das folhas tem sido re
(Do Nascimento et al., 2018), anti-inflan
(Noleto Dias et al., 2015), e antimicrot
Noleto Dias et al., 2015) (Dias, et al., 2(

Ja para extratos de folhas obtidos com ¢

. T~
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maticas, 2017; Pedrollo Et Al, 2016). A
ossui indicagao terapéutica para diarreia, dor
3 digestivo, dor de garganta, doencas
piratorias (Brito; Marin; Cruz, 2017; Yazbek
¢a-mirin), atua no tratamento de disenteria,
roblemas intestinais (Beltreschi; De Lima; Da
or fim, a Psidium myrsinites DC. (goiabinha)

de estdbmago (Lozano et al., 2014; Ribeiro et

composicao quimica de extratos e Oleos
, € a relacao deles em atividades bioldgicas.
atado por apresentar atividades antioxidante
atéria (Do Nascimento et al., 2018) larvicida
iana (Leao et al., 2019; Moniz et al., 2019;
)19; Moniz et al., 2019; Macedo et al., 2018).

liferentes solventes, também foram relatadas

NN AN -~ 'Y 'YV 1



dalividades anuoxidarite (ocrialiayake
2019; Saber et al., 2018; Scur et a
inflamatorio (Houél et al., 2016) e

Macaubas-Silva et al., 2021; Morais-Brz

3.4.2 Psidium Myrtoides (O. Bert

A Psidium myrtoides (O. Berg
araga-una, ou simplesmente araga |
sindénimos: Psidium gigantenum Matto
Eugenia orlandoi (Mattos)., Psidium 1
Mattos., e Guavaja myrtoides (O.Berg) |

A espécie é caracterizada por
metros, com caule do tipo tronco e
papiraceas. Suas folhas sao opostas ¢
periodo de floragcdo € de abril a deze
abertos com quatro lobos; e os frutos s
inicial e quando maduras apresentan

Reflora, 2021)(Figura 1).



>l adl.,, U106, DacCoreggio, WwiOoroni, NeIrpra,
., 2016; Sobral-Souza et al., 2019), anti-
antimicrobiana (Brito; Marin; Cruz, 2017;
ga Et al., 2016; Saber et al., 2018).

J)

]), € também conhecida como araga-roxo,
10 Brasil. A espécie também tem como
s., Guajava myrsinoides (O. Berg) Kuntze.,
nyrsinoides O.Berg., Calycorectes orlandoi
Cuntze (Reflora, 2021).

ser uma arvore de grande porte de 6 a 12
presenca de cascas esfoliantes e laminas
> provenientes do mesmo né do caule. Seu
mbro, onde suas flores apresentam botdes
Ao caracterizados por serem verdes na fase

1 uma coloracao roxa. (Tuler et al.,, 2017,



A distribuicdo Psidium myrtoide.
Sul do pais (Figura 2), abrangendo
Cerrado e Mata Atlantica (Reflora, 202
ser explicada pela poliploidia presente r
competitiva associada a estratégias fe
ecossistema e permanéncia no meio an
A producdo de metabdlitos secund
permanéncia desses organismos, uma
complexa.

A composicao quimica e algumz
foram abordadas na literatura, porém p
Quanto ao 6leo essencial, estudos idel
que apresentou trans -B-cariofileno (30,
constituintes além de comprovar a efica
(Forim et al., 2018), herbicida e antiful

também ha relatos, onde os composto

-~ - I Y. Y
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s € observada desde a regiao Nordeste até o
os dominios fitogeograficos da Caatinga,
0). A ampla ocorréncia dessa espécie pode
10s individuos, que aumenta sua capacidade
nolégicas que asseguram o seu papel no
biente (Tuler et al., 2019; Tuler et al., 2017).
arios € de extrema importdncia para a

vez que apresenta uma composicao quimica

1s propriedades biologicas de P. myrtoides ja
ara extratos vegetais ainda nao ha estudos.
itificaram a composicdo quimica das folhas,
9%), a-humuleno (15,9%) como os principais
cia nas atividades antibacteriana e antimoral
1gica (De Macédo et al., 2020). Para frutos

s B-cariofileno e limoneno (20,0% e 32,9%)



10rarn  as subslaliClas  Imajoritarias,

antifungica (Dias et al., 2019).

Figura 1. Fotos da espécie P. myrtoides. (/
de P. myrtoides; (C) Arvore de P. myrtoides



€ dapreschniarairt atvidade dnuoxiddarnie c

\): Folhas de P. myrtoides; (B): Fruto e sementes
. Fonte: Autor.



Figura 2. Distribuicdo de P. myrtoides
Maranhéo; (Verde): Tocantins; (Amarelo): (
Rio de Janeiro, Sdo Paulo; (Azul): Parar
Modificado.
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9

nas regides do Brasil. (Rosa): Bahia, Ceara,

5oias; (Vermelho): Espirito Santo, Minas Gerais,
a4 e Rio Grande do Sul. Fonte: Reflora, 2020.



3.5 EXTRAGCAO COM SOLVEN

O processo de extracao é a pri
secundarios de uma espécie vegetal (C
pela primeira vez em 1835 por Robique
flores (Hui, 2007) e é considerado um
massa, uma vez que o contato solvente
(Clark, 1985).

As substancias presentes na
um solvente liquido, no processo conl
extragdo € a liquido-liquido, onde occ
imisciveis (organica e aquosa) (Queir
processo de extragdo € removida em ur
concentrado (Danisco, 2001).

O rendimento do produto da ex
do solvente usado com polaridade v

natureza do composto quimico, existér



'ES ORGANICOS

meira etapa para a obtencdo de metabdlitos
outo et.al, 2010). Este processo foi aplicado
t, que realizou a extracdo de compostos de
processo fisico-quimico de transferéncia de

-amostra leva a extragdo dessas substancias

\atriz solida sdo extraidas e dissolvidas em
1ecido como solido-liquido. Outra forma de
rre a particdo da amostra em duas fases
oz; Collins, 2001). A solucao final apés o

n evaporador para a obtencdo de um extrato

tracdo depende principalmente: da natureza
ariavel, temperatura, método de extragao,

cia de substancias interferentes e razao de



volume de solvente para amostra (Kol
Couto et al., 2010).

O solvente exerce grande infl
substancias serao obtidas e em qual qu
apolares sdo soluveis em solventes ap
compostos de alta polaridade sao soluvs
de acordo com a regra empirica de gt
dissolve apolar" ou "o semelhante
Bittencourt, 2013).

3.6 METABOLISMO DAS PLAN

A beleza da natureza é suster

mais aptos. As plantas sdo organismos
espaco no ambiente defendendo de alt
competirem pela disponibilidade de r

organismos vegetais desenvolveram

. o~ P e I e
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2va et al., 2002; Wongkittipong et al., 2004;

1éncia no produto, pois pode alterar quais
antidade (Falbkenberg, 2004). Os compostos
olares ou de baixa polaridade, enquanto os
2is em solventes também polares, o que esta
ande utilidade: "polar dissolve polar, apolar

dissolve o semelhante” (Martins; Araujo;

[AS E SEUS PRINCIPIOS ATIVOS

tada por uma guerra de sobrevivéncia dos
- sésseis que evoluiram e competem por um
aques de herbivoros e patdgenos, além de
wutrientes. Milhdes de anos depois, esses

um metabolismo sofisticado junto a uma

LA o= T I T .



Ccomposicao quimicCa CoImnpiexa de sub:
proprias contra predadores (Ferreira & |
O metabolismo é representa
compostos que podem ser classifice
primarias sao responsaveis por atuarel
funcdo essencial para a vida da
carboidratos, clorofila e lipidios que
respiragao e transporte de solutos (W
sintetizado a partir da necessidade da ¢
patdégenos e estresse ambiental (Simode
Os compostos secundarios sa
percepcao do meio externo que colabor
funcdées especificas como protegcao
Donangelo, 2006), atracdo de poliniza
frutos e folhas. Essas substancias sao il
altitude, indice pluviométrico, idade d:
2007; Simdes et al., 2017)(Figura 3). QG



lalriClads QUue INe permmitelr dciesas qulimicCas
’into, 2010).

do por reacbes quimicas que sintetizam
idos como primarias ou secundarias. As
m no metabolismo primario, exercendo uma
planta, como o0s aminoacidos, proteinas,
atuam em eventos como a fotossintese,
ink, 2010). Ja o metabolismo secundario &
aspécie, para a adaptacao da planta frente a
s et al., 2017).

o substancias que auxiliam as plantas na
am com sua sobrevivéncia, desempenhando
contra patégenos, luz ultravioleta (Farah;
dores além de atribuir coloragcao a flores,
fluenciadas pela sazonalidade, temperatura,
3 planta entre outros (Gobbo-Neto; Lopes,

s principais metabolitos secundarios sdo os



terpenos, alcaloides e compostos fendlic
et al., 2021; Kumar et al., 2022).

Figura 3. Fatores que influenciam na prodt
Neto; Lopes, (2007).



26

os ( Taiz; Zeiger, 2009; Wink, 2010; Khanna

lagdo UV

Composicao CO, SO,
/ atmostérica NO, O,

Icao de metabdlitos secundarios. Fonte: Gobbo -



3.6.1 Terpenos

Os terpenos ou terpenoides co
existentes (Croteau; Kutchan; Lewis, .
membranas celulares (esterol, um trite
pigmentos naturais e tetraterpénicos)
fitohormdnios (giberilina que é um cor
(Keszei; Brubaker; Foley, 2008). Esse
unidades isoprénicas de cinco carbono:t
podem se decompor e se reordenar en
em anel (Prasanthi; Lakshmi, 2012).

As cadeias podem conter 10 cz
carbono (sesquiterpenos, C15), 20 &
atomos de carbono (triterpenos) (Peres,
sintetizado naturalmente e que néao e€
grupos, ja que eles sao produzidos
isopentila (IPP) e difosfato de dimetilali

a partir da Acetil-coenzima A (Acetil-CC



mpoem a maior classe de produtos naturais
2000). Eles atuam como componentes das
rpeno); do fotosistema | e Il (Carotenoides,
(Mesquita; Teixeira; Servulo, 2017) e como
nposto isoprenoide formado por diterpenos)
s compostos sdao formados pela fusdo de
5, € quando submetidos a altas temperaturas

1 isoprenos que formam cadeias lineares ou

rbonos (monoterpenos, C10), 15 atomos de
tomos de carbonos (diterpenos, C20), 30
2004) (Anexo 3). O isopreno € um composto
sta diretamente ligado a producado desses
a partir de seus precursores, difosfato de
lo (DMAPP). No ciclo do IPP, a sintese inicia

)A), e posteriormente entra na rota do acido



mevalbénico no citoplasma, e do difosf
precursores diferentes, o piruvato ou
metileritriol-4-fosfato (MEP) nos plastic
Yunes, 2007).

3.6.2 Alcaloides
Os alcaloides sdo compostos
atomo de Nitrogénio (N) em suas mc
estado de oxidacdo negativo (Hen
constituem um grupo com mais de 15.
que pode ser encontrado em 20% da
Zeiger, 2004; Meyer; Soares; Tomba, 2
Esses produtos naturais de
metabolismo dos aminoacidos alifaticos
tirosina e triptofano) (Peres, 2004). Na:
fundamental na defesa contra predadc

intoxicacao apos serem ingeridos (Neto
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ato de dimetilalilo (DMAPP) apresenta dois
gliceraldeido-3-fosfato, seguido da rota do
leos (BREITMAIER, 2006); Cechinel Filho;

organicos que apresentam pelo menos um
léculas (ACCAME, 2001) (Anexo 4), e um
riques ET.AL, 2004). Essas substancias
000 metabolitos secundarios nitrogenados e
S espécies vegetais (Dewick, 2002; Taiz &
)13).

baixo peso molecular sdo derivados do
. (ornitina e lisina) e aromaticos (fenilalanina,
5 plantas, essas substancias exercem papel
res (Taiz; Zeiger, 2006b), e podem causar
; Azevedo; Araujo, 2002).



Muitos alcaloides possuem ati\
sitios cerebrais possibilita seu uso «¢
narcotico (Neto; Caetano, 2005). Co
morfina, um analgésico proveniente do
de estimular apetite e é utilizada para s
(coffea arabica), a nicotina (nicotina tat

de espasmos (Atropa belladonna) (Cabi

3.6.3 Compostos Fendlicos
Os compostos fenolicos sao s
guimica formada por um ou mais nucle«
substituidos por hidroxilas ou derivado
(Dai; Munper, 2010; Simbes et al., 2
polimeros complexos de elevado pe
Vaquero et all., 2007; Shahidi; Ambigair
Estima-se que este grupo pos:

partir do tipo e numero de anel fendlico



idades farmacoldgicas, e sua afinidade por
>omo calmante, analgésico e até mesmo
mo principais alcaloides, vale destacar a
Opio (papaver soniferum), a quinina, capaz
indromas gripais (Cinchona, sp.), e a cafeina
)yacum) e atropina que atuam na diminui¢ao
al; Pita, 2015).

ubstancias que apresentam uma estrutura
S aromaticos, em que seus hidrogénios sao
s funcionais (ésteres, ésteres e glicosideos)
017), de uma simples molécula fendlica a
so molecular (Balange E Benjakul, 2009;
alan, 2015).

sui mais de 8.000 moléculas identificadas a

e apresenta ampla distribuicao na natureza



(Farah; Donangelo, 2006; Martins; |
identificacdo, essas substancias fendlic
flavonoides e nao flavonoides. Os Flc
flavonas, flavanonas, isoflavonas e an
fendlicos nao flavonoides sao repre:
derivados como estilbenos, cumarinas ¢
2010; Liu et al., 2015; Martins; Petropot

Os compostos fendlicos sao mi
variavel (Angelo; Jorge, 2007) (Figu
substancias esta sendo cada vez mais
em organismos vegetais, principalmen
disso, esses compostos sdo essenciai
grande interesse (Ahmad et al., 2016),
gue atuam na membrana citoplasmatica
2019) e antioxidantes na eliminagao

Radojkovic et al., 2016; Sanchez-Salce:
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Petropoulos; Ferreira, 2016). A partir da
as podem ser classificadas em dois grupos,
vonoides sdo representados por flavondis,
tocianidinas/antocianinas. J&4 os compostos
sentados pelos acidos fendlicos e outros
> taninos (Abe et al., 2007; Anastasiadi et al.,
los; Ferreira, 2016) (Anexo 5).
Jltifuncionais devido a sua estrutura quimica
ra 4). O potencial farmacologico dessas
pesquisado, uma vez que sao encontrados
te plantas superiores (angiospermas). Além
s na dieta humana sendo considerados de
devido a suas propriedades antimicrobianas
 (Laudy, 2015; Onitsuka; Hamada; Okamura,
de radicais livres (Ahmad et al., 2016;
o et al., 2016).



3.7 RADICAIS LIVRES
Os radicais livres sdo mc
possuem um elétron ndo aparelhado en
et al., 2015). A formagao ocorre a part
desempenha fungdes biologicas impol
livres pelos sistemas enzimaticos
mitocéndrias, membranas celulares e c
2015). Para manter esse equilik
remocao, ha mecanismos de defesa
desequilibro devido a excessiva forme
fatores enddégenos e exogenos, d
oxidativo (Barreiros; David; David, 2006
O estresse oxidativo € decor
compostos oxidantes e antioxidar
desemparelhado é o oxigénio e o nitrog
oxigénio (EROS) e espécies reativas d

producao de energia, fagocitose, r



léculas instaveis e altamente reativas, que
1 seu orbital (Fang; Yang; Wu, 2002; Filipovic¢
ir de um processo continuo e fisiolégico que
tantes. Essa produgao continua de radicais
€ uma fungao celular normal que ocorre nas
itoplasma (Alves et al., 2010; Filipovi¢ et al.,
rio entre a producgao de radicais livres e sua
que atuam em prol dessa manutengdo. O
1cao de radicais livres, acometido tanto por
esencadeia um processo chamado estresse
; Fang; Yang; Wu, 2002; Soares et al., 2015).
‘ente da existéncia de um desequilibrio entre
ites. Os radicais livres, cujo elétron
)J€énio, compreendem as espécies reativas de
2 nitrogénio (ERN). Eles estdo envolvidos na

egulacao do crescimento celular, sinalizagao



intercelular e sintese de substancias
€excesso, essas especies reativas p
interferindo nas suas fungdes biologica
al., 2010; “Halliwell; Whiteman, 2004; R
Diante do dano oxidativo em cé
relacionado ao carater etiologico de \
transtornos neurodegenerativos, cardio
2009; Soares et al., 2015). Além dissc
vezes podem reagir com lipideos, prote
2006). Para remover os radicais livres
sistema de defesa produz os antiox
substancia que, presente em menores
sejam capazes de atrasar ou inibir a o>
al., 2010; Halliwell; Whiteman, 2004).
Essas substancias antioxidante

um sistema de defesa enzimatica, corr

T Y 2 O U b ™ T T T
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bioldgicas importantes. Porém, quando em
odem levar a oxidacdo de biomoléculas
s e desequilibrio homeostatico (Barbosa et
obert, 2014).

lulas e tecidos, o processo em questao esta
/arias doengas, como diabetes, obesidade,
vasculares e carcinogénicos (Machado et al.,
), as espécies reativas em excesso, muitas
inas e com o DNA (Barreiros; David; David,
e estabelecer o equilibrio no organismo, o
idantes e sao definidos como qualquer
concentracdes que as do substrato oxidavel,

idacao deste de maneira eficaz (Barbosa et

s podem ter origens enddgenas, a partir de

0 as enzimas superoxido dismutase (SOD),

SN \ o . S wy, o g gy -



CalalasE (LATl) € glulaliOfa peroxidase
A), compostos fendlicos e minerais. T
enzimatico possuem a funcao de inibi
nociva dos radicais livres, no qual atuar
de prevencao, impedindo a formaca
varredura, bloqueando a acdo e de
estruturas lesadas (Barbosa et al.,
Ambigaipalan, 2015).

Os compostos antioxidantes po
microrganismos. Compostos bioativos
ganhado espaco na pesquisa devido
principalmente antioxidantes, ja que el
saude humana. Entretanto, a eficiéncia
genéticos e ambientais, uma vez que
substancias, compostos fendlicos ter
antioxidante e podem ser uma alternatiy

2008; De Oliveira et al., 2009; Bergama:



(brFx), € €exO0gerias, COIMO vitamliras (v, £ €
anto os sistemas enzimaticos como o0 nao
r e reduzir os danos causados pela acao
n em trés mecanismos de acao: (1) na forma
> de radicais livres; (2) como forma de
(3) reparo, atuando na reconstituicdo de
2010; Oroian; Escriche, 2015; Shahidi;

dem ser encontrados em plantas, animais e
, provenientes de espécies vegetais tém
0 seu potencial para atividades biologicas,
minam radicais livres e trazem beneficios a
 desses compostos ira depender de fatores
sao metabdlitos secundarios. Dentre essas
n se destacado quanto a sua atividade
/a aos antioxidantes sintéticos (Soares et al.,
schi, 2010; Vieira et al., 2011).



3.8 BACTERIAS E RESISTENC

As infecbes bacterianas foram

século XX (Davies; Davies, 2010). Cc
chamada “Era do ouro” que revol
desenvolvimento dos antibioticos utiliza
salvando milhares de vidas (Davies; Da
Os antibiéticos tiveram papel in

dos humanos, ja que reduziram 0sS |
(Piddock, 2012). O amplo espectro de |
baixa toxicidade seletiva foram respon
(Mardigan et.al, 2016). Esses agente:
panaceia, ou seja, a cura de infec
apropriada ou nao (World Health Organi
Ao longo das décadas, c
antimicrobianos provocou a press

consequentemente o surgimento de bz

I T Y . L Y V.. U T Y. Y
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A

umas das principais causas de mortes no
m a descoberta da penicilina, deu inicio a
ucionou a medicina, por ter iniciado o
dos na prevencao e tratamentos de doencgas,
vies, 2010; Luepke et al., 2016).

portante no aumento da expectativa de vida
ndices de morte por infecbes bacterianas
necanismo de acao na célula bacteriana e a
saveis pelo éxito dos primeiros antibidticos
5 antimicrobianos foram considerados uma
>0es, independente de sua utilizagdo ser
zation, 2015).

) uso indiscriminado desses farmacos
a0 seletiva sobre microrganismos, e

Ictérias com elevado padrao de resisténcia,

~Nd A4 I NI 1l NSNAE O RARA*T I 1 a2 NN A AN



CIm pProporGocs epildciniCds (Lasclids, £
A resisténcia ocorre de forma natur
microrganismos sao submetidos as
tratamentos ineficazes, ha agravament
de transmissao a outros individuos (WH
Os microrganismos desenvolve
ser uma capacidade intrinseca, por s
adquirida, esta acontece quando bactél
mutacdo ou a partir da transferéncia dc
mesma espécie ou espécies diferentes
Com isso, ocorre uma alteracdo na pe
efluxo, mecanismo enzimatico e alterac;
A resisténcia antimicrobiana vi
global, pelo aumento da mortalidade ca
a mais de 700 mil pessoas no ano
adotadas medidas efetivas, estima-se
matarao 10 milhdes de pessoas anualm

(By; Neill, 2016). No Brasil o cenario é



J 11, LEeC Verllllld, £U 10, VIICldel €l dl., £V 14).
al e, ao longo do tempo, quando esses
substancias usadas de forma incorreta e
b de infecgdes no corpo e aumento de risco
0O, 2018).

ram mecanismos de resisténcia que podem
er inerente de uma espécie bacteriana ou
ias alteram seu DNA através da inducao de
 material genético (genes de resisténcia) da
(Macgowan; Macnaughton, 2017; ANVISA).
rmeabilidade de substancias, na bomba de
30 no sitio de acgédo.

rou um problema de emergéncia de saude
usada por bactérias resistentes, que chegam
no mundo (WHO, 2014). Caso nao sejam
- que até 2050, bactérias multirresistentes
ente, sendo mais letal que cancer e diabetes

reocupante, visto que ocorrem cerca de 720



mil infeccbes bacterianas resistentes

convencionas(Barros et al., 2012).

3.8.1 Classe de antibacterianos

Ha uma diversidade de antimic
utilizados em casos clinicos usados na
drogas possuem mecanismos de acé
devido principalmente a sua estruture

lactamicos, sulfonamidas e tetraciclinas

B-lactamicos

O B-lactamicos é um grupo de
estrutural o anel B-lactamico, que confe
quimica lateral define seu espectrc
farmacolégicas. O mecanismo de agéao

peptideoglicano, que é responsavel f
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a pelo menos um dos antimicrobianos

robianos convencionais, ou seja, 0 que sao
prevencao e tratamento terapéutico. Essas
0 quando submetidos frente as bactérias,

quimica. As principais classes sao os [-

antimicrobianos que possui em seu nucleo
re uma atividade bactericida. A sua estrutura
) de acao além de suas propriedades
desses compostos é interferir na sintese do

ela integridade da parede bacteriana. Os

D T T T T



COMpOstOs perietiraln a Imelnbraria €Xiel
ligadoras de penicilina, responsaveis
(NICOLAOU, 2008; GUIMARAES; MO
resisténcia ocorre pela producdo de
antimicrobianos, e causa modificacoe
penicilina e diminuicdo da permeabili
(Alcaine; Warnick; Wiedmann, 2007; Alt

Sulfonamidas

As sulfonamidas s&o sub:s
sulfonilamida, com estrutura similar ac
antimicrobianos inibem o metabolismo
DNA e RNA) pelo mecanismo de cor
dependem da producao enddégena, nao
resisténcia a esses compostos ocorre ¢
de diidropterodico sintetase, o qual poss
seja, ha diminuicdo da permeabilidade
essas substancias (Walsh, 2004; ANVIS



Ta da parede ceidiar € ligairi-s€ ds proteilas
pelo ultimo processo da sintese bacteriana
MESSO; PUPO, 2010). Seu mecanismo de
B-lactamases, enzimas que degradam os
>s estruturais nas proteinas ligadoras de
dade bacteriana ao agente antimicrobiano
erthum, 2008; ANVISA, 2022).

stancias bacteriostaticas derivadas das
acido para-aminobenzoico. Esses agentes
do acido félico (importante para sintese de
npetitividade. Como as células bacterianas
conseguem replicar seu material genético. A
' partir de mutagdes que elevam a producao
ui pouca afinidade com o antimicrobiano, ou
a partir de enzimas com pouca afinidade a
A, 2022).



Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo agentes b
incluindo bactérias gram-positivas e gre
célula bacteriana por difusdo, em um
Apds entrarem na célula, ligam-se a po
do RNA transportador e consequentel
importante para o metabolismo da célul
diminuicdo do acumulo de droga no inte

plasmideos ou transporos (Patrick, 201:

3.9 FUNGOS E RESISTENCIA
Os fungos sao amplamente dis
fatores que ajudam na sua dispersao.
individuo saudavel, quando encontrar
fatores locais ou sistémicos, podem invz:

pode culminar em infec¢des fungica (Br

A " sgaA = a2 e, e ey =
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acteriostaticos de amplo espectro de acao,
m-negativas. Essas substancias penetram a
rocesso que depende do gasto de energia.
¢ao 30s do ribossomo, bloqueando a ligacao
nente impedindo a sintese proteica, que é
a bacteriana. A resisténcia pode ocorrer pela
rior da célula ou cromossémica, mediada por
3; ANVISA, 2022) (Anexo 6).

tribuidos na natureza e contam com varios

Apesar de ser parte da microbiota de um
n condigcdes para sua reprodugdo, como
dir tecidos e tornarem-se patogénicos, o que
asil, 2014; Pigatto, 2019)

IR I T T



A NclderiCla de InieCoes 1urgic
décadas, e tem sido considerado |
principalmente em pacientes imunocon
Meersseman et al.,, 2017; Nichelle; Zi
(2016), as mortes relatadas por infecct
mortalidade no mundo, ficando atras a
transito e diabetes. As mortes por fungc
(GAFFI, 2020). No Brasil, o ministério d
individuos sofrem de alguma infeccao fi
infeccdes fungica sao tratadas a partir ¢
1930. Ao longo do tempo, novas drog
eficaz contra esses patdgenos. Ger;
tratamento, e o uso indiscriminado assc
acarretar aos agentes etiologicos a re
(Araujo, 2005).

A resisténcia fungica é diferen
uma vez que fungos nao sdo cape

antifungicos como meio de adquirir re:



dS dUlTieniou consiaeravelmerie rnas uiurmas
im problema de saude publica mundial,
prometidos (Bellmann; Smuszkiewicz, 2004;
mmermann, 2019). De acordo com a OMS
yes fungicas foram a quinta maior causa de
nenas de tuberculose, diarreia, acidentes de
s chegam a 2 milhdes de pessoas todo ano
a saude informa que mais de 3,8 milhdes de
Ingica séria (Giacomazzi et al., 2016). Essas
e antifungicos, criados no final da década de
as foram criadas para um tratamento mais
almente infecgdes fungicas sao de dificil
ciado a falha de um tratamento clinico pode

sisténcia frente aos antifungicos modernos

‘e da que ocorre aos agentes bacterianos,
zes de inativar ou modificar os agentes

sisténcia, e por ndo haver transferéncia de



material genético célula a célula (Esj
classificada a partir de duas perspectiv
Mellado, 2014).

O mecanismo microbioldgico p
ou mutacional, as quais dependem dire
resistentes anteriormente a exposicao
resposta prévia do antifungico (Alcaz:
clinico ou falha no tratamento, refere-s
apos a terapia adequada, em que é cla
resistente. Suscetivel quando ha s
considerados tratados, porém em dose
crescimento ou falha na inibicdo mest
Fuoli; Mellado, 2004; Sanguinetti; Poste

A resisténcia em microrganis
antifungicos utilizadas, porque cada

diferente. Os mecanismos de acao m

" Y Y .. I T Y Y A
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vinel-Ingroff, 2008). A resisténcia pode ser

as, microbiologica e a clinica (Alcazar-Fuoli;

ode ser explicado pela resisténcia adquirida
tamente do microrganismo. Os fungos ja sdo
da droga ou essa resisténcia aparece em
ar-Fuoli; Mellado, 2014). J4 o mecanismo
e a persisténcia da infeccao fungica mesmo
ssificado o fungo em suscetivel, tolerante ou
ucesso terapéutico; tolerante por serem
s elevadas e insertas; resistentes devido ao
no apos o tratamento terapéutico (Alcazar-
raro; Lass-Florl, 2015).

smo sera diferente entre as classes de
droga apresenta um mecanismo de acao

ais ocorrentes em fungos sao através das



DOIMPDas de cliux0, adllelraiadl IchnoltipiCa ¢
que diminuem a toxidade da droga € a
Kucukates et al., 2016; Sanglard et
RAMASUBRAMANIAN, 2014).
3.9.1 Classes de Antifungicos

Os antifungicos sao importante
principalmente em individuos imunocorn
a partir de trés classes de antifun
equinocandinas, cujos mecanismos de ;

Poliénicos

Os poliénicos sao antifungicos
de carbono divalentes, e distribuidos en
B (Anf B) é uma das substancias
disponibilizada na década de 1950, a
atividade fungicida, sendo uma droga re
viscerais. Seu mecanismo de agao se
membrana fungica, a qual altera su:

constituintes citoplasmaticos, as reaco



105 lIgdTlItes 40 1alirnacCo, Vids COITperisalolias
formacao de biofilme (Espinel-Ingroff, 2008;
al., 2009; Srinivasan; Lopez-RIBOT; 2014)

s para o tratamento de infeccdes fungicas,
prometidos. O tratamento pode ser realizado
gicos, que sao os poliénicos, azoles e

acao0 sao diferentes.

com estrutura quimica formada por atomos
1 série com um anel lactamico. A anfotericina
mais importantes neste grupo (Anexo 6),
- qual possui amplo espectro antifungico e
>feréncia no controle de infec¢des fungicas e
da a partir da ligacdo com o ergosterol da
1 permeabilidade e promove a perda dos

os de oxidacgao e alteragdes metabdlicas, o



gue ocasiona a morte do fungo (Mar
Murray et al, 2014).

A resisténcia aos poliénicos fa
quantidade de ergosterol, a partir de ge
ergosterol é substituido por outros este
com baixa afinidade (Espinel-Ingroff, 20

Azélicos

Os azodlicos sao antifungicos
fungistatica e sdo muito utilizados na c
amplo espectro antifungico. Sua estrut
que divide essa classe em dois grupos
triazdlitos (2 carbonos e 3 nitrogénios).
representativo nesse grupo, pois posst
acao dos azolicos ocorre pela inibicao ¢
na membrana da célula fungica,

permeabilidade da membrana. Atuam

Y R
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tinez, 2006; Spampinato; Leonardi, 2013;

Z com que 0S microrganismos diminuam a
nes que sintetizam essa substancia. Assim, o
rois que se ligam a esses poliénicos, porém
08; Kanafani; Perfect, 2008).

que apresentam majoritariamente atividade
linica, devido a sua boa tolerancia celular e
ura quimica apresenta um anel pentagonal,
: imidazdlitos (3 carbonos e 2 nitrogénios) e
O Fluconazol é a triazdlico (Anexo 6) mais
i 6tima biodisponibilidade. O mecanismo de
la sintese do ergosterol, substancia presente
> consequentemente ha modificagédo da

modificando a sintese de lipidios e inibindo



EhZimas que 1aZein parte ao processo
potencial para causar danos as célula
2006; Pfaller et al., 2010; Roemer; Krys:

Por ser um dos antifungicos mz
ocorréncia de resisténcia a esse grupo ¢
ser a partir da mutacdo do gene (ERG
alterando o alvo do antifungico ou c:
necessitando de uma maior concentrag
ocorrer também a expressao de genes
CDR1 e CDR2 (Espinel-Ingroff, 2008).

Equinocandinas

Por fim, as equinocandinas sa
caspofungina e micafungina, quimic
semissintéticos, as quais possuem he
lateral de acidos graxos. Apresenta am
mecanismo de agao na parede celular,
da B-1,3-D-glunaca, uma das principa

fungica. Sdo empregadas de forma se



oXidatvo, que Ira0 gerar radiCdis livies COITl
s (Bassetti; Peghin; Timsit, 2016; Martinez,
an, 2014; Spampinato; Leonardi, 2013).

is utilizados em infeccdes fungica, ha maior
le drogas. O mecanismo de resisténcia pode
11), que codifica a enzima 14-a-desmetilase
auUsa a super expressado no mesmo gene,
ao do antifungico no interior na célula. Pode

que atuam nas bombas de efluxo, como os

0 uma classe composta por anidulafungina,
amente caracterizadas como lipopeptidos
xapeptideos ciclicos ligados a uma cadeia
plo espectro e forte atividade fungicida, com
onde inibi a enzima responsavel pela sintese
s substancias que confere rigidez a célula

cundaria, para tratar casos de resisténcia a



Anf B ou azdlicos, sendo raramente
Peghin; Timsit, 2016; Larru; Zaoutis, 20
Como dito anteriormente, € rarc
O mecanismo de resisténcia pode ocol
possui a fungao de codificar a $-1,3-D-
pela sintese da B-1,3-D-glunaca, e co

fungica tera sua parede celular intacta (|

3.10 MECANISMO DE ACA
NATURAIS

Os produtos naturais, nesse cc

modernizacao de farmacos antimicrobi

tradicionais se tornou uma problem:

substancias antibacterianas, composto:

essenciais sdo uma alternativa, por ay

acao isolada ou sinérgica dessas subst

. e~ 7~ Y. V.- I O . - ~ N
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observados casos de resisténcia (Bassetti;
13; Martinez, 2006).

) a resisténcia a essa classe de antifungicos.
rer a partir da mutacao do gene FKS1, que
glunaca sintase. Essa enzima é responsavel

I

2erlin, 2007).

O ANTIMICROBIANA DE PRODUTOS

ntexto, representam uma alternativa para a
anos, visto que a resisténcia aos farmacos
jtica de saude global. A exemplo das
s secundarios na forma de extratos e oleos
yresentarem efeitos terapéuticos a partir da

ancias, que atuam em diversos mecanismos

A N\



ac a¢a0 (bull, £2Uvu4, rFalrcira, Lima, v

Os mecanismos de acao de p
mais conhecidos envolvem a des
desestabilizacdo da forca proton mo
coagulacao do conteudo da célula. Pc
agem em alvos especificos, o que pox
outros mecanismos de agao (Burt, 2004

A acdo antimicrobiana dos odle
aos terpenos que o constituem (G
apresentam propriedades lipofilicas, se
Por causa da hidrofobicidade de seus ¢
membrana celular, desintegracao das €
e protons, degradacao da parede celul
Lambert et al., 2001; Cristina et al., 201

Os compostos fendlicos atuan
estrutura quimica, a qual o anel aromati
membrana citoplasmatica. Essa acac

producao de ATP, lise da parede celula



10).
rodutos naturais frente aos microrganismos
ntegracdo da membrana citoplasmatica,
triz, fluxo de elétrons, transporte ativo, e
rém, nem toda acdo dos produtos naturais
Je afetar outros sitios em consequéncia de
).

0S essenciais esta diretamente relacionada
reay; Hammer, 2011). Esses compostos
ndo seu local de acao a bicamada lipidica.
“ompostos, sua agao permite a alteracao da
struturas, aumento da permeabilidade a ions
ar, e a lise celular (Guinoiseau et al., 2010;
9).

1 como antimicrobianos em funcao de sua
co e o grupo hidroxila atuam na alteracao da
) interfere no metabolismo energético de

r, inativacdo de enzimas e interagao com as



bases nitrogenadas, inibindo a sinteses
2011; Hendra et al., 2011; Kurek et al.,

3.11  SINERGISMO ENTRE SU
ANTIFUNGICOS.

Durante seus respectivos me
interacao entre as substancias medicar
antagonista, indiferente e sinérgica.

A interacdo de antagonismo é
substancias, porque elas sdo suprimit
mesmo competindo entre si. A inter:
interacao farmacologica entre os medi
acao dos farmacos (Oliveira, 1986). /
positiva, na qual a associacao entre du
acao em relacao a quando sao utilizad:

da eficacia, diminuicdo da toxicidade,

L T Y e R T Y. S T T
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de DNA e RNA. (Cowan, 1999; Fowler et al.,
2011).

BSTANCIAS NATURAIS, ANTIBIOTICOS E

canismos de acao, € possivel ocorrer a

nentosas, a qual pode ser classificada como

definida como negativa entre duas ou mais
las na presenca da outra, inibindo ou até
13cao indiferente é definida por nado haver
camentos, ou seja, nao ocorre influéncia na
\ interacdo de sinergismo é definida como
as ou mais substancias resulta numa melhor
3s de forma isoladas. Com isso, ha aumento

reducdo da dose terapéutica e também a

YN L A INOSNIS YT N7



aminuicao doO avarngGo ae resisterliCia do
Viljoen, 2011).

O sinergismo entre produtos nat
A acao sinérgica ja foi observada para
2017), Escherichia coli (Akinyele et
Enterococcus faecium(SAKAGAMI et
(Mirzaei et al., 2022).

Ha também uma vasta litera
produtos naturais e antifungicos. Foi
Candida albicans (Cleomaceae et al., .
Candida glabrata (Rosato et al., 2008
tropicalis (Rosato et al., 2008), Can
Trichophyton rubrum (Pyun; Shin, 2006

4. METODOLOGIA

4.1 MATERIAL E METODOS



microrgdariisimno (viivelra, 1900, vall vuurerl,

urais e antibidticos ja é relatado na literatura.
cepas Staphylococcus aureus (Torres et.al,
al., 2017; Alayande; Pohl; Ashafa, 2018),
al., 2005) e Staphylococcus epidermidis

ura que comprova agao sinérgica entre
observado o sinergismo contra cepas de
2019; Endo et al., 2010; Sardi et al., 2016),
; SharifzadeH et al., 2017, 2018), Candida
dida parapsilosis (Rosato et al., 2008) e
.



4.1.1 Coleta da amostra vegetal

As folhas foram coletadas no
Guarapari, Espirito Santo (-20° 32'32,3"
botanica foi realizada na Universidade
Schneider e o voucher da espécie
Universidade Vila Velha. Folhas sadia
40°C em estufa de ventilagdo de ar

armazenadas em embalagens ambar.
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distrito Buenos Aires, no municipio de
S; -40° 36'09,1"W) (Figura 4). A identificacao
Vila Velha (ES, Brasil), pela Dra. Solange
n° 2620 foi depositado no herbario da
s foram selecionadas e coletadas, secas a

forcada, trituradas em moinho de facas e

Mapa de Localizagto da Amostra

0 3978 156 Km

[ Espirito Santo



7720000

Guarapari

o)

Figura 4. Mapa de localizagao e coleta da ¢

4.1.2 Extratos e fracionamento
O processo de extragcao ocor
extracao liquido-liquido. Primeiramente
mL de hexano durante 60 minutos p
seguida, o extrato foi filtrado, e o proces
fragbes organicas foram reunidas e ev:

Em seguida, o residuo vegetal deseng



3 Guarapari

® Ponto de coleta

Base Cartografica
Malha Municipal - IBGE (2020)
Malha Estadual - Living Atlas (2021)
Imagem Hibrida (ESRI)

Sistema de Referéncia Espacial
Datum SIRGAS 2000
Coordenadas UTM - Fuso 24S

mostra, folhas de P. myrtoides.

reu em duas etapas, usando ultrassom e
. 200g de material foram extraidos com 500
or maceragao assistida por ultrassom. Em
S0 repetido com mais 500 mL de hexano. As
\poradas para obtencdo da fracdo hexanica.

ordurado passou pelo mesmo processo de



dois ciclos de extracdo em ultrassom ¢
evaporado para obtencao do extrato et
802C overnight e liofilizados por 48h.
Para obtencao das fragdes diclor
foi realizado o processo de extragao lic
30 g do extrato etandlico foi solubiliza
solucao foi transferida para funil de sep:
com aliquotas de 150 mL de dicloron
reunidas, filtradas com sulfato de sodi
mesmo procedimento foi realizado com
procedimento realizado com n-butan
coletada, congelada a -802C e liofili
armazenadas em capela para evaf
congelamento em ultra freezer -80°C o

em ultra freezer a -80°C (Anexo 1).

Folhas
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com etanol 80%, sendo o solvente também

anolico. Os extratos foram armazenados a -

ometano, acetato de etila, n-butanol e agua,
Juido-liquido (Vogel, 1981). Uma aliquota de
do em 1000 mL de agua deionizada. Essa
aracao, onde foram realizadas trés extragoes
1etano (DCM). As fragbes organicas foram
0 e evaporadas em capela. Em seguida, o
acetato de etila (ACET), e por fim, o mesmo
ol (N-BUT). A fragdo aquosa restante foi
zada por 48h. Todas as particbes foram
oracao total dos solventes, seguido de

vernight, liofilizado por 48h e armazenadas

de P. myrtoides



Secz

——

Extrato
Hexanico (HEX)

—

Extrato Ete
80% (ETC
Solubilizagdo em dgua
Diclorometano (3x 150 m
Particdao
Diclorometano
(DIC)

Acetato Etila
(3x 150 m

Figura 5. Processo de extragido dc

solventes.



s e trituradas

Ultrassom com hexano
Filtracdo

Matriz vegetal
da extracdo
hexanica
Ultrassom com Etanol 80%
Filtracdo
inol Descarte matriz
H) vegetal
Fragdo Aquosa
(AQS)

Fragdo Aquosa
(AQS)

N-butanol
(3x 150 mL)

Fracdo Aquosa
(AQS)

)s extratos brutos e suas fracbes em diferentes



4.2 FLAVONOIDES TOTAIS

A determinacdo do teor de flay
Chang (2007), com modificagées. Em |
diretamente em cada pogo 180 pL de s
NaNO2 2,5 %. Apos seis minutos foran
de cinco minutos, foram adicionados 5
para a formacao do complexo flavonoic
padrao foi elaborada com quercetina (
leituras foram realizadas a 415 nm, tod:

e os resultados expressos em mg equiv

4 3PERFIL DE COMPOSTOS F
Para uma melhor identificacao f
Pesou-se 100 mg de extrato e foi adic
(HCI 1M em etanol 80%), a qual pern

resfriamento, completou-se volume ps

L L D T o ol F A D o
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onoides totais foi realizada segundo Xu e
microplacas de 96 pocos foram adicionados
olugcao dos extratos (0,2 g.mL-1) e 15 pL de
1 adicionados 15 pL de AICI3 10% e, depois
) uL de NaOH 1M. Aguardou-se 10 minutos
le-aluminio a temperatura ambiente. A curva
Sigma Chemical co.) (0,1-100 pg-mL-1). As
3s as analises foram realizadas em triplicata

alentes de quercetina (EQ).

ENOLICOS POR HPLC-UV

0i realizada uma hidrodlise acida nos extratos.
ionado 80 mL uma solucdo etandlica acida
1aneceu em refluxo a 75°C por 1h. Apdés o

ira 100 mL com a solugdo acida. Para a

BN B AN " A4 [ 1. \ o o INZ A RNILSS D e |



mnje¢dado, dos dillOstids 101dill Thithlalds ©
2019).

As analises dos compostos |
Ultimate 3000rs - Thermo Scienti
desgaseificador, injetor automatico e fo
Para separacao, foi usada uma coluna |
352C. As amostras foram diluidas em
filtradas (0,45 um) e injetadas no HPL(
acido acético 1% (A) e acetonitrila acidi
de 0,2 mL/min. Foi utilizado um gradient

Tabela 1. Gradiente de eluicéo.

Tempo (min)

0
25
40
50
51
60




diididas 1.1 (Vv/iv) COITI dgud (TAINGa €U dl.,

‘oram realizadas em um UHPLC (Dionex
fic) equipado com bomba quaternaria,
rno de coluna, acoplado a um detector DAD.
C18 (100 x 2.1 mm, 1.8 um - ACE Generix) a
fase movel A na concentracao 0,5 mg/mL,
>. A fase movel utilizada foi uma solugao de
icada 1% com acido acético (B), em um fluxo

e de eluicdo conforme a tabela 1.

A(%) B(%)
95 5
85 15
70 30
60 40
95

95




A deteccdo dos compostos foi fe
de onda de 259 e 370nm. A quercetina
retencao e espectro de absorgao comp:
compostos majoritarios. Como forat
semelhante a quercetina, os mesmos
guercetina, através de uma curva de ce
Chromeleon 7.

A quantificagcado foi realizada |
quercetina com 10 pontos (diluicdo seri
100pg/ml. A curva de calibragdo taml
linearidade. Os limites de deteccao
calculados pela relacao sinal/ruido, ond
analito que produz sinal de trés vezes
LOQ.

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE



40

2ita com um detector DAD nos comprimentos
foi identificada nas amostras pelo tempo de
arando a um padrao auténtico, sendo um dos
n identificados outros picos com perfil
foram quantificados como equivalentes de

libragdo com o padréo, utilizando o software

bor curva de padronizagdo externa com a
ada) em triplicata na concentracao inicial de
ném foi utilizada na avaliagdo da faixa de
(LOD) e de quantificagao (LOQ) foram
e 0 LOD foi definido como a concentracao do

a amplitude do ruido, e seis vezes para o



4.4.1 CEloal0 Urrr

A atividade antioxidante dos extr
do sequestro do radical livre 2,2-dife
(Scherer; Godoy, 2009) modificado. Em
20 pL das solugoes dos extratos em di
de uma solugcdo metandlica de DPPI
testadas nas concentragbées 0,5 mg.
adicionados 20 yL de DMSO. Todos os
em triplicata. As placas ficaram mantid
60min, e a leitura foi realizada a 517ni
Microplate Reader, Molecular Devices
radicais foi calculada da seguinte form
absorbancia AbsO é a do branco e a A
em diferentes concentragdes. Os indic
(concentracdo que reduz 50% dos ra
equacao da reta obtida da curva de

correspondente). A acao antioxidante fa



atos foram determinados através do método
>nil-1-picrilhidrazil (DPPH) de acordo com
microplacas de 96 pocos foram adicionados
ferentes concentracbes em DMSO e 280 pL
1 40 pg/mL. Solugdes dos extratos foram
'mL até 0,001 mg/mL. No branco foram
testes foram realizados em trés repeticdes e
as no escuro em temperatura ambiente por
n no leitor de microplacas (Spectramax 190
, CA, USA). A atividade de eliminagdo de
a: 1% = [(Abs0-Abs1) /Abs0] x 100, onde a
bs1 € a absorbancia na presenca do extrato
es foram utilizados para o calculo de IR50
dicais livres), que foi calculado através da
calibragcdo (concentracdo versus o indice

i expressa em IR50 (concentracao que reduz



50% dos radicais livres), calculado atrz

calibragdo (concentragao versus o indic

44.2 Ensaio ABTS

A atividade antioxidante dos extr
do sequestro do radical livre ABTS de
Inicialmente, forma-se o radical ABTS «
solucdo com absorbancia de 0,70%0,C
foram adicionados 270 pL do radical
extratos. Solugdes dos extratos foran
finais: 0,2 mg/mL até 0,000625 mg/m
DMSO. Apo6s 6 minutos de reagado no ¢
leitor de microplacas (Spectramax 190
USA). A atividade de eliminacdo de ra
[(AbsO — Abs1) / AbsO x 100], no qual

Abs1 é a absorbancia na presenca do

I T Y D B e N el o
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vés da equacgao da reta obtida da curva de

e correspondente).

atos foram determinadas através do método
> acordo com (Re et al.,, 1999) modificado.
jue sera diluido em etanol até obter-se uma
1, a 734nm. Em microplacas de 96 pocos
ABTS e 30 pL de cada concentragdo dos
1 preparadas nas seguintes concentragoes
L. No branco foram adicionados 30 pL de
>scuro, foi realizada a leitura em 734 nm no
Microplate Reader, Molecular Devices, CA,
dicais foi calculada da seguinte forma: 1% =
a absorbancia AbsO refere-se ao branco e

s extratos em diferentes concentracdes. Os



resuitados 10Ialll expresss eIl Inov
livres), que foi calculado através da eq

(concentracgéao versus o indice correspol

4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIA

4.5.1 Microrganismos

Os extratos foram testados cont
faecium ATCC 6569, Escherichia
ATCC25923 e Staphylococcus epider
testadas cepas de Candida albicans /
Candida glabrata 1M1C, Candida

Trichophyton rubrum.

4.5.2 Concentracao inibitéria mir
A determinacao da CIM foi realiz
de acordo com o protocolo do CLSI |
leveduras (2008), e M38-A2 para fun

testadas nos microrganismos variaram |



\CONCCTItrad0 (quc Tedusz oU7c UOs Iadildls
uacao da reta obtida da curva de calibracdo

1dente).

NA

ra quatro cepas de bactérias (Enterococcus
coli ATCC8739, Staphylococcus aureus
midis CCCD S010). Adicionalmente foram
\TCC 10231, Candida albicans ATCC 146,

parapsilosis, Candida tropicalis 30M1 e

1ima

ada pelo método de microdiluicdo em caldo,
VI7-A9 (2015) para bactérias, M27-A3 para
jos filamentosos (2008). As concentragcdes

entre 1000 pg/mL até 0,25 pg/mL.



Para as bactérias foi preparado i
equivalente a escala McFarland 0,5 (ab
espectrofotométrico (espectrobmetro T¢&
Unido). Em seguida, o in6culo foi a
Escherichia coli ATCC8739, Staphylocc
epidermidis CCCD S010. Para Entera
Caldo BHI. Quando a suspenséo de bat
final de bactérias foi de 5x10% UFC/mL.

Para as leveduras foi preparac
turbidez equivalente a escala McFarlan
Em seguida o inéculo foi ajustado em «
albicans ATCC 10231, Candida albic:
parapsilosis, Candida tropicalis 30M
inoculada no caldo a concentragao final

Para os fungos filamentosos foi

+Tween 40 a 0.05%, com turbide:

s 0 mga " pepmeny 200 O wme~N O NN\
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noculo em solucgao salina 0,9% com turbidez
sorbancia 0.08 a 0.13 a 625nm), por método
0+, PG Instruments, Leicestershire, Reino
justado em caldo de Mueller Hinton para
ccus aureus ATCC25923 e Staphylococcus
coccus faecium, o inoculo foi ajustado em

“térias foi inoculada no caldo a concentracao

lo indbculo em solugédo salina 0.85%, com
d 0,5 (transmitancia 85% a 90% a 530 nm).
aldo de RPMI para as espécies de Candida
ans 146, Candida glabrata 1M1C, Candida
. Quando a suspensdo de leveduras foi
de bactérias foi de 0.4 a 5x10° UFC/mL.

preparado in6culo em solugao salina 0.85%

z equivalente a escala McFarland 0,5

. e~ g 0w ey o, gy 9% rrAR ARl



(uarnsmitariCla o7 a /U7 4d ooV T1h). 7
de obter concentracgdo 0.4 a 5x10* UFC,

O ensaio foi realizado em micr
(inéculo do microrganismo testado e me
esterilidade (meio de cultura sem n
microrganismo e a solugdes com os ext

Todas as analises foram em 3
incubadas a 35°C por 24h para bacté
35°C por 72h para fungos filamentoso
para minimizar as perdas do meio de ¢
adicionado 15 pL de risazurina a 0,019
4h. A CIM do composto foi determinad
crescimento visivel do microrganism
coloracdo do corante resazurina (célu

enquanto que células vivas metabolizan



A SUSPENCAO 101 dliulda €11l CaldO Rrivil a T
'mL.

oplaca de 96 pocos, com controle positivo
io de cultura a 2,5% de DMSO), controle de
licrorganismo) e pogos teste contendo o
ratos de P. myrtoides.

- repeticdes e duplicatas. As placas foram
rias, a 35°C por 48h para as leveduras e a
s. Adicionalmente as placas foram seladas
ultura. Para a visualizacao do resultado, foi
o € em seguida incubados a 35°C por mais
a pela concentragdo mais baixa que inibiu o
0, que foi confirmado pela mudanca na
las mortas permanecem coradas em azul,

1 0 corante que muda de cor para rosa).



4.5.3 Concentracao bactericida ¢

Para determinar a concentragé
realizado de acordo com (CLSI, 1999).
observado crescimento na determinag;
Petri em meio de agar Mueller-I
Staphylococcus aureus ATCC25923 e
agar BHI para Enterococcus faecium, ¢
bactérias. O teste foi realizado em tripli
de 99,9% (falta de crescimento) em célu

Para determinar as concentrace
realizado de acordo com M27-A3 CLSI «
para fungos filamentosos. Aliquotas de
crescimento na determinacao da CIM
leveduras a 35°C por 48h e para os fun
O CFM foi definido como diminuicao

viaveis.
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> fungicida minima

o bactericida minima (CBM) o ensaio foi
Aliquotas de 20 pL dos pogos onde néo foi
50 da CIM, foram semeadas em placas de
inton para Escherichia coli ATCC8739,
 Staphylococcus epidermidis CCCD S010;
> incubadas em estufa a 35°C por 24h para
catas e a CBM foi definida como diminuicdo
las viaveis.

)es fungicidas minimas (CFM) o ensaio foi
(2008) para leveduras e M38-A2 CLSI (2008)
> 20 yuL dos pocos onde nao foi observado
foram semeadas em agar sabouraud para
jos filamentosos agar CSDA a 35°C por 72h.

le 99,5% (falta de crescimento) em células



46 DETERMINACAO IN
(CHECKBOARD)

O estudo da interagdo entre os €
de acordo com o método do tabuleir
2005). Com base nos valores da CIM
caldo Mueller Hinton dos extratos
apresentaram concentragdes que varic
1/128 para extratos e 1/256 para antibat

Em microplacas de 96 pocos, for
das diluigdes do antibacteriano, e na ho
adicionados 10 pL de suspencao bact
foram incubadas a 35°C por 24h e par
resazurina a 0,01%, e em seguida incut

Para os fungos, foram adicionac
vertical 50 pL das diluicbes do antifun

seguida foram adicionados 100 pL de s



/ITRO DA  ATIVIDADE SINERGICA

xtratos, antibiotico e antifungico foi realizado
0 de xadrez (Checkboard method) (Lorian,
de bactérias foram preparadas solucdoes em
e da Tetraciclina. As solugdes obtidas
ram da CIM a concentracdes subinibitorias
cteriano/antifungico (Anexo 11).

am adicionados na orientacao vertical 50 pL
rizontal 50pL dos extratos. Em seguida foram
eriana contendo 5x10° UFC/mL. As placas
a a leitura final foram adicionados 15 pL de
yados a 35°C por mais 4h.

los numa placa de 96 pocos na orientagao
jico, € na horizontal 50uL dos extratos. Em

suspencao fungica contendo 5x10° UFC/mL.



As placas foram incubadas a 35°C por
15 pL de resazurina a 0,01%, e em segt

A interpretacao destas interagoe
Concentracao Inibitéria Fracionada (FlI
associagcao antibacteriano e extrato/
antibacteriano e extrato /CIM do agente
interpretados como uma interagao siné
parcial. Uma interagao indiferente quan

< 2,0 e um efeito antagénico quando FIC

4.7 ANALISE ESTATISTICA
A analise estatistica dos dados
de Kruskal-Wallis, para dados nao par
para revelar diferencas estatisticas ent
médias, utilizando um nivel de significar

Para a analise das correlacdes

Y U o e e T B2
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24h e para a leitura final foram adicionados
Jida incubados a 35°C por mais 4h.

s foi realizada através do calculo indice da
Cl) pela seguinte equacao FICI = (CIM da
CIM de extrato) + (CIM da associagao
antibacteriano). Valores do FICI < 0,5 foram
rgica total; 0,5 < FICI < 0,75 um sinergismo
lo os valores do FICI foram entre 0,75 < FICI
| foi maior que 2,0 (FADLI et al., 2012).

experimentais foi realizada a partir do teste
ameétricos, seguido do pos-teste de Duncan
re os extratos através do rankeamento das
Icia de 5%.

da atividade antioxidante pelo método DPPH

. T T T T T



€ AD 1o COITl O Ie0r de COMmMpoOostos 1eno
de correlacao de Pearson (r). Todas a:
SAS.

5. RESULTADOS

5.1 OBTENCAO DOS EXTRATC

Os rendimentos dos extratos ob

e suas fracdes estao apresentados na t
do extrato bruto etandlico e aquoso das
Os extratos foram submetidos
(HPLC) para tracar o perfil quimico d:

cromatogramas tipicos obtidos antes e ;



1COS OLals 10raim determirnados O cocelicierte

s analises foram feitas utilizando o software

S

tidos a partir da extracdo dos extratos brutos
abela 2. Pode-se observar o alto rendimento
fragoes.

- a cromatografia liquida de alta eficiéncia
e cada extrato. As Figuras 6 a 9 mostram

apos a hidrolise.



Tabela 2. Massa e rendimento das extragde

folhas. As parti¢cdes foram realizadas a part

EXTRATO BRUTO MASSA

Hexano
Etanol 80%
PARTICOES
Diclorometano
Acetato de etila
N-butanol
Agua

5.2 AVALIACAO DOS COMPOS
Tanto nas Figuras 6 e 7, cc
praticamente todos picos encontrados
qguercetina, visto que apods a hidrolise, ¢
demais picos praticamente desaparece

dos picos eram similares ao espectrc

PP AR < JE R [ [
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s obtidas nos extratos brutos a partir de 200g de
ir de 30g do extrato bruto de Etanol 80%.

OBITIDA (g) RENDIMENTO (%)
6,37 3,18
33,6 16,8
4,17 13,9
10,46 34,86
8,06 26,86
15,97 53,23

TOS FENOLICOS

mo nas Figuras 8 e 9, observamos que
eram flavonoides glicosilados derivados de
 pico de quercetina aglicona aumentou, € os
ram. Além disso, os espectros de absorcao

) da quercetina aglicona. Apdés a hidrodlise

ke I Al et~ v o At fimam A AN (T AL A6~



wallivcocilil 1Vl UvotTl vadauu a pPiIcoClivya Uc U
2), entretanto foram quantificados em €

similaridade de espetros de absorgao dt

Tabela 3. Analise de compostos fendlicos n

(mg/g de extrato) apds a hidrélise acida.

uv
Composto TR (nm) UVmax ETOF

A (NI) 36,2 259 254/370 0,57+0,
Quercetina 42,3 259 255/371 11,210,
B (NI) 47,3 259 265/365 0,610,
C (NI 48,4 259 255/371 0,22+0,

(NI) compostos nao identificados, mas qu
tempo de retengao; UV Comprimento de ol

acetato de etila; DIC: fragao diclorometano;

Em todos os extratos foram i
hexanico. Nota-se que foram encontrac
no extrato obtido com acetato de etila, «

Além disso, o composto A nao identific



Ut vo v LUINNpPvolUo 11iau idoiidiivaduvo |\ advutcia
quivalentes de quercetina por apresentarem

s flavonoides (Anexo 2).

o0s extratos de P. myrtoides através de HPLC-UV

1 ACET DIC N-BUT AQS
07 - - - -
01 62,613 - - -
05  5,53t0,1 - - -
02  0,87+0,1 - - -

antificados em equivalentes de quercetina; (TR)
1da; ETOH: extrato etandlico 80%; ACET: fracao
N-BUT: fragao n-butanol; AQS: fragdo aquosa.

dentificados flavonoides, exceto no extrato
los valores elevados de quercetina aglicona
“hegando a 6,5% da composi¢cao do extrato.

ado, mas quantificado como equivalente em



guercetina, chega a mais de 13% do to

guercetina, correspondem a 22% do tot:

560 ¥

4504

4004

350

2504

200

r T T T
102 150 200 250 300

Figura 6. Cromatograma do extrato ETOH

nm.
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tal do extrato, juntos, os compostos A, B e a

3l do extrato.

Quercetina

antes da hidrélise acida. Detector DAD em 259



4504

350

250

200

r T T T T
102 150 200 250 300

Figura 7. Cromatograma do extrato ETOH

nm.
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Figura 8. Cromatograma da fragdo acetatc

em 259 nm.
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Quercetina

l

e —

380 400

450

500

552

) de etila antes da hidrolise acida. Detector DAD




5004

4504

3504

Figura 9. Cromatograma da fragao acetato

em 259 nm.

5.3 FLAVONOIDES TOTAIS
A quantidade de flavonoides to

nos diferentes solventes esta descrito |



Quercetina l ‘ ' |

T T T T m
350 400 450 500 85,

de etila depois da hidrolise acida. Detector DAD

tais dos extratos das folhas de P. myrtoides

1a Tabela 4. Pode-se observar que o extrato



acetato de etila apresentou o valor ma
comparado as fragdes e extratos brutos
utilizado e a polaridade podem afetar
hidrogénio, que € aspecto-chave

consequentemente na capacidade antio

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Foi determinada a capacidade de
partir de dois métodos antioxidantes
resultados da Tabela 4, todos os extra
de radicais livres, com atividade mais fo
etila apresentou maior inibicdo do radic
método DPPH. Ja no ABTS, os extratos
capacidade de eliminagcao de radicais li\
e estes nao apresentarem diferenca sig

Tabela 4. Atividade Antioxidante dos extr:

IDEN MAtAaArmvairmeos s o AAacs flaviamaaidAcs AT~



48

is elevado (p<0,05) 674 + 0,6 mg/g, quando
. Para (Rockenbach et al., 2008), o solvente
a transferéncia de elétrons e de atomos de
na extracdo de flavonoides totais e

Xidante.

> eliminacdo de radicais livres dos extratos a
quimicos, DPPH e ABTS. Conforme os
tos apresentaram capacidade de eliminacao
rte nas fracdes polares. O Extrato acetato de
al quando comparado aos outros extratos no
, ACET e ETOH se destacaram quanto a sua
/res quando comparado aos demais extratos,
nificativa (p>0,05) entre si (Anexo 7).

atos nos ensaios DPHH e ABTS expressos em

NI s s v v v AA AvbresE s



HiJuv. Jolcliiimiaydv UVo 1HHavuUulivIuGTo vidio,

EXTRATOS DPPH (IR50)

Hexano 85,3 + 3,05
Etanol 80% 7,47 £0,36°
Diclorometano 81,2 £0,59¢
Acetato de etila 6,38 +0,29°
N-butanol 11,5 +0,35¢
Agua 7,5 +0,48¢°
Quercetina 3,93 +0,05°

Letras diferentes na mesma coluna ap
(p<0,05%).

5.5 ATIVIDADE ANTIBACTERIA

5.5.1 Concentracdo inibitéria mi

Os resultados da concentragéao

antibidtico convencional para as quatrc
Tabela 5.

O extrato hexanico apresentou

de impedir o crescimento de trés espé:



CAMITOOUO Tl TTTYy/ly UT TAUALU.

ABTS (IR50) FLAVONOIDES
93,3 +5,86' 311 +1,89"
5,76 +0,30° 593 + 0,37°
85,7 +0,96° 450 +1,13°
5,81 +0,31° 674 + 0,56°
8,29 + 0,79¢ 502 + 0,12°
6,98 + 0,49° 504 + 1,83°
1,15 +0,04° -

resentam diferenca significativa no valor de

NA
1ima (CIM) E bactericida minima (CBM)
inibitéria minima dos extratos, fracdes e do

) cepas de bactérias estdo apresentados na

melhor potencial de inibi¢ao, pois foi capaz

cies de bactérias (E. faecium, S. aureus, S.



epidermidis), nas respectivas concent
sendo consideradas com forte agcao pat

menor que 100 pg/mL, de acordo com &

Tabela 5. Concentragéo inibitdria minim:

diferentes solventes testadas em bactérias

Extratos E. coli E. f:

Hexano -
Etanol 80% -
Diclorometano -
Acetato de etila -
N-butanol -
Agua -
Tetraciclina 0,0001 0,

Legenda: (-) Crescimento bacteriar

Com relacao a CBM, o unico ex
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-acdes 64 pg/mL, 32 pg/mL e 128 pg/mlL,
a 0S microrganismos que apresentam a CIM
classificacao de COS et al., 2006.

a (ug/mL) dos extratos de P. myrtoides em

gram (-) e gram (+).

\ecium S. aureus S. epidermidis
64 32 128
- 1000 -
- 256 -
- 100 -
0005 0,0002 0,002
0.

trato que apresentou atividade bactericida foi



o hexanico, e apenas contra estirpe

extratos ndo apresentaram capacidade

5.6 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

5.6.1 Concentracao inibitéria mi

Neste procedimento, os extrato

em cinco leveduras e um fungo filal
excelentes concentracdes de inibicdo,

razdes: (1) Os extratos apresentaram

pg/mL para as cepas testadas, val
microrganismos de acordo com (Cos
essa concentragdo é para CIM de

concentracao capaz de inibir 100% d
IC100; (3) Os extratos ETOH, ACET e

os padroes utilizados (FCZ e ANF B) pa



5. epidermidis (CBM = 0,2 mg/mL), demais

bactericida (Anexo 9).

1ima (CIM) E Fungicida minima (CFM)

s e dois antifungicos padrdes foram testados
mentoso. Todos os extratos apresentaram
dados apresentados na Tabela 6, por trés
concentragoes de inibicdo abaixo de 100
or considerado relevante e seletivo para
et al., 2006); (2) O mesmo autor relata que
IC50, e neste trabalho, considera CIM a
o0 crescimento do microrganismo, ou seja,
AQS apresentaram CIM igual ou menor que

ra C. glabrata e C. parapsilosis. (Anexo 8).



Tabela 6. Concentragao inibitéria minima (

leveduras e fungos filamentosos.

C. albicans C. albicar

Extratos 102 146
Hexano 32 64
Etanol 80% 8 16
Diclorometano 32 32
Acetato de etila 8 128
N-butanol 8 32
Agua 16 8
Fluconazol 0,5 0,5
Anfotericina B 0,06 0,25

Para determinar a CFM, os e}
partir do MIC até 1024ug, os resul

observadas acgoes letais em espécies d

Tabela 7. Concentracdo fungicida minima

leveduras e fungos filamentosos.
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g/mL) em diferentes solventes testada em

'S ¢ glabrata C. parapsilosis T. rubrum

2 4 8
2 2 32
4 4 512
8 8 128
4 4 128
2 4 32
2 2 4
0,25 0,25 0,06

<tratos foram testados em concentracdes a
tados estido contidos na tabela 6, sendo

e Candida spp e T. rubrum (Anexo 10).

(ug/mL) dos diferentes solventes testados em



Extratos C. albicans 102 C. albi

Hexano
Etanol 80% -
Diclorometano 256
Acetato de etila -
N-butanol 128 ¢
Agua -

5.7ENSAIO CHECKBOARD
5.7.1 Bactérias
Os valores para as concentl

concentracao inibitéria fracionada da a
bactérias (S. aureus, S. epidermidis e |
O extrato hexanico foi o unico que a
bactérias testadas, sendo elas S. aureu
faecium (IFI1C:0,5).



-ans 146 C. glabrata C. parapsilosis T.rubrum
- 8 128 -
32 32 8 -
- 4 64 -
- - 32 -
4 - 32 -
8 4 8 32

acdes inibitérias minimas e o indice da

ssociacao Tetra/Extratos frente as cepas de

. faecium) estao apresentados na Tabela 7.

presentou sinergismo para trés das quatro
s (IFIC: 0,498), S. epidermidis (IFIC: 0,01), E.



Tabela 8. Avalicdo in vitro das interac¢des

estirpes de bactérias. (Resultados expressc

Extrato MIC(E) MIC (T) FIC(T) FIC(E)

HEX 32 0,25
ETOH 1024 0,25
DIC 256 0,25
ACET 100 0,25

HEX 128 2

HEX 64 0,5

Staphylc
8 0,062
512 0,125
128 0,007
100 0,25
Staphyloco
16 0,007
Enteroc
16 0,125

(MIC(E)): Concentracao Inibitéria Minima

Minima da Tetraciclina; (FIC(T)): Contraca

Concentracédo Inibitéria do Extrato; (FI(
Tetraciclina Calculada; (FIC(E)-Cal): Contr
(IFIC): Soma do FIC(T)-Cal e FIC(E)-Cal.
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entre o antibidtico Tetraciclina/Extratos frente as

S em pg/mL).

FIC(T)-Cal FIC(E)-Cal IFIC _ Atividade

COCCUS aureus

0,25 0,248 0,498 Sinergismo Tetra
0,5 0,5 1 Aditividade
0,5 0,028 0,528 Aditividade

1 1 2 Indiferente

ccus Epidermidis

0,125 0,0035 0,01 Sinergismo Tetra
occus faecium

0,25 0,25 0,5 Sinergismo

do Extrato; (MIC (T)): Concentragcdo Inibitéria
o Inibitéria Fracionada da Tetraciclina; (FIC(E)):
C(T)-Cal): Contracédo Inibitéria Fracionada da

acao Inibitéria Fracionada do Extrato Calculada



5.7.2 Fungos
Para avaliar a atividade sinérgic
T. rubrum), os extratos foram combi
Fluconazol e Anfotericina B. As Tabel

checkboard.

Tabela 9. Avalicao in Vitro das interagoes

espécies de Candida spp. e T. rubrum. (Re:

MIC FIC
Extrato
MIC(E) (F) FIC(F) (E)

Cal
HEX 32 0,5 0,062 16
ETOH 8 0,5 0,5 8
DIC 32 0,5 0,5 32
ACET 8 0,5 0,25 0,5
N-BUT 8 0,5 0,125 0,125




a frente as cepas de fungos (Candida spp. e
nados com os antifungicos convencionais,

as 8 e 9 contém os resultados do método

entre o antifungico Fluconazol/Extratos frente as

sultados expressos em pg/mL).

FIC(F)-  FIC (E)-

Cal Cal IFIC Atividade
1dida albicans 102
0,125 0,5 0,625 Aditivo para Hex
1 1 2 Indiferente
1 1 2 Indiferente
0,5 0,062 0,562 Aditivo para Acet

0,25 0,015 0,265 Sinergismo




AQS

HEX
ETOH
DIC
ACET
N-BUT
AQS

HEX
ETOH
DIC
ACET
N-BUT
AQS

HEX
ETOH

16

64
16
32
128
32

N DM oo A NN DN

0,5

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

N D D NN DNDN

0,125 0,125
Car
0,5 1
0,125 4
0,001 32
0,5 128
0,5 32
0,5 8
C
0,25
2 0,5
0,5 0,125
0,5 0,25
1 0,5
2 0,125
Ca
0,5 0,5
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0,25 0,007
1dida albicans 146
1 0,01
0,25 0,25
0,002 1
1 1
1 1
1 1
andida glabrata
0,125 0,125
0,25 0,25
0,062 0,031
0,062 0,031
0,125 0,25
0,25 0,062
ndida parapsilosis
0,25 0,125

0,5 1

0,257

y
0,5

1
2
2
2

0,25
0,5
0,093
0,093
0,375
0,312

0,375
1,5

Sinergismo

Aditividade para Ext
Sinergismo
Aditividade para Ext
Indiferente
Indiferente

Indiferente

Sinergismo
Sinergismo
Sinergismo
Sinergismo
Sinergismo

Sinergismo

Sinergismo
Aditividade



DIC 4 2 0,125 0,25
ACET 8 2 2

N-BUT 4 2 2 4
AQS 4 2 2 4
HEX 8 4 1
ETOH 32 4 1
DIC 512 4 12 4
ACET 128 4 32 0,003
N-BUT 28 4 6 0,25
AQS 32 4 2 1
(MIC(E)): Concentracao Inibitéria Minima

Minima do Fluconazol; (FIC(F)): Contraca

Concentragao
Fluconazol Calculada; (FIC(F)-Cal): Contr:
(IFIC): Soma do FIC(F)-Cal e FIC(E)-Cal.

Inibitéria do Extrato; (FI(

O sinergismo variou entre as ce

extratos com os dois antifungicos conve



0,062 0,062 0,125 Sinergismo

1 1 2 Indiferente
1 1 2 Indiferente
1 1 2 Indiferente
T. rubrum
0,25 0,25 0,5 Sinergismo
0,125 0,25 0,375 Sinergismo
1 1 2 Indiferente
0,25 0,003 0,253 Sinergismo
0,125 0,062 0,187 Sinergismo
0,062 0,25 0,312 Sinergismo

do Extrato; (MIC (F)): Concentracdo Inibitdria
b Inibitéria Fracionada da Tetraciclina; (FIC(E)):
C(T)-Cal): Contragao Inibitéria Fracionada do

acao Inibitéria Fracionada do Extrato Calculada

pas e também para a combinagao dos

ncionais. O extrato ACET combinado ao FCZ



foi o mais eficaz frente C. glabrata (Ane

uma reducdo da CIM do antifungico no

isolado.

Com a ANF B, C. glabrata (An

farmacos assim como T. rubrum. O ext

C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis

diminuiu em 4, 7,3 e 3 vezes para as ce

Tabela 10. Avalicdo in Vitro das interagdes

as espécies de Candida spp. e T. rubrum. (|

Extrato MIC(E) MIC (A) FIC(A) FIC(E
Car
HEX 32 0,06 0,003 8
ETOH 8 0,06 0,007 2
DIC 32 0,06 0,007 8
ACET 0,06 0,003 2
N-BUT 0,06 0,015 1
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x0 12) e T. Rubrum, nos quais apresentaram

valor de 7 e 6 vezes menor do que quando

>xo 13) foi mais sensivel a acdo dos

rato ACET obteve melhor resultado frente a

> € T. rubrum, o valor da CIM para a ANF B

pas, respectivamente.

entre o antifungico Anfotericina B/Extratos frente

Resultados expressos em pg/mL).

) FIC(A)-Cal FIC(E)- Cal IFIC Atividade
1dida albicans 102
0,05 0,25 0,38 Sinergismo
0,13 0,25 0,38 Sinergismo
0,13 0,25 0,38 Sinergismo
0,05 0,25 0,3 Sinergismo
0,25 0,125 0,375 Sinergismo



AQS

HEX
ETOH
DIC
ACET
N-BUT
AQS

HEX
ETOH
DIC
ACET
N-BUT
AQS

HEX
ETOH
DIC

32

64

16

32
128
32

N &~ 00 A DNDN

0,06

0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25

N N D N DNDN

0,015

0,06
0,06
0,06
0,03
0,03
0,06

0,25
0,125
0,01
0,01
0,007
0,007

0,5
0,5
0,5

8
Cal
16

32

C
0,125
0,125

0,5
0,125
0,125
0,03
Ca
1
0,25
0,03




0,25

0,25

1dida albicans 146

0,25
0,25
0,25
0,13
0,13
0,25
andida glabrata
‘. 0,125
‘. 0,06
0,005
‘. 0,005
‘. 0,003
0,003
ndida parapsilosis
0,25
0,25
0,25

0,25
0,25
0,03
0,25
0,25
0,25

0,06
0,06
0,125
0,015
0,03
0,015

0,25
0,125
0,007

0,5

0,5
0,5
0,28
0,38
0,38
0,5

0,185
0,12
0,13
0,02

0,033

0,018

0,5
0,375
0,257

Sinergismo

Sinergismo
Sinergismo
Sinergismo
Sinergismo
Sinergismo

Sinergismo

Sinergismo
Sinergismo
Sinergismo
Sinergismo
Sinergismo

Sinergismo

Sinergismo
Sinergismo

Sinergismo




Extrato MIC(E) MIC (A) FIC(A) FIC(E

ACET 8 2 0,25 1

N-BUT 4 2 0,25 0,5
AQS 4 2 0,5 0,5
HEX 8 0,06 0,015

ETOH 32 0,06 0,007 4
DIC 512 0,06 0,003 64

ACET 128 0,06 0,007 8

N-BUT 128 0,06 0,007 16
AQS 32 0,06 0,007 8

(MIC(E)): Concentracao Inibitéria Minima d
Minima da Anfotericina B; (FIC(ANF B)): C
(FIC(E): Concentracao Inibitoria do Extrato;
da Anfotericina Calculada; (FIC(E)-Cal):
Calculada; (IFIC): Soma do FIC(T)-Cal e FI(
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) FIC(A)-Cal FIC(E)-Cal IFIC Atividade

0,125 0,125 0,25 Sinergismo
0,125 0,125 0,25 Sinergismo
0,25 0,125 0,375 Sinergismo
T. rubrum
0,25 0,125 0,375 Sinergismo
0,13 0,125 0,255 Sinergismo
0,065 0,125 0,19 Sinergismo
0,13 0,06 0,19 Sinergismo
0,13 0,123 0,255 Sinergismo
0,12 0,25 0,38 Sinergismo

0 Extrato; (MIC (ANF B)): Concentracao Inibitoria
ontracao Inibitéria Fracionada da Anfotericina B;
(FIC(T)-Cal): Concentracao Inibitoria Fracionada
Concentracédo Inibitéria Fracionada o Extrato
>(E)-Cal.



0. UIoUUOOAV
6.1 RENDIMENTO
A matriz vegetal de P. myri
entre ultrassom e seguida pela ex
diferentes rendimentos. Como ap
80% obteve maior rendimento, com
material vegetal. Em trabalhos pré
etandlico apresenta alto rendimentc
abyssinica (Kifle et al., 2021) e Budd
Os processos de extracao
matriz vegetal, os quais irao reuni-Ic
sua utilizacao para outros fins. Para
com o6timo rendimento, € preciso de
do substrato, tempo, temperatura,
solvente a ser utilizado (Franzen, 20
O etanol é produzido em esc

acesso, com baixa toxicidade e pc



ides passou por duas etapas, diferenciadas
tracdo liquido-liquido, nos quais resultaram
resentado na Tabela 2, o extrato de Etanol
a maior quantidade de compostos polares no
vios também foi observado que o extrato
) de extragcdo, como das folhas de Hagenia
leja polystachya (Getahun et al., 2021).
onsistem na liberacdo dos componentes da
S ho mesmo concentrado, a fim de viabilizar
alcancar um produto de melhor qualidade e
finir métodos, caracteristicas fisico-quimicas
propor¢cao de solvente/material vegetal e o
18; Lukitanshing et al, 2020).

ala mundial, tornando-o um solvente de facil

ssivelmente proveniente de materiais



renovaveis. E caracterizado como
associado a agua, 0 que potenci:
espectro de agcao e maior rendim

Baqueta et al., 2017).

6.2 DETERMINACAO DOS COl

Os compostos fenodlicos foram
acida nos extratos e suas fragdes. A g
quantidade, com mais de 60 mg/g na
dados na tabela 3. Essa substancia e
género Psidium spp. (Bezerra et al., 202
2017; Senanayake ET AL., 2018).

A quercetina € flavonoide enc
encontrado em seus varios glicoside:
isoquercitrina, quercetina-4'-glicosideo |

e rutina (quercetina-3-rutinoside). De ac

= g @



55

um o6timo solvente, principalmente quando
liza sua funcdo extratora ao ampliar seu

onto de extrato vegetal (Otta et al.,, 2017,

IPOSTOS FENOLICOS

determinados apdés o processo de hidrolise
uercetina aglicona foi a substancia de maior
fracdo acetato de etila de acordo com os
sta presente em outras espécies do mesmo

0; Macaubas-Silva et al., 2021; Ortega et al.,

ontrado em espécies vegetais e pode ser
DS, como quercetina-3-glicosideo (Q3G ou
Q4'G), quercetina-3,4'-diglicosideo (Q3,4'G )

ordo com Yang et al., 2019, a hidrdlise acida

Y. . ] N



101 apliCalda Tlia rdtfa para queE suda (gu
composta por uma molécula de querce
antioxidantes e anti-inflamatoérias. Ap:
puderam observar que a conversao
atividades antioxidantes, anti-inflamatc
os dados deste trabalho.

A hidrolise acida é um proces
alternativo para determinacao de flavon
glicosideos para cada flavonoide descr
padrdes comerciais. (Hertog, 1992; Hc
desfecho desse método pode ser in
flavonoide, solvente utilizado, tempo d
do acido empregado, temperatura da
hidrolise incompleta do glicosideo, ent
Rodriguez-Amaya, 2008). Posteriormer
partir de métodos cromatograficos, com
(MS), nos quais irdo quantificar e ident

amostra, ou extrato, como proposto nes



anurcacao 1055€ I1eallZalda, Ulrla veZ qQue €
tina e um grupo C3, e possui propriedades
5s realizarem a hidrélise acida na rutina,
da rutina em quercetina aumentou suas

ria e anti-adipogénica, o que corrobora com

so de preparacdao de amostra, um método
oides, visto que ha uma ampla variedade de
ito e nem todos estdo disponiveis dentro de
ffmann-Ribani; Rodriguez-Amaya, 2008). O
fluenciado pelo tipo de acgucar ligado ao
> extragdo da desglicosilagao, concentragcao
extracao, além da degradagdo ou mesmo
ao necessita de atencdo (Hoffmann-Ribani;
ite, essa amostra hidrolisada € analisada a
o 0 UHPLC e pelo espectrdbmetro de massas
ificar os flavonoides agliconas presentes na

te trabalho.



Portanto, o método de hidrélis
flavonoides agliconas nos extratos, col
esse € o primeiro estudo com aplic:

fracionados das folhas de P. myrtoides.

6.3 FLAVONOIDES TOTAIS E A
Os extratos ACET e ETOH apre
totais (Tabela 4). Estes tiveram um perfi
hidrolise, além de maiores conce
cromatograma (Figura 9 e 7). O alto
acetato de etila também foi encontrado
Es-Safi, 2022), assim como para o ex
2021; Dibacto, 2021).
O extrato acetato de etila
concentracao de flavonoides totais, comnr

solvente, a diversidade dos compostos
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e acida foi eficaz para a determinagao dos
N maior concentragdo no acetato de etila e

3cao desse método em extratos brutos e

TIVIDADE ANTIOXIDANTES

sentaram maior concentragcao de flavonoides
| quimico mais complexo apds o processo de
ntracbes de substincias presentes no
teor de flavonoides presente no extrato de
em outros trabalhos (Nurcholis, 2021; Fadil &
trato ETOH (Zhang et al, 2021; Long et.al,

da espécie P. myrtoides obteve maior
1 p<0,05. O alto teor é devido a polaridade do

bioativos encontrados no extrato e também

I LY 2 L e



pP€ia €icvala (quantdadc ac quercctria
(Dibacto, 2021). O extrato apresenta va
e, portanto, tem um grande potencial a
extrato em quercetina aglicona.

Apés a identificacdo e quantif
potencial antioxidante desses extrato
radicais livres. Portanto, realizaram-se ¢
e ABTS, e novamente, ACET e ETOH
(Tabela 4). Para o método DPPH, /
enquanto para ABTS, ndao houve diferer

O IC50 para o DPPH (Tabe
antioxidante sintético BHA (8,23 pg/mL
padrdes ja estabelecidos (Scherer & C
diretamente relacionada diferentes estr
DPPH, bem como a solubilidade, polar
podem interferir na acdo do extrato

compostos majoritarios, como a quercel



EXPressd apos O pProcesso ade nidrolse aclda
lores maiores que outras espécies do género

ser investigado, chegando a mais de 6% do

cacao dessas substancias, investigou-se o
s ricos em flavonoides na eliminacdo de
lois métodos padrao de antioxidantes, DPPH
se destacaram como os melhores extratos
\CET teve melhor resposta, com P<0,05,
1¢a significativa.

la 4) dos extratos foram menores que o
e o flavonoide isolado rutina (12,09 pg/mL),
iodoy, 2009). Essa forte acdo oxidante esta
uturas estereoquimicas de ABTS * e radicais
idade e capacidade quelante de metais que
(Ita; Eduok, 2022). Além da presenca dos

ina.



A quercetina tem se destacadc
para suas propriedades antioxidantes a
hidroxilas capazes de sequestrar radi
Beardsell et al., 20717). Apresentou
gentamicina in vitro e in vivo (Bustos el
capacidade de interferir na replicagao
Pierro et al., 2021). Essa substancia
género Psidium, como no extrato hidron
Do Nascimento et al., 2021), extrato
Kempka, 2019), apresentando ativid:
resultados encontrados no presente est

Apos os resultados obtidos nos
foi identificado que os extratos com ma
que tinham melhor atividade antioxidz
flavonoide - antioxidante, foi aplicado o

A Correlacdo de Person avalic
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) em diversas pesquisas, as quais apontam
partir da sua estrutura quimica composta por
ais livres (Li et al., 2018; Xu et al., 2019;
ofeito no estresse oxidativo induzido pela
“al., 2016), e no COVID-19, demonstrando a
do SARS-CoV-2 (Derosa Et Al., 2020; Di
esta presente em extratos de espécies do
1etanolico das folhas de P. guineense (Felipe
aquoso de P. guajava (Dacoreggio; Moroni;
3de antioxidante e corroborando com os
udo (Tabela 4).

métodos de flavonodides totais e antioxidante,
jores teores de flavonodides também eram os
nte. Portanto, para observar essa relacao
teste de correlagao de Person.

)u os flavonoides totais e a capacidade de

P T T N L~ T T N O\ P — -



Ciminagao de radiCals 1ivies nos dolis It
para o DPPH e R= -0,9502 para
flavonoides dos extratos e sua atividade
foi negativo, pois quanto menor a conc
antioxidante, o que corrobora com 0s es
Fernandes et al., (2014).

Visto isso, confirma-se que
contribuintes para a atividade antioxidzs
fatores importantes no efeito benéfico c
Xu, 2016). Devido a estrutura quimica
Hidrogénio para os radicais livres, que ¢

Os métodos foram realizados in
extratos em modelo in vivo para podern

radicais livres num organismo animal.

6.4 ATIVIDADE ANTIBACTERIA
Dos seis extratos testados, quai

cepas bacterianas, com destaque par:



ICLOU0S alntoxidarites. U valor de n—= -U,99/9
ABTS, demonstrou forte correlagdo entre
 antioxidante. Nesta correlacao, o valor de R
entracdo do extrato, melhor sua capacidade

tudos de Youwei; Jinlian; Yonghong (2008) e

»  compostos fendlicos sao importantes
ainte observada nos extratos, e sdo um dos
lesta planta (El Jemli et al., 2016; Islam; Yu;
dos flavonoides, eles facilitam a doacao de
era estabilidade nessas moléculas.

vitro, portanto, deve-se investigar esses dois

10S observar se ha atuacgao na eliminagao de

NA.
ro apresentaram atividade inibitoria frente as

a 0 hexano e acetato de etila. Esses dois



extratos apresentaram MIC menores q
também observaram o potencial de init
2011; Eve, 2020; Akbar et al., 2020), ¢
Degu et al., 2021; Ling et al., 2021).

A sensibilidade de bactérias
submetidas a produtos naturais, pod
membrana externa formada de polipept
et al., 2016). A membrana externc
citoplasmatica, impedem a chegada
citoplasmatica evitando sua desintegra
(Zhang et al., 2018; Guimaraes et al., 2

Esse mecanismo de defesa pre
impedir a forte acao inibitoria do extrat
na gram+ S. aureus. O solvente hexar
apolares, como terpenos e acidos gt

membrana plasmatica causando dan

—
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ue 100 pg para S. aureus, e outros estudos
icAo do extrato hexanico (Akinyele & Okoh,

1Ssim como o acetato de etila (Akbar, 2020;

5 gram+ comparada as gram-  quando
e ser ocasionada pela auséncia de uma
idios que é encontrada nas gram- (Mardigan
, além da parede celular e membrana
das substéncias bioativas na membrana
cdo, o que foi observado por outros autores
019).

'sente nas bactérias gram- nao foi capaz de
b hexanico na cepa E. faecium, assim como
lico tem a capacidade de extrair compostos
axos, cuja agcao pode ser diretamente na

)S € consequentemente o vazamento dos



componentes Intraceludiares. veste Imof
contra E. faecium e ser uma alternative
animal devem ser realizados, para ave

sua toxicidade.

6.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA
Os extratos testados apresental
espécies de Candida (Tabela 6). O E
concentracoes de inibicao e letalidade
Candida, além disso, essa concentrac
para C. glabrata e C. parapsilosis.
A acao de extratos vegetais,
outros trabalhos (Zhong et al., 2021;
Compostos secundarios, como os flavo
anel aromatico mais um grupo hidroxi
membrana citoplasmatica interferindo |
ATP e lise da parede celular (Bennett; F

esses flavonoides, a quercetina foi um



10, O exXtralo nexaniCo pode ser uima allado
) contra esse patdégeno. Estudos em modelo

liar seu potencial antibacteriano e quanto a

-am concentracdes de inibicdo para todas as
-TOH destacou-se por apresentar menores
(CFM) para uma maior parcela de cepas de

Ao foi igual ao farmaco padrao Fluconazol

em especial etanolicos, foi observada em
Tian & Pugen, 2018; Anibal et al., 2013).
noides, possuem em sua estrutura quimica o
la, nos quais podem atuar na alteracao da
10 metabolismo energético na producao de
R0sa; Simo, 2009; Kurek et al., 2011). Dentre

- dos compostos de maior concentragdo no



extrato, essa substancia pode induzir
devido ao seu potencial antioxidante, c«
Eisenman; Mennerick, 2010; Kwun; Lee

O extrato ETOH foi o que apre
espécies de microrganismo testadas. C
extraindo uma grande variedade de co
bioativos, temos a quercetina que den
espécies de C. albicans e C. tropicalis
de outros compostos nao identificados
letal, o que pode vir a ser uma agao
extrato. Para aumentar as evidéncias ci

estudos in vivo, no intuito de observar s

6.6 SINERGIMO
6.6.1 Extratos e Tetraciclina

O uso de antibiéticos de foi
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a apoptose celular nas cepas de Candida
omo o0s achados de alguns autores (Dribben;
, 2020; Rocha Da Silva et al., 2014).

sentou concentragdes mais baixas frente as
) solvente etanol 80% é de amplo espectro,
mpostos bioativos. Dentre esses compostos
lonstrou potencial antifungico in vitro contra
(Alves et al., 2014). Além disso, a presenca
foi importante para a forte acao inibitoria e
sinérgica entre as substancias presentes no
entificas a cerca desse extrato, € necessario

ua seguranca e eficacia

'ma errdbnea pode acarretar em espécies



resistentes. ViIsto 1SS0, avallal a assc
forma de reduzir as chances de ati
bactérias. Sao relatados na literatura
vegetais e antibidticos, os quais indica
Mhanna, 2008 ; Olajuyigbe et al., 2013)
Neste trabalho, a combinacao
uma expressiva reducao da CIM frent
forma isolada, apresenta a CIM 8 vezes
extrato hexénico. Resultados sem
(Enemchukwu & Oli, 2019; Akiniele et
do sinergismo de extratos com antibioti
2017; Akiniele et al., 2017; Zhao, 2001
gue outros grupos de antibidticos, e pa
peptideoglicano a partir do antibiético
pelos compostos dos extratos (Akiniele
Os mecanismos de acgao da int
incluem inibicdo sequencial de vias

protetoras, combinacdo de agentes at



ClaGal0 de anupiolucos Com exiratos € uima
vacdo dos mecanismos de resisténcia de
estudos sobre a interagdo entre extratos

ram sinergia quando combinados (Adwan &

entre extrato hexanico e tetraciclina levou a
e a cepa S. epidermidis. A tetraciclina, de
maior quando comparada a interagdo com o
elhantes foram observados no estudo
al., 2017). Outros estudos trazem resultados
cos B-lactdmicos, como os de (Torres et al.,
). Estes apresentaram maior sinergismo do
de ser explicada pela inibicdo da sintese de
junto ao desconserto da membrana celular
et al., 2017).

eracao extrato e antibiotico frente bactérias,
bioquimicas comuns, inibicdo de enzimas

vos de membrana e uso de agentes



membranotrépicos para aumentar a dif
al., 2005; Torres et al., 2017).
Staphylococcus aureus € um d
causar supuracao, formacao de absces
e até septicemia fatal em humanos. Est;
da maioria das infecgbes de pele (Tol
meticilina e outros betalactamicos (OM
das duas causas mais frequentes de i
corresponde a 9% de infe¢des sanguine
Os resultados dos testes de si
combinacao da tetraciclina com extratc
oferecer uma alternativa interessante
necessario estudos in vivo para obsen

utilizados na terapia de combinacao.

6.6.2 Extratos e Fluconazol

P~ x s R PNp——— o=
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usao de outros antimicrobianos (Sokolova et

0s patdgenos mais importantes que podem
sos, uma variedade de infecgoes piogénicas
a bactéria foi considerada o agente causador
res et al., 2017), e ha cepas resistentes a
S, 2014). Staphylococcus epidermidis € uma
nfeccado hospitalar, e Enterococcus faecium
as (Lopez-Luis et al., 2021).
nergismo aqui apresentados sugerem que a
) hexanico das folhas de P. myrtoides pode
contra esses microrganismos, portanto é

/ar 0S mecanismos de agcdo dos compostos

g — e~ =« = s . o~ o 4 —



U exualto ALl COmbinado a0
Rubrum, o qual apresentou reducao da
menor do que quando isolado.

O sinergismo entre extratos e ¢
2010; Santos et al., 2019; Moraes et al.
catequina e quercetina com Fluconazo
sp. resistentes ao Fluconazol. Verifice
com o farmaco desencadeou apoptc
acumulo de ROS (espécies reativas d
2014). Esse resultado corrobora com os
atividade sinérgica entre extrato ACET
alta concentragao de quercetina.

O Fluconazol é um antifung
desestabilizando a membrana fungica.
na inibicdo da lanosterol 14a azol-dem
uma enzima do citocromo P450 esser
ergosterol (AH & Lucca, 1998). Que

fendlicos presentes acessam com mai



o4 101 O INals €licaZ rente o. giabrala € 1.

'CIM do antifungico no valor de 7 e 6 vezes

 fluconazol ja é relatado na literatura (Endo,
, 2017). Em trabalho prévio, o sinergismo da
| foram avaliados usando cepas de Candida
Ju-se que a associagao desses flavonoides
se celular, despolimerizagcdo mitocondrial,
e oxigénio) e danos ao DNA (Alves et al.,
, achados deste trabalho, onde foi observada

e Fluconazol, além desse extrato apresentar

ico com atividade fungistatica que atua
O mecanismo de acao desta droga consiste
etilase (um produto do gene ERG11), que é
icialmente envolvida na via biossintética do
iIndo associado a extratos, os compostos

or facilidade o interior da célula, devido a



desintegracdo membrana plasmatica. C
substancia que atua no aumento de N
incluindo a producdo de ROS e, evel
2020).

Portanto, o sinergismo entre
estudos in vivo devem ser realizados
sejam inseridas em casos clinicos, ja .
ampla distribuicdo e por ja apresentar ¢

um fungo dermatdofito.

6.6.3 Extratos e Anfotericina B
O extrato ACET obteve melhor |
parapsilosis e T. rubrum, o valor da CIN
para as cepas, respectivamente
O efeito sinérgico a partir da ¢

observados na literatura, por Han (2007

T o N . R D T
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 ACET € um extrato rico em quercetina, uma
Ig 2* causando uma disfungdo mitocondrial

1tualmente a apoptose celular (Kwun; Lee,

extratos e Fluconazol merecem atencao e
para que novas alternativas de tratamento
que C. glabrata € um fungo oportunista, de

>asos de resisténcia, assim como T. rubrum,

esultado frente a C. albicans, C. glabrata, C.

| para a ANF B diminuiu em 4, 7,3 e 3 vezes

~ombinagcdo entre ANF B e extratos ja sao

), que avaliou a combinacao entre extrato de



Sermerte de uva € anioteriCiria o con
(camundongos). Os autores relatare
imunolégica no que ajudou a resistirerr
al., (2011), observou em estudos in vitr
para 0,06 pg/mL, evidenciando que o 4l
a reducgao do antifungico convencional.
nossa pesquisa.

A acao da anfotericina B, antif
fungicas, ocorre através da sua ligaca
permeabilidade que leva a liberacdo
tendem a atuar com maior facilidade na
crescimento dos fungos, como foi ol
de Lafoensia pacari A. St-Hill (Silva Ju
das substancias bioativas é o colapso ¢
espécies reativas de oxigénio (ROS),
de Scutellaria baicalensi (Da et al., 201!

Portanto, o fato de que os extrat

tiverem acgao sinérgica, em especial o A



tra CEpPas dc L. qaloicarls Irr vitro € Irl vivo
im que os flavonoides tiveram inducao
 a doenca causada pelo fungo. Ja Silva et
o a reducao do MIC de ANF B de 0,5 pg/mL
eo essencial foi de extrema importancia para

Os estudos corroboram com os achados da

ungico utilizado no tratamento de infeccoes
0 com membrana plasmatica alterando sua
do conteudo intracelular. Os flavonoides
parede celular contribuindo para inibicao do
)>servado no extrato da casca do caule
nior et al., 2010). Outro mecanismo de agao
las células fungicas através da produgao de
como foi observado no extrato das raizes
).

os e suas fragdes das folhas de P. myrtoides

CET C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis



e T. rubrum pode ter relevancia clinic;
realizados para trazer uma alternativ
concentracdes de ANF B, pelo fato de
tratamento de infecgdes fungicas e a

nefrotoxicidade (Dupont et al., 1996).
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3. Dessa forma, estudos in vivo devem ser
a terapéutica para utilizacdo de menores
sse farmaco ser um fungicida base para o

presentar efeitos adversos como hepato e









7. CONCLUSAO

A busca de substéncias a par
descoberta de novos farmacos. Estud:
myrtoides em diferentes atividades
literatura. No presente trabalho, apos &
maior teor de quercetina, com 6,5% da
ser uma fonte de extracao, para isola
extrato hexanico na sua forma isolada
podem ser uma alternativa ao uso de a
em conjunto do extrato hexanico a tetra
Nos fungos, o extrato etandlico se destze
concentragdes iguais a antifungicos |
potencial para ser um novo farmaco
acomete milhares de pessoas anualme

que mais apresentou interacao positive
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tir da flora nativa € uma alternativa para a
os dos extratos e fragdes das folhas de P.
biolégicas ndo haviam sido relatados na
 hidrélise acida, o extrato ACET apresentou
substancia na sua composi¢cido, o que pode
r esse composto e inseri-lo no mercado. O
e também quando associado a tetraciclina
ntibioticos para inibicdo de bactérias, e o uso
ciclina pode reduzir a resisténcia bacteriana.
1ICOU na inibicao de cepas de Candida sp. em
usados na clinica. Com isso, ele possui
no tratamento de infecgdes fungicas que
nte. No efeito sinérgico, o extrato ACET foi o

 com FCZ e ANF B para cepas de Candida



op., LOIM coricernuadiocs dc 1iiGocs |
esses resultados fortalecem o pot
extrato/antifungico para o tratamento
resisténcia fungica acometida por farmr
equivocada. Além disso, a combinacac
nefrotoxicidade causada pela ANF B.

clinica, devem ser realizadas para obse
novo farmaco no mercado para tratam

fungicas.



rnicriorcs ad drididrigiCoOs 1501alls. Forarito,
encial terapéutico da combinagdao entre
de infecgbes fungicas e na redugcdo da
acos padroes utilizados de forma isolada e
 dos compostos podera diminuir a hepato e
Pesquisas mais avangadas, como in vivo e
rvar mecanismos de acao e producao de um

ento terapéutico de infec¢cdes bacterianas e
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9. ANEXOS

ANEXO 1. PROCESSO DE EX
FRACOES.

,75 |‘ =
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"RACAO DOS EXTRATOS E SUAS




(A): Extracao liquido-liquido; (B) Extrato n

Extrato liofinizado.



o0 rotaevaporador - eliminacéo do solvente; (C):



ANEXO 2. ESPECTRO DE ABS
PRESENTES NOS EXTRATOS APOS .

80 Apex Peak 83 100% ot 3628 min Ao
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ORGCAO DOS QUATRO COMPOSTOS
A HIDROLISE ACIDA.

e | 0 Apex Quercesns 100% at 2. &0 mn Aou
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(Letras: A, C, D): compostos nao identifica
de P. myrtoides. Detector DAD:259 nm



dos por HPLC nos extratos e fracbes das folhas



ANEXO 3. ESTRUTURA QUIMICA DOS

TEF

B-cariofileno EL

2

Limoneno (Y



» TERPENOS.

XPENOS

\/

{

caliptol

g

irceno

Humuleno

s

Velenceno
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ANEXO 4. ESTRUTURA QUIMICA DOS

ALC/

Nicotina



 ALCALOIDES.

\LOIDES

Quinina

80



ANEXO 5. ESTRUTURA QUIMICA DO¥

Flav

Quercetina Kae

Nao |

(o]
Ac. caféico Ac. «



5 COMPOSTOS FENOLICOS.

onoides

2mpferol
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lorogénico Ac. galico



ANEXO 6. ESTRUTURA QUIMICA Dt
ANTIBIOTICOS).

ANTIMI

Fluconazol

ANARNIF\7Z7N ™ AICS AL AARNITT™IZAA"\7ZIM's A AMI™Tr—ogrn
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= ANTIMICROBIANOS (ANTIFUNGICOS E

CROBIANOS

Anfotericina B

Tetraciclina

7~ rNl 22/~ rIn IIL-I-hII'\f\(‘\ r\xrel i  AIMmMT TTrs



ANEAU /. EINOAIVO AN TIUAIUAN T EO

ENS

(A): Extrato HEX; (B): Extrato DIC; (C): E:
BUT; (F): Extrato AQS; (L): Controle.



couLuvunivicinicvo vurrric Ablo.

AlO ABTS

SAIO DPPH

<trato ETOH; (D): Extrato ACET; (E): Extrato N-



ANEXO 8. CONCENTRAGAO INIBITOF

CONCENTRACA

(A): Extrato HEX; (B): Extrato ETOH; (C): E.

(-): Controle -; (Rosa): crescimento do fungq
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JIA MINIMA -FUNGOS

O INIBITORIA MiNIMA

xtrato ACET; (D): Extrato AQS; (+): Controle +;

); (Azul): inibicdo do fungo.



ANEXO 9. CONCENTRACAO BACTER

CONCENTRACAC
{

(C+): controle +; (CIM): concentracao inibitc
minima; (4xCIM): 4x a concentragao inibitc

frente a cepa S. epidermidis.



|CIDA MINIMA.

) BACTERICIDA MiNIMA
CBM)

yria minima; (2xCIM): 2x a concentracéo inibitdria

yria minima - concentragao letal do extrato HEX



ANEXO 10. CONCENTRAGAO FUNGIC

CONCENTRACA:




IDA MINIMA.

O FUNGICIDA MiNIMA
CFM)

g
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. NV P

(A): C. glabrata e extrato AQS nas concentt
extrato DIC nas concentragoes MIC, 2xMIC
concentragées MIC, 2xMIC, 4xMIC; (D): C.
MIC, 2xMIC, 4xMIC. *Houve crescimento d:

ANEXO 11. METODO CHECKBOARD -

ATIVIDA
METODC

EXTRATO

ANTIBIOTIC



acdes MIC, 2xMIC, 4xMIC; (B): C. albicans 102 e
>, 4XMIC; (C) C. albicans 102 e extrato AQS nas
albicans 102 e extrato ETOH nas concentragbes

1S espécies em todas as concentragoes.

- TABULEIRO XADREZ.

DE SINERGICA:
) CHECKBOARD

O/ANTIFUNGICO



ANEXO 12. ENSAIO CHECKBOARI
FRENTE A C. GLABRATA.

ATIVIDAI
(FCZ+EXTR!

(A): Extrato N-But; (B): Extrato AQS; (C):

(Rosa): crescimento do fungo; (Azul): inibig:
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D ENTRE EXTRATOS E FLUCONAZOL

)E SINERGICA
ATOS - C. glabrata)

Extrato ACET; (+): Controle +; (-): Controle -;

30 do fungo.



ANEXO 13. ENSAIO CHECKBOARD
FRENTE A C. GLABRATA.

ATIVID
(ANF + EXT

OO0
KOO ‘L,&
‘«( '( /,/(/(/(/(

)\ )
;\ )\ l{ JC K '_
! ( (. i @4 )( )

(A): Extrato ETOH; (B): Extrato DIC; (C): E:
(-): Controle -; (Rosa): crescimento do fungc



ENTRE EXTRATOS E ANFOTERICINA B

\DE SINERGICA
RATOS - C. glabratra)
4 3 ¥ ¥ "4.’\
) NI A AN 2
ORI K A K G
36 I K IC I IC 3G K
) @4
S ®
3 C I X
€ Y X

300666
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COOOCCCCCY

€ )C 3C)C X 3
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00O ICH

NN NN NN NS TS
AP AN A 2 { l( '{7)'

<trato ACET; (D): Extrato N-BUT; (+): Controle +;
); (Azul): inibicao do fungo.



