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RESUMO GERAL

E de extrema necessidade a busca por novos produtos de fontes naturais que possam
substituir os sintéticos que sdo muito utilizados nas industrias, o Brasil por apresentar a
maior biodiversidade do mundo torna suas espécies uma alternativa na busca por
moléculas bioativas na procura de novos antimicrobianos e antioxidantes que sejam
naturais. Conhecida como “pitangueira-do-mato”, M. palustris é pertencente a familia
Myrtaceae, uma espécie nativa encontrada principalmente no Sul do Brasil e ndo apresenta
estudos sobre suas atividades bioldgicas. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
determinar a composi¢do quimica do 6leo essencial de M. palustris por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), realizar a prospeccao fitoquimica
por meio de testes colorimétricos de seis extratos obtidos a partir das folhas de M.
palustris, sendo eles: acetato de etila (AcEt), acetona (AcOH), aquoso (EAQ), etandlico
(EtOH), metandlico (MeOH) e hexanico (Hex); avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial e extratos vegetais pela técnica de microdiluicdo em caldo, utilizando bactérias
de interesse médico, e a detec¢do do potencial antioxidante pela técnica de de 2,2-difenil-
1-picril-hidrazila (DPPH). O rendimento total a partir da extracdo pela técnica de
hidrodestilagdo do oleo essencial foi de 0,35%. A CG-EM revelou a presenca de 28
compostos, representando 80,75% do oOleo essencial, sendo a maioria da classe dos
sesquiterpenos. Com relacdo aos extratos vegetais os testes demonstraram a presenca de
compostos das classes: esteroides, flavonoides. Xantonas e taninos. A atividade
antimicrobiana do 6leo essencial foi observada para todas as bactérias Gram-positivas (B.
subtilis, E. faecalis e S. aureus) com excecao de S. epidermidis, dentre as Gram-negativas
verificou-se atividade inibitoria apenas para S. flexeri e para levedura C. albicans, ndo foi
observada atividade inibitoria e nem fungicida. Referente aos extratos vegetais, todos
demonstraram potencial antimicrobiano frente as cepas testadas, exceto o extrato Hex, que
ndo apresentou atividade sobre K. pneumoniae. O EAQ apresentou a menor eficiéncia para
a maioria das cepas testadas. Para atividade antioxidante o 6leo essencial apresentou uma
capacidade de reducdo de radicais de DPPH até 82,81%, confirmando seu potencial
antioxidante. Com excecdo do EAQ, todos os demais extratos apresentaram potencial
antioxidante nas maiores concentracdes testadas na faixa de 0,1 a 25 mg/mL; o EtOH
(82,29%), MeOH (77,67%) e AcOH (74,10%) demonstraram maior captura dos radicais
DPPH. Sugere-se que a atividade antimicrobiana e antioxidante dos extratos vegetais e do
6leo essencial de M. palustris esteja relacionada com os metabolitos secundarios presentes:
esteroides, flavonoides, xantonas e taninos, 0s quais ja apresentaram essas atividades
bioldgicas comprovadas em outros estudos com extratos vegetais e devido a presenca dos
compostos majoritarios a-Guaieno (25,89%), a-Bulneseno (13,39%) e B-Selineno (4,76%).
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ABSTRACT

It is extremely necessary to search for new products from natural sources that can replace
the synthetics that are widely used in industries, Brazil, for having the greatest biodiversity
in the world, makes its species an alternative in the search for bioactive molecules in the
search for new antimicrobials and antioxidants that are natural. Known as “pitangueira-do-
mato”, M. palustris belongs to the family Myrtaceae, a native species found mainly in
southern Brazil and does not present studies on its biological activities. Therefore, the
objective of this work was to determine the chemical composition of the essential oil of M.
palustris by gas chromatography coupled to mass spectrometry (CG-EM), perform
phytochemical prospecting using colorimetric tests of six extracts obtained from the leaves
of M. palustris, namely: ethyl acetate (AcEt), acetone (AcOH), aqueous (EAQ), ethanolic
(EtOH), methanolic (MeOH ) and hexanic (Hex); to evaluate the antimicrobial activity of
essential oil and plant extracts by the broth microdilution technique, using bacteria of
medical interest, and the detection of the antioxidant potential by the 2,2-diphenyl-1-
picryl-hydrazil (DPPH) technique. The total yield from the extraction by the essential oil
hydrodistillation technique was 0.35%. CG-EM revealed the presence of 28 compounds,
representing 80.75% of the essential oil, the majority being from the sesquiterpenes class.
Regarding plant extracts, the tests showed the presence of compounds from the classes:
steroids, flavonoids. Xanthones and tannins. The antimicrobial activity of the essential oil
was observed for all Gram-positive bacteria (B. subtilis, E. faecalis and S. aureus) with the
exception of S. epidermidis, among the Gram-negative bacteria, inhibitory activity was
found only for S. flexeri and for yeast C. albicans, no inhibitory or fungicidal activity was
observed. Regarding plant extracts, all showed antimicrobial potential against the strains
tested, except for Hex extract, which showed no activity on K. pneumoniae. EAq showed
the lowest efficiency for most strains tested. For antioxidant activity, the essential oil
showed a DPPH radical reduction capacity of up to 82.81%, confirming its antioxidant
potential. With the exception of EAQ, all other extracts showed antioxidant potential in the
highest concentrations tested in the range of 0.1 to 25 mg / mL; EtOH (82.29%), MeOH
(77.67%) and AcOH (74.10%) showed greater capture of DPPH radicals. It is suggested
that the antimicrobial and antioxidant activity of plant extracts and essential oil of M.
palustris is related to the secondary metabolites present: steroids, flavonoids, xanthones
and tannins, which have already shown these biological activities proven in other studies
with plant extracts and due to the presence of the major compounds a-Guaieno (25.89%),
a-Bulnesene (13.39%) and B-Selinene (4.76%).
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Resisténcia bacteriana

Para reduzir a carga de doencas infecciosas, 0s antimicrobianos tornaram-se
essenciais na medicina. O mesmo ocorreu na producdo de alimentos de origem animal, que
a fim de causar melhorias na eficiéncia alimentar passou a ter antimicrobianos adicionados
as dietas (Bezerra et al., 2017).

Porém, o uso inadequado ou em excesso desses produtos tem sido um dos fatores
que mais contribui para a selecdo de patdgenos resistentes, tornando algumas infecgdes
bacterianas dificeis, ou até impossiveis de tratar de forma confidvel (Hawkey, 2008; Van
Baeckel et al., 2014).

A exposicdo constante das bactérias e a pressdo seletiva causada pelo uso
excessivo de antimicrobianos levou ao aumento dos genes de resisténcia. A resisténcia
bacteriana esta atribuida a mutacbes cromossdmicas, sendo que 0S microrganismos se
adaptam e conseguem crescer mesmo na presenca de antimicrobianos (Scur et al., 2014;
Who, 2015; Bezerra et al., 2017).

Nesse contexto, como uma alternativa aos antimicrobianos destacam-se produtos
oriundos das plantas, como extratos vegetais e 6leos essenciais. Embora, 0s vegetais
possuam atividade antimicrobiana comprovada, no Brasil trabalhos com produtos naturais
no setor avicola ainda sdo poucos, tornando de grande importancia mais pesquisas,
buscando novos compostos para fins terapéuticos e/ou como promotores do crescimento,
visto que os problemas com a resisténcia sao bastante preocupantes (Weber et al., 2014;
Pandini et al., 2015).

Antimicrobianos alternativos, acéo de extratos vegetais e 0leos essenciais

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as melhores fontes para se
obter moléculas ativas sdo as plantas, visto que a natureza é responsavel pela producdo da
maioria das substancias organicas conhecidas. Extratos vegetais e 6leos essenciais tém se
mostrados promissores na tentativa de substituir os antimicrobianos sintéticos comumente
utilizados, para os quais diversos microrganismos ja se apresentam resistentes (Bona et al.,
2012; Carvalho et al. 2014).

Dentre os bioativos que podem ser extraidos das plantas, estdo os 6leos essenciais
e extratos vegetais. A principal diferenca entre esses compostos é que para obter 0s

extratos vegetais utiliza-se qualquer parte da planta (folhas, caules, raizes, flores), sendo
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necessario considerar a natureza do que seré extraido, bem como o solvente utilizado para
a extracdo dos compostos quimicos (Fascina, 2011; Pandini, 2014). J& os 6leos essenciais
sdo liquidos oleosos, obtidos através da hidrodestilagdo, caracterizados como compostos
volateis com aroma especifico, e assim como os extratos podem estar presentes em todas
as regides da planta, sendo encontrados principalmente na regido foliar (Croteau, Kutchan,
Lewis, 2000).

Nesses produtos existem diferentes principios ativos com atividades bioldgicas,
essas moléculas sdo oriundas do metabolismo secundario das plantas, os quais sdo
utilizados como mecanismo de defesa contra a predacdo. Dentre as varias substancias
podem ser citados os sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos, compostos polifendlicos
como flavonas, taninos e cumarinas; saponinas e flavonoides. Mas o destaque esta para 0s
compostos fenolicos, que sdo 0s responsaveis principalmente pelas propriedades
antimicrobianas (Fascina, 2011; Furtado et al., 2015).

Dessa forma, estudos com produtos naturais tem por objetivo a diminuigdo do uso
de antimicrobianos sintéticos, utilizando extratos vegetais e 6leos essenciais na busca por
compostos semelhantes a esses antimicrobianos comumente utilizados, porém com menor
toxicidade, mais eficazes contra a resisténcia bacteriana e com menor impacto ambiental
(Bona et al., 2014).

Pesquisas com 0Oleos essenciais ja relataram sua atividade antibacteriana, como
por exemplo, nas espécies Guarea kuntiana (figado-do-mato) e Prunus myrtifolia
(pessegueiro-bravo) (Pandini et al., 2015; Weber et al., 2014). Ja estudos com extratos
vegetais também apresentaram sua atividade comprovada, como nas espécies Psidium
cattleianum (araca-rosa) e Matricaria chamomila (camomila) (Carvalho et al., 2014; Scur
etal., 2016).

Sendo o Brasil um dos paises mais abundantes em relacdo a biodiversidade, temos
assim, uma ampla area para pesquisa de novos compostos bioativos dentro de seus recursos
naturais, além disso, esta valorizando suas espécies nativas, enfatizando a importancia de

Sua COI']SGI’V&(;&O.

Atividade antioxidante
O processo oxidativo leva a producdo de energia que é necessaria para atividades
essenciais das células, mas o metabolismo do oxigénio nas células também ocasiona a

producdo de radicais livres. Os agentes oxidantes sdo compostos produzidos pelo
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metabolismo que ndo sdo controlados, podendo causar alteragdes na estrutura e funcbes
celulares (Roesler et al., 2007).

Nesse aspecto moléculas antioxidantes inibem ou retardam a oxidacdo de
substratos pela reacdo com radicais livres impedindo danos a moléculas-alvo (Pandini,
2014; Calloni, 2014).

Uma classificagdo que pode se dar aos antioxidantes se diz sobre sua
disponibilidade, podendo ser sintéticos ou naturais. Os sintéticos mais comuns sdéo BHA
(Hidroxianisol butilato), BHT (Hidroxitolueno butilato), TBHQ (a terc-butil-
hidroquinona), galato de propila e sorbatos. Porém, o uso abusivo desses antioxidantes
sintéticos vem sendo questionado devido ao seu risco, que estd associado com efeitos
deletérios e/ou toxicos no organismo, além de reduzir a qualidade dos produtos (Arakaki,
2015).

Diante disso, pesquisas vém sendo realizadas desde a década de 80, a fim de
descobrir compostos antioxidantes de origem natural mais seguros a industria alimenticia e
farmacéutica, e que possam substituir os antioxidantes sintéticos, os quais estdo associados
a efeitos carcinogénicos, aumento de peso do figado e proliferacdo do reticulo
endoplasmatico (Degéaspari, Waszczynskyj, 2004; Pandini, 2014; Goncalves, Santos,
Morais, 2015).

Pandini (2014) avaliou o potencial dos extratos vegetais e Oleo essencial de
Guarea kunthiana, que demonstraram elevada capacidade antioxidante. Varias outras
plantas apresentaram atividade antioxidante quando testados seus extratos vegetais e 0leos
essenciais, podendo citar: Cymbopogon nardus (citronela) (Andrade et al., 2012),
Campomanesia xanthocarpa (gabirobeira) (Abe et al., 2014), Annona crassiflora

(araticum) e Caryocar brasilense (pequi) (Roesler et al., 2007).

Caracterizacéo da planta

Myrtaceae uma das maiores familias que constituem a flora brasileira,
compreendendo mais de 130 géneros e cerca de 3000 espécies, distribuidas
preferencialmente em regides tropicais (Souza, Lorenzi, 2008). No Brasil, é a familia mais
encontrada em formaces vegetais, sendo frequentemente a maior em nimero de espécies.
Séo registrados 23 géneros e 1034 espécies, principalmente na regido da Mata Atlantica.
No Parana a familia esté representada por 257 espécies, sendo o estado da regido Sul com

maior concentracdo de espécies (Cerqueira et al., 2009; Sobral et al., 2014).
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E uma familia caracterizada por possuir espécies ricas em 6leos essenciais, além
do grande interesse econdmico. As Myrtaceae brasileiras sdo constituidas por numerosas
espécies frutiferas como a Psidium guajava (goiabeira), Myrciaria cauliflora
(Jabuticabeira) e Eugenia uniflora (pitangueira), que sdo comercialmente exploradas,
representando apenas uma pequena parte do grande potencial econdmico desta familia,
tendo em vista o grande nimero de frutos comestiveis produzidos por espécies ndo
comerciais (Gressler, Pizo, Morellato, 2006).

Estudos limitados aos componentes do Gleo essencial de folhas de algumas
espécies desta familia nos mostram que podem possuir importantes atividades bioldgicas
como, antimicrobiana, larvicida, antioxidante, citotdxica e antiflamatoria (Stefanello,
Pascoal, Salvador, 2011).

O género Myrcia é um dos maiores representantes da familia, apresenta cerca de
300 espécies distribuidas do México ao Sul do Brasil (Pires, Souza, 2011; Cerqueira et al.,
2009). Algumas espécies da familia sdo utilizadas na medicina popular como
adstringentes, diuréticos, contra diabetes mellitus, para estancar hemorragias e no
tratamento de hipertensdo e Ulceras. Além disso, estudos com extratos de Myrcia fallax
demonstraram atividade contra células cancerigenas e atividade antidiabética (Limberger et
al., 2004; Cerqueira et al., 2009).

Mesmo apresentando muitas espécies, sdo encontradas poucas publicacdes em
relacdo a composicdo quimica dessas plantas. Estudos com 0leos essenciais de Myrcia
myrtifolia, Myrcia acuminatissima e Myrcia bombycina demonstraram maior presenca de
monoterpenos. Em relacdo aos extratos vegetais, foi estudado o extrato metandlico de
Myrcia multiflora relatando a presenca de flavonas e acetofenonas glicosiladas (Cerqueira
et al., 2009).

Sobre a espécie de interesse M. palustris DC., popularmente conhecida como
pintagueira-do-mato, ndo foram encontradas publicacdes relatando suas atividades
bioldgicas, portanto, diante da importancia em estudar novas espécies da familia
Myrtaceae, torna-se importante realizar estudos com o 6leo essencial e extratos vegetais
desta espécie, visando conhecer seus componentes quimicos, bem como avaliar atividade

antimicrobiana e antioxidante.
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CAPITULO 1. PROSPECCAO FITOQUIMICA, ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E
ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS FOLIARES DE Myrcia palustris DC.

PHYTOCHEMILCA PROSPECTION, ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL
ACTIVITIES OF FOLIAR EXTRACTS FROM Myrcia palustris DC.

Resumo

E emergente a necessidade de investigacdo de produtos de fontes naturais para
gue possam contribuir/substituir os sintéticos comumente utilizados. A familia
vegetal de Myrtaceae conhecida popularmente como “pintagueira-do-mato” € uma
espécie nativa encontrada principalmente no Sul do Brasil, que apresenta poucos
estudos biolégicos, com a vantagem de ser uma planta numerosa no pais. Diante
disso, o objetivo deste trabalho foi realizar uma investigacéo quanto a prospeccao
fitoquimica por meio de testes colorimétricos de seis extratos obtidos a partir de
folhas de M. palustris DC, sendo eles: acetato de etila (AcEt), acetona (AcOH),
aquoso (EAQ), etandlico (EtOH), metandlico (MeOH) e hexanico (Hex); avaliar sua
atividade antimicrobiana pela técnica de microdiluicdo em caldo, utilizando
bactérias de interesse médico e deteccdo do seu potencial antioxidante frente ao
meétodo 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). Os resultados demonstraram a
presenca de compostos das classes: esteroides, flavonoides, xantonas e taninos.
Quanto a atividade antimicrobiana, observou-se que todos o0s extratos
demonstraram potencial antimicrobiano frente as cepas testadas, com excecéo do
extrato Hex, que néo apresentou atividade sobre K. pneumoniae. O EAq foi o que
apresentou menor eficiéncia para a maioria das cepas testadas. Em relacdo a
atividade antioxidante, com excecdo do EAqQ, todos os demais apresentaram
potencial antioxidante nas maiores concentracdes testadas na faixa de 0,1 a 25
mg/mL; o EtOH (82,29%), MeOH (77,67%) e AcOH (74,10%) demonstraram
maior captura dos radicais DPPH. Sugere-se que a atividade antimicrobiana e
antioxidante desses extratos esteja relacionada com os metabdlitos secundarios
presentes: esteroides, flavonoides, xantonas e taninos, 0os quais ja apresentaram
essas atividades biologicas comprovadas em outros estudos com extratos
vegetais.

Palavras-chaves: atividade bioldgica, potencial biotecnoldgico, substancias
bioativas, DPPH



24

Abstract

There is an emerging need for research the products from natural sources so that
they can contribute / replace the commonly used synthetics. The plant family of
Myrtaceae popularly known as “pintagueira-do-mato” is a native species found
mainly in southern Brazil, which presents few biological studies, with the
advantage of being a numerous plant in the country.Therefore, the objective of this
work was to carry out an investigation regarding phytochemical prospecting
through colorimetric tests of six extracts obtained from leaves of M. palustris DC,
namely: ethyl acetate (AcEt), acetone (AcOH), aqueous (EAQ), ethanolic (EtOH),
methanolic (MeOH) and hexanic (Hex); to evaluate its antimicrobial activity using
the broth microdilution technique, using bacteria of medical interest and detecting
its antioxidant potential against the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazil (DPPH) method.
The results demonstrated the presence of compounds from the classes steroids,
flavonoids, xanthones, and tannins. Regarding antimicrobial activity, it was
observed that all extracts demonstrated antimicrobial potential against the strains
tested, except for the HE, which did not show activity on K. pneumoniae. DAE
showed the lowest efficiency for most of the strains tested. Regarding antioxidant
activity, except from DAE, all others showed antioxidant potential in the highest
concentrations tested in the range of 0.1 to 25 mg/mL: EE (82.29%), ME (77.67%),
and AE (74.10%) showed greater capture of DPPH radicals. It is suggested that
the antimicrobial and antioxidant activities of these extracts is related to the
secondary metabolites present, which have already had these biological activities
demonstrated in other studies with plant extracts.

Keywords: biological activity, biotechnological potential, bioactive substances,
DPPH.

Introducéo

Os produtos naturais sempre apresentaram papel importante para o
desenvolvimento de novos farmacos, cosméticos e outros bioprodutos, isso
devido a vasta diversidade estrutural e grupos funcionais presente nas varias
espécies vegetais do mundo (Bolzani et al., 2016; Amorim et al., 2019). Segundo
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a melhor fonte para se obter moléculas
bioativas séo as plantas, e neste sentido, o Brasil se destaca no contexto mundial
por apresentar a maior biodiversidade, tornando-se um grande aliado das

industrias, oferecendo matéria-prima para a descoberta de novas moléculas, que
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possam contribuir/substituir os produtos quimicos (Carvalho et al., 2014; Arantes
et al., 2016).

Ao investigar novas moléculas € interessante buscar por espécies nativas,
visando a valorizacdo destas, além de enfatizar a importancia da conservacao da
flora brasileira que oferece compostos bioativos dentro de seus recursos naturais.
A familia Myrtaceae se destaca por ser numerosa no pais com 20 géneros e mil
espécies catalogadas (Carneiro et al., 2017). O género possui apelo econémico
por representar espécies frutiferas como goiabeira (Psidium guajava) e
jabuticabeira (Myrciaria cauliflora) (Gressler et al., 2006) dentre outras. Amorim et
al. (2019) mostrou por meio de andlises biogeograficas que esse género realiza
papel importante no bioma de Mata Atlantica para a diversificacdo do grupo, a
partir do qual varias transicbes ocorreram a outras regides neotropicais, em
especial das florestas savanas.

Um importante representante da familia Myrtaceae € o género Myrcia
DC., muito utilizada na medicina popular e com efeitos no controle de glicemia em
Myrcia multiflora e a espécie Myrcia fallax com evidéncias de atividade contra
células cancerigenas (Limberger et al., 2004). A espécie Myrcia oblongata ja foi
descrita com potencial antioxidante, acaricida, inseticida e antimicrobiana
(Santana et al., 2018). Na literatura ndo ha relatos sobre atividades biologicas de
Myrcia palustris DC., esta € uma espécie nativa encontrada principalmente nos
estados de Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

Entre os problemas enfrentados pelas industrias atualmente, esta a busca
por antioxidantes, substancias as quais desaceleram ou inibem os processos
oxidativos retardando o processo de apodrecimento dos alimentos. Além disso, 0s
antioxidantes sdo de extrema importancia na saude humana, com a funcdo de
neutralizar radicais livres, que impedem a oxidacdo também no organismo a nivel
celular; processo esse relacionado com algumas doencas, como mal de
Alzheimer (Pastene et al., 2009).

Os compostos sintéticos presentes em diversos produtos, com objetivo de
conservacao de alimentos e farmacos, podem causar efeitos nocivos para o
organismo animal e humano, o que torna necessario buscar por produtos naturais
com acao antioxidante como alternativa aos sintéticos (Sousa et al., 2007; Melo et
al., 2011; Santos et al., 2018).
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A utilizagdo indevida de produtos sintéticos afeta também a éarea da
medicina, tanto humana quanto veterinaria, pois ao tentar combater infeccbes
causadas por microrganismos, sao utilizadas altas dosagens de
antimicrobianos/antifiingicos acarretando na selecdo de patdégenos resistentes
(Rossi e Andreazzi, 2005; Arantes et al., 2016). Assim, um antimicrobiano de
fonte vegetal pode suprimir a acdo bacteriana em diferentes sistemas com baixo
efeito toxico e custo de obtencao, por ser tratar de uma fonte natural (Amorim et
al., 2019; Souza et al., 2019).

Mediante toda probleméatica exposta, juntamente com a importancia da
conservacao da flora brasileira e a busca por novos compostos bioativos de
interesse, esta pesquisa tem por objetivo identificar os metabdlitos secundarios
presente nos diferentes extratos vegetais das folhas de M. palustris e determinar

o potencial antimicrobiano e antioxidante dessa espécie

Material e Métodos

Coleta, secagem e identificacdo da planta

As folhas de M. palustris foram coletadas entre dezembro de 2017 e
fevereiro de 2018, no Parque Ecoldgico Paulo Gorski, localizado em Cascavel,
Parana, Brasil (24°57'51.61”S e 53°26’14.80”’0). Uma exsicata da planta foi
levada ao Herbario da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNOP) para
identificacdo botanica e registro do voucher, sob o nimero UNOP 8915. ApGs as
coletas, as folhas foram secas a 40° C e moidas em moinho de facas tipo willye,
com membrana 0,42 mm de granulometria e, posteriormente, o p6 obtido foi
armazenado em frasco de vidro fechado ao abrigo da luz, em temperatura

ambiente por no maximo quatro dias (Weber et al., 2014).

Obtencédo dos extratos vegetais

A partir das folhas secas de M. palustris foram preparados os extratos
vegetais segundo a metodologia proposta por Pandini et al. (2015), com
modificacbes. O material vegetal seco (10 g) foi submetido a extracdo com
diferentes solventes (100 mL): acetato de etila P.A (AcEt), acetona P.A (AcOH),
agua destilada P.A (EAQ), etanol P.A (EtOH), hexano P.A (Hex) e metanol P.A

(MeOH). Essas preparacdes liquidas foram mantidas em agitador rotativo a 220
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rom pelo periodo de 24 h. Em seguida, foram filtradas utilizando papel filtro
Whatman n°® 1 e centrifugadas a 5000 rpm durante 15 min. O sobrenadante foi
coletado e submetido a rotaevaporagédo, com excecao do extrato aquoso que foi
armazenado a 4° C. Ao final, foram obtidos os extratos brutos orgénicos e o
aquoso que foram armazenados ao abrigo da luz e sob refrigeracdo a 4° C. O

rendimento dos extratos vegetais foi calculado pela equagéo 1.

massa do extrato (g) 00

Equagcdo 1 % =

massa vegetal seca e méida (g)

Prospeccao fitoquimica

Os testes referentes a prospeccao fitoquimica dos diferentes extratos
vegetais de M. palustris, foram realizados segundo metodologia descrita por
Matos (1997). Esses testes se basearam na visualizagdo colorimétrica e/ou na
formacao de precipitado apés a adicdo dos reagentes especificos. As classes de
metabolitos secundarios identificados foram: saponinas a partir da reagdo com
agua destilada e acido cloridrico P.A.; esteroides e triterpendides por meio da
reacdo de Liebermann-Burchards; alcaloides empregando o reagente de
Dragendorff; antocianidinas, antocianinas, auronas, chalconas, flavovonais,
flavonas, flavonodis e xantonas a partir de mudancas de pH no meio; cumarinas
por meio de reacdo de fluorescéncia com hidroxido de potassio e taninos atraves

da reacéo com cloreto férrico.

Determinacéo da atividade antimicrobiana
Microrganismos utilizados e preparacéo do inoculo

A atividade antimicrobiana dos extratos vegetais de M. palustris foi
avaliada seguindo a metodologia proposta por Scur et al. (2014) com
modificacdes. Os microrganismos utilizados sdo das colecdes Americam Type
Culture Collection (ATCC) e Cefar Diagndstica (CCD), sendo as bactérias Gram
positivas: Bacillus subtilis (CCD-04), Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228); Gram negativas: Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus mirabilis
(ATCC 25933), Salmonella Enteritidis (ATCC 13076), Salmonella Galinarum
(ATCC 1138), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028). Os microrganismos foram
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recuperados em caldo Infusédo de Cérebro e Coracédo (BHI) durante 24 horas a
36° C, em seguida, semeados em placa contendo &gar Muller-Hinton (MH) e
incubados durante 24 horas a 36° C. Para realizacdo dos experimentos, a
concentragdo dos microrganismos foi ajustada em solugcdo salina 0,85% para
1x10° UFC/mL.

Determinagéo da Concentragdo Inibitdria Minima (CIM)

Os ensaios foram realizados segundo metodologia de microdiluicdo em
caldo descrita por Weber et al (2014), com modificacdes. Os extratos vegetais de
M. palustris foram solubilizados em Tween 1%. Em placas de microdiluicdo de 96
pocos foram distribuidos em todos os poc¢os 150 pL de Mueller-Hinton (MH) caldo.
O primeiro poco recebeu mais 150 pL do extrato vegetal na concentragao inicial
de 200 mg/mL. Em seguida, foi realizada a diluicdo seriada obtendo
concentragdes que variaram de 200 a 0,09 mg/mL. Ao final, foram adicionados 10
pL de inéculo em cada pocgo e a placa foi incubada a 36° C por 24 h. Para o
controle positivo foi utilizado antibiotico comercial Gentamicina (200 mg/mL).
Como controle negativo foi adicionado o inéculo ao caldo MH, sem presenca do
extrato para verificar a viabilidade dos microrganismos testados. Também foi
realizado o controle do diluente tween 1% para verificar possivel interferéncia no
ensaio. Para interpretacdo dos resultados, foi adicionado 20 pL de cloreto de
trifeniltetrazolio (TTC) a 0,5% atuando como um revelador colorimétrico, 0s pocos
gue apresentaram colocaracdo vermelha foram considerados negativos para
inibicdo do crescimento bacteriano. A CIM foi realizada em triplicada sendo
possivel determinar a menor concentracdo do extrato vegetal capaz de inibir o

crescimento microbiano.

Determinacgéo da Concentracédo Bactericida (CBM)

Antes da adicdo do TTC 0,5% para determinacédo da CIM foram retiradas
aliquotas de 2 pL de cada pogo dos ensaios e transferida individualmente para
placas de petri contendo MH agar, que foram incubadas por 24 horas a 36° C.
Para determinar CBM, ou seja, a menor concentracdo dos extratos vegetais
capaz de causar a morte do microrganismo, neste método é verificado a
presenca/auséncia do crescimento de colénia microbiana na placa nas diferentes

concentragbes de extratos no ensaio de CIM (Scur, et al. 2014). A atividade dos
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extratos foi classificada de acordo com metodologia de Araudjo (2010) sendo
definido como: atividade alta (12,5 mg/mL), moderada (12,5 a 25 mg/mL), baixa
(50 a 100 mg/mL) e muito baixa (>100 mg/mL). Os ensaios foram realizados em

triplicata.

Atividade Antioxidante

O teste da atividade antioxidante dos extratos foram realizadas pelo
método de reducdo do DPPH, proposto por Rufino et al. (2007) e Weber et al.
(2014). Foi realizado uma curva de calibragao (0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 uM de
DPPH) para obter a concentracdo do DPPH no meio apos a reacdo com o 6leo
essencial, com a equacdo 2, onde y é a concentracdo de DPPH e x a
absorbancia. Em seguida, os extratos vegetais foram solubilizados em metanol
P.A, obtendo concentragbes que variaram de 0,1 a 25 mg/mL. Uma aliquota de
0,1 mL desses extratos foram adicionados a 3,9 mL da solucdo de metandlica de
DPPH (60 mM) e homogeneizadas em tubo agitador. Como controle negativo 0,1
mL de Metanol foi adicionado a 3,9 mL de DPPH, e como controle positivo, 0
antioxidante sintético BHT (butil-hidroxi-tolueno) foi utilizado em concentracfes de
0,25 a 1 mg/mL. Os testes foram realizados no escuro, utilizando
espectofotbmetro a 515 nm para as leituras de 1 min até a estabilizacdo da
absorbancia. O metanol P.A. foi utlizado para calibracdo do aparelho. A
porcentagem de sequestro de radicais livres (AA%) foi expressa pela equacao 3,
onde Ao é a absorbancia do controle negativo e A1 € a absorbancia da amostra.
Para o calculo do ICso (quantidade de substancia antioxidante necessaria para
reduzir em 50% a concentracao inical de DPPH), as concentracdes dos extratos
vegetais e BHT foram utilizadas para obter a equacéo da linha com R? maior que
0,80, e assim encontrar o valor de ICso, a partir da regrecéo linear. Os testes
foram realizados em triplicada e expressos como media + desvio padréo.

Em seguida, os extratos foram calculados pela equacéo 4 e classificados
de acordo com o AAI em fraco (AAl <0,5), moderado (AAIl entre 0,5 e 1,0), forte
(AAl entre 1,0 e 2,0) e muito forte (AAI> 2,0), conforme metodologia proposta em
Scherer and Godoy, (2009).

Equacéo 2 y = 0,0113x — 0,0429 (R2 = 0,995)
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Equagéo 3 44% = “2 x100

1
AA%

Equacéo 4 AAI = AA% S

Resultados e Discusséo
Prospeccéo fitoquimica

A partir da confecgéo dos extratos vegetais de M. palustris com diferentes
solventes o seguinte rendimento foi obtido: EAq (49,52%), MeOH (19,52%), EtOH
(18,42%), AcOH (11,54%), AcEt (5,72%) e Hex (4,95%); tal rendimento pode ser
influenciado pela temperatura e o tempo de extragcdo, e também pela escolha do
solvente, visto que apresentam estrutura molecular, polaridade e solubilidade
diferentes, o que influencia o comportamento vegetal-solvente (Pinelo et al., 2004;
Cabana et al., 2013; Fernandez-Agullo et al., 2013).

A prospeccdo fitoquimica detectou a presenca de compostos
pertencentes as classes das saponinas, esteroides, flavonoides (flavonas,
flavondis e flavovonois), xantonas e taninos. Os metabdlitos secundarios como
flavonas e flavovondis foram identificados em todos os extratos (Tabela 1). A
maior diversidade de classes de compostos foi observada nos EtOH (7), MeOH
(6) e AcOH (6), seguido de AcEt (5), Hex (5) e EAg (3), corroborando com a
literatura que relata solventes como etanol, metanol e acetona como melhores
extratores vegetais (Cabana et al., 2013; Fernandez-Agull6 et al., 2013; Souza et
al., 2019).

A familia Myrtaceae é muito estudada em relacdo a sua composi¢cao
guimica, sendo relatada com grande potencial em acumular compostos fendlicos
como taninos, flavovondis, flavonas e flavonois (Takao et al., 2015). Contudo, é
importante ressaltar que ha diferencas nos compostos entre espécies da mesma
familia, género e até espécie, isso porque o local onde a planta esta inserida,
fatores ambientais como: temperatura, disponibilidade de agua, adubacéo, época
da coleta bem como método de extracao, podem interferir na via metabdlica das
plantas, alterando a biossintese de diferentes compostos em cada estacdo do ano
(Gobbo-Neto e Lopes, 2007; Morais, 2009).
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Tabela 1: Prospeccdo fitoquimica dos extratos vegetais das folhas de Myrcia palustris.

Metabolite Extracts Myrcia palustres
Classes EtOH MeOH AcEt AcOH Hex EAQ
Saponins + - - + - +
Esteroids + + + + + -
Triterpenoids - - - - - -
Alkaloids - - - - - -

Anthcianinas - - - - - .
Anthocyanins

Flavonas + + + + + +
Flavonoids + + + + + -
Xanthones + + + + + -
Chalconas - - - - - -
Auronas - - - - - -
Flavonols + + + + + +
Tannins + + - - - -
Coumarins - - - - - -

+ Presenca do composto; - auséncia do composto. EtOH: extrato etandlico; MeOH:
extrato metandlico; AcEt: acetato de etila; AcOH: extrato acetona; Hex: extrato hexanico e
EAQ: extrato aquoso.

Mesmo podendo apresentar diferentes compostos, devido as distintas
condicbes em que cada planta se encontra, como citado acima, os metabolitos
secundarios encontrados nos extratos de M. palustris ja foram identificados em
outras espécies da familia como taninos, esteroides, saponinas, flavonoides e
alcaléides em Gomidesia affinis, Gomidesia spectabilis e Pimenta
pseudocaryophyllus (Sakita e Aguiar, 2006; Paula et al., 2008). Como em M.
palustris, varias outras espécies do género apresentaram compostos fendlicos,
representados por flavonoides, flavonas, antocianinas, flavovonois e taninos.
Esses metabdlitos foram identificados em espécies como Myrcia oblongata
(Santana, 2017), Myrcia bella (Saldanha, 2010) e Myrcia hiemalis (Silva, 2007).

Atividade antimicrobiana

Observou-se uma variag¢ao da concentracao de CIM e CBM dos extratos
de acordo com o solvente extrator e 0 microrganismo testado. Dessa forma, todos
0s extratos, com excecdo dos Hex e EAqQ apresentaram atividade antimicrobiana
para todas as cepas testadas. O EAq demonstrou menor eficiéncia frente as
cepas testadas (tabela 2), e a baixa atividade antimicrobiana pode ser justificada
devido a baixa dissolucéo/afinidade dos compostos quimicos presentes na planta

a agua no método de extragéo (tabela 1).
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Os extratos EtOH e MeOH apresentaram as maiores atividades
antimicrobianas quando comparados aos outros extratos, com concentracdes de
CIM e CBM variando de 1,56 a 25 mg/mL entre as cepas Gram negativas e
positivas, apresentando atividade classificada como alta. A prospeccao
fitoquimica de ambos os extratos relatou a presenca dos mesmos compostos
(esteroides, flavonas, flavondis, xantonas, flavovondis e taninos), justificando a
atividade antimicrobiana semelhante apresentada por eles. Nestes dois extratos
h&d presenca de taninos, que podem ter contribuido para maior atividade
antimicrobiana, visto que foram identificados apenas nos mesmos. Segundo
Mello, (2001) os taninos possuem trés mecanismos de acdo que o0 torna
bactericida e/ou fungicida, o primeiro é a inibicdo da sintese de enzimas, o
segundo atua sobre as membranas celulares, modificando o seu metabolismo e o
terceiro ocorre um complexacdo dos taninos e ions metalicos que diminui a
disponibilidade a célula microbiana.

Os extratos de AcOH e Hex apresentaram perfil de atividade
antimicrobiana semelhantes, considerada de baixa a alta para todas as bactérias,
com CIM e CBM variando entre 3,12 a 100 mg/mL. A justificativa para sua
atividade antimicrobiana semelhante pode ser atribuida aos compostos quimicos
presentes, sendo estes 0s mesmos, com exce¢do das saponinas encontradas
somente no AcOH (tabela 1).

O AcEt apresentou atividade antimicrobiana de baixa a moderada para
todos os microrganismos testados, sendo o0 extrato com menor eficiéncia apos o
EAq, no entanto, revelou a presenca dos mesmos grupos de compostos
fitoquimicos dos outros extratos (esteroides, flavonas, flavanois, xantonas e
flavanonois). Apesar disso, a prospeccao fitoquimica (tabela 1) por se tratar de
um método qualitativo, ndo permite quantificar esses grupos, ou seja, € detectado
a presenca e auséncia de tais compostos, seguindo a metodologia colorimétrica
aplicada neste estudo, o que provavelmente justifica extratos contendo mesma
classe de compostos fitoquimicos apresentarem comportamentos antimicrobianos
distintos (Pandini et al., 2015; Amorim et al., 2019).

Além disso, a presenca desses grupos de compostos fitoquimicos em
baixas quantidades provavelmente nao foram suficientes para inibir
significativamente os microrganismos testados; outra caracteristica relevante é

gue néo s6 a quantidade, mas também ha a acao sinérgica que quando utilizados
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esses compostos em combinacdo dentro do mesmo extrato podem exercer
efeitos aditivos ou sinérgicos sobre o microrganismo (Pandini et al., 2015; Amorim
et al., 2019).

Ao comparar esse estudo com outros j& reportados, foi possivel verificar
gue o extrato EtOH apresentou melhor potencial antimicrobiano semelhante a.
outros estudos, como em Nene et al., (2016) que ao avaliar extratos de M. bela
obteve atividade antimicrobiana para S. aureus; e em Souza et al., (2019) além do
extrato etandlico, o metandlico das folhas de Zanthoxylum caribaeum L. também
exibiu capacidade antimicrobiana.

Tabela 2: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) dos extratos vegetais das folhas de Myrcia palustris.

CIM/CBM (mg/mL)

Microrganismos

EtOH MeOH AcOH Hex AcEt EAqQ

Gram (+4)

B. subtilis 6,25/12,5 6,25/12,5 12,5/50 3,12/25 6,25/12,5 200/-
E. faecalis 6,25/6,25 12,5/12,5  50/50 12,5/25 12,5/25 -/-
S. aureus 1,56/1,56 3,12/3,12 12,5/12,5 25/50 12,5/25  50/50
S. epidermidis 1,56/1,56 3,12/3,12 6,25/12,5 25/50 25/50 -/-
Gram (-)

E. coli 6,25/12,5 6,25/12,5 12,5/50 25/50 25/50 100/-
K. pneumoniae 6,25/25 3,12/12,5 1,25/25 -/- 25/100 -/-
P. aeruginosa 1,56/1,56 1,56/1,56 6,25/6,25 100/100  50/50 50/100
P. mirabilis 1,56/3,12 1,56/3,12 6,25/6,25 12,5/50 25/50 -/-
S. Enteritidis 3,12/6,25 6,25/6,25 3,12/6,25 12,5/50 12,5/25 -/-
S. Gallinarum 6,25/12,5 6,25/12,5 12,5/25 25/50 25/100 -/-
S. Tiphymurium  6,25/12,5 6,25/25 100/100 25/50 25/100 -/-

- ndo apresentou atividade; EtOH: extrato etandlico; MeOH: extrato metandlico; AcOH:
extrato acetona; HEX: extrato hexanico; AcEt: extrato acetato de etila; EAQ: extrato
aguoso.

Apesar de poucos estudos sobre atividade antimicrobiana de extratos
vegetais do género Myrcia serem relatados, varias pesquisas demonstram
atividade de extratos de espécies pertencentes a familia Myrtaceae sobre
diferentes microrganismos. Os extratos metandlico de Eucalyptus globulos,
Eucalyptus maculata e Eucalyptus viminalis inibiram significativamente o
crescimento de microrganismos gram-positivos: E. facealis e S. aureus
(Takahashi et al., 2004). O extrato etandlico de Psidium guajava inibiu o
crescimento de bactérias Gram positivas e negativas como S. aureus e P.

mirabilis (Goncalves et al., 2005). A eficiéncia de extratos vegetais de Myrciaria
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cauliflora e Syzygium cumini ja foi comprovada contra E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, S. Tiphymurium, S. aureus e B. subtilis por Bona et al., (2014).

J& foi comprovada a atividade antimicrobiana de metabdlitos secundarios
de diversas plantas, com isso sugere-se que o potencial de M. palustris esteja
relacionado com a presenca principalmente de taninos e flavonoides presente
nesses extratos. Os compostos pertencentes a classe dos flavonoides (flavonas,
flavonois, xantonas e flavovonois) podem agir nos microrganismos por trés
mecanismos: causando a perfuracdo e a reducdo da fluidez da membrana
plasmética; causando inibicdo da topoisomerase, acarretando na inibicdo da
sintese de acidos nucleicos e/ou inibindo o metabolismo energético, estes por sua
vez, causam danos irreversiveis as células (Sher, 2009; Samy e
Gopalakrishnakone, 2010; Cushnie e Lamb, 2011).

O elevado potencial dos extratos EtOH e MeOH pode ser atribuido a
presenca dos taninos, que ja apresentam acao antimicrobiana comprovada na
literatura (Simdes et al., 2007). O mecanismo de a¢&do antimicrobiano dos taninos
esta na inibicdo de enzimas bacterianas e/ou na capacidade de se complexarem
com os substratos dessas enzimas. Além disso, modificam o metabolismo devido
a acao sobre a membrana celular e fundamentam-se no complexo tanino + ions
metalicos, acarretando a diminuicdo de ions essenciais para o0 metabolismo
microbiano. Ademais, € capaz de fazer com que as col6nias de bactérias se
desintegrem, resultando na inibicdo do crescimento microbiano (Scalbert, 1991;
Doss et al., 2009).

Dentre o grupo dos esteroides, um composto comum aos extratos AcOH,
EAQ e EtOH foi a presenca das saponinas (tabela 1), que provavelmente deve ter
contribuido para as atividades antimicrobianas, agindo sobre a membrana celular
e aumentando a permeabilidade (Simdes et al., 2004; Desoti et al., 2011). E
importante ressaltar que as bactérias que os extratos tiveram melhores
performance de inibicdo foram as S. Galinarium e S. Enteriditis, estas apresentam
grande importancia para o setor avicola, por estarem presentes no ambiente de
acomodacdo das aves e ser um veiculo de contaminacdo nas matrizes e
consequentemente nos ovos produzidos; no estudo de Hwang et al., (2020) as
salmonelas sdo avaliadas para a sua prevaléncia no sistema de producéo aviaria
bem como os fatores meteorolégicos associados a contaminacdo, tamanha

importancia esse grupo bacteriano possui nos sistemas confinados de aves.
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Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos vegetais de M. palustris foi
determinada pela diminuicdo da absorbancia a 515 nm, utilizando o ensaio de
sequestro do DPPH. Os extratos que apresentaram maior sequestro de radicais
DPPH quando comparados entre si, foram EtOH (82,29%), MeOH (77,67) e AcOH
(74,10%), na sua maior concentracdo testada (1 mg/mL) e valores de ICso de
0,29, 0,48 e 1,48 mg/mL, respectivamente. J& os Hex (65,17%) e AcEt (69,49%)
apresentaram porcentagens de atividade antioxidante menores que 70%, mesmo
na sua maior concentracdo testada (25 mg/mL), e os valores de ICso de 16,83 e
18,42, respectivamente.

Com excecao do EAqQ (19,49%), todos os demais extratos de M. palutris
apresentaram atividade antioxidante considerada elevada EtOH (82,29%), MeOH
(77,67), AcOH (74,10%) Hex (65,17%) e AcEt (69,49%), embora ndo tenham
alcancado a porcentagem do antioxidante sintético BHT, com 98,75% (1 mg/mL) e
valor de ICso de 0,28 mg/mL. Isso significa que, é necessaria uma maior
guantidade dos extratos vegetais, para sequestrar a mesma quantidade de
radicais livres DPPH, quando comparado com o controle. O extrato aquoso nao
pode ser considerado um bom antioxidante visto que, na sua maior concentracao
(25 mg/mL) apresentou capacidade antioxidante muito baixa, de 19,49% e valor
de ICso de 60,38 mg/mL (tabela 3). Dessa forma, observa-se que a capacidade de
sequestrar radicais livres depende da concentracao testada e do solvente extrator
(Rufino et al., 2007; Scherer e Godoy, 2009; Weber et al., 2014).

Ao comparar nossos dados com os da literatura priorizamos trabalhos
com o mesmo método que utilizamos nessa pesquisa, 0 método do DPPH é muito
utilizado e consiste na captura deste radical livre, acarretando um decréscimo da
absorbancia (Ruffino et al., 2007). Estudos sobre o potencial antioxidante de
extratos foliares com espécies da familia Myrtaceae sdo escassos, o foco desse
estudo no Brasil sdo os frutos comestiveis. Contudo, o potencial antioxidante de
infusdes foliares de algumas espécies desta familia foi observado, em Psidium
laruotteanum e Psidium australe que revelou uma interessante fonte de
antioxidante natural associada a presenca de compostos fendlicos dos extratos
(Takao et al., 2015).
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Tabela 3: Porcentagem de sequestro de radicais DPPH e valor de ICso dos extratos vegetais
de Myrcia palustris.

(():oncentraga Controle Extratos de Myrcia palustres

(mg/mL) BHT EtOH MeOH AcOH Hex AcEt EAq

25 - - - - 69,49+0,5 65,17+0,4 19,49+0,1
20 - - - - 55,80+0,4 52,38+0,2 15,77+0,3
15 - - - - 47,90+0,9 40,77+0,8 12,20+0,0
10 - - - - 33,03+0,7 33,03+1,8 7,73+1,9
5 - - - - 22,02+0,4 21,13+2,0 2,52+0,0
1 98,75#0,2 82,29+0,5 77,67+0,8 74,10+0,6 - - -

0,80 - 77,67+0,3 70,23+0,3 53,42+0,8 - - -

0,50 77,23+0,1 - - - - - -

0,40 - 62,79+0,9 51,63+0,7 38,98%+0,8 - - -

0,25 53,48+1,3 - - - - - -

0,20 - 4791+1,1 32,18+0,3 30,80+0,6 - - -

0,10 38,0340,2 32,88+0,3 24,10+0,3 25,891+0,3 - - -

0,05 20,35+3,0 - - - - - -

ICso 0,2840,0 0,29+0,0 0,48+0,0 1,48+0,5 16,83+0,1 18,42+0,2 60,38+2,4
IAA 3,52+0,2 0,82+0,5 1,61+0,8 0,5+0,6 0,041+0,5 0,03+0,4 0,032+0,1

EtOH: extrato etandlico; MeOH: extrato metandlico; AcOH: extrato acetona; Hex: extrato
hexénico; AcEt: extrato acetato de etila e EAQ: extrato aquoso. IC50: concentragcdo
apresentando 50% de inibic&o; IAA: indice de atividade antioxidante. O potencial antioxidante
determinado de acordo com Scherer e Godoy (2009).

Os extratos vegetais de M. palustris demonstraram forte atividade
antioxidante para o EtOH e MeOH e moderado para Ackt e AcOH e os demais
Hex e EAqQ apresentaram indice, seguindo a classificacdo proposta por Scherer e
Godoy, (2009)

Dentro do género Myrcia, os AcOH (IAA= 8,5) MeOH (IAA= 4,7) e Hex
(IAA= 4,0) das folhas maduras de Myrcia splendens apresentaram atividade
antioxidante considerada elevada (Pontes et al.,, 2018). Outras espécies como
Myrcia tomentosa (IAA= 4,1), Myrcia bella (IAA= 3,9) e Myrcia lingua (IAA= 3,9)
também apresentaram atividade antioxidante, considerada muito elevada (Takao
et al., 2015).

A atividade antioxidante de M. palustris pode estar atribuida aos
compostos fendlicos presentes em cada extrato, 0s quais apresentam atividade
antioxidante comprovada (Aquino et al.,, 2017). Porém, é possivel observar
diferencas na capacidade antioxidante entre os extratos de M. palustris e, quando
se compara com outras espécies, isso porque embora todos apresentem

compostos fendlicos, estes podem estar em diferentes quantidades e/ou forma
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molecular, interferindo na capacidade de sequestrar radicais livres DPPH de cada
extrato (Takao et al., 2015; Aquino et al., 2017; Pontes et al., 2018).

Em todos os extratos de M. palustris foram encontrados 0os compostos
fendlicos, os quais estdo amplamente distribuidos na natureza, podendo atuar
como antioxidantes através de varias formas. Uma delas esta relacionada com a
sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, ja que sua estrutura permite
suportar um elétron desemparelhado. Além disso, conseguem reparar a lesédo de
moléculas atacadas por radicais livres e, blogueiam a propagacdo de radicais
livres na oxidacéo lipidica (Sucupira et al., 2012). Essa classe € representada por
uma grande variedade de compostos, dentre eles estdao os flavonoides,
apresentando sob muitas variacdes tais como, flavondis, flavonas, flavovonéis e
antocianinas (Morais et al., 2009; Silva et al., 2010; Takao et al., 2015). Os
flavonoides apresentam grande capacidade antioxidante devido ao seu esqueleto
carbonico, que favorece a estabilizagéo de radicais livres (Aquino et al., 2017).

Outro metabdlito que representa os compostos fendlicos sdo os taninos,
encontrados em muitas espécies vegetais sdo moléculas que atuam no processo
de estabilizacéo de radicais livres. A presenca desse composto no EtOH e MeOH
pode justificar seu elevado potencial antioxidante, visto que foram identificados
apenas nesses extratos (Paiva et al., 2002; Bernardes et al., 2011; Aquino et al.,
2017).

Concluséo

O rendimento dos extratos vegetais variou conforme os solventes
utilizados, sendo Eaq (49,52%), MeOH (19,52%), EtOH (18,42), AcOH (11,54%),
AcEt (5,72%) e Hex (4,95%). A prospeccéo fitoquimica detectou a presenca de
esteroides, flavonoides (flavonas, flavonais e flavovonais), xantonas e taninos.

A atividade antimicrobiana com melhor performance de inibicdo foi
observada nos extratos AcEt, AcOH, EtOH e MeOH apresentando atividade para
todas as cepas testadas.

O potencial antioxidante foi estabelecido para todos os extratos, com
excecdo do aquoso, destaque para o EtOH com 82,29% de sequestro de radical
DPPH.

Myrcia palustris DC une importantes caracteristicas para aplicabilidade

biotecnolégica, por possuir comprovada atividade antimicrobiana e potencial
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antioxidante; o que pode ser usada como matéria-prima em diferentes aplicacdes

industriais na incorporacdo ou desenvolvimentos novos produtos.
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CAPITULO 2. COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E
ANTIOXIDANTE DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS Myrcia palustris DC.
(MYRTACEAE)

CHEMICAL COMPOSITION, ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF
LEAVES ESSENTIAL OIL THE Myrcia palustris DC. (MYRTACEAE)

Resumo

O Brasil apresenta a maior biodiversidade no mundo e neste contexto, suas
espécies nativas tornam-se uma alternativa na busca de moléculas bioativas para
bioprospeccao de antimicrobianos e antioxidantes naturais. Pertencente a familia
Myrtaceae, a espécie Myrcia palustris DC, conhecida popularmente como
pintagueira-do-mato, ndo apresenta estudos referente as suas atividades
biologicas e composicdo quimica. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
determinar a composicdo quimica do O6leo essencial de M. palustris por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), avaliar sua
atividade antimicrobiana pela técnica de microdiluicio em caldo e a atividade
antioxidante pela técnica de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). O rendimento
total a partir da extracéo pela técnica de hidrodestilacdo do 6leo essencial foi de
0,35%. A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas revelou a
presenca de 28 compostos, sendo a maioria da classe dos sesquiterpenos. A
atividade antimicrobiana foi observada para todas as bactérias Gram-positivas
(Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus) com excecao de
Staphyloccocus epidermidis. Em relacdo as Gram-negativas, verificou-se
atividade inibitéria apenas para Shigella flexneri. Para levedura C. albicans nao foi
observada atividade inibitéria e nem fungicida. O 0Oleo essencial apresentou
capacidade de reducdo de radicais de DPPH até 82,81%, confirmando seu
potencial antioxidante. Sugere-se que a acdo antimicrobiana e antioxidante
presentes no 6leo essencial de M. palustris esteja relacionada a presenca dos
compostos majoritarios a-Guaieno (25,89%), a-Bulneseno (13,39%) e B-Selineno
(4,76%).

Palavra-chave: Atividades biolégicas, Pitangueira-do-mato, substancias
bioativas, DPPH.

Abstract

Brazil has the greatest biodiversity in the world and in this context, its native
species become an alternative in the search for bioactive molecules for
bioprospecting antimicrobials and natural antioxidants. Belonging to the Myrtaceae
family, the species Myrcia palustris DC, popularly known as pintagueira-do-mato,
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does not present studies regarding its biological activities and chemical
composition. Therefore, the objective of this work was to determine the chemical
composition of the essential oil of M. palustris by gas chromatography coupled
with mass spectrometry (GC-MS), to evaluate its antimicrobial activity by the broth
microdilution technique and the antioxidant activity by the broth technique. 2,2-
diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH). The total yield from the essential oil
hydrodistillation technique was 0.35%. Gas chromatography coupled with mass
spectrometry revealed the presence of 28 compounds, the majority being from the
sesquiterpenes class. Antimicrobial activity was observed for all Gram-positive
bacteria (Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus) with the
exception of Staphyloccocus epidermidis. Regarding Gram-negatives, there was
an inhibitory activity only for Shigella flexneri. For yeast Candida albicans, no
inhibitory or fungicidal activity was observed. The essential oil showed a capacity
to reduce DPPH radicals up to 82.81%, confirming its antioxidant potential. It is
suggested that the antimicrobial and antioxidant action present in the essential oil
of M. palustris is related to the presence of the major compounds a-Guaieno
(25.89%), a-Bulnesene (13.39%) and B-Selinene (4, 76%).

Keywords: Biological activities, Pintagueira-do-mato, bioactive substances,
DPPH.

Introducéo

Nos ultimos anos € cada vez maior a procura por produtos que possam
substituir os sintéticos (antimicrobianos e antioxidantes) nas industrias alimenticia,
farmacéutica e cosmeética, isso porque o consumidor esta se tornando cada vez
mais criterioso e exigente quanto a qualidade dos produtos que consome. Além
disso, os produtos sintéticos comumente utilizados vém causando inameros
problemas tanto para o meio ambiente quanto para animais e humanos, em
decorréncia do seu uso exacerbado e das elevadas concentracdes em que séo
aplicados (MACHADO; JUNIOR, 2011; SILVA et al., 2018).

Ademais, 0 uso exacerbado de antimicrobianos tem selecionado a
presenca de microrganismos resistentes, reforcando a preocupacdo das
indUstrias em usar produtos que sejam naturais, iSSO porque a maioria dos
produtos provenientes de espécies vegetais s8o0 menos agressivos ao ambiente e
com menor toxicidade para o homem e ambiente (SILVA et al., 2007; PACKER;
LUZ, 2007; OSTROSKY et al., 2008).

Por sua vez, a substituicdo de antioxidantes sintéticos também se faz
necessario. Atualmente, os antioxidantes mais utilizados s&o butil-hidroxi-tolueno
(BHT), butil-hidroxi-anisol (BHA), terc-butil-hidrox-quinona (TBHQ), tri-hidroxi-butil-
fenona (THBP) e galato de propila (GP). Essas substancias ja despertam
preocupacao referente as doses utilizadas, podendo apresentar também efeitos
toxicos. Além disso, h& evidéncias de que radicais livres e outros antioxidantes
sdo os grandes responsaveis por causar inUmeras doencas degenerativas e
cardiovasculares, bem como declinio do sistema imune e disfuncdes cerebrais.
Desta maneira, estudos para descobertas de antioxidantes e antimicrobianos de
origem natural j4 estdo sendo realizadas, justificando a importancia de estudos
para descoberta de moléculas capazes de sequestrar radicais livres e inibir o
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crescimento de microrganismos resistentes (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ,
2004; SOUSA, et. al., 2007; MELO, et. al., 2011; GONCALVES et al., 2015).

O Brasil é o local mais rico em biodiversidade no mundo, tornando-se
muito importante na busca de novos principios ativos, fornecendo matérias-primas
para obtencdo de novos produtos quimicos. Muitas espécies vegetais nativas ja
servem como fonte de pesquisas a fim de descobrir suas atividades bioldgicas
(ROSA et al., 2016).

Nesse sentido, os Oleos essenciais (OEs) presentes em plantas
aroméaticas, sao substancias provenientes do metabolismo secundario,
constituidas por substancias volateis, e seus compostos organicos sdo as
principais substancias com acao terapéutica (ALMEIDA et al., 2015; ROSA et al.,
2016; BECKER et al., 2017). Recentemente, foram reconhecidos como poderosos
antioxidantes naturais, podendo ser utilizados como substitutos em potenciais aos
antioxidantes sintéticos na industria alimenticia e farmacéutica, além disso,
representam uma abordagem interessante contra a ocorréncia da resisténcia de
patdbgenos microbianos aos medicamentos atuais (MIMICA-DUKIC et al., 2004;
BONZIN et al., 2007; SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012).

Dentre as muitas espécies que apresentam atividades biologicas, as da
familia Myrtaceae destacam-se por ser uma das mais abundantes do ecossistema
brasileiro, e ainda por apresentarem um alto teor de 6leo essencial, que sdo muito
estudados e testados em varias atividades biolégicas (SILVA et al., 2018). O
género Myrcia é bastante interessante do ponto de vista quimico e farmacologico,
e se destaca pelo seu potencial terapéutico, além disso, muitas espécies ja
apresentam potencial citotéxico, antioxidante, antiflamatéria e analgésica
(STEFANELLO et al.,, 2011). Dentre todas as atividades ja descritas para o
género Myrcia, as mais relatadas sdo em relacdo a diabetes comprovando seu
uso na medicina popular. Conhecidas como “planta insulina”, as espécies M.
multiflora, M. salcifolia e M. shaerocarpa sdo muito usadas no tratamento desta
doenca (RUSSO et al., 1990).

Conhecida popularmente como pitangueira-do-mato, murta-do-brejo e
baga-de-sabia, a espécie nativa M. palustris DC. € encontrada principalmente no
sul do Brasil e destaca-se na pesquisa por novos compostos que possam
substituir os antimicrobianos e o0 antioxidantes sintéticos que sao atualmente
utilizados.

Diante disso, o objetivo deste estudo foi determinar a composi¢cao quimica
do OE das folhas de M. palustris, bem como avaliar sua atividade antimicrobiana
e determinar o potencial antioxidante.

Material e Métodos

Coleta, secagem e identificacédo da planta:

As folhas de M. palustris foram coletadas entre dezembro de 2017 e
fevereiro de 2018, no Parque Ecologico Paulo Gorski, localizado em Cascavel,
Parana, Brasil (24°57'51.61”S e 53°26’14.80”’0). Uma exsicata da planta foi
levada ao Herbario da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNOP) para
identificacdo botanica e registro do voucher, sob o numero UNOP 8915. ApGs as
coletas, as folhas foram secas a 40 °C e moidas em moinho de facas tipo willye,
com membrana 0,42 mm de granulometria e, posteriormente, o p6 obtido foi
armazenado em frasco de vidro fechado ao abrigo da luz, em temperatura
ambiente até a extracdo do 0leo essencial (WEBER et al., 2014).
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Extracdo do Oleo essencial:

Para a extracdo do Oleo essencial 140 g do material vegetal foi adicionado
a 1,4 L de 4gua destilada, de acordo com WEBER et al. (2014). A solucéo foi
colocada em aparelho clevenger seguindo a técnica de hidrodestilagdo por

aproximadamente 5 horas. A porcentagem de rendimento do 6leo essencial (%)
. . 7 ~ OE Z z .

foi verificada através da equacédo % = VM—((WW)) x 100, onde OE é o Oleo essencial

extraido e VM € massa vegetal seca e moida. O 6leo extraido foi armazenado em

freezer a 4 °C até o momento da utilizacao.

Cromatografia de gasosa acoplada a Espectrometria de Massas GC-MS:

As andlises dos compostos do 6leo essencial de M. palustris foram
realizadas a partir do sistema Thermo-Finnigan CG-EM. A separagdo dos
compostos foi realizada utilizando GC FOCUS (Thermo Electron), acoplado a um
espectrébmetro de massas DSQ Il (Thermo Electron) e um injetor automatico
TriPlus (Thermo Electron), utilizando uma coluna capilar de silica fundida HP-5ms
(30m comprimento, 0,25 e 0,25 um ID do filme; composicdo 5% fenil-95% de
dimetilpolissiloxano). A temperatura do injetor foi de 250 °C. A amostra e o0s
padrdoes de alcano C7-C28 foram injetados em uma razdo de divisdo 1:25. A
programacdo da temperatura utilizada foi de 50° C mantida por 2 min, um
aumento de temperatura para 180° C na proporcéo de 2° C min, seguido por um
aumento para 290° C na propor¢éo de 5° C min.! A interface entre o GC e a MS
foi mantida a 270° C e a temperatura da fonte de ionizacdo do espectrometro de
massa foi de 250° C. A identificacdo dos compostos foi realizada comparando
seus tempos de retencdo com os tempos de retencdo obtidos da literatura e seus
indices de retencao (ADAMS, 2007; BABUSHOK et al., 2011; YU et al., 2007).

Microrganismos utilizados e preparo do inoculo

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de M. palustris foi avaliada
seguindo a metodologia proposta por SCUR et al. (2014) com modificacdes. Os
microrganismos utilizados sédo das cole¢cdes Americam Type Culture Collection
(ATCC) e Cefar Diagnostica (CCD), sendo as bactérias Gram positivas: Bacillus
subtilis (CCD-04), Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), S. epidermidis (ATCC 12228); Gram negativas: Aeromonas
hydrophila (ATCC 7966), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus mirabilis
(ATCC 25933), Salmonella Enteritidis (ATCC 13076), Salmonella Galinarum
(ATCC 1138), Salmonella Heidelberg (ATCC), Salmonella Typhimurium (ATCC
14028), Shigella flexeri (ATCC 12022) e também a levedura Candida albicans
(ATCC 12031). Os microrganismos foram recuperados em Caldo Infusdo de
Cérebro e Coracao (BHI), durante 24 horas a 36 °C, em seguida, semeado em
placa de petri contendo agar Muller-Hinton (MH) e incubados durante 24 horas a
36 °C. Para realizacdo dos experimentos, a concentracdo dos microrganismos foi
ajustada em solucéo salina 0,85% para 1x10° UFC.mL* para bactérias e 1x108
UFC.mL* para levedura C. albicans.

Determinacgéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
A concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada pelo método de
microdiluicdo em caldo, de acordo com SCUR et al. (2014). O o6leo essencial foi
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solubilizado em metanol (P.A), filtrado com membrana filtrante e diluido em caldo
MH para bactérias e em Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) para a
levedura C. albicans. Na placa de microdiluicdo de 96 pocos foram dispensados
150 uL de MHB ou RPMI-1640 caldo, e em seguida, diluicbes seriadas do 6leo
essencial foram realizadas nas concentragcdes de 7000-3,41 pg/mL. Por fim, 10 uL
do in6culo foram adicionados a cada poco e incubados a 36 °C por 24 horas. Para
o controle positivo foram utilizados antibiotico comercial Gentamicina (200 mg/mL)
e o0 antifungico comercial Nistadina (200 mg/mL). Para comprovar a viabilidade do
microrganismo, um controle negativo foi feito, dispensando no poc¢o apenas 150
ML MHB ou RPMI-1640 e 10 L do in6culo. Para interpratagéo dos resultados, foi
utilizado 25 puL de Cloreto de Trifeniltetrazolio (TTC) a 0,5%, atuando como um
revelador colorimétrico, 0s pocos que apresentaram colocaracdo vermelha
obtiveram resposta negativa para inibicdo do crescimento bacteriano. A CIM foi
realizada em triplicada sendo possivel determinar a menor concentracao do 6leo
essencial capaz de inibir o crescimento microbiano.

Determinacgéo da Concentracéo Bactericida Minima (CBM)/Concentracédo Fungica
Minima (CFM)

Antes da adicdo do TTC 0,5% para determinacao da CIM foi retirada uma
aliguota de 2 yL de cada poco e transferida individualmente para placas de Petri
contendo MH agar, que foram incubadas por 24 horas a 36° C. Para determinar
CBM ou CFM, ou seja, a menor concentracdo do oleo essencial capaz de causar
a morte do microrganismo, foi observado o crescimento de colénia microbiana na
placa (SCUR, et al. 2014). A CIM e CBM do 0leo essencial foram classificados de
acordo com os critérios propostos por SARTORATTO et al. (2004). A atividade foi
classificada em alta (<100 pg/mL), moderada (entre 100 e 500 pg/mL), baixa
(entre 500 e 1000 pg/mL) e muito baixa (acima de 1000 ug/mL). O ensaio foi
realizado em triplicata.

Atividade Antioxidante

O teste da atividade antioxidante do oleo essencial foi realizado pelo
método de reducdo do DPPH, proposto por RUFINO et al. (2007) e Weber et al.
(2014). Foi realizada uma curva de calibragao (0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 uM de
DPPH) para obter a concentracdo do DPPH no meio apds a reacdao com o Oleo
essencial, com a equacdo y =0,0113x—0,0429 (R2=0,995), onde y € a
concentracdo de DPPH e x a absorbancia. Em seguida, aliquota de 0,1 mL do
oleo essencial em diferentes concentracdes (35, 75, 150, 300, 600 mg/mL) foram
adicionados a 3,9 mL da solucdo de metandlica de DPPH (60 mM) e
homogeneizadas em tubo agitador. Como controle negativo 0,1 mL de Metanol foi
adicionado a 3,9 mL de DPPH, e como controle positivo, 0 antioxidante sintético
BHT (butil-hidroxi-tolueno) foi utilizado em diferentes concentragdes (1, 0,50, 0,25,
0,10 e 0,05 mg/mL). Os testes foram realizados no escuro, utilizando
espectofotbmetro a 515 nm para as leituras de 1 min até a estabilizacdo da
absorbancia. O metanol P.A. foi utlizado para calibragdo do aparelho. A
porcentagem de sequestro de radicais livres (AA%) foi expressa pela equacao:

AA% =(A°A;A1) x100, onde Ao é a absorbancia do controle negativo e A1 é a

1
absorbancia da amostra. Para o céalculo do ICso (quantidade de substancia
antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentracéo inical de DPPH), as
concentracfes do Oleo essencial e BHT foram utilizadas para obter a equacao da
linha com R? maior que 0,80, e assim encontrar o valor de ICso, a partir da
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regrecao linear. Os testes foram realizados em triplicada e expressos como media
+ desvio padrao.

Resultados e Discussao

Composicdo quimica do 6leo essencial de M. palustris

Verificou-se que as folhas de M. palustris apresentaram rendimento de
0,35%. Dentre as espécies do género, M. palustris apresentou um baixo
rendimento quando comparada com M. sylvativa (0,5%) (ROSA, et al., 2016) e M.
tumosa com (0,54%) (SA, et al., 2012), mesmo assim este valor ¢ considerado
aceitavel para um potencial cultivo industrial (HENRIQUES, et al., 1997).

A composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de M. palustris
revelou a presenca de 29 compostos (Tabela 1), representando 80,75% da area
total da amostra analisadas. Os compostos majoritarios encontrados no OE foram
0os sesquiterpenos a-Guaieno (25,89%), a-Bulneseno (13,39%), seguido de (-
Selineno (4,76%).

Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de M. palustris
obtido por hidrodestilacdo e analisado por CG-EM.

No Composto TR Area (%) IR IR*

1 a-Cubebeno 25,35 0,18 1344 1345
2 a-Copaeno 26,57 0,77 1372 1376
3 B-Bourboneno 26,90 0,27 1379 1381
4 B-Elemeno 27,19 2,71 1386 1390
5 a-Gurjuneno 27,91 0,23 1403 1409
6 Cariofileno 28,41 3,38 1415 1419
7 B-Gurjuneno 28,84 0,44 1430 1431
8 a-Guaiaeno** 29,16 25,89 1433 1437
9 a-Humuleno 29,90 0,65 1450 1453
10 Aromadendreno 30,08 0,30 1455 1460
11 y-Muuroleno 30,75 1,30 1471 1476
12 Germacreno D 30,98 3,13 1476 1480
13 B-Selineno** 31,29 4,76 1484 1486
14 Viridifloreno 31,40 0,97 1486 1492
15 a-Selineno 31,59 4,50 1491 1493
16 a-Muuroleno 31,74 1,09 1494 1498
17 a-Bulneseno** 31,87 13,39 1498 1504
18 y-Cadineno 32,30 1,02 1508 1513
19 0-Cadineno 32,53 3,04 1514 1514
20 cis-calameno 32,63 0,55 1517 1523
21 a-Calacoreno 33,40 0,47 1536 1540
22 Espatulenol 34,78 4,52 1571 1576
23 Oxido de Cariofileno 34,96 1,12 1575 1581
24 Globulol 35,13 1,25 1579 1582
25 epi-Globulol 35,45 0,59 1587 1585
26 iso-espatulenol 36,94 0,83 1626 1633
27 epi-a-cadinol 37,32 0,52 1636 1638
28 epi-a-muurolol 37,39 0,91 1638 1641

29 a-Cadinol 37,81 1,97 1649 1652
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30 NI 10,10

Total de Compostos  90.85 80,75%

**Compostos majoritarios; NI: Compostos N&o Identificados; TR: Tempo de
Retencéo; IR: Indice de Retencdo; IR*: Indice de Retencdo encontrado na
literatura.

Dentro da familia Myrtaceae, o género Myrcia é o mais estudado,
apresentando cerca 16 espécies analisadas, e assim como em M. palustris, a
presenca de sesquiterpenos foi predominante em 15 delas, sendo que em M.
acuminatissima e M. bombycina o conteddo de monoterpenos foi ligeiramente
maior que o de sesquiterpenos (CERQUEIRA, et al., 2009). O OE de M.
oblongata apresenta como principal composto o0 sesquiterpeno, o Oxido de
cariofileno também identificado no OE de M. palustris, mas em menor quantidade
(SANTANA et al., 2018). O terceiro principal composto também sesquiterpeno, [3-
Selineno, ja foi identificado em outras espécies do género como M. olingatha, M.
lajeana e M. hatschbachii (LIMBERGER et al., 2014). O composto majoritéario
encontrado, a-Guaieno, néo foi identificado em nenhuma outra espécie do género
Myrcia.

Observa-se entdo que o perfil quimico do OE de M. palustris diferiu em
guantidade, niumero de compostos e conformacao molecular entre as espécies do
mesmo género. Essa variacdo pode estar relacionada a condicbes ambientais
distintas, tais como: solo, temperatura, irrigacdo, forma e época do plantio,
intensidade das radiacdes solares, interacdes com polinizadores e predadores,
etc (NASCIMENTO et al., 2007; SCHERER et al., 2009). Ademais, técnicas de
extracdo e proveniéncia do material da planta (fresco ou seco) também podem
interferir nos compostos quimicos dos 6leos essenciais, influenciando diretamente
em suas propriedades funcionais, como atividades antioxidante e antimicrobiana
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; CERQUEIRA et al., 2009).

Atividade antimicrobiana

Os resultados de CIM e CBM do 6leo essencial de M. palustris variaram
de 1750 a 218,75 ug/mL (tabela 2). Com excecao de S. epidermidis foi observada
atividade para as outras cepas Gram-positivas, o0 melhor resultado apresentado
foi para B. subtilis e S. aureus com CIM e CBM de 437,5 e 875 ug/mL,
respectivamente, considerado uma atividade moderada. Para E. faecalis o OE
apresentou atividade antimicrobiana de baixa a moderada com CIM de 437,5 e
CBM de 1750 ug/mL. Dentre as bactérias Gram-negativas, foi observada
atividade inibitéria moderada do OE contra S. flexeri, com CIM de 218,75 ug/mL.
Para a levedura C. albicans o OE ndo apresentou atividade antimicrobiana
(SARTORATTO et al., 2004; PANDINI et al., 2015).

Apesar de ndo ter sido encontrado nenhum relato da atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de M. palustris na literatura, foi observado dentro
do género Myrcia espécies com propriedades antimicrobianas, como M. myrtifolia
(CERQUEIRA et al., 2007), M. aff fosteri, M. ovata (TENORIO et al., 2011), M.
tomentosa (SA et al., 2012) e M. oblongata (SANTANA et al., 2018).

A atividade antimicrobiana do OE de M. palustris pode ser devido a seus
compostos majoritarios a-Guaieno, a-Bulneseno e B-Selineno. Esses compostos
sdo sesquiterpenos e ja é bem estabelecido o fato de que muitos terpendides
guando presentes em OEs apresentem efeitos antimicrobianos. Ademais, deve-se
levar em consideracdo que OE € uma mistura complexa e ocorre interacao
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sinérgica de todos os compostos, contribuindo com sua eficiéncia (CLAESON et
al., 1992; JIMENEZ et al., 2012; LIN et al., 2012).

Observou-se que as bactérias Gram-positivas foram mais suscetiveis ao
OE de M. palustris do que as Gram-negativas. Resultado semelhante foi
verificado para o OE das espécies M. tomentosa e M. oblongata que
apresentaram atividade antimicrobiana moderada para B. subtilis, S. aureus e E.
faecalis (SA et al., 2012; SANTANA et al., 2018). Diversos estudos ja
demonstraram que bactérias Gram-positivas sdo mais suscetiveis aos OEs
guando comparadas as Gram-negativas, provavelmente devido a presenca de
compostos lipofilicos nos OEs, que promovem dano direto na membrana celular,
causando seu rompimento. Além disso, afeta também a manutencdo do pH e o
bloqueio de enzimas bacterianas (LANG; BAUCHBAUER, 2011; XAVIER et al.,
2016).

Para C. albicans o OE nao apresentou atividade, ao buscar resultados
semelhantes na literatura encontramos o OE da espécie M. oblongata, que
apresentou atividade considerada baixa, com CIM e CFM de 3500 pg/mL
(SANTANA et al., 2018). A baixa eficiéncia do OE para leveduras pode ser
justificada, pois 0s seus constituintes quimicos do OE apresentar baixa
hidrofobicidade, e por isso ndo conseguem interagir com 0S componentes
lipidicos, sendo impedidos de penetrar na célula (CASTRO e LIMA, 2010).

Tabela 2. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) do 6leo essencial das folhas de M. palustris

Oleo Essencial
CIM/CBM (pg/mL)

Microrganismos

Gram (+)

B. subtilis 437,5/875
E. faecalis 437,5/1750
S. aureus 437,5/875
S. epidermidis NA/NA
Gram (-)

A.hydrophila NA/NA
E. coli NA/NA
K. pneumoniae NA/NA
P. aeruginosa NA/NA
P. mirabilis NA/NA
S. Enteritidis NA/NA
S. flexeri 218,75/NA
S. Gallinarum NA/NA
S. Heidelberg NA/NA
S. Typhimurium NA/NA
Levedura

C. albicans NA/NA

NA: sem atividade

A reducdo dos radicais livres pelo OE foi dependente das concentracdes
utilizadas, sendo o melhor resultado expresso na concentracdo de 600 mg/mL,
apresentando a maior porcentagem de sequestro de DPPH de 82,81% e valor de
ICso 255,97+3,2 (Tabela 3 e 4). Esse valor de ICso foi considerado
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estatisticamente diferente do valor encontrado para o BHT, com ICso 0,28+0,0
mg/mL (teste x? =252,8; GL=1, p<0.05). Isso demonstra a necessidade de utilizar
uma maior concentracdo de OE para reduzir a mesma quantidade de radicais
livres DPPH quando comparado com o produto sintético comercial (BHT).

Tabela 3: Valor de ICso pelo ensaio do DPPH do dleo essencial das folhas de
Myrcia palustris.

Amostra ICso (mg/mL) Equacéo R?

BHT 0,28+0,0 y =76,571x + 28,47 0,91
Oleo essencial de M. 255,97+3,2 y =0,104x + 23,37 0,96
palustres

média + desvio padréo.

Tabela 4: Porcentagem de sequestro de radicais DPPH do 6leo essencial das
folhas de M. palustris.

Concentracao Controle Oleo essencial de
(mg/mL) BHT M. palustris
600 - 82,81+1,0
300 - 59,28+0,0
150 - 42,75+0,1
75 - 31,18+0,5
35 - 21,49+0,0

1 98,75+0,2 -

0,50 77,2310,1 -

0,25 53,48+1,3 -

0,10 38,03+0,2 -

0,05 20,35+3,0 -

(-) Nao testado; média + desvio padrao.

Estudos sobre potencial antioxidante com espécies do género Myrcia
apresentaram atividade antioxidante moderada, como é o caso de M. bella, M.
tomentosa, M. lingua, M. splendens (MAGINA et al., 2010) e M. oblongata
(SANTANA et al., 2018). Ja com relacdo a espécie M. palustris ndo foram
encontrados na literatura dados sobre atividade antioxidante de seu OE.

Em suma, plantas da familia Myrtaceae apresenta grande capacidade em
acumular substancias fendlicas, ja relatados na literatura como capazes de inibir
os radicais livres presente no meio, sendo mais potentes que vitamina C, vitamina
E e carotenoides (RICE-EVANS et al., 1996; MORAIS et al., 2009; TAKAO et al.,
2015). A atividade antioxidante atribuida aos compostos fendlicos esta
relacionada as suas propriedades redutoras e com a sua estrutura quimica, as
guais desempenham importante papel no sequestro dos radicais livres, podendo
agir na fase inicial e também na propagacao do processo oxidativo (SOUZA et al.,
2007). Porém, alguns 6leos essenciais apresentam comportamento antioxidante,
conforme a estrutura quimica de seus compostos como, por exemplo, 0s terpenos
gue estao presentes em grandes quantidades no OE de M. palustris (AMORATI et
al., 2013).

E esperado que esses resultados auxiliem para futuros estudos sobre
atividades bioldgicas deste 6leo essencial. Ressaltando a importancia de maiores
estudos, principalmente referente a seus compostos, isolando-os e testando-os
separadamente para entao futura utilizagdo em diversos setores industriais.
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Concluséo

A composicdo quimica do OE de M. palustris revelou a presenca de 29
compostos, os principais identificados sdo das classes dos sesquiterpetos: a-
Guaieno (25,89%), a-Bulneseno (13,39%), seguido de B-Selineno (4,76%). Sendo
o composto majoritario a-Guaieno nao encontrado em nenhuma outra espécie do
género.

O OE de M. palustris apresentou atividade antimicrobiana para todas as
cepas Gram-positivas testadas (B. subtilis, E. faecalis e S. aureus) com excec¢éo
de S. epidermidis. Em relacdo as Gram-negativas apresentou atividade inibitéria
para S. flexneri.

Foi demonstrada sua capacidade de sequestrar os radicais livres (DPPH)
apresentando atividade antioxidante de até 82,81%.
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