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RESUMO

Com mais de 56.000 espécies de plantas, o Brasil tem uma das floras mais ricas do mundo
englobando quase 19% da flora mundial, excluindo os fungos. Boa parte deste recurso
encontra-se na Amazonia, que é a regido de maior biodiversidade do planeta. Entretanto,
devido as diversas a¢es antropicas, o conhecimento, a conservagdo e inumeras especies
nativas com potencial biotecnol6gico podem se perder. Neste sentindo, o presente estudo teve
como objetivo analisar o perfil fitoquimico, atividade antioxidante e antimicrobiana de
extratos das cascas e sementes dos frutos de trés espécies da flora Amazonica, preparados a
partir de diferentes técnicas extrativas. Para tal, foram obtidas matrizes vegetais a partir das
cascas e sementes de frutos de Poraqueiba sericea, Garcinia macrophylla e Platonia insignis,
0s métodos de extracdo aplicados foram a quente, com uso Sohxlet, e a frio utilizando-se
hexano, metanol e sistema hidroalcodlico (50:50) como solventes. Foram realizados testes de
triagem fitoquimica, para identificar as principais classes de metabolitos secundarios
presentes nas estruturas vegetais. A atividade antioxidante foi avaliada aplicando-se 0s
métodos DPPH, ABTS e FRAP e o potencial antimicrobiano foi determinado pelo método de
disco-difusdo em placa. O extrato hidroalcodlico a quente das sementes de G. macrophylla
apresentou o melhor rendimento (11,40%). Todas as espécies apresentaram uma gama
consideravel de classes de metabdlitos secundarios, com destaque para o0 extrato
hidroalcodlico a frio das sementes da espécie G. macrophylla (EHA-Gm), que apresentou a
maior variabilidade (9 classes). Em relacdo a atividade antioxidante, a fracdo EHA-Gm,
demonstrou atividade de 685,53 (+ 7,38x10™) umol Fe (II).g™ de extrato, na concentragdo de
0,1875 mg.mL™, sendo este 0 mais ativo dentre os extratos testados pelo método FRAP. Essa
mesma fracdo apresentou a menor concentracao de eficiéncia para reduzir o radical DPPH em
50% (CEsg) (97,31 + 5,98x10°ug/mL). Nos ensaios antimicrobianos, os extratos testados
demonstraram resposta positiva de inibi¢do frente as cepas da bactéria Bacillus subtilis, do
fungo Candida glabrata e das cianobactérias Synechocystis sp. e Synechococus sp.. O
presente estudo demonstrou que as espécies P. sericea, P. insignis e G. macrophylla, podem
ser consideradas como fontes promissoras de compostos bioativos. Com destaque para a
espécie G. macrophylla, que se destacou nos ensaios antimicrobianos e antioxidantes

realizados durante este estudo.

Palavras-chave: biodiversidade, acfes antropicas, flora Amazonica, atividades bioldgicas.



ABSTRACT

With over 56,000 plant species, Brazil has one of the richest in the world, encompassing
nearly 19% of the world's flora, excluding fungi. Much of this resource is found in the
Amazon, which is a region with the highest biodiversity on the planet. However, due to
various anthropic actions, knowledge, conservation and numerous native species with
biotechnological potential can be lost. In this sense, the present study aimed to analyze the
phytochemical profile, antioxidant and antimicrobial activity of peel extracts and fruit seeds
of three species of the Amazonian flora, prepared from different extractive techniques. For
this, vegetable matrices were obtained from the peel and seeds of fruits of Poraqueiba
sericea, Garcinia macrophylla and Platonia insignis, the extraction methods applied were
hot, using Sohxlet, and cold using hexane, methanol and hydroalcoholic system. (50:50) as
solvents. Phytochemical screening tests were performed to identify the main classes of
secondary metabolites present in plant structures. Antioxidant activity was evaluated by
applying the DPPH, ABTS and FRAP methods and the antimicrobial potential was
determined by the plate diffusion disc method. The hot hydroalcoholic extract of G.
macrophylla seeds presented the best yield (11.40%). All species presented a considerable
range of secondary metabolite classes, with emphasis on the cold hydroalcoholic extract of
G. macrophylla (EHA-Gm) seeds, which presented the highest variability (9 classes).
Regarding antioxidant activity, the EHA-Gm fraction showed activity of 685.53 (+ 7.38x10™)
umol Fe (II) .g™ extract, in the concentration of 0.1875 mg.mL™, being the most active among
the extracts tested by the FRAP method. This same fraction presented the lowest efficiency
concentration to reduce the DPPH radical by 50% (EC50) (97.31 + 5.98 x 10%ug / mL). In the
antimicrobial assays, the tested extracts showed positive inhibition response against strains of
Bacillus subtilis, Candida glabrata and Cyanobacteria Synechocystis sp. and Synechococus
sp. The present study demonstrated that P. sericea, P. insignis and G. macrophylla species
can be considered as promising sources of bioactive compounds. Notably G. macrophylla,

which stood out in the antimicrobial and antioxidant tests performed during this study.

Keywords: biodiversity, anthropic actions, Amazonian flora, biological activities.
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1 INTRODUCAO

A Amazonia € a regido do planeta que apresenta maior biodiversidade, pois sua flora €
riquissima, porém, ainda pouco conhecida cientificamente. Somente algumas poucas espécies
vegetais tém uso tradicional e expressdo econdémica ou comercial, como espécies madeireiras,
alimenticias, aromaticas e medicinais (ROCHA, 2017).

A utilizacdo de plantas como ativo no tratamento de doencas ja data desde o inicio da
humanidade e por muito tempo foi a principal forma terapéutica no combate de inimeras
enfermidades. Entretanto, com o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, principalmente no
setor das ciéncias da salde, novos processos para tratar e curar doencas foram surgindo
(BADKE et al., 2011).

Segundo Packer e Luz (2007) a populacdo tem se tornado cada vez mais exigente e
criteriosa com a qualidade dos produtos que utiliza. Devido a isso, existe uma progressiva
preocupacdo em se fazer uso de produtos menos agressivos de origem natural ou o mais
préximo possivel desta proveniéncia.

Observa-se uma tendéncia mundial de crescimento pela demanda de plantas e
compostos de origem vegetal como recurso terapéutico. O que se deve também a fatores
econdmicos, sociais e culturais. Tendo em vista essa realidade, foi criado o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, instituido em 2008, que visa assegurar a
sociedade brasileira 0 acesso seguro e 0 uso sensato desses produtos, fomentando a utilizacédo
sustentavel da biodiversidade e da cadeia produtiva (BRASIL, 2008; ROCHA, 2017).

Existem empreendimentos hidrelétricos planejados para serem instalados na regido da
bacia amazbnica. E como consequéncias desses, areas relevantes de floresta podem ser
inundadas, o que resulta na perda da riqueza ecossistémica. Nesse cendario a biodiversidade
amazonica permanece vulnerdvel a implantacdo e operacdo de grandes empreendimentos
hidrelétricos (FEARNSIDE, 2005; MORETTO et al., 2012; KOBLITZ, 2017).

Quando uma usina hidrelétrica é construida, novos ambientes surgem, para 0s quais
nem todas as espécies botanicas estdo adaptadas, ocasionando assim perda de parte da
biodiversidade, sendo, portanto, fundamental implementar projetos que busquem recuperar
as areas impactadas. Esse fator torna essencial a prospeccao, identificagdo, preservacgéo e
propagacdo de espécies nativas potenciais que podem ser utilizadas em programas
ambientais de mitigagdo dos impactos nas regiGes afetadas no entorno de barragens e
reservatorios de hidrelétricas (SANTOS JUNIOR et al., 2015).
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Nessa conjuntura, se torna estratégico e de grande relevancia estudos que visem
catalogar, identificar, conhecer a constituicdo quimica e as principais atividades biol6gicas de
espécies nativas, e desta forma criar subsidios para a conservacdo e preservacdo da
biodiversidade local e regional. Tais a¢cdes buscam valorizar o potencial de plantas nativas
para o possivel desenvolvimento de produtos biotecnolégicos de alto valor agregado, como

farmacos e cosméticos e nao apenas com o foco em reflorestamento ou atividades similares.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar o perfil fitoquimico e correlacionar com as atividades antioxidante e
antimicrobiana, de extratos obtidos por diferentes métodos das cascas e sementes de frutos de
Poraqueiba sericea, Platonia insignis e Garcinia macrophylla, espécies preservadas da
biodiversidade floristica regional.

2.2 Objetivos especificos

Obter por diferentes técnicas de extracdo e solventes 0s extratos das cascas e sementes
dos frutos das espécies P. sericea, P. insignis e G. macrophylla;

Identificar o perfil fitoquimico dos extratos obtidos a partir de testes cromogeénicos;

Avaliar o potencial antioxidante in vitro das matrizes obtidas das cascas e sementes
dos frutos das espécies pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP;

Determinar a atividade antimicrobiana qualitativa dos extratos frente a diferentes
cepas de bactérias, fungos e cianobactérias pela técnica de difusdao em meio sélido;

Determinar as matrizes mais promissoras em termos de atividades antioxidante e de

inibicdo de microrganismos.



21
3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Potencial biotecnoldgico de plantas amazonicas

Os produtos naturais servem de fonte de inspiracdo para uma grande parte da
farmacopeia atual. Embora as estimativas variem de acordo com a definicdo do que é
considerado um farmaco derivado de produto natural, é seguro dizer que, entre 25% e 50%
dos farmacos comercializados devem sua origem a produtos naturais (KINGSTON, 2011).

As especies da flora configuram as maiores fontes de substancias ativas que podem ser
empregadas na terapéutica, devido a enorme abundancia estrutural de metabdlitos gerados.
Nessa busca por produtos inéditos produzidos a partir de plantas, estdo envolvidos multiplos
conhecimentos que vao desde aspectos agronémicos, botanicos, quimicos, farmacoldgicos e
toxicolégicos (TULP e BOHLIN, 2004; BRANDAO et al., 2010) .

O uso de plantas medicinais tornou-se um recurso terapéutico alternativo de alta
aceitacdo pela populacéo e vem crescendo junto a classe médica, desde que sejam utilizadas
plantas cujas atividades bioldgicas tenham sido analisadas cientificamente, comprovando sua
eficiéncia e seguranca (MALINOWSKI et al., 2007). A relevancia dessa fonte deve-se
também por sua contribuicdo como fonte natural de farmacos e por proporcionar chances
maiores de se obterem moléculas protdtipo devido a diversidade quimica (NOLDIN et al.,
2003; SILVESTRE NETO et al., 2014).

A floresta amazdnica é conhecida por abrigar a maior diversidade de plantas do
mundo, com uma estimativa de cerca 30.000 mil espécies de plantas vasculares. Entretanto,
mesmo que numerosas plantas amazonicas ja tenham sido estudadas, ressalta-se que 0 nosso
conhecimento atual sobre a diversidade quimica da flora amazdnica representa apenas uma
fracéo dessa diversidade (SILMAN, 2011; SKIRYCZ et al., 2016).

Dentre as inimeras espécies que compdem a flora amazébnica, pode-se destacar o
jambu (Spilanthes oleracea L.). Estudos com essa especie demostram que seu 0leo essencial e
extratos, apresentam propriedades antioxidante, diurética, anti-inflamatoria e anestésica e
outras caracteristicas como sua biodisponibilidade de ferro vém sendo investigada (COSTA,
S.etal., 2013; AGUIAR et al., 2014; ROMAO et al., 2015).

Os extratos obtidos da priprioca (Cyperus articulatus L.) possuem atividades
alelopaticas, ou seja, apresentam efeito inibidor sobre a germinacdo de sementes e
crescimento de mudas invasoras de pastagem (ALMEIDA, S. 2010). Para andiroba (Carapa
guianensis Aubl.) ja foram descritas atividade como inseticida, cicatrizante, anti-inflamatoria
e antialérgica (BARROS, 2011; FERNANDES, 2013; HENRIQUES e PENIDO, 2014;
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FARIAS et al.,, 2017). O Oleo essencial obtido das sementes da copaiba (Copaifera sp.)
demostrou potencial leishmanicida e anti-inflamatorio (GOMES, N. et al., 2010; SANTOS,
A.etal., 2011; MORAES et al., 2018).

O acai (Euterpe oleracea Mart) que é muito consumido na regido norte do pais
também se enquadra como uma espécie com relevante potencial quimico, pois seus extratos
possuem uma gama de componentes polifendlicos com propriedades antioxidantes. Dentre
estes se destacam 0s que estdo presentes em maior quantidade e pertencem a classe das
antocianinas, que sdo a cianidina 3-glucosideo e cianidina 3-rutinosideo, sendo suas estruturas
apresentadas na Figura 1 (HEINRICH et al., 2011; YAMAGUCHI et al., 2015; BARBOSA,
P.etal., 2016; CEDRIM et al., 2018).

Figura 1 — Estrutura quimica dos polifendis cianidina 3-glucosideo (1) e cianidina 3-rutinosideo (2)
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Fonte: Adaptado de CEDRIM et al., 2018.

Outra espécie de destaque é o Camu-camu (Myrciaria dubia), essa fruta tem sido foco
de varios estudos, pois produz compostos de elevado valor nutricional, como aminoacidos,
acidos graxos essenciais, vitaminas e minerais. Além disso, contém fitoquimicos que
demonstraram atividade antioxidante e anti-inflamatoria, as quais foram relacionadas a
presenca de compostos fenolicos, vitamina C e acido betulinico (CUNHA-SANTOS et al.,
2018; CASTRO et al., 2018; FIDELIS et al., 2018).

O cupuacu (Theobroma grandiflorum) cuja polpa € bastante apreciada em doces, sucos
e sorvetes, também é uma espécie da flora amazonica de grande importancia, devido sua

atividade antiglicémica comprovada, e ainda por possui um tipo de flavonoide, a teograndina
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Il (Figura 2), que tem sido associada a reducdo do estresse oxidativo em processos
metabdlicos essenciais (PUNARO et al., 2017; BALISTEIRO et al., 2017).

Figura 2 — Estrutura bidimensional do flavonoide teograndina Il
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Fonte: Adaptado de PubChem, 2019.

Um numero significativo de familias e espécies de plantas foi estudado até o
momento. Entretanto, se levarmos em conta a enorme diversidade de espécies conhecidas e
desconhecidas em especial as amaz6nicas, muito trabalho ainda tem de ser feito. Ainda, para a
maioria das plantas investigadas, somente uma das partes, como folha, raiz ou caule, ou
somente um tipo de preparacdo como 0Oleo essencial ou extrato foram estudados (DUARTE,
2006; BARREIRO e BOLZANI, 2009).

Por possuir essa enorme diversidade vegetal, a Amazonia tem vasto potencial como
fonte de novos compostos. Dessa forma, a busca de novas alternativas terapéuticas e o
desenvolvimento de novos medicamentos a partir de produtos naturais tém sido os motivos

subjacentes para estudos quimicos e farmacologicos (DE VARGAS et al., 2016).

3.2 Aspectos socioambiental e legal
Existe amplo entendimento de que é preciso desenvolver a Amazonia, incentivando
principalmente o setor bioindustrial, que agregue valor a biodiversidade de forma sustentavel,

conservando 0s ecossistemas e de modo socialmente digno tanto no que concerne as
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comunidades urbanas como as tradicionais ribeirinhas e indigenas. Em contrapartida, a perda
da biodiversidade por meio da intensa exploracdo e ocupacdo da regido é preocupante
(ASTOLFI FILHO et al., 2014).

Nesse contexto, os grandes empreendimentos como é o caso de barramentos tanto para
producdo energética quanto para uso no armazenamento de rejeitos decorrente da mineracao,
possuem papel de destaque nos impactos sobre a biodiversidade. Todavia, debates sobre
diferentes meios de mitigar ou compensar essas perturbacdes vem se fortalecendo nos Gltimos
anos (CHOUERI e AZEVEDO, 2017).

A preocupacdo da sociedade com a protecdo ambiental tornou indispensavel a criacéo
de instrumentos que resguardem o meio ambiente. Desta forma, obras efetivas e ou
potencialmente causadoras de impacto ambiental devem cumprir requisitos de analise e
controle prévio, antecipando assim ao maximo possiveis riscos e impactos ambientais a serem
prevenidos, mitigados e/ou compensados (COSTA, S. 2016).

Dentre 0s recursos existentes para a protecdo do meio ambiente estd o Estudo de
Impacto Ambiental (EIA) e seu respectivo Relatério de Impacto Ambiental (RIMA), fixados
pela Lei de n°® 6.938/1981, a qual dispbe sobre a Politica Nacional do Meio Ambiente, que e
foram regulamentadas pelas Resolugdes 001/1986 e 237/1997 — do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA). Além disso, a Constituicdo Federal (CF) de 1988, no seu art.
225, § 1° inc. IV exige a realizagdo do Estudo Prévio de Impacto Ambiental (EPIA), haja a
vista a instalacdo de atividades que provoguem ou possam provocar impacto ambiental
significativo (COSTA, S. 2016).

Entretanto, segundo Turra et al (2017) ha no Brasil uma limitacdo na aplicacdo da
legislacdo ao nivel de projeto ou empreendimento, conforme previsto na resolugdo CONAMA
supracitada, comprometendo assim sua eficacia, de forma que o processo nao leva em conta o
funcionamento dos biossistemas da regido onde se introduz.

As experiéncias com hidrelétricas na Amazbnia demonstram muitas falhas e
evidenciam as drasticas consequéncias que estes investimentos provocam em toda a area de
influéncia do empreendimento. Essas falhas decorrem principalmente do fato de ndo serem
desenvolvidos com antecedéncia, planejamentos sistematicos e formas de mitigacdo
(ALMEIDA, N. 2016).

A Usina Hidrelétrica (UHE) de Tucurui situada no rio Tocantins, no Estado do Para, a
montante da cidade de Tucurui, enquadra-se nesse contexto, pois € um empreendimento que
gerou enorme perturbacdo na regido (MERONA et al., 2010; SANTANA et al., 2014).
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Originalmente existia na regido grande quantidade de espécies florestais de interesse
socioecondmico, entre as quais se destacavam Berthollethia excelsa (castanheira), Theobroma
grandiflorum (cupuacu), Euterpe oleracea (acai) e Platonia insignis (bacuri). Entretanto,
devido a implantacdo da UHE esse quantitativo veio a decrescer notavelmente (ROSA
JUNIOR, 2006).

Varios programas de gerenciamento ambiental foram criados pela empresa gestora,
como forma de mitigacdo pelos impactos gerados e de sua politica de sustentabilidade dentre
0s quais, pode-se citar o programa de limnologia e qualidade da 4gua, de recuperacao de areas
degradadas, de fiscalizagdo de recursos naturais e educacdo ambiental. Outro programa de
destaque é o Banco de Germoplasma, o qual foi instituido com a finalidade de manutencdo da
biodiversidade local pela conservacao in situ e ex situ de amostras populacionais dentro e fora
de suas comunidades naturais por meio de individuo ou clone representativo de uma espécie,
permitindo assim a sua reproducéo e utilizagdo futura (MESQUITA NETO, 2007).

Junto a isso, a empresa em conjunto com 6rgaos publicos oferece suporte estrutural e
financeiro para o Mosaico de Unidades de Conservacdo que foi criado no Lago de Tucurui e
tem o objetivo de ordenar o uso dos recursos naturais no lago da Usina e em seu entorno.
Assim, como preconiza a legislacdo ambiental brasileira, que determina que empreendimentos
de grande impacto compensem o0s danos causados ao meio ambiente com a criacdo de
unidades de conservacdo e protecdo integral (CENTRAIS ELETRICAS DO NORTE DO
BRASIL, 2016). Todavia, outros meios podem ganhar espaco como forma de aproveitar de
maneira mais eficiente e sustentavel as areas impactadas. Como € o caso do investimento e
estimulo no conhecimento biotecnoldgico da biodiversidade nativa.

Dessa forma, tonar-se essencial a utilizagdo de estratégias que visem conhecer melhor
0s ecossistemas onde se inserem tais empreendimentos, ndo somente enquanto projeto mais
também durante toda sua operacdo. A partir dai, € possivel planejar estratégias mais
eficientes, que mitiguem e/ou compensem os impactos gerados. Como mencionado acima a
Amaz6nia tem uma riqueza imensa, no entanto, carece de conhecimento acerca do seu
potencial biotecnolégico (ROCHA, 2017). Nesse sentido é de grande interesse atrelar a
insercdo de grandes obras no cenario amazénico com pesquisas e programas que incentivem a
busca pelo conhecimento da biodiversidade e seus possiveis usos em prol da sociedade de

maneira sustentavel, eficiente e respeitosa com o meio ambiente.
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3.3 As plantas e seus extratos

Os extratos vegetais sdo produtos liquidos, em pd, ou intermediario obtido da sintese
dos principios ativos de plantas por diversas metodologias. Configuram ac6es farmacéuticas
aquelas que tém o intuito de condensar as substancias e diminuir as posologias, prolongar o
prazo de validade e durabilidade de algumas substancias ou voltadas a particdo dos ativos
efetivamente implicados nos efeitos terapéuticos (MARQUES, 2005; BRASIL, 2010).

As inumeras metodologias descritas para a preparacdo desses extratos tém como
objetivo o isolamento de seus constituintes quimicos, permitindo a concentracdo dos
principios ativos, e, portanto, agregacdo de valor a matéria-prima (CECHINEL FILHO e
YUNE, 1998; OLIVEIRA, L. 2014).

Os metodos extrativos incluem maceracdao a frio utilizando solventes, infusao,
percolacdo, decoccgdo, extracdo continua a quente (Soxhlet), extracdo em contra-corrente,
extragdo assistida por microondas, dentre outros (OLIVEIRA, G et al., 2016). Estudos
demonstram que o método de extracdo pode influenciar diretamente no tipo, qualidade e
quantidade dos metabdlitos secundarios obtidos (ROCKENBACH et al., 2008; VONGSAK et
al, 2013; BAMPOULI et al, 2014; KARABEGOVIC et al, 2014).

Segundo Tiwari et al (2011), além dos métodos extrativos, outros fatores atuam
diretamente nas caracteristicas finais dos extratos, tais como: a parte do material vegetal
usada, origem deste, grau de processamento, tamanho da particula, solvente utilizado, o tempo
de extracdo, temperatura, polaridade e concentracdo do solvente.

Casale e Valentini (2017) destacam que 0 uso de principios ativos de plantas apresenta
um potencial favoravel por possibilitar acdo terapéutica efetiva em enfermos. Os principios
ativos obtidos de plantas sdo importantes e devem ser usados com cautela, pois também
podem ser toxicos, sendo necessarios estudos que detalhem seus efeitos.

O metabolismo das plantas é definido como o conjunto total das transformacGes das
moléculas organicas, catalisadas por enzimas, que ocorre nas células vivas, suprindo as
necessidades esséncias do organismo, e distinguindo-se em metabolitos priméarios e
secundarios (SILVA e LIMA, 2016).

Os metabolitos primarios participam das atividades vitais do organismo e 0s
secundarios sdo substancias que geralmente ndo fazem parte do metabolismo basico e
possuem caracteristicas quimicas muito variadas e as vezes bem complexa (ALVES, 2009;
MANTOVANI e PORCU, 2009; MORAIS et al., 2016).
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Conforme Pereira e Cardoso (2012) os metabolitos secundarios estdo diretamente
envolvidos nos mecanismos que permitem a adaptacéo das plantas ao seu meio. Desta forma,
esse tipo de metabolito desperta grande interesse, ndo so pelas atividades bioldgicas exercidas
em resposta aos estimulos do meio ambiente, mas também pela imensa atividade
farmacoldgica que possuem.

Por outro lado, os constituintes das plantas, quando testados podem expressar ainda
efeitos sinérgicos entre os inimeros principios ativos devido a existéncia de compostos de
classes ou estruturas distintas que auxiliam na mesma acdo. No estudo da bioatividade de
extratos vegetais € importante a escolha correta de bioensaios para a deteccdo do efeito
especifico. As técnicas de ensaio devem ser simples, notorias e reprodutiveis (MACIEL et al.,
2002; RAMAKRISHNA e RAVISHANKAR, 2011).

Diversas classes de produtos naturais constituem grupos importantes de metabdlitos
secundarios, que estdo envolvidos em varios processos fisioldgicos das plantas (GOMES e
LIMA, 2014). Destacando-se flavonoides (Figura 3), alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos,
taninos, carotenoides e compostos fenolicos (FUMAGALI et al., 2008; VIZZOTO et al.,
2010; BARBOSA, H. et al., 2017).

Figura 3 — Estruturas genéricas das principais classes de flavonoides
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Todavia existem grandes dificuldades na prospeccao de principios ativos de espécies
nativas do Brasil, devido a escassez de informacdes cientificas sistematizadas, obrigando a
utilizacdo frequente de informacdes de uso tradicional. Apesar dos inUmeros recursos com
potencial terapéutico a disposi¢do, as ddvidas e incoeréncias a cerca da falta de estudos
permanecem (BOORHEM e LAGE, 2009). Dessa forma, tem-se observado um maior
interesse por parte de pesquisadores e empresas farmacéuticas, no sentido de entender melhor
a composicdo quimica de plantas, e garantir ndo so a efetividade, mas também a seguranca de
sua utilizacdo (SOUZA, L. 2012).

3.4 Influéncia de fatores exdgenos sobre plantas

Conforme Pérez-Clemente et al (2013) as plantas e animais partilham alguns
mecanismos de resposta a condi¢cdes ambientais nocivas. No entanto, as plantas, sendo
organismos fixos, desenvolveram, na trajetéria de sua evolucéo, estratégias altamente robustas
e eficientes de resposta para lidar e adaptar-se a diferentes tipos de estresse abidtico e bidtico
imposto pelo ambiente frequentemente adverso.

O estresse pode ser entendido como um estimulo ou influéncia que estd fora do
alcance normal do controle homeostatico em um determinado organismo: se a tolerancia ao
estresse for excedida, os mecanismos sdo ativados nos niveis molecular, bioquimico,
fisiolégico e morfoldgico; uma vez que o estresse € controlado, um novo estado fisiologico é
estabelecido e a homeostase é restabelecida (FRAIRE-VELAZQUEZ et al., 2011).

Segundo Tuci¢ et al (2011) fatores ambientais podem prejudicar indiretamente as
plantas influenciando em seu metabolismo. Nessas situacdes, elas podem modular as
atividades dos sistemas bioquimicos existentes redirecionando o fluxo metab6lico de maneira
gue compense a agressao ambiental (ASHRAF et al., 2018).

Quaisquer modificagdes no ambiente podem acarretar mudangas fisioldgicas,
morfologicas, adaptativas ou até mesmo extinguir especies sensiveis por pequenas variagoes
fisico-quimicas do ambiente (BAGLIANO, 2012). Por exemplo, quando espécies se adaptam
a inundagbes constantes seus mecanismos de desenvolvimento, morfolégicos, fisiologicos e
moleculares sofrem alteracGes para conseguirem tolerar 0 novo meio e, caso ndo se ajuste,
entram em declinio (ORT e AINSWORTH, 2012).

E notorio que grandes empreendimentos hidrelétricos estdo associados a significativas
alteracbes ambientais e modificagbes no meio onde se inserem (QUEIROZ e MOTTA-

VEIGA, 2012). Além da supressdo total ou parcial da mata ciliar pela formacdo do
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reservatorio, as usinas hidrelétricas (UHE) também causam inimeros outros impactos tanto
diretos quanto indiretos sobre a flora, tais como fragmentacdo da floresta e mudanca nas
caracteristicas fisicas, quimicas e microbiologicas do perfil do solo, contribuindo para o
estresse fisiologico desses organismos (FERREIRA et al., 2010; BATISTA et al., 2012).

A titulo de exemplo, a UHE-Tucurui, que mesmo com sua importancia
socioecondmica e estratégica para a matriz energética nacional e de amplos inventarios
botanicos e zoologicos terem sido feitos antes de sua implantagcdo. As perdas de espécies ou
pressdo adaptativa artificial acelerada do ecossistema local, em especial para a flora, sdo sem
duvida, provaveis. Haja vista, o grande espaco territorial inundado, que afetou grande parte da
diversidade floristica regional, tornando-a um empreendimento gerador de significativo
impacto ambiental (JUNK e MELLO, 1990; COMISSAO MUNDIAL DE BARRAGENS,
2000; SEQUEIRA, 2017).

Nesse sentido, estudos que direcionam seus esforcos para o conhecimento das
caracteristicas diversas que as plantas possuem sdo sempre de grande relevancia, tendo em
vista, as aplicabilidades, tanto para medidas mitigadoras quanto para incentivos no
desenvolvimento de novos produtos que beneficiem o homem e criem subsidios para a
conservacao da propria biodiversidade (NUNES et al., 2009; PAVARINI et al., 2012).

3.5 Atividade antioxidante

Considera-se antioxidante qualquer substancia capaz de retardar ou impedir danos
associados a oxidacgdo, estando presente em pequenas concentra¢cdes quando em comparagao
com o0 agente oxidante. As substancias antioxidantes podem apresentar diferentes
propriedades protetivas e agir em diversas etapas do processo oxidativo, funcionando por
diversos mecanismos (RUFINO et al., 2007; CATANEO et .al., 2008; SANTOS, G. et al.,
2008; SILVA, M. et al., 2010; SOUZA, SOUZA, VIEIRA, e PUTTI. et al., 2018).

A atividade antioxidante pode prevenir ou diminuir os danos oxidativos de lipidios,
proteinas e acidos nucleicos causados por espécies de oxigénio reativo, que agregam 0S
radicais livres, isto é, os antioxidantes detém a habilidade de reagir com os radicais livres
(Figura 4) e assim limitar os efeitos negativos ao organismo (KIRKHAM et al., 2006;
GUPTA, R. etal., 2014; VIDAL e FREITAS, 2015).

Figura 4 — Equacdo quimica representando a acdo de um antioxidante primario frente a um radical livre, onde
ROO’ ¢ o radical livre, AH - antioxidante com atomo de hidrogénio ativo e A’ - radical desativado

ROO"  +AH —— » ROOH +A°
Fonte: KIRKHAM et al., 2006.
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Problemas causados pelas reagdes oxidativas em mecanismos bioldgicos podem ser
retardados pela utilizacdo de antioxidantes naturais, principalmente de compostos fendlicos,
o0s quais englobam substéncias de diferentes classes como: flavonoides e taninos. Dentre as
funcBes descritas na literatura para esses compostos destacam-se atividade antioxidante, anti-
inflamatoria, cardioprotetora, antidiabético, efeitos anticarcinogénicos, antimicrobianos, anti-
helmintico (HIRATA, SATO e SANTOS, 2004; BIRBEN et al., 2012; KARABIN et al.,
2015; VARGAS-MAGANA et al., 2014; GEETHALAKSHMI, SUNDARAMURTHI e
SARADA, 2018; HAN et al., 2018; SOUZA, P. et al., 2018; WANG et al., 2018; BARRETT
etal., 2018).

Fornaciari et al (2014) enfatizam que o consumo de diferentes antioxidantes, pode
proporcionar protecdo contra o estresse oxidativo, que é a causa de muitas doencas. Também
é sabido que o desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e compostos
antioxidantes determina um estresse oxidativo a nivel celular e, consequentemente, um risco
significativo de danos ao metabolismo.

Os antioxidantes naturais apresentam maiores vantagens em relagdo aos compostos
antioxidantes sintéticos, particularmente em sua capacidade de prevenir a formacao inicial de
radicais livres, sem o risco de efeitos carcinogénicos ou a possibilidade de serem prejudiciais
ao organismo (JESHVAGHANI, et al., 2015).

Estudos realizados para obter antioxidantes seguros de fontes naturais foram feitos,
onde se encontraram compostos tais como: alcaldides, flavonoides, taninos, polifendis,
vitamina C, vitamina E e carotendides que sdo classes que possuem grande potencial como
agentes antioxidantes (PRIOR, 2003; POKORNY et al., 2001; TERUNA et al., 2007; ZAMRI
etal., 2016; FITMAWATI et al., 2017),

Pesquisas epidemioldgicas apontam que o elevado consumo de produtos vegetais esta
relacionado com uma diminuicdo no risco de uma diversidade de enfermidades. Estes
resultados tém sido especialmente referidos aos compostos que possuem atividade
antioxidante (SILVA, M. et al., 2010). As doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT)
(cardiovasculares, respiratérias cronicas, canceres e diabetes), por exemplo, sdo responsaveis
por cerca de 70% de todas as mortes no mundo, estimando-se 38 milhdes de mortes anuais.
Desses 6bitos, cerca de 16 milhdes ocorrem em individuos abaixo dos 70 anos e quase 28
milhdes, em paises de baixa e média renda. Todavia, como o estresse oxidativo € um fator
negativo, presente na maioria das doencas crbnicas, 0s antioxidantes de origem natural séo

considerados como agentes eficazes na profilaxia e no combate a essas patologias
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(MALTA et al., 2017). Dessa forma, estudos envolvendo compostos antioxidantes de origem
natural se fortalecem em diferentes centros de pesquisa devido a sua relevancia na prevencao
de reacdes oxidativas (BROINIZI et al., 2007).

Conforme Alam, Bristi, e Rafiquzzaman et al (2013), que realizaram uma ampla
revisdo sobre métodos de avaliacdo da atividade antioxidante. Este tipo de atividade ndo deve
ser determinada com base em um unico modelo de teste antioxidante. Haja vista, a grande
gama de diferentes tipos de radicais livres e de suas diferentes formas de atuacdo nos
organismos vivos. Desse modo, dificilmente existira um método simples e universal pelo qual
a atividade antioxidante possa ser avaliada. Sendo necesséria, uma mescla de diferentes
métodos de avaliacdo, para apontar, com seguranca, a capacidade antioxidante de determinada
estrutura ou matriz complexa (ALVES, C. et al., 2010).

Dentre os principais métodos empregados na avaliacdo antioxidante de estruturas de
origem bioldgica, os espectrofotométricos sdo 0s mais usuais, baseando-se invariavelmente,
na capacidade “descolorante” da amostra. Os ensaios mais utilizados recebem o nome do
reagente cuja absorcdo serd atenuada pelo antioxidante. Esse tipo de ensaio indica a
capacidade antioxidante total do produto no que diz respeito a presenca de radicais livres e
tem custo acessivel (SOUZA, A. 2014; OLIVEIRA, L. et al., 2014).

Entre os métodos mais utilizados estd o de captura do radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH), que é caracterizado como um radical livre estavel em virtude da
deslocalizacdo do elétron livre sobre a molécula como um todo, de modo que a molécula nédo
dimeriza, como seria 0 caso da maioria dos outros radicais livres. A deslocalizacdo do elétron
também da origem a cor violeta intensa, caracterizada por uma banda de absor¢éo, em solucéo
de etanol, centrada em 517 nm. Quando uma solucdo de DPPH é misturada com a de um
substrato que pode doar um atomo de hidrogénio, isso gera uma forma reduzida com a perda
da coloragé@o, como demostrado na Figura 5 (RUFINO et al., 2007; LOGANAY AKI etal.,
2013). Essa técnica foi laborada inicialmente por Brand-Willams et al (1995), e é amplamente
utilizada para determinacgéo de atividades antioxidantes em frutas e outras estruturas vegetais
(SOARES et al., 2008).

Figura 5 — Equagdo quimica que representa a reagdo do processo observado no método DPPH

Fonte: RUFINO et al., 2007. Cor: violeta-escura Cor: violeta-clara
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Outro método bastante difundido é o FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) ou
Poder Antioxidante de Redugdo do Ferro, proposto por Benzie e Strain (1996), essa técnica
tem como principio determinar a reducdo do ferro em fluidos biologicos e solucdes aquosas
de compostos puros (Figura 6). Esse método pode ser aplicado para estudos da atividade
antioxidante em extratos de alimentos e bebidas, e também, para o estudo da eficiéncia
antioxidante de substancias puras, com resultados comparéveis aqueles obtidos com outras
metodologias mais complexas (RUFINO et al., 2006; SUCUPIRA et al., 2012).

Figura 6 — Equagdo quimica que descreve a producéo de Fe?* (forma ferrosa) a partir da reducéo de Fe** (forma

férrica) presente no complexo TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina)
FeCly + TPTZ ————— E/E E/E\
tampao acetato

gwb5[§tﬁ

[Fe(lll) (TPTZ),]%* [Fe(ll) (TPTZ),)?*

Fonte: RUFINO et al., 2006

Outro método que € aplicado na determinacdo da atividade antioxidante é o método de
captura do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) — ABTS, descrito por
Re et al (1999), que se baseia na geracdo do radical através de uma reacdo quimica,
eletroquimica ou enzimatica. Esse radical pode reagir de forma enérgica com compostos
doadores de hidrogénio, como compostos fendlicos, sendo convertido em uma forma incolor
de ABTS™ (Figura 7). Com essa metodologia, pode-se determinar a atividade de compostos
de natureza hidrofilica e lipofilica (RUFINO et al., 2007; BISKUP et al., 2013).

Figura 7 — Equacédo quimica que representa a estabilizacdo do radical ABTS por um antioxidante e sua formagéo
pelo persulfato de sédio

o0 o0

N CzH/s K,S05 o
CoHs Csz
- ABTS instavel - ABTS estabilizado

Fonte: RUFINO et al., 2007
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3.6 Atividade antimicrobiana

Os antimicrobianos sdo substancias naturais ou sintéticas que agem sobre
microrganismos, inibindo o seu crescimento ou causando a sua destruicdo (ULLAH e AL,
2017). Na época da revolugdo conhecida como “era de ouro”, por volta da década de 1960,
grande parte dos grupos de antibidticos importantes foram descobertos, tais como: B-
lactdmicos (DOCQUIER e MANGANI, 2018) e tetraciclinas (MARKLEY e WENCEWICZ,
2018) e os principais problemas envolvendo a quimioterapia foram resolvidos. Contudo,
enfrenta-se no campo da medicina, o problema desses compostos descobertos, outrora tdo
excepcionais, perderem a eficacia devido ao aumento da resisténcia microbiana
(MAYERS et al., 2009; BALSALOBRE et al., 2014). Implicando em impactos consideraveis,
com falhas de tratamento associados principalmente a bactérias multirresistentes e esse
problema tornou-se uma preocupacdo global a saude publica (GUSCHIN et al., 2015;
MARTIN et al., 2015).

Nesse cenario, a descoberta de novos farmacos &€ um objetivo extremamente
importante. Os produtos naturais ainda sdo uma das principais fontes de novas moléculas para
0 desenvolvimento de medicamentos. Eles sdo derivados de bactérias procaridticas,
microrganismos eucaridticos, plantas e organismos animais. Os produtos oriundos de vegetais
e microrganismos ocupam a maior parte dos compostos antimicrobianos descobertos até hoje
(DEMAIN, 2014; GORNIAK et al., 2019).

Diversos microrganismos sao utilizados como reveladores em testes de acéo
antimicrobiana. Dentre os quais, mencionam-se as linhagens bacterianas de Salmonella
typhimurium que é um anaerébio facultativo Gram-negativo que causa infec¢do sistémica,
sendo responsavel por inOmeras perdas de vidas em todo o mundo
(CHAUDHURI et al., 2018), Bacillus subtilis (Gram positiva) que é reconhecido como um
probidtico humano e animal seguro e confidvel e esta associado a bioatividades, como
producdo de vitamina e estimulacdo imunologica (DU et al., 2019), Corynebacterium fimi
(Gram positiva) sdo bactérias que possuem relevancia médica, veterinaria ou biotecnoldgica
(OLIVEIRA et al., 2017) e Listeria monocytogenes que sao bacilos (Gram positivos) nédo
formadores de esporos, sdo facultativamente anaerébicos e responsaveis por infecgdes
humanas de origem alimentar (PIZARRO-CERDA E COSSART, 2019).

Linhagens de leveduras sdo amplamente utilizadas também como €é o caso do género
candida, que possui relevante de interesse médico, sendo Candida albicans a principal na

Ameérica Latina, no entanto outras espécies, como C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis,
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comecam a despontar, haja vista, 0 potencial infeccioso latente desses organismos
(MENEZES et al., 2013).

Outros organismos que séo estudados s@o as cianobactérias que degradam a qualidade
da agua através do acumulo extracelular de toxinas, que afetam animais e humanos que
consomem a agua (LOPES et al., 2017). Tendo as espécies Synechocystis sp., Nostoc sp. e
Synechococus sp. como representantes desses organismos bem conhecidas do bioma
Amazonian (AMARAL, 2018).

Plantas e outras fontes naturais podem fornecer uma enorme variedade de compostos
complexos e estruturalmente diversos. Grupos de pesquisadores se concentram na
investigacdo de extratos vegetais e microbianos, 0leos essenciais, metabdlitos secundarios
puros e novas moléculas sintetizadas como potenciais agentes antimicrobianos (MABONA et
al., 2013; NAZZARO et al., 2013).

Estudos desenvolvidos por Luciano-Montalvo et al (2013), demonstraram os efeitos
antimicrobianos e bactericidas de Tapeinochilus ananassae contra Proteus vulgaris (ATCC
6896) e Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305) e os efeitos de Syzygium jambos contra
Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305) e Staphylococcus aureus (ATCC 6341).

Outro estudo, desenvolvido com extratos de folhas da espécie Montrichardia linifera
evidenciou que os extratos metandlico seco (EMS), metandlico fresco (EMF), etan6lico seco
(EES), apresentaram ac¢do antibacteriana frente as diferentes linhagens bacterianas tais como:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 700603) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), sendo 0 extrato
metanolico seco (EMS) o mais eficiente (MIRANDA et al., 2015).

Um estudo demonstrou que os frutos de Schinus terebinthifolius (Aroeira-vermelha),
nativa da América do Sul, s&o ricos em flavonas e sapogeninas esteroides. Nos frutos dessa
especie foi identificado um composto codificado como 430D-F5 que apresentou capacidade
de atenuar a viruléncia do MRSA - uma forma de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, que a cada ano mata cerca de 11.000 pessoas apenas nos Estados Unidos
(MUHS A. etal., 2017).

De acordo com Balouiri, Sadiki, e Ibnsouda (2016), existe uma variedade de métodos
de laboratério que podem ser usados para avaliar ou rastrear a atividade antimicrobiana
in vitro de um extrato ou um composto puro. O método de difusdo em disco e diluicdo em

caldo ou agar é o mais conhecido e um dos mais utilizados. O teste de disco-difusdo em agar
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foi desenvolvido por Norman George Heatley por volta 1940 (HEATLEY, 1944), sendo o
método oficial usado em laboratérios de microbiologia clinica para testes rotineiros de
susceptibilidade a antimicrobianos. Padrdes aceitos e aprovados sdo publicados pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) para testes de bactérias e leveduras
(NCCLS, 2012).

O método de disco-difusdo baseia-se na difusdo, atraves do 4&gar, de um
antimicrobiano impregnado em um disco de papel-filtro. A difusdo do antimicrobiano leva a
formacéo de um halo de inibicdo do crescimento do microrganismo testado (Figura 8). O teste
é préatico, de facil execucdo e idealizado, principalmente, para bactérias de crescimento
rpido. Os reagentes sdo relativamente econdmicos, ndo hé necessidade de equipamentos
especiais, além de apresentar grande flexibilidade na escolha do ndmero e tipo de
antimicrobianos a serem testados (NCCLS, 2003; 2012).

Figura 8 — Placa representando halos de inibicdo formados por agentes antimicrobianos (Cetoconazol — C,
Fluconazol — F, Anfotericina B — A e Nistatina - N) frente a Candida albicans, pelo método de disco-difuséo

Fonte: SILVA et al., 2016.

3.7 Poraqueiba sericea TUL.

A espécie Poraqueiba sericea TUL., de nome popular Mari ou Umari
(Figura 9, p. 36), pertence ao género Poraqgueiba, subordinado a familia botanica Icacinaceae.
E conhecida botanicamente desde o século passado, tendo sido descrita por Tulasne em 1849
(FALCAO e LIERAS, 1980). Esse género é composto por trés espécies de terra firme:
Poraqueiba sericea, Poraqueiba guianensis e Poraqueiba paraensis, que Sao espécies
endémicas da Amazonia, com ocorréncias confirmadas nos estados do Acre, Amazonas,
Amapé e Pard como demostrado no mapa distribuicdo geogréfica (Figura 10, p. 37) (FAO,
1986; ZEBIRI et al., 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heatley%20NG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16747749
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Na literatura cientifica sdo encontrados poucos relatos sobre P. sericea. Sabe-se que é
uma espécie arborea e que foi cultivada inicialmente por nativos americanos e propagada na
Bolivia, Brasil e Peru. E bastante apreciada no Peru por seu fruto ter sabor agradavel e
caracteristico, onde é consumida in natura e também como ingrediente principal na
composicdo de uma bebida local chamada "Cahuana" preparada com amido de tapioca
(ZEBIRI et al., 2016).

Figura 9 — Arvore da espécie Poraqueiba sericea

Fonte: Autor.

No Brasil, P. sericea tem ocorréncia registrada principalmente nos estados do
Amazonas e Para. Encontrando-se essencialmente em matas de terra firme (FALCAO e
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LIERAS, 1980). Um estudo etnobotanico apontou que as folhas de P. sericea sdo largamente
utilizadas por tribos como infusio para tratar disenteria (HUAMAN et al., 2001).

Figura 10 — Mapa distribuigdo fitogeografica da espécie Poraqueiba sericea

Fonte: Flora do Brasil, 2020., 2019
Legenda: Estados de ocorréncia da espécie na regido norte (cor verde) no Brasil

Pesquisas com enfoque na investigacao fitoquimica da familia Icacinaceae indicaram a
presenca de alcaloides (KHAN et al., 2013), flavonoides (MANGA et al., 2013), triterpenos
pentaciclicos (CALDERON et al., 2013), entre outros constituintes fitoquimicos de interesse.

No estudo de Zebiri et al (2016), trés saponinas triterpenoides, seis triterpenos e dois
secoiridoides foram isolados e identificados a partir do caule de P. sericea. Sendo esses
compostos testados para algumas bioatividades, com resultados promissores para as

atividades anti-p-glicosidica e anti-acetilcolinesterase.

3.8 Garcinia macrophylla MART.

O nome geneérico Garcinia € uma homenagem ao boténico francés Laurent Garcin,
que foi o primeiro a publicar uma descricdo da espécie (CARVALHO, 2014). Esse género
pertence a familia Clusiaceae que engloba aproximadamente 1.600 espécies subordinadas a
36 géneros, dispersas em regides tropicais e subtropicais do mundo (CAVALCANTE, 2010).
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G. macrophylla MART. (Figura 11) é nativa da Amaz0nia e ocorre no sub-bosque de
florestas de varzea. No Brasil tem importancia madeireira e alimenticia, além de ser utilizada
na recuperacao de areas degradadas (NASCIMENTO et al., 2002; COSTA et al., 2016).

O género Garcinia € o mais representativo da familia Clusiaceae, com cerca de 400
espécies. No Brasil, a familia Clusiaceae esta representada por 21 géneros e 183 espécies,
distribuidas nas diferentes regides do Pais (Figura 12, p. 39) (BARROSO, 1978).

Figura 11 — Arvore da espécie Garcinia macrophylla
SN ¥ T v
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Figura 12 — Mapa distribuicéo fitogeogréafica da espécie Garcinia macrophylla

Fonte: Flora do Brasil, 2020., 2019
Legenda: Estados de ocorréncia da espécie, na regido norte (cor verde), centro-oeste
(cor amarela), nordeste (cor areia) e sudeste (cor rosa), no Brasil

Segundo Carvalho (2014), dentro do taxon genérico Garcinia sdo nativas do Brasil as
seguintes espécies produtoras de frutos comestiveis: o bacuparizeiro ou bacurizeiro-mirim (G.
gardneriana Miers. (Planch. e Triana) Zappi, o bacuri peito de moga (G. macrophylla Mart.),
0 bacuriparizeiro-liso (G. brasiliensis Mart.), bacurizinho (G. acuminata Planch. e Triana) e
Garcinia madruno (Kunth.) Hammel, conhecida no Estado do Amazonas como bacurizeiro
ou bacurizeiro-verdadeiro. Estas denominacdes séo as que identificam mais correntemente
nos estados do Para, Maranh&o e Piaui a espécie Platonia insignis Mart.

Rosa e Machado (2016) apontam uma tendéncia para um efeito positivo da utilizacéo
de Garcinia cambogia sobre a obesidade, com pouca possibilidade de efeitos colaterais. Seu
principio ativo encontrado na casca do fruto chamado de acido-hidroxicitrico (AHC), parece
ter acdo hipolipemiante, através da inibicdo de enzima ATPcitrato liase, responsavel pela
clivagem do citrato em acetilCoA em oxaloacetato, sendo usada no tratamento de obesidade
(SANTOS et al., 2007 e HAYAMIZU et al., 2008). Outra pesquisa (SALES et al., 2015),
apontou que o composto 7-epiclusianona (Figura 13, p. 40), uma benzofenona tetraprenilada

isolada do epicarpo de Garcinia brasiliensis, indicou potencial anticancerigeno contra células
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de glioblastoma. Assim sendo, é inegavel que esse género possui consideravel potencial como

fonte natural de moléculas de interesse.

Figura 13 — Estrutura quimica do composto 7- epiclusianona

Fonte: SALES et al., 2015.

3.9 Platonia insignis MART

A espécie Platonia insignis, conhecida popularmente como bacurizeiro (Figura 14, p.
41), também pertence a familia botanica Clusiaceae, subfamilia Clusioideae e ao género
Platonia. A familia Clusiaceae agrega aproximadamente 1.600 espécies subordinadas a 36
géneros, dispersas por diversas regides tropicais, subtropicais e temperadas pelo mundo
(BARROSO et al., 2002). Platonia insignis tem sido considerada como a Unica espécie do
género Platonia, sendo assim, é considerada um monotipo. Esse género € descrito como
riquissimo em substancias naturais como: xantonas (euxantonas), 4acidos graxos, e
triglicerideos (CAVALCANTE, 1996; SILVA V. et al., 2010).

O nome comum “Platonia” ¢ uma referéncia ao memoravel pensador grego Platdo e
“insignis” o nome da espécie, significa notavel, insigne, importante, grande, aquele que é
notdrio, em alusdo ao porte do fruto (YAMAGUCHI, 2014).

A ocorréncia de bacurizeiros compreende grande extensdo na regido norte e nordeste
do Pais dispersando-se pelos estados do Para, Maranhéo e Piaui, dentre outros (Figura 15, p.

42). Os frutos possuem valor para agroindustria e exportacdo de polpa (no pais e no exterior),
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gerando assim renda, emprego. Sendo uma alternativa econdmica principalmente para as
populagdes nativas (LIMA, 2007).

Segundo Santos et al. (2013) a atividade antioxidante descrita para essa especie pode
estd diretamente relacionada ao teor de fendis totais. Os dados na literatura indicam que a
espécie P. insignis apresenta extratos e compostos com inumeras atividades bioldgicas
comprovadas, que podem ser mais bem explorados na concepcdo de novos farmacos
(YAMAGUCHI, 2014).

Figura 14 — Arvore da espécie Platonia insignis

Fonte: Autor
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Figura 15 — Mapa distribuigdo fitogeografica da espécie Platonia insignis

Fonte: Flora do Brasil, 2020., 2019
Legenda: Estados de ocorréncia da espécie, na regido norte (cor verde),
centro-oeste (cor amarela), nordeste (cor areia), no Brasil

Estudos desenvolvidos por Costa Junior (2011a) confirmaram que o 6leo das sementes
de P. insignis revelou potencial cicatrizante ao acelerar o processo de cicatrizacdo de feridas
cutdneas em ratos. A atividade bioldgica observada foi atribuida ao composto 1,3-diestearil-2-
oleil-glicerol (TG1) (Figura 16, p. 43), um triglicerideo, que foi isolado do extrato hexanico
das sementes do bacuri.

A investigacdo dos compostos de P. insignis esta apoiada no frequente uso
etnobotanico da espécie. Alem disso, estudos desenvolvidos com diferentes classes de
substancias obtidas de P. insignis indicam que a espécie ¢ uma fonte promissora para
elaboracdo de possiveis fitomedicamentos, pois foram observadas atividades como
cicatrizante, anti-inflamatdria, anticonvulsivante, antimicrobiana, citotoxica, antioxidante e
anticolinesterasicas que podem beneficiar pacientes que possuem doengas como cancer,
Alzheimer e Parkinson (HATANAKA e CURI, 2007; NAIDU et al., 2007; HENRY et al.,
2009; COSTA JUNIOR, 2011b; SANTOS et al., 2013).
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Figura 16 — Estrutura quimica do composto 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol

CH;

CHs

Fonte: COSTA JUNIOR, 2011.

3.10 Estatistica multivariada (Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise de
Hierarquica de Cluster (HCA)

A Anaélise de Componentes Principais (Principal Component Analysis - PCA) é uma
técnica muito utilizada em aplicacbes para separacdo estatistica de classe de amostras,
proporcionando informacdes sobre as variaveis (loadings) segundo o qual as amostras sao
separadas, além das separagdes entre as classes (scores). PCA € um método de classificacdo
ndo-supervisionado que se baseia na rotagdo dos eixos espaciais para abranger a maior
variancia (informacdo) nas medidas. Esses novos eixos sdao denominados Componentes
Principais (Principal Components - PC’s) e sdo ortogonais entre si (PREBIHALO et al.,
2018).
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Conforme descrito por Prebihalo et al. (2018), os resultados de PCA s&o apresentados
em forma de gréficos bi ou tridimensionais, o que facilita o entendimento dos dados. O
gréfico dos scores contém o grau de agrupamento das amostras e informacGes sobre
agrupamentos distintos de amostras, ja o grafico dos loadings abrange informacdes sobre a
base dos agrupamentos, isto é, os loadings podem ser usados para determinar quais variaveis
séo as que mais contribuem para diferenciar as amostras.

A Anadlise de Hierarquica de Cluster (Hierarchical Cluster Analysis - HCA) conforme
descricdo de Granato et al (2018), é um método de agrupamento que explora a organizacao de
amostras em grupos e entre grupos que representam uma hierarquia, o resultado da HCA é
apresentado na forma de um dendrograma que agrupa as amostras em classes, baseando-se na
similaridade dos participantes de uma mesma classe e nas diferencas entre membros de

classes diferentes.
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4 MATERIAIS E METODOS

S&o descritos a seguir os procedimentos experimentais utilizados na caracterizagao
fitoquimica, atividade antioxidante e antimicrobiana dos extratos obtidos. O preparo dos
extratos vegetais, triagem fitoquimica e ensaios da atividade antioxidante, foram realizados no
Laboratorio de Quimica Multidisciplinar (LAQUIM), Campus Universitario de Tucurui — PA,
da Universidade Federal do Para (UFPA). Os ensaios para avaliagdo da capacidade de
inibicdo de microrganismos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia de Enzimas e
Biotransformacdes (LABEB) da UFPA, Belém — PA.

4.1 Materiais
Os principais materiais, solucfes e equipamentos utilizados para o desenvolvimento

desta pesquisa estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Principais materiais e reagentes utilizados durante o desenvolvimento deste estudo

(Continua)

MATERIAIS E REAGENTES

Evaporador rotativo, modelo 0344B1, QUIMIS
Unidade de refrigeracdo, modelo 0214u2, QUIMIS
Balanca analitica, modelo Q-500L210C, QUIMIS
] pHmetro, modelo mPA-210, TECNOPON
Equipamentos e Espectrofotdmetro, modelo 800XI, FEMTO
acessorios Micropipeta automatica (10 uL - 1.000 uL)
Capela de Fluxo laminar, modelo 5062020, LABCONCO
Incubadora Shaker, modelo BS-1, CERTOMAT®
Autoclave, modelo AV18, FHOENIX
Camara germinativa, modelo CT718, CIENTEC
Estufa bacteriologica, modelo Q.316.24, QUIMIS

Reativo de Fehling
Magnésio metalico
Etanol, P.A, DINAMICA
Triagem Hexano, P.A, DINAMICA
Metanol, P.A, DINAMICA
Solugéo de Hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 M
Soluc¢do de acido cloridrico (HCL) 0,1 M
Solucao de Cloreto de férrico (FeCls) 1%
Reativo de Dragendorff
Reativo de Bouchardat
Reagente de Mayer
Reativo de Keede
Reativo de Pascova

fitoquimica
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Tabela 1 — Principais materiais e reagentes utilizados durante o desenvolvimento deste estudo
(Conclusédo)

Acetato de sodio trihidratado, 97%, SIGMA
Acetona P.A, DINAMICA
Acido acético glacial P.A, DINAMICA
Sulfato ferroso heptahidratado, P.A, SYNTH
Atividade TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina), SIGMA
Persulfato de Potassio, P.A, SYNTH
DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil), cédigo 095K1452, SIGMA
ABTS 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfnico), codigo
A1888, SIGMA
Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico),
SIGMA

antioxidante

Atividade Sabouraud Chloramphenicol Agar M1067, HIMEDIA
LB Broth L-3022 (Lennox), SIGMA
BG-11 Freshwater Solution C3061, SIGMA

antimicrobiana

Fonte: Autor

4.2 Coleta do material boténico, herborizacéo e identificacdo das espécies

Foram realizadas trés excursdes a campo abrangendo diferentes localidades que
configuram areas de influéncia socioambiental da Usina Hidrelétrica de Tucurui — PA, (UHE-
Tucurui). Na Tabela 2, p. 47, sdo mostradas os locais de coleta, coordenadas geograficas dos
pontos de coleta, os vouchers das exsicatas e 0s numeros de autorizacdo da pesquisa no
Sistema de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen). As amostras das espécies estudadas foram herborizadas conforme as normas
convencionais de herborizacéo e identificadas pelo especialista Dr. Antonio Elielson Sousa da
Rocha do Herbario do Museu Emilio Goeldi (HMPEG), as exsicatas proveniente de cada
planta foram depositadas no herbario da instituicdo supracitada (Imagens das exsicatas nos
Apéndices A, Be C).

4.3 Processamento do material vegetal

Foram utilizados 44 frutos da espécie P. sericeia, 38 de G. macrophylla e devido ao
tamanho do fruto ser bem maior, foram usados 7 da espécie P. insignis. O procedimento de
separacao da casca, polpa e semente foi feito manualmente. Depois de desagregadas, as partes
de interesse, foram secas em ambiente ventilado por um periodo de cinco dias e trituradas
(Figura 17, p. 47). Posteriormente, foi realizada a pesagem do material, onde foram obtidos

1.010g de material vegetal proveniente das sementes de P. sericeia, 323g (sementes), 575¢
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(cascas) de G. macrophylla e 359g (sementes) e 8869 (cascas) de P. insignis. Do material
obtido para cada espécie, foram separados 110g das sementes e 100g das cascas para
padronizacdo dos experimentos. As quantidades utilizadas foram definidas conforme a

capacidade do aparelho de Soxhlet utilizado no procedimento de extragéo.

Tabela 2 — Identificacdo botanica, local de coleta, coordenadas geograficas, nimero de voucher no HMPEG das

espécies estudadas e cddigo no SisGen

L . Local de Coordenadas .
Especies I Afi HMPEG SisGen
Coleta Geograficas
Poraqueiba
) Vila Permanente,
sericea _— 3°49'38.6"S  49°30%46.2"0 MG 236749  AD3ACOL
TUL.
Garcinia
hvll Ilha de Germoplasma,
macrophylia — 3°5202.5"S  49°3829.1"0 MG 236750  ASEO5CS
MART.
Platonia Zona rural de Baido-PA,
INSIgnIs Rodovia Transcameta,  so)/07 545 49°4116.6"0 MG 236751  AFC4187
MART. BR 422.

Fonte: Autor

Figura 17 — Frutos de P. sericea (1), G. macrophylla (2) e P. insignis (3) e cascas e sementes trituradas
para extragéo

Fonte: Autor.
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4.4 Extragao

O processo de extracdo foi desenvolvido utilizando metodologias de extracao distintas,
conforme descrito abaixo.
4.4.1 Extragdo a quente

Para a extragdo a quente, utilizou-se um extrator do tipo Soxhlet acoplado a um
sistema de refrigeracdo, como mostrado (Figura 18). Na extracdo com Soxhlet o material
vegetal foi pesado e embrulhado com papel filtro formando um cartucho que foi inserido no
corpo do extrator. Utilizou-se um baldo de destilacdo de 1000 mL, acoplado ao Soxhlet,
adicionou-se o solvente e pérolas de vidro, montou-se o sistema com a manta, condensador e
mangueiras. Aqueceu-se 0 sistema, mantendo-se sobre refluxo. O procedimento foi realizado
durante 3 ciclos de 3 horas. As propor¢des usadas para extracdo foram de 100g para as cascas,

110g para as sementes e 600 mL de solvente (sistema hidroalcoolico/50:50).

Figura 18 — Extracédo por Soxhlet acoplado a um sistema de refrigeragéo

Fonte: Autor

4.4.2 Extragéo a frio

A extracdo a frio foi realizada por maceragdo. Nesse processo 0s materiais vegetais
secos, moidos e pesados foram submetidos a extracdo com hexano, metanol e sistema
hidroalcodlico (50:50). O material permaneceu em maceracao por periodo de quatro dias e o

volume do solvente utilizado foi padronizado em 250 mL. Foram elaborados 15 extratos
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vegetais por este método, sendo trés correspondentes as sementes de umari, seis das cascas e
sementes de bacuri peito de moca e seis das cascas e sementes de bacuri verdadeiro, estando
dividido em extrato bruto por maceracdo hidroalcodlico (MAC-HA), extrato bruto por
maceracdo em hexano (MAC-H) e extrato bruto por maceracdo em metanol (MAC-M) na

ordem descrita na Tabela 3.

Tabela 3 — Sistemas de solventes e massa de material vegetal utilizados nos métodos extrativos a frio por

maceragéo
METODO PROCEDIMENTOS PARA EXTRACAO
Material vegetal: casca (100g) e semente (110g);
Hidroalcodlico (MAC-HA) Sistema: 250 mL agua/etanol (50:50);

Tempo de maceracdo: 4 dias

Material vegetal: casca (100g) e semente (1109);
Hexano (MAC-H) Volume do solvente: 250 mL;
Tempo de maceracgéo: 4 dias;

Material vegetal: casca (100g) e semente (1109);
Metanol (MAC-M) Volume do solvente: 250 mL,;
Tempo de maceracgéo: 4 dias;

Fonte: Autor

4.5 Secagem e rendimento das amostras

ApOs os procedimentos descritos no item anterior as amostras foram filtradas em papel
de filtro Whatman n° 1 e as solugdes concentradas a vacuo em evaporador rotativo a 40 °C
(Figura 19, p. 50) e transferidas para frascos proprios devidamente pesados. ApoOs a secagem
completa, os extratos foram pesados. Calculou-se o rendimento total dos extratos, de acordo

com a Equacéo 1 abaixo.

P. extrato
%Re = (D

—X
P.amostra
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Onde: %Re = Rendimento total do extrato (%); P.ext = Peso do extrato seco (Q);
P.amostra = Peso das amostras originais secas (g) (RODRIGUES et al., 2011; FRANZEN et
al., 2018).

Figura 19 — Sistema de evaporacéo rotativa acoplado a refrigerador, método de concentragdo utilizado

Fonte: Autor

4.6 Caracterizagdo qualitativa dos metabolitos secundarios

Os testes consistiram em reacdes quimicas qualitativas, que demonstram a presenca de
classes de compostos de interesse ao estudo, tais como: taninos, flavonoides, esteroides,
saponinas e alcaloides (DESOTI et al., 2011). Nessa metodologia os extratos foram
submetidos a testes cromogénicos e/ou de precipitacdo e os resultados foram classificados por
avaliacdo qualitativa numa escala variavel entre a auséncia de compostos (-) e a presenca de
compostos (+), de acordo com a metodologia descrita por Barbosa et al (2004) e corroborada
por Matos (2009).
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4.6.1 Avaliagédo da presenca de flavonoides

Os testes para deteccdo de flavondides foram feitos por classes, para esse
procedimento elaborou-se uma solucdo matriz com 20 mg do extrato seco de cada amostra,
dissolvidos em 20 mL de &gua destilada e posteriormente filtrada em papel filtro Whatman
n°l1.

Foram separadas aliquotas de 3 mL da solu¢do matriz em tubos de ensaio. Acidificou-
se 0 meio nos tubos com solugdo de HCI 0,1 M até pH 3 e alcalinizou os dois restantes até
pH 8,5 e 11, respectivamente utilizando-se solucdo NaOH 0,1 M. O resultado foi expresso de
acordo com as reagdes cromogénicas descritas para cada classe (Tabela 4).

Tabela 4 — Resultados das reagdes cromogénicas em pH diferentes para classes de flavondides

CONSTITUINTES COLORACAO EM MEIO
pH3 pH 8.5 pH 11

Antocianinas Vermelha Lilas Azul purpura
antocianidinas

Flavonas, flavonois e - - Amarela

xantonas
Chalconas e auronas Vermelha - Vermelho — ptrpura
Flavanonois - - Vermelho — laranja

Fonte: Adaptado de Barbosa et al, 2004.

Para identificacdo dos constituintes das classes de leucoantocianidinas, catequinas e
flavanonas classes distintas de flavonodides, procedeu-se da seguinte forma: dois tubos de
ensaios contendo 3 mL da solucdo preparada anteriormente de cada amostra foram separados,
o primeiro foi acidificado com solugdo de HCI 0,1 M a pH entre 1 e 3 e 0 outro alcalinizado a
pH 11 com solucdo de NaOH 0,1 M. Posteriormente, os tubos foram brandamente aquecidos
durante 3 minutos. As mudancas na coloracdo foram comparadas com aquelas observadas no

ensaio anterior. O resultado foi expresso de acordo com a Tabela 5, p. 52.
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Tabela 5 — Tabela das rea¢des cromogénicas em meio acido e alcalino, apés leve aquecimento

CONSTITUINTES COLORACAO EM MEIO
Acido Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas (taninos catéquicos) Pardo — amarela -
Flavanonas

- Vermelho — alaranjado

Fonte: Adaptado de Barbosa et al, 2004.

Para identificacdo das classes de flavonois, flavanonas, flavanonois e xantonas foi
realizados outro teste, que consistiu em acrescentar alguns miligramas de magnésio metalico
em raspas, e 0,5 mL de solucdo aquosa de HCI 0,1 M em tubos de ensaios contendo 3 mL da
solucdo matriz de cada amostra preparada anteriormente. Apos o termino da efervescéncia, foi
observada a coloracdo e comparadas com os resultados dos testes anteriores. O resultado
positivo para esses metabolitos é indicado pelo aparecimento ou intensificacdo da cor

vermelha.

4.6.2 Avaliacdo da presenca de fendis e taninos

Para a identificacdo da presenca de fendis e taninos foram dissolvidos 2 mg de extrato
seco em 5 mL de agua destilada, filtrou-se e adicionou-se uma gota de solucdo alcoodlica de
FeCl; a 1%. Nesse teste qualquer mudanca coloracdo ou formacgéo de precipitado quando
comparado com o teste em branco (agua + solucdo de FeCls), indica reacdo positiva para 0s
metabolitos fendis e taninos. Surgimento de coloragdo inicial entre o0 azul e o vermelho é
indicativo da presenca de fenois, quando o teste em branco for negativo e formagdo de
precipitado escuro de tonalidade azul, indica presenca de taninos pirogalicos (taninos
hidrolisaveis) e verde, presenca de taninos catequeticos.

4.6.3 Avaliacéo da presenca de alcaloides

Para a deteccdo de metabolitos da classe de alcaloides dissolveram-se 2 mg do extrato
seco de cada amostra em 5 mL de solugdo de HCI a 5% (v/v). Posteriormente, filtrou-se e
separou-se em tubos de ensaio, aliquotas de 1 mL. Nessas aliquotas adicionaram-se de 3 a 5
gotas dos reativos abaixo descritos. Para o teste com reativo de Bouchardat o resultado
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positivo foi caracterizado pela formacéo de precipitado laranja avermelhado, para o reativo de
Dragendorff o resultado positivo foi caracterizado pela formacdo de precipitado vermelho
tijolo e para o reativo de Mayer o resultado positivo foi caracterizado pela formacdo de

precipitado branco.

4.6.4 Avaliacdo da presenca de saponinas

Para o teste de saponinas dissolveram-se 2 mg do extrato hidroalcodlico seco em 5 mL
de agua destilada. Em seguida, diluiu-se para 15 mL em tubos de ensaio, e agitou-se
vigorosamente durante 3 minutos. O resultado positivo para esse ensaio é considerado
positivo para saponina se ocorrer formacdo de uma camada de espuma na amostra que se

mantem estavel por mais de 30 minutos.

4.6.5 Avaliacdo da presenca de polissacaridios

A deteccdo de polissacaridios se deu pela utilizacdo do reagente Lugol. Dissolveram-
se 2 mg dos extratos em 5 mL de agua destilada, em seguida foi realizada a filtracdo da
solugdo e ao filtrado foram adicionadas duas gotas do reagente Lugol. Nesse teste, 0
aparecimento da coloracao azul na solucéo indica a presenca de polissacarideos.

4.7 Ensaios de atividade antioxidante

Para a investigacdo da atividade antioxidante foram utilizados trés métodos distintos,
sdo eles: ABTS; DPPH e FRAP. Para esses testes foi realizada uma curva-padréo utilizando o
controle positivo acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico  (Trolox) em
concentracdo adequada a cada ensaio (Apéndice D, E, F e G). As leituras das absorbancias
foram realizadas em espectrofotdmetro UV-VIS — modelo FEMTO (800XI). Para os testes da
atividade antioxidantes as amostras dos extratos de P. sericea, P. insignis e G. macrophylla ja
secos, foram solubilizados em metanol (grau HPLC), sendo a concentra¢do inicial dos
extratos para as analises de 3 mg.mL™. Todos os experimentos para avaliar a capacidade
antioxidante das amostras foram realizados no Laboratério de Quimica Multidisciplinar
(LAQUIM) da UFPA, campus Tucurui.
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4.7.1 Método de captura do radical ABTS™ (2,2—azinobis-3-etil-benzotiazolina—6-acido
sulfénico)

A atividade de captura de radical livre ABTS™ foi medida pelo método descrito por
Arnao et al (2001), com adaptagdes de acordo com Torres (2017). A formacdo do radical
ABTS™ foi dada por meio da homogeneizacio e estocagem por 12 horas em temperatura
ambiente no escuro de ABTS 7 mM e persulfato de potassio 140 mM. A solucéo entdo foi
diluida em alcool metilico até obtencédo de leitura da absorbancia em 0,800 + 0,02 a 734 nm.
A curva padrao foi preparada com o analogo hidrossoltvel da vitamina E, Trolox (Sigma
Aldrich, USA), dissolvido em metanol, nas concentraces de 0 - 12 pg.mL™. Os sistemas
foram preparados em tubos Eppendorf de 2 mL. Em penumbra, adicionou-se 140 pL de
amostra e 1.860 uL da solucdo do radical ABTS™ e em seguida homogeneizou a mistura.
Incubou-se por 20 minutos, protegida da luz e registrou a absorbéncia a 734 nm em
espectrofotdmetro. O potencial antioxidante do radical catidnico ABTS™ foi expresso em
miligrama de equivalentes em Trolox por grama de extrato. Para tal, a concentracdo de Trolox
da curva padréo foi convertida e expressa em unidade micromolar de concentragdo (uM). A

curva padréo incluiu seis pontos, além da concentracgdo zero, e trés réplicas para cada ponto.

4.7.2 Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

A analise do poder redutor usando FRAP foi desenvolvida de acordo com a
metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), com adaptacbes conforme
Urrea-Victoria et al., (2016). A solucdo do reagente FRAP foi obtida a partir da combinacéo
de 25 mL de tampdo de acetato (0,3 M), 2,5 mL de solucdo de TPTZ (10mM) e 2,5 mL de
solucdo aquosa de cloreto férrico (20 mM). Posteriormente, em tubos Eppendorf de 2 mL,
preparou-se 0s sistemas com 0s extratos, em penumbra, adicionaram-se 100 pL de agua
destilada, 140 pL das amostras (extratos) e 1.760 uL da solucdo FRAP e em seguida
homogeneizou a mistura. Incubou-se por 30 minutos em banho Maria, protegida da luz. A
absorbancia foi lida a 595 nm em espectrofotdmetro. A curva padrdo incluiu cinco pontos,
além da concentracdo zero, e trés réplicas para cada ponto. O potencial antioxidante dos
extratos para reduzir o Fe (III) ao Fe (II) foi expresso em pmol Fe (H).g'1 das amostras,

utilizando uma curva de calibracéo equivalente a Trolox.
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4.7.3 Método de captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

A capacidade dos extratos obtidos a partir das cascas dos frutos e sementes de
P. sericea, P. insignis e G. macrophylla de atuarem como agente redutor sequestrador do
radical livie DPPH foi avaliada pelo método de Brand-Williams et al (1995), com
modificagdes de acordo com Pires et al (2017). Em tubos Eppendorf de 2 mL, adicionaram-se
140 uL das amostras (extratos) dissolvidos em metanol, na concentracéo inicial de 3 mg.mL™,
e 1.860 pL da solugdo DPPH, ¢ em seguida homogeneizou a mistura, em penumbra. Incubou-
se por 30 minutos, protegida da luz e sob agitagdo. Posteriormente registrou-se a absorbancia
a 517 nm em espectrofotdmetro. Os resultados dos extratos foram comparados com o padréo
positivo Trolox, conforme os valores de sua curva padrdo, que incluiu cinco pontos, além da
concentracdo zero, e trés réplicas para cada ponto. O potencial antioxidante pelo radical
DPPH foi expresso em miligrama de equivalentes em Trolox por grama de extrato e também
expresso em percentual de atividade antioxidante (%AAO), conforme a Equacéo 2 abaixo.

%AAO _ ABSCONTROLE- ABSAMOSTRA % 100 (2)

ABSconTROLE

4.7.4 Avaliacdo da Concentracdo de Eficiéncia (CEs)

Alguns extratos foram selecionados para avaliacdo da concentracdo de eficiéncia para
reduzir o radical DPPH em 50% (CEsp). Para determinagdo do CEsy foram selecionadas
11 amostras (extratos) para isso considerou-se 0s extratos que apresentaram %AAQ acima de
80% no teste DPPH (item 4.6.3). Foram preparadas solugcbes em seis concentraces:
0,3; 0,2; 0,1; 0,05; 0,025 e 0,0125 mg.mL™. Em tubos Eppendorf de 2 mL, adicionaram-se
140 puL das amostras (extratos) dissolvidos em metanol, nas concentra¢fes pré-estabelecidas e
1.860 uL da solugcdo DPPH, e em seguida homogeneizou a mistura, em penumbra. Incubou-se
por 30 minutos, protegida da luz e sob agitacdo. Posteriormente foi feita a leitura da
absorbancia do meio a 517 nm em espectrofotdmetro. Todo o experimento foi realizado em

triplicata, sendo que o padrao positivo utilizado para o calculo das curvas foi o Trolox.
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4.8 Avaliacao qualitativa da atividade antimicrobiana

Nessa etapa, foi avaliada a capacidade de inibicdo pelo teste de disco-difusdo dos
extratos das sementes e cascas dos frutos de P. sericea, P. insignis e G. Macrophylla frente a
4 cepas bacterianas, 3 leveduras do género Candida sp e 3 linhagens de cianobactérias da
Colecdo Amazénica de Cianobactérias e Microalgas (CACIAM), fornecidas e identificadas
pelo laboratério de Biotecnologia de Enzimas e Biotransformacbes (LABEB) da UFPA-
Belém, onde esta fase da pesquisa foi desenvolvida. A atividade antimicrobiana foi avaliada
conforme metodologia adaptada das normas do Clinical and Laboratory Standards Institute
(NCCLS, 2003; 2006; 2009; 2012).

4.8.1 Bactérias Reveladoras

As bactérias alvos selecionadas para este estudo foram: Salmonella typhimurium
ATCC 14021, Bacillus subtilis ATCC 6633, Corynebacterium fimi NTC 5 e Listeria
monocytogenes ATCC 6477. Todas as linhagens supracitadas pertencem ao Laboratorio de
Biotecnologia de Enzimas e Biotransformagdes (ICB/UFPA). As mesmas foram
desenvolvidas em 15 mL de meio LB (Sigma L-3022), preparado conforme instru¢fes do
fabricante, por um periodo de 24 horas a 37°C em incubadora Shaker (CERTOMAT® BS-1)
a 160 rpm (Figura 20).

Figura 20 — Linhagens bacterianas em meio de cultura (LB) utilizadas nos experimentos, Listeria
monocytogenes — (L), Corynebacterium fimi — (C), Bacillus subtilis — (B), Salmonella typhimurium — (S)

Fonte: Autor


http://fenix-sd.com/content/user_files/File/Certomat-BS-1-e.pdf
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4.8.2 Cianobactérias Reveladoras

As cianobactérias utilizadas neste estudo foram: Synechocystis sp. (CACIAM 05),
Nostoc sp. (CACIAM 19) e Synechococus sp. (CACIAM R8), Figura 21. As cianobactérias
foram cultivadas em 150 mL de meio BG11l completo (RIPPKA et al., 1979). O
armazenamento ocorreu em camara de germinacdo a 25°C com fotoperiodo de 12 horas no
claro e 12 horas no escuro. A escolha das cepas se baseou no fato que todas possuem genoma

totalmente sequenciado, o que podera vir a contribuir em trabalhos futuros.

Figura 21 — Cepas de cianobactérias em meio de cultura BG11 utilizadas nos
experimentos, Synechococus sp.- (1), Synechocystis sp.- (2) e Nostoc sp.- (3)

Fonte: Autor

4.8.3 Leveduras Reveladoras

Foram utilizadas neste estudo trés espécies de leveduras do género Candida, sendo
elas: C. Tropicalis, C. glabrata e C. parapsilopis (Figura 22, p. 58). Todas as linhagens
supracitadas pertencem ao Laboratério de Biotecnologia de Enzimas e BiotransformacGes
(ICB/UFPA). As leveduras foram crescidas em 15 mL de meio Sabouraud com Cloranfenicol
(Himedia M1067), preparado conforme instrugdes do fabricante, por um periodo de 24 horas
a 37°C em incubadora Shaker (CERTOMAT® BS-1) a 160 rpm.
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Figura 22 — Linhagens flngicas em meio de cultura Sabouraud utilizadas nos experimentos,
C. parapsilopis - (1), C. Tropicalis - (2) e C. glabrata - (3)

(1) (2) (3)

Fonte: Autor

4.8.4 Preparo das solucdes dos extratos brutos
Os extratos obtidos de P. sericea, P. insignis e G. Macrophylla foram solubilizados
em Dimetilsulfoxido (DMSO) a 30% na concentracdo de 6 mg.mL™ (solucdo estoque),

homogeneizados em vortex até sua completa dissolucéo.

4.8.5 Padronizacao dos indculos

Transcorrido o tempo de incubagdo e crescimento dos microrganismos, preparou-se
sob condi¢Oes assépticas os indculos dos microrganismos. Para isso, adicionou-se em tubo de
ensaio, contendo 5,0 mL de solucdo salina estéril 0,85%, uma algada do microrganismo e em
seguida homogeneizou-se em agitador durante 1 minuto. Para a padronizacdo dos indculos
preparados, foi realizada a leitura da turbidez, equivalente a escala de McFarland (0,5) em
espectrofotobmetro  UV-visivel em comprimento de onda conforme o microrganismo
analisado. As absorbancias lidas estiveram na faixa de 0,08 — 0,10 indicando assim a presenca
de uma populacdo de 1,5 x 10° UFC/mL (unidades formadoras de coldnia por mililitro).

4.8.6 Teste de disco-difuséo

Para realizacdo do ensaio foram utilizados 11 extratos selecionados a partir dos
resultados dos testes anteriores para atividade antioxidante. Foram confeccionados discos de
6 mm de papel filtro esterilizado (J. prolab). Posteriormente, adicionaram-se 20 pL da solugéo
estoque referente a cada extrato nos discos devidamente identificados. Foram preparados
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discos controle apenas com metanol na mesma quantidade. Os discos foram entdo mantidos
em estufa a 65°C por 2 horas para a evaporacdo do metanol.

Para avaliar a capacidade de inibicdo frente as cepas bacterianas, procedeu-se da
seguinte forma. Em capela de fluxo laminar, retiraram-se aliquotas de 1.000 pL da cultura
pré-incubada e misturou-se a 660 mL de meio LB-Agar 0,1% (Sigma L-3022) a 46°C
previamente preparado. Posteriormente, foi adicionada aliquotas em volumes de 15 mL, em
placas de Petri de vidro de 80x15 mm, totalizando 44 placas. Apds a solidificacdo do meio
adicionaram-se os discos com 0s extratos, sendo utilizado um disco por placa.

Os estudos de atividade antifingica dos extratos vegetais foram realizados atraves de
33 placas de Petri (80x15 mm) contendo 15 mL de Agar Sabouraud solidificado, no qual
foram inoculadas as cepas de Candida sp. Com auxilio de Swab todas as placas foram
semeadas pela técnica de esgotamento. Posteriormente, foram adicionados os discos com 0s
extratos nas placas ja inoculadas. As placas foram entdo, incubadas em estufa a 37°C por 24
horas.

Para avaliar o potencial de suscetibilidade dos extratos frente as cianobactérias foi
utilizado o método de difusdo em &gar (técnica do pogo), adaptado de Amaral (2018). O
precipitado cultivado em meio BG11 foi ressuspendido em 660 mL de meio BG11-Agar 1 %
a 46°C e em seguida transferido para placas de Petri estéreis (90x15 mm), no volume final de
15 mL. Apos a solidificagdo do meio, foram retirados discos de Agar de 7 mm, criando assim
um pogo no meio de cultura (Figura 23). Na sequéncia, adicionou-se uma aliquota de 100 pL
da solugéo estoque dos extratos vegetais. A cultura foi incubada por 24h a 25°C em camara de
fotoperiodo de 12 horas para permitir a difusdo dos metabdlitos do disco para 0 meio em

volta.

Figura 23 — Placas com meio de cultura BG11-Agar 1% solidificado com pocgos de
7 mm perfurados

Fonte: Autor
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Para todos os microrganismos, a suscetibilidade frente aos extratos vegetais foi
avaliada como positiva conforme o aparecimento de halo de inibicdo de crescimento. Assim
sendo, todos os extratos que apresentaram formacao de halo, foram considerados potenciais

inibidores microbianos.

4.9 Anélise estatistica

Os ensaios de avaliacdo da atividade antioxidante foram realizados em triplicata e os
resultados foram expressos como média aritmética.

A anélise multivariada utilizando as técnicas de Andlise de Componentes Principais
(Principal Component Analysis - PCA) e Analise de Hierdrquica de Cluster (Hierarchical
Cluster Analysis - HCA) foi desenvolvida utilizando o programa Minitab 16.1.0. (Verséo
gratuita). Para as analises foram considerados os métodos de avaliacdo antioxidante utilizados
e os resultados revelados para cada extrato analisado, por cada método, pois 0 uso desta
técnica possibilita explorar os resultados obtidos por meio de analises quimicas, a fim de
verificar a existéncia de similaridade e diferencas entre as amostras.

Inicialmente organizou-se no software a matriz de dados originais, contendo todas as
informagdes, de tal forma que nas linhas da matriz foram alocados os dados da capacidade
antioxidante observada para cada extrato pelos diferentes métodos e nas colunas as variaveis,
isto €, os diferentes métodos de analise antioxidante utilizados.

Para a analise multivariada, a matriz de foi pré-processada com a técnica de
autoescalamento, pois dessa forma as informagfes consideradas na matriz tém igual
importancia para auxiliar na distingdo entre os dados de interesse, sendo que a PCA foi

realizada com 3 componentes principais (PC’s).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5. 1 Rendimento dos extratos

Foram elaborados 20 extratos (Tabela 6, p. 62) provenientes do material vegetal
(cascas dos frutos e sementes), desse total, 7 fragdes se destacaram quanto ao rendimento,
sendo elas: o extrato hidroalcodlico a quente das sementes de G. macrophylla (11,40%),
extrato hexanico a frio das sementes de P. insignis (10,61%); extrato hidroalcodlico a frio das
cascas de P. insignis (9,90%); extrato hidroalcoolico a quente das sementes de P. sericea
(9,35%); extrato hidroalcodlico a quente da casca de P. insignis (9,06%); extrato
hidroalcodlico a quente da semente de P. insignis (7,98%) e o extrato hidroalcodlico a frio das
semente de P. sericea (7,79%), estes obtiveram os melhores rendimentos de extratos brutos,
em relacdo as outras fracOes analisadas como pode ser observado na Tabela 6. Para a espécie
P. sericea ndo foi possivel obter os extratos das cascas dos frutos, pois o rendimento nédo foi
satisfatorio.

Conforme aborda Azwanida (2015), os procedimentos de extragdo sao um passo
importante no processamento dos constituintes bioativos derivados de materiais vegetais.
M¢étodos tradicionais tais como maceragdo e extragdo Soxhlet sio comumente usados em
pesquisas de pequena escala. Ainda, segundo o mesmo autor, os métodos que empregam
solventes nos procedimentos como a maceracao e sistema sob refluxo utilizando Soxhlet sdo
influenciados criticamente pelos tipos de solventes usados. Vongsak et al (2013) sugeriu que
esses métodos sdo aplicados com eficiéncia na obtencdo de extratos (ou matrizes) por serem
menos oncrosos para oS operadores.

A partir do método extrativo a quente foram obtidos 5 extratos e dos quais 4 estdo
entre os que alcancaram melhor rendimento. Ressalta-se ainda que, quando comparados em
termos de rendimento, os extratos obtidos de em sistema hidroalcoolico alcancaram as
melhores respostas, totalizando 6 fragbes entre as 7 com maiores rendimentos
Oliveira et al (2016) apontam que o tipo de solvente utilizado e as técnicas extrativas
influenciam diretamente no célculo de rendimento, onde ¢ constatado que o uso do Soxhlet
reduz o tempo de extragdo além de aumentar o rendimento. O solvente usado ¢ essencial para
esse tipo de procedimento, e conforme Tiwari et al (2011), um sistema hidroalcodlico €
bastante eficaz na extracdo de diversos componentes quimicos presentes nas estruturas
vegetais, haja vista, sua capacidade de penetrar na membrana celular para extrair os

ingredientes intracelulares do material botanico.
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Tabela 6 — Método extrativo, parte vegetal, solvente utilizado e rendimento em (%)

Método Parte Massa seca Rendimento

extrativo vegetal Sistema (9) (%)
EHA-Ps 7,79
EH-Ps 110 0,06
EM-Ps 1,39
EHA-Pi 6,56
Semente EH-Pi 110 10,61
EM-Pi 2.73
EHA-Gm 4,23
A frio EH-Gm 110 3,37
EM-Gm 4,57
EHA-PI 9,90
EH-Pi 100 2,96
EM-Pi 433
Casca ERA-GM 671
EH-Gm 100 0,60
EM-Gm 1,95
EHA-Ps 110 9,35
Semente EHA-Pi 110 7,98
A quente EHA-Gm 110 11,40
EHA-Pi 100 9,06
Casca
EHA-Gm 100 3,45

Fonte: Autor
Legenda: EHA - Extrato Hidroalcodlico; EH - Extrato Hexanico; EM - Extrato Metandlico; Gm:
Garcinia macrophylla, Pi: Platonia insignis, Ps: Poraqueiba sericea

5.2 Triagem fitoquimica qualitativa

A partir dos resultados obtidos na triagem fitoquimica foram identificados os
principais grupos quimicos presentes nos extratos obtidos a frio das cascas dos frutos e
sementes de G. macrophylla Mart. que foram: fendis, saponinas, catequinas,
leucoantocianidinas e flavanonas (Tabela 7, p. 65 e Tabela 8, p. 66), dados esses corroborados

por pesquisas similares para espécies da mesma familia botanica (LIMA NETO et al., 2015;
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ZABALA, 2015; OLIVEIRA, A. et al., 2016).

Comparando-se, a partir da triagem fitoquimica preliminar, as principais classes
identificadas nos extratos obtidos a frio de G. macrophylla (Tabela 7, p. 65) observou-se que o
extrato proveniente das cascas obtidos em sistema hidroalcoodlico (EHA-Gm) apresentou
maior variabilidade fitoquimica sendo caracterizado por 9 grupos quimicos. Enquanto que, a
partir da extracao a frio da semente pelo mesmo sistema, foram determinados apenas 6 grupos
fitoquimicos. O diferencial entre casca e semente estd na caracterizagdo de compostos das
classes dos taninos, antocianinas ¢ antocianidinas, chalconas e auronas, ¢ flavanonois que
foram obtidos apenas no extrato hidroalcodlico das cascas. Nos extratos obtidos em metanol
oriundos das cascas e sementes foram identificados 6 e 5 grupos fitoquimicos,
respectivamente. Diferenciando-se apenas pela presenga do grupo de flavanonas, flavonas e
taninos no extrato das sementes. Os extratos resultantes do sistema utilizando hexano como
solvente extrator, para essa andlise apresentaram resposta negativa para todos os testes
fitoquimicos realizados.

Observou-se ainda que os extratos provenientes da extracao hidroalcodlica a quente
das sementes e das cascas de G. macrophylla (Tabela 8, p. 66) apresentaram caracterizagao
fitoquimica similar aquela observada para a extracdo a frio das cascas. Destaca-se nessa
segunda triagem o grupo dos taninos, que foi identificado apenas nas cascas (a frio e a quente)
de G. macrophylla. O grupo das flavonas, flavonois e xantonas também foram detectados nos
dois extratos obtidos a quente. A triagem, tanto das sementes quanto das cascas, demonstrou
que o grupo das chalconas e auronas esta presente somente no extrato hidroalcodlico obtido a
frio das cascas, e essa foi a matriz que demonstrou maior variabilidade fitoquimica a partir da
triagem.

Para a triagem pelo método a frio e a quente das cascas e sementes de P. insignis
constatou-se que as classes mais prevalentes nos extratos sao fenois, saponinas, flavonas,
flavondis, xantonas e flavanonois, como demostrado nas Tabelas 7 (p. 65) e 8 (p. 66),
respectivamente. Os constituintes da classe flavanonas foram caracterizados apenas nos
extratos hidroalcodlicos das sementes. Destaca-se que os grupos fitoquimicos caracterizados
neste estudo foram identificados em pesquisas anteriores para essa espécie (FUNASAKI et
al., 2016; FREITAS et al., 2017).

Comparando as respostas da triagem fitoquimica de P, insignis (Tabela 7, p. 65) e as
classes quimicas identificadas nos extratos obtidos a frio, observou-se que o extrato derivado

das cascas obtido pelo sistema hidroalcoolico apresentou maior diversidade fitoquimica sendo
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caracterizado por 6 grupos quimicos, enquanto que, a partir da extragdo a frio da semente pelo
mesmo sistema, foram determinados 5 grupos fitoquimicos. A distingdo entre os extratos esta
na determinac¢do de compostos das classes das catequinas presentes nas cascas.

Nos extratos metanolicos obtidos a frio de P. insignis foram verificados os mesmos
grupos fitoquimicos tanto nas cascas quanto nas sementes. A triagem de P insignis das
matrizes obtidas com hexano apresentou resposta negativa para todos os testes fitoquimicos
realizados. Todavia, Costa Junior (2011b) ja relatou compostos isolados de extratos hexanico
das sementes de P. insignis, tais como benzofenonas e triglicerideos, refor¢ando assim que
essa espécie possui estruturas quimicas diversas.

As andlises fitoquimicas sdo de grande relevincia por fornecerem informagdes
qualitativas a cerca da presenga de metabdlitos secundarios nas plantas, para que assim se
possa chegar a caracterizagdo e isolamento de principios ativos essenciais para a produgdo de

novos produtos biotecnoldgicos (MATTE et al., 2015).



Tabela 7 — Resultados da triagem fitoquimica preliminar pelo método extrativo a frio (maceracdo) utilizando hexano - (EH), metanol - (EM)

e sistema hidroalcodlico (50:50) - (EHA)

65

Semente Casca
Grupo quimico
EHA-Ps EM-Ps EHA-Pi EH-Pi EM-Pi EHA-Gm EH-Gm EM-Gm EHA-Pi EH-Pi EM-Pi EHA-Gm EH-Gm EM-Gm
Fendis + + + - + + - + + - + + - +
Taninos - - - - - - - - - - - + - +
Saponinas + + + - + + - + + - + + - +
Alcal6ides - - - - - - - - - - - - - -
Polissacaridios - - - - - - - - - - - - - .
Flavonoides por classes
Antocianinas e i i ) ) ) } ) . . - - + - -
antocianidinas

Flavonas, flavonois
e xantonas * + + - + + - + + ] + ) _ ]
Chalconas e auronas - - - - - - - - - - - + . .
Flavanondis + + + - + - - - + - + + . }
Leucoantocianidinas - - - - - + - + - - - + - +
Catequinas - - - - - + - + + - - + - +
Flavanonas + + + - - + - + + - - + - -

Fonte: Autor.

Legenda: (-) Negativo, (+) Positivo; EHA — Extrato Hidroalcodlico; EH — Extrato Hexanico; EM — Extrato Metandlico; Gm: Garcinia macrophylla, Pi: Platonia insignis,

Ps: Poraqueiba sericea
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Tabela 8 — Resultados da triagem fitoquimica preliminar pelo método extrativo a quente em Soxhlet

sob refluxo.
o Semente Casca
Grupo quimico
EHA-Ps EHA-Pi EHA-Gm EHA-Pi EHA-Gm
Fenais + + + + +
Taninos - - - - +
Saponinas + + + + +

Alcaldides - - - - .
Polissacaridios - - - - .

Flavonoides por classes

Antocianinas e

e . + + - - -
antocianidinas

Flavonas, flavondis

+ + + + +
e Xxantonas

Chalconas e auronas - - - .
Flavanondis + + + + +
Leucoantocianidinas - - + - +
Catequinas - - + - +
Flavanonas + + + - +

Fonte: Autor

Legenda: (-) Negativo, (+) Positivo; EHA — Extrato hidroalcodlico; Gm: Garcinia macrophylla, Pi: Platonia
insignis, Ps: Poraqueiba sericea

Pelo método extrativo a quente (Soxhlet) ocorreu uma resposta diferente daquela
avaliada para a extracdo a frio das cascas e semente de P. insignis. Evidencia-se nessa triagem
os grupos das antocianinas e flavanonas, que foram caracterizados apenas nas sementes. Os
grupos caracteristicos de fenois, saponinas, flavonas, flavondis, xantonas e flavanonois foram
detectados nos dois extratos obtidos a quente. A triagem também demonstrou que o grupo das
antocianinas estd presente somente no extrato hidroalcodlico obtido a quente das sementes,
que junto com o extrato hidroalcodlico a frio das cascas apresentou maior diversidade
fitoquimica.

Conforme os conhecimentos adquiridos na triagem fitoquimica preliminar, salienta-se
que os grupos quimicos mais proeminentes nas cascas € sementes de P. sericea sao fendis,
saponinas, flavonas, flavonois, xantonas, flavanondis e flavanonas (Tabela 7, p. 65 e Tabela 8,
p. 66), sendo que esses grupos quimicos ja foram descritos na literatura para a familia

botanica a qual pertente o umari (BOHM, 2008).
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Comparando os resultados triagem fitoquimica de Poraqueiba sericea, as classes
identificadas nos extratos obtidos a frio (Tabela 7, p. 65) demostraram uma menor
variabilidade fitoquimica quando comparada a extragdo a quente, sendo caracterizados
5 grupos quimicos, enquanto que, na da extracdo a quente das sementes pelo sistema EHA,
foram determinados 6 grupos fitoquimicos. Pelo método a frio ndo ouve diferenca na
quantidade de classes quimicas observadas para os sistemas extrativos empregados, sendo
caracterizados os mesmos grupos quimicos, que foram: fenois, saponinas, flavonas, flavonois,
xantonas, flavanonois e flavanonas. Com relacdo ao sistema hexanico para a espécie
P, sericea, este ndo gerou massa suficiente para a realizagdo dos testes.

A extragdo hidroalcoolica a quente (Tabela 8, p. 66) das sementes de P. sericea
mostrou uma caracterizacao semelhante aquela observada para a extracao a frio da mesma
estrutura botanica. Porém, salienta-se que na triagem a quente observou-se resultados
positivos para o grupo das antocianinas e antocianidinas. De modo que, na extracdo
hidroalcodlica a quente foram observados 6 grupos distintos de classes fitoquimica, sendo
eles fenodis, saponinas, flavonas, flavondis, xantonas, antocianinas, antocianidinas,
flavanonois e flavanonas, tornando-o o método extrativo com maior variabilidade neste
estudo.

Ao avaliar e comparar a triagem fitoquimica das trés espécies estudadas, ressalta-se
que a maior variabilidade de classes fitoquimicas demostrada foi para Garcinia macrophylla,
com 9 grupos distintos identificados no extrato hidroalcodlico a frio das cascas. Tornando-a
para este estudo, a mais promissora para gerar respostas relevantes frentes aos ensaios
quimicos e biologicos. Segundo Azevedo et al (2014), as classes de substancias identificadas
neste estudo apresentam significativa atividade antioxidante, sendo capazes de diminuir os

efeitos prejudiciais gerados pelos radicais livres, em especial a classe de flavonoides.
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5.3 Atividade antioxidante dos extratos obtidos das cascas e sementes dos frutos de
Poraqueiba sericea, Platonia insignis e Garcinia macrophylla

Conforme descrito por Jeshvaghani et al (2015), os antioxidantes de origem natural
sdo mais benéficos quando comparados aos compostos antioxidantes sintéticos, em especial
por sua capacidade de prevenir a formacdo primaria de radicais livres, sem o risco de reacdes
adversas. Nesse contexto, as atividades antioxidantes das matrizes obtidas a partir das cascas e
sementes dos frutos das espécies estudadas foram avaliadas quanto a captura de radicais livres
DPPH e ABTS®", bem como quanto ao poder de reducdo do Fe**, cujos resultados sdo

apresentados a seguir.

5.3.1 Resultados do potencial antioxidantes pelo método FRAP

O ensaio FRAP mede a capacidade antioxidante em termos da capacidade da matriz de
reduzir o estado férrico (Fe*®) para o estado ferroso (Fe*?). Este processo de reducéo é
baseado na transferéncia de elétrons e funciona bem em sistemas formados por agua e alcool
(IQBAL et al., 2012). Dentre os extratos testados pelo método FRAP, para as trés espécies, 0s
gue demostraram melhores respostas foram os de origem hidroalcodlica (EHA). Com
destaque para a fragdo EHA-Gm (casca), que na concentracdo de 0,1875 mg.mL™ demonstrou
atividade de 685,53 (+ 7,38x10™) umol Fe (II).g™ de extrato. Sendo este 0 mais ativo dentre
0s extratos testados (Tabela 9, p. 69).

Dos extratos hidroalco6licos obtidos tanto a quente como a frio de G. macrophylla, o
originario das cascas foi mais ativo do que o das sementes, demonstrando atividade de
685,53 (+ 7,38x10™%) pmol Fe (II).g?, enquanto que aquele obtido a frio apresentou
capacidade de reducéo de 180,02 (+ 3,30x10™) umol Fe (II).g™ a quente na concentragdo de
0,75 mg.mL™ J4 as fracdes advindas das sementes demostraram as atividades de
44,89 (+ 3,36x10™) pumol Fe (II).g™ pelo método a frio na concentracdo de 3 mg.mL™ e
94,89 (+ 1,02x10™*) pmol Fe (I1).g™* pela técnica a quente na concentragdo de 0,75 mg.mL™.
Indicando assim, que as fragdes das cascas de G. macrophylla sdo promissoras fontes de
compostos com potencial antioxidante, corroborado pelos resultados obtidos pela triagem
fitoquimica que apontou uma maior variabilidade de classes quimicas para essa matriz
botanica. Pelo método FRAP, observa-se (Tabela 9, p. 69) que para as sementes, a fracdo EH-
Gm (121,10 # 2,73x10 umol Fe (11).g™") foi mais ativa que a fracio EM-Gm (97,83 +
5,39x10™ pmol Fe (II).g™') no processo a frio e na mesma concentragdo. O inverso foi
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observado para as cascas onde a amostra EM-Gm (129,95 + 8,24 x10™) foi mais ativa do que
EH-Gm (105,65 + 7,04x10™).

Tabela 9 — Resultados do ensaio FRAP dos extratos brutos

) _ FRAP
Metodo extrativo Parte vegetal Amostra 1
(umol Fe (I11).g™)
EM-Ps 38,53 (+1,92x107%)
EHA-Pi 17,60 (+1,33x10™)
EH-Pi 30,25 (+1,38x10%
Sementes EM-Pi 19,27 (+4,90x10™)
EHA-Gm 44,89 (+3,36x107°)
EH-Gm* 121,10 (+2,73%x10°®)
A frio EM-Gm* 97,83 (+5,39x10%
EHA-Pi 18,38 (+5,66x10™)
EH-Pi* 147,58 (+1,58x10™)
EM-Pi 9,55 (+1,48x107°)
Cascas .
EHA-Gm** 685,53 (+7,38x10™)
EH-Gm* 105,65 (+7,04x10™)
EM-Gm* 129,95 (+8,24 x10™)
EHA-Ps* 208,45 (+9,70x10°%)
Sementes EHA-Pi 17,85 (+1,38x10™)
A quente EHA-Gm* 94,89 (+1,02x10
EHA-Pi 29,03 (+5,25x10™)
Cascas
EHA-Gm* 180,02 (+3,30x10™)

Fonte: Autor.

Legenda: * Concentrago de 0,75 mg.mL™; ** Concentrago de 0,1875 mg.mL;

EHA - Extrato Hidroalcodlico; EH - Extrato Hexanico; EM - Extrato Metandlico; Gm: Garcinia
macrophylla, Pi: Platonia insignis, Ps: Poraqueiba sericea

Os valores entre parénteses correspondem ao (+ desvio-padrdo, n=3)

Todos os extratos de P. insignis avaliados pelo método FRAP apresentaram

capacidade de reducdo do fon Fe**. Entretanto, quando comparados com os valores
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observados pelas fracbes da espécie G. macrophylla, os resultados foram inferiores
(Tabela 9, p. 69). Sendo a fracio que demonstrou melhor atividade (147,58 + 1,58x10™ umol
Fe (I1).g%) aquela procedente da extracdo a frio com hexano da na concentracdo de
0,75 mg.mL™. Por outro lado, o resultado menos expressivo foi observado para fragdo
metandlica preparada pelo método de maceracdo a frio da casca, apresentando atividade de
(9,55 * 1,48x103umol Fe (I1).g™).

Com relacdo aos extratos derivados da extracdo das sementes de P. sericea, ambos
apresentaram capacidade redutora pelos métodos FRAP. Vale salientar que foram avaliados
dois extratos provenientes das sementes de umari, um a frio em metanol (EM-Ps) e outro a
quente em sistema hidroalcodlico (EHA-Ps). A fracdo a quente apresentou melhor
desempenho demonstrando capacidade redutora de 208,45 + 9,70x10° umol Fe (II).g™* na
concentracdo de 0,75 mg.mL™, enquanto que o extrato metandlico demonstrou atividade de
38,53 (+ 1,92x10°%) umol Fe (1I).g™ na concentracdo de 3 mg.mL™.

5.3.2 Resultados do potencial antioxidantes pelo método ABTS

O ensaio de avaliacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS consiste na
reducdo do radical ABTS™ a ABTS promovendo assim a perda da coloragdo do meio
reacional de verde escuro a verde claro (OLIVEIRA, 2015), observou-se que 0s extratos
obtidos por diferentes métodos extrativos e partes vegetais foram ativos (Tabela 10, p. 71) na
captura do radical ABTS™.

Pelo método de captura do radical ABTS™®, o extrato mais ativo foi obtido na fracdo
hidroalcodlica a frio da casca de G. Macrophylla (EHA-Gm), o qual demonstrou atividade de
64,06 (+ 1,74x10°) mg ET.g™ de extrato frente & reducdo do radical, valores similares foram
observados para 0s extratos hidroalcodlicos a quente das sementes e das cascas dessa mesma
espécie.

Os extratos provenientes de P. insignis demonstraram menor atividade para as fracfes
metanolica a frio das cascas (EM-Pi) cuja capacidade de reducdo foi de
53,00 (+ 9,024x10™) mg ET/g de extrato e para a fragdo hidroalcodlica (EHA-Pi) que
apresentou 56,83 (+ 3,29x10%) mg ET/g de extrato. J4 os extratos oriundos da espécie
P. sericea demonstraram atividade semelhantes aos observado para o0s extratos de

G. macrophylla cuja capacidade de reducéo variou em torno de 63,00 mg ET/g de extrato.
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ABTS

Meétodo extrativo Parte vegetal Amostra (mg ET/g)
EM-Ps 63,35 (£1,74x10™)
EHA-Pi 63,68 (£7,96x107)
EH-Pi 63,73 (£3,47x107)
Sementes EM-Pi 61,22 (+6,76x10)"*

EHA-Gm 64,04 (£0,0)
EH-Gm 63,90 (+5,21x107)

A frio EM-Gm 63,97 (x0,0)
EHA-Pi 56,83 (+3,29x10™)
EH-Pi 63,83 (£1,042x10™)
EM-Pi 53,85 (+9,024x10™)

Cascas
EHA-Gm 64,06 (+1,74x107)
EH-Gm 63,78 (£3,47x107)
EM-Gm 64,04 (+5,21x107)
EHA-Ps 63,78 (+3,47x107)
Sementes EHA-PI 62,99 (+1,13x10%
A quente EHA-Gm 64,05 (+1,74x107)
EHA-Pi 63,56 (£1,74x107)
Cascas

EHA-Gm 64,02 (+1,74x107)

Fonte: Autor

Legenda: EHA - Extrato Hidroalcodlico; EH - Extrato Hexanico; EM - Extrato Metandlico; Gm:
Garcinia macrophylla, Pi: Platonia insignis, Ps: Poraqueiba sericea
Os valores entre parénteses correspondem ao (+ desvio-padréo, n=3)

5.3.3 Resultados do potencial antioxidante pelo método DPPH.

Os resultados do ensaio de DPPH foram expressos em funcdo do percentual de
atividade antioxidante (%AAO0). As atividades antioxidantes observadas para a especie
G. macrophylla foram superiores a 80% para todas das amostras testadas na concentragédo de
3 mg.mL? (Tabela 11, p. 72). Este comportamento é validado pelos componentes
fitoquimicos (especialmente fendis e flavonoides) caracterizados na triagem fitoquimica

preliminar, os quais possuem atividade antioxidante comprovada (HERNANDEZ ZARATE



etal., 2018; SHI et al., 2018).

O extrato metandlico a frio proveniente das cascas dos frutos de G. macrophylla
(EM-Gm) foi o0 mais ativo por esse método, apresentando atividade de 85,39% (+ 3,93x10%).
Observou-se também que o extrato advindo das sementes de P. sericea pelo método extrativo
a quente, apresentou atividade acentuada de 85,04% (+ 9,28x107?). Resultados semelhantes
foram encontrados por Namdeo et al (2010); Arunachalam et al (2011); Patil et al (2014);
Datkhile et al (2016); Rao et al (2017), para espécies da familia (Icacinaceae), dados que

indicam a relevancia dessa familia como fonte de compostos Uteis.

Tabela 11 — Resultados do ensaio DPPH representados em % AAO para 0s extratos brutos

DPPH
Meétodo extrativo Parte vegetal Amostra (%AAO)

EM-Ps 70,16 (£9,14)

EHA-Pi 79,69 (£3,93x10™)

EH-Pi 83,24 (+2,95x10™)

Sementes EM-Pi 54,65 (+1,96x10™)

EHA-Gm 82,96 (£9,82x107)

EH-Gm 84,00 (+1,96x10™)

A frio EM-Gm 84,90 (+9,89x107?)
EHA-Pi 44,99 (+3,04)

EH-Pi 79,20 (+4,91x10™)

Cascas EM-Pi 41,72 (+7,86x10™)

EHA-Gm 84,14 (+1,96x10™)

EH-Gm 83,10 (+9,82x107)

EM-Gm 85,39 (+3,93x10™)

EHA-Ps 85,04 (£9,82x107)
Sementes EHA-Pi 57,99 (+4,72)
A quente EHA-Gm 84,84 (x0,0)
EHA-Pi 80,11 (0,0)

Cascas
EHA-Gm 84,14 (+1,96x10™)

Fonte: Autor

Legenda: EHA - Extrato Hidroalcodlico; EH - Extrato Hexanico; EM - Extrato Metandlico; Gm:
Garcinia macrophylla, Pi: Platonia insignis, Ps: Poraqueiba sericea
Os valores entre parénteses correspondem ao (+ desvio-padrdo, n=3)
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Os extratos de P. insignis foram os que exibiram as maiores diferencas em relagéo ao
%AAO dentre as fracdes analisadas (Tabela 11, p. 71). Visto que, a diferenca nos valores de
%AAO oscilou entre 83,24% (+ 2,95x10™%) para o extrato a frio em hexano das sementes e
41,72% (+ 7,86x10™) referente & fracdo preparada a partir das cascas a frio em metanol.

Os resultados expressos em funcdo do equivalente em Trolox (ET) por grama de
extrato se mantiveram proporcionalmente semelhantes aqueles observados no ensaio ABTS.
Com destaque para as amostras da espécie G. macrophylla que apresentaram as melhores

atividades para esse teste, conforme expresso na Tabela 12.

Tabela 12 — Resultados do ensaio DPPH apresentados em (mg ET/g) dos extratos brutos analisados

DPPH
Método extrativo Parte vegetal Amostra (mg ET/g)

EM-Ps 42,50 (+ 5,76x10™)

EHA-PI 48,50 (+ 2,47x10%)

EH-Pi 50,74 (+ 1,85x10™)

Sementes EM-Pi 32,72 (+ 1,23x10™)

EHA-Gm 50,56 (+ 6,19x10%)

EH-Gm 51,22 (+ 1,24x10™)

A frio EM-Gm 51,79 (+ 6,19x107?)

EHA-PI 26,63 (+ 1,92x10Y)

EH-Pi 48,19 (+ 3,09x10™)

Cascas EM-Pi 24,57 (+ 4,95x10%)

EHA-Gm 51,31 (+ 1,23x10™%)

EH-Gm 50,65 (+ 6,19x10%)

EM-Gm 52,10 (+ 2,47x10™)

EHA-Ps 51,88 (+ 6,19x10™%)

Sementes EHA-Pi 34,83 (+ 2,97x10})
A quente EHA-Gm 51,75 (£ 0,0)
Cascas EHA-PI 48,77 (+ 0,0)

EHA-Gm* 51,31 (+ 1,23x10%)

Fonte: Autor

Legenda: EHA - Extrato Hidroalcodlico; EH - Extrato Hexanico; EM - Extrato Metanolico; Gm:
Garcinia macrophylla, Pi: Platonia insignis, Ps: Poraqueiba sericea

Os valores entre parénteses correspondem ao (+ desvio-padrdo, n=3)
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De acordo com Sousa, Vieira e Lima (2011) ndo existe um método padronizado
oficialmente para determinagdo da atividade antioxidante em espécies de origem vegetal e
seus subprodutos, tendo em vista 0s varios mecanismos antioxidantes que podem ocorrer,
bem como a diversidade de compostos bioativos. Dessa forma, a avaliacdo por diferentes
técnicas se faz necessaria para melhor indicar a capacidade antioxidante desse tipo de matriz.

O método FRAP demonstrou que existe diferenca na atividade antioxidante para os
diferentes extratos testados, fornecendo informacdo adicional sobre as caracteristicas
qguimicas dos mesmos. Os resultam demostram que entre as trés espécies avaliadas, agquela
que demostrou maior atividade frente aos testes realizados foi G. macrophylla, Dados estes
corroborados por diversos estudos que avaliaram diferentes espécies da mesma familia
botanica e demostraram sua destacada capacidade antioxidante (HEMSHEKHAR et al., 2011;
ROSA e MACHADO, 2016; RAMIREZ et al., 2018; MACHADO, 2018). Todavia, a espécie

P. sericea também se apresentou como fonte promissora de compostos de interesse.

5.3.4 Concentracdo efetiva (CEs)

O CEs corresponde a concentracao de eficiéncia de extrato necessaria para reduzir o
radical DPPH em 50%; assim, quanto menor o CEsy, melhor é a capacidade antioxidante do
extrato (SOUSA, VIEIRA e LIMA, 2011). Dentre 11 extratos testados, aquele que apresentou
atividade mais significativa foi a fracdo hidroalcodlica a frio das cascas de G. macrophylla
(EH-Gm), que demostrou o melhor CEsq de 97,31 (+ 5,98x10%) pg/mL, salienta-se que todos
os extratos advindos desta espécie exibiram desempenho melhor em comparacdo com as
demais como pode ser observado na Tabela 13, p. 75.

As fracbes EH-Pi (semente, a frio) e EH-Pi (casca, quente) apresentaram atividade
antioxidante equivalentes, assim como os extratos EH-Gm (semente, a frio) e EH-Gm (casca,
a frio), que demostraram capacidades de 195,63 (+ 1,15x10?) pg/mL e 199,32 (+ 2,72x107?)
pg/mL, respectivamente.
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Tabela 13 — Resultados da concentragdo eficiente (CEsg) pelo ensaio DPPH dos extratos brutos

Método Parte Amostra DPPH - CEsg

extrativo vegetal (ng/mL)
EH-Pi 559,76 (+ 1,12x1079)
EHA-Gm 867,40 (+ 2,29x107)
Semente EH-Gm 195,63 (+ 1,15x107)
A frio EM-Gm 174,58 (+ 3,38x107%)
EHA-Gm 97,31 (+ 5,98x107)
Casca EH-Gm 199,32 (+ 2,72x107%)
EM-Gm 119,0 (+ 5,29x107?)
EHA-Ps 290,40 (+ 3,19x107)

Semente

-2
A quente EHA-Gm 151,64 (+ 3,17x107%)
EHA-Pi 563,67 ( 3,74x107)
Casca X
EHA-Gm 124,60 (+ 4,85%x107%)

Fonte: Autor

Legenda: EHA - Extrato Hidroalcodlico; EH - Extrato Hexanico; EM - Extrato Metano6lico; Gm:
Garcinia macrophylla, Pi: Platonia insignis, Ps: Poragueiba sericea

Os valores entre parénteses correspondem ao (+ desvio-padréo, n=3)

A partir dos dados obtidos para o ensaio de determinacdo da concentracdo eficiente
(CEso) foi calculada conjuntamente percentual de atividade antioxidante (%AAQO) em funcéo
da concentracdo (mg/mL), para os 11 extratos selecionados (Figura 24, p. 76). Foi verificado
que, para todos os extratos analisados, 0 %AAQO foi dependente da concentragdo testada,
porém acima de 0,20 mg/mL ndo ocorreu variacdo significativa, exceto para o extrato EH-
Gm-S.F (diferenca superior 20% entre 0,20 e 0,30 mg/mL). Os extratos EHA-Gm-C.F, EHA-
Gm-C.Q e EM-Gm-C.F foram os que apresentaram %AAQO mais elevados, acima de 86%.
Isso demonstra que 0s extratos preparados a partir das cascas de G. macrophylla, tanto a frio
guanto a quente, foram mais ativos. Foi observado %AAO entre 60 e 78% para as matrizes
EHA-Gm-S.Q, EH-Gm-S.F, EM-Gm-S.F e EH-Gm-C.F, prevalecendo nesse patamar aqueles

preparados a partir das sementes de G. macrophylla tanto a quente quanto a frio. Valores
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inferiores a 50% foram observados para EH-Ps-S.Q, EH-Pi-S.F, EHA-Pi-C.F, EHA-Gm-S.F,
sendo esses Ultimos 0s menos ativos.

Figura 24 — Grafico da Atividade antioxidante (%AAQ) em funcéo de diferentes concentragdes para os 11
extratos selecionados
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Fonte: Autor

Legenda: Extrato de Poraqueiba sericea: A2S = EH-Ps-S.Q; Extratos de Platonia insignis: A3C =
EHA-PIi-C.F; C3S = EH-Pi-S.F; Extratos de Garcinia macrophylla: A4S = EHA-Gm-S.Q; A4C =
EHA-Gm-C.Q; B4S = EHA-Gm-S.F; B4C = EHA-Gm-C.F; C4S = EH-Gm -S.F; C4C = EH-Gm-
C.F; D4S = EM-Gm -S.F; D4C = EM-Gm-C.F; Parte vegetal: Casca = C; Semente = S; Método
extrativo: A quente = Q; Afrio=F

5.3.5 Analise estatistica multivariada (PCA e HCA)

Os resultados da PCA apos o autoescalamento da matriz de dados originais sao
apresentados na Tabela 14, nota-se que PC1 descreve 75,4% de informacdo, PC2 20,4% e
PC3 4,1%, além disso a soma das duas primeiras PC’s explicam 95,8% de variancia e as trés

PC’s detém 99,9% de informacao total do conjunto de dados.
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Tabela 14 — Resultado de PCA considerando os métodos de avaliacdo da atividade antioxidante utilizados

PC’s Variancia (%)  Variancia total (%)

1 75,4 75,4
2 20,4 95,8
3 4,1 99,9

Fonte: Autor.

A PCA também gerou graficos bidimensionais, o que permite identificar a formacédo
dos agrupamentos existentes no conjunto de dados, além de expressarem as inter-relacdes que
podem existir entre os métodos de avalicdo antioxidante, facilitando o entendimento
multivariado do agrupamento dos extratos. Nas Figuras 25 e 26, p. 78, sdo mostrados 0s
graficos dos scores e loadings, respectivamente e eles apresentam nos seus eixos as duas
componentes principais (PC’s) que mais contribuem para a explicagdo da variancia,
condensando 95,8% da informacdo multivariada que pode ser obtida a partir dos dados
experimentais. As informacdes relacionadas com os extratos analisados sdo apresentadas no
grafico dos scores, Figura 25, nota-se que a primeira componente principal (PC1), que
descreve 75,4% da informacdo, € responsavel pela distingdo entre os extratos a esquerda e a
direita do gréafico. Ja a segunda componente principal (PC2), contendo 20,4% da informacéo,

é quem distingue os extratos na parte superior e inferior do grafico.

Figura 25 — Grafico bidimensional dos scores oriundo da analise de componentes principais para 0s
extratos analisados
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Fonte: Autor.



78

Da Figura 25, observa-se a formacdo de agrupamentos isolados, sendo um deles
contendo a maior parte dos extratos utilizados no estudo, regido a direita e inferior do grafico.
Esse grupo é formado majoritariamente por extratos obtidos de G. macrophylla, outro fator
que merece destaque é que existem amostras bem préximas umas das outras, caracterizando
alta similaridade, por exemplo, os extratos metandlico a frio e hidroalcodlico a quente obtidos
das sementes G. macrophylla e isto é explicado quando se analisa a atividade antioxidante
desses extratos, pois ndo ha diferenca significativa entre eles, principalmente quando sao
comparados os resultados dos métodos ABTS, DPPH/ET e DPPH (%AAOQ). Este resultado
indica que, em trabalhos futuros de atividade antioxidante é possivel utilizar somente o
extrato metandlico a frio das sementes de G. macrophylla, pois é menos oneroso gquando
comparado com o extrato hidroalcodlico a quente das sementes desta espécie. Outro par de
amostras com alta similaridade refere-se aos extratos hidroalcoolico a frio e quente das
sementes e cascas de P. insignis, isto se deve aos valores da atividade antioxidante desses
extratos, pois quando se comparam os resultados ndo ha diferencas significativas para 0s
métodos ABTS, DPPH/ET e DPPH (%AAO).

O posicionamento dos extratos no grafico dos scores, Figura 25 p. 77, é explicado a
partir do grafico dos loadings, que esta relacionado com os métodos de avalia¢do da atividade
antioxidante dos extratos, mostrado na Figura 26. Os métodos que estdo a direita do grafico
dos loadings explicam a formagdo do grupo majoritario na Figura 25 e isto se deve a
contribuicdo na primeira componente principal (PC1) dos métodos DPPH (%AAQ) (0,565),
DPPH/ET (0,560) e ABTS (0,529), conforme mostrado na Tabela 15, p. 79, além da

proximidade desses métodos ao grupo, quando se analisa os graficos conjuntamente.

Figura 26 — Grafico dos loadings oriundo da analise de componentes principais dos resultados da capacidade
antioxidante pelos diferentes métodos avaliativos para os extratos analisados
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Na Figura 26, p. 78, observa-se que os métodos DPPH e ABTS s&o 0s que apresentam
as maiores similaridades, sendo explicada quando se analisa as caracteristicas metodolégicas
dos ensaios, pois métodos quem possuem como base a analise de captura dos radicais livres:
DPPH e ABTS por compostos antioxidantes. O método FRAP, por outro lado, possui
caracteristicas diferentes, tendo como esséncia a producéo do fon Fe** (forma ferrosa) a partir
da reducéo do fon Fe®* (forma férrica) presente no complexo (TPTZ), a partir da acéo de um
agente antioxidante (GUPTA, 2015).

Como ¢ observado no grafico dos loadings 0 método FRAP se diferencia dos demais e
apresenta a maior contribuicdo na segunda componente principal (0,952), também ¢é
responsadvel pela disposicdo dos extratos na parte superior do gréafico
dos scores, Figura 25, p. 77. Isto é corroborado pelo resultado da capacidade antioxidante do
extrato hidroalcoolico a frio das cascas de G. macrophylla (EHA-Gm), pois na concentracdo
de 0,1875 mg.mL™ demonstrou atividade de 685,53 (+ 7,38x10™) umol Fe (I1).g™ de extrato,

0 que explica o posicionamento deste extrato no grafico dos scores.

Tabela 15 — Contribuicdo dos métodos avaliativos em cada componente principal

Contribuicdo dos métodos em cada PC

Métodos
PC1 PC2
FRAP 0,293 0,952
ABTS 0,529 -0,241
DPPH/ET 0,560 -0,125
DPPH (%AAO) 0,565 -0,144

Fonte: Autor

A analise de agrupamento hierarquico (HCA) possibilitou a visualizagdo dos
agrupamentos naturais entre os diferentes extratos analisados. Nesse caso, foi utilizada a
distancia Euclidiana entre os extratos (amostras) e a técnica de ligacdo entre elas foi o de
Ward, o resultado de HCA ¢é representado na forma de um dendrograma, mostrado na
Figura 27, p. 80, observa-se que o grupo com maior similaridade é formado pelo extrato
metandlico das sementes a frio (EM-Gm) e extrato hidroalcodlico a quente (EHA-Gm) de G.
macrophylla com 99,47%. Do dendrograma observa-se ainda que o extrato hidroalcodlico a

frio das sementes de P. insignis (EHA-Pi) esta associado ao extrato hidroalcoolico a quente
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das cascas de P. insignis (EHA-Pi) com uma similaridade de 98,66%. Ja o extrato hexanico a
frio das sementes de P. insignis (EH-Pi) est4 associado ao extrato hidroalcodlico a frio das
sementes de G. macrophylla (EHA-Gm), com uma similaridade de 97,90%. Ressalta-se que
0s extratos hexanicos a frio das cascas e das sementes de G. macrophylla (EH-Gm),
metandlicos a frio das cascas e sementes de G. macrophylla (EM-Gm) e hidroalco6lico a
quente das sementes de G. macrophylla (EHA-Gm), com similaridade de 95,60%, o maior
grupo de extratos similares. Os resultados obtidos na HCA corroboram os obtidos em PCA,
pois as formacdes dos grupos que correspondem aos resultados da avaliagcdo antioxidante dos

extratos pelos diferentes métodos de medicao da capacidade antioxidante sdo semelhantes.

Figura 27 — Dendrograma para os diferentes extratos analisados
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De modo geral, os resultados da andlise multivariada utilizando PCA e HCA
possibilitaram identificar as inter-relagbes entre os métodos de avaliacdo da atividade
antioxidante que explicam a formacao dos agrupamentos entre os extratos analisados, que ndo

seriam observados utilizando um tratamento univariado.



81

5.4 Atividade antimicrobiana dos extratos obtidos das cascas e sementes dos frutos de
Poraqueiba sericea, Platonia insignis e Garcinia macrophylla

A atividade antimicrobiana foi avaliada qualitativamente por meio de ensaios
bacterianos, antifingico e anti-cianobactéria. Os resultados obtidos para os extratos testados

séo detalhados a seguir.

5.4.1 Atividade antibacteriana

Na Tabela 16, p. 82, sdo apresentados os resultados dos experimentos da atividade
antimicrobiana dos extratos brutos das sementes e cascas dos frutos de P. sericea, P. insignis
e G. macrophylla frente as cepas bacterianas Salmonella typhimurium ATCC 14021, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Corynebacterium fimi NTC 5 e Listeria monocytogenes ATCC 6477. A
partir dos resultados qualitativos obtidos, verificou-se que todos os extratos obtidos das cascas
(@ quente e a frio) de G. macrophylla (EHA-Gm-C.Q, EHA-Gm-C.F, EH-Gm-C.F e
EM-Gm-C.F) mostraram-se ativos frente a cepa Bacillus subtilis ATCC 6633
(Figura 28, p. 82). Os extratos EHA-Ps-S.Q, EHA-Pi-C.Q e EH-Pi-S.F oriundos de P. sericea
e P. insignis também se mostraram ativos frente a cepa de B. subtilis ATCC 6633. As
amostras EHA-Ps-S.Q, EH-Pi-S.F e EM-Gm-S.F também apresentaram halo de inibicdo de
crescimento frente a cepa de Corynebacterium fimi NTC 5, ou seja, extratos obtidos das
sementes das trés espécies demonstraram capacidade de inibicdo no desenvolvimento de C.
fimi NTC 5. Nenhum dos extratos apresentou atividade frente as cepas Salmonella
typhimurium ATCC 14021 e Listeria monocytogenes ATCC 6477.

De todos os extratos testados frente a cepa Bacillus subtilis ATCC 6633, apenas 0s
extratos (EHA-Gm-S.F, EH-Gm-S.F e EM-Gm-S.F) das sementes de G. macrophylla, ndo
apresentam halo de inibicdo de crescimento bacteriano. Todavia, dos 8 extratos advindos da
espécie 6 obtiveram resultado positivos frente a alguma das bactérias testadas. De modo geral,

0s extratos hidroalcoolicos extraidos pelo método a quente apresentaram melhores respostas.
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Tabela 16 — Avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos brutos de P. sericea, P. insignis
e G. Macrophylla

Extratos Mi ) q
brutos Parte Método icrorganismos testados
testados vegetal extrativo — — o
L. monocytogenes  C. fimi  S. typhimurium B. subtilis
ATCC 6477 NTC5 ATCC 14021 ATCC 6633
EHA-Ps  Semente Quente - + - +
EHA-PI Casca Quente - - - +
EH-Pi Semente Frio - + - +
EHA-Gm  Semente Quente - - - +
EHA-Gm  Casca Quente - - - +
EHA-Gm Semente Frio - - - -
EHA-Gm Casca Frio - - - +
EH-Gm  Semente Frio - - - -
EH-Gm Casca Frio - - - +
EM-Gm  Semente Frio - + - -
EM-Gm Casca Frio - - - +

Fonte: Autor

Legenda: EHA - Extrato Hidroalcodlico; EH - Extrato Hexanico; EM - Extrato Metanélico; Gm: Garcinia

macrophylla, Pi: Platonia insignis, Ps: Poraqueiba sericea

Presenca de halo de inibicdo de crescimento (+); auséncia de halo de inibicdo de crescimento (-).

Figura 28 — Placas demostrando a atividade antimicrobiana (halo de inibi¢do de crescimento) frente a cepa
de Bacillus subtilis, observada para os extratos EHA-Gm — cascas/a frio - (B4C), EM-Gm — cascas/a frio -
(D4C) e EHA-Gm — cascas/a quente - (A4C)

Fonte: Autor
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Ressalta-se que 0s extratos com respostas positivas foram ativos para bactérias Gram
positivas, tal fato estd de acordo com informacGes contidas na literatura, que relatam maior
sensibilidade para esse tipo de bactéria frente a metabolitos vegetais (ELLER et al., 2015).
Haja vista, que a membrana mais complexa apresentada pelas bactérias Gram negativas
formam uma barreira bem mais eficiente, sendo responsavel pela menor sensibilidade destes
microrganismos frente aos extratos vegetais (LOPEZ-ROMERQO et al., 2015).

Estudo realizado por Policegoudra et al (2012) demostrou acdo antimicrobiana
promissora para diversas espécies do género Garcinia, corroborando com os dados
encontrados neste estudo. Como é o caso de Garcinia lancifolia, que o suco de suas frutas
exibiu consideravel atividade antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Micrococcus luteus, Streptococcus mutans, e Bacillus  subtilis.
Segundo Shivakumar et al. (2013), o extrato de acetato de etila de Garcinia cambogia
apresentou atividade antibacteriana frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Outro estudo,
demostrou que o extrato metanolico da casca da espécie Garcinia lanceifolia demonstrou
atividade antibacteriana significativa contra quatro linhagens de bactérias, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (BORA et al., 2014).

Essas atividades bioldgicas podem esta ligadas diretamente pela elevada presenca de
metabolitos da classe dos flavonoides nessa familia botanica, haja vista, que flavonoides séo
capazes ndo apenas de atingir seletivamente células bacterianas, mas também de inibir
fatores de viruléncia, além de outras formas de ameacas microbianas, como a formacéo de
biofilme (GORNIAK et al., 2019).

5.4.2 Atividade antifingica

Os resultados da atividade antifungica dos extratos de P. sericea, P. insignis e
G. macrophylla testados frente aos fungos do género Candida sdo apresentados na
Tabela 17 (p. 84). Os resultados evidenciaram atividade antifungica para extratos frente a
cepa C. glabrata (Figura 29, p. 84), sendo eles: o extrato hexanico a frio das sementes de
P. insignis (EH-Pi-S.F), extrato hidroalcodlico a quente das sementes de G. macrophylla
(EHA-Gm-S.Q), extrato hidroalcodlico a quente das cascas de G. macrophylla
(EHA-Gm-C.Q) e extrato hidroalcodlico a frio das sementes de G. macrophylla (EHA-Gm).
Nota-se que, dos 4 extratos que apresentaram resposta positiva de inibi¢cdo de crescimento
microbiano, 3 sdo extratos advindos de sistema etanol:agua (50:50), demostrando que a
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Tabela 17 — Avaliacéo da atividade antifungica dos extratos brutos de P. sericea, P. insignis e G. Macrophylla

Extratos Parte Método Microrganismos testados
brutos vegetal  extrativo
testados C. Tropicalis  C.glabrata C. parapsilopis

EHA-Ps Semente Quente - - -

EHA-Pi Casca Quente - - -
EH-Pi Semente Frio - + -
EHA-Gm Semente  Quente - + -
EHA-Gm Casca Quente - + -
EHA-Gm Semente Frio - + -
EHA-Gm Casca Frio - - -
EH-Gm Semente Frio - - -
EH-Gm Casca Frio - - -
EM-Gm Semente Frio - - -
EM-Gm Casca Frio - - -

Fonte: Autor

Legenda: EHA - Extrato Hidroalcodlico; EH - Extrato Hexanico; EM - Extrato Metandlico; Gm: Garcinia
macrophylla, Pi: Platonia insignis, Ps: Poraqueiba sericea

Presenca de halo de inibicéo de crescimento (+); auséncia de halo de inibicdo de crescimento (-).

Figura 29 — Placas demostrando a atividade antimicrobiana (halo de inibicdo de crescimento) frente a
linhagem de C. glabrata, observada para os extratos EHA-Gm — sementes/a quente - (A4S), EHA-Gm —
sementes/a quente - (A4C), e EHA-Gm — sementes/a frio - (B4S)

Fonte: Autor
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polaridade dos solventes empregados pode ter influéncia no processo de difusdo dos
metabdlitos no meio de cultura. Observa-se também, que 0s extratos originarios da espécie
G. macrophylla apresentaram atividade antifngica promissora frente a cepa C. glabrata.
Vale ressaltar, que ambas as espécies que apresentam atividade sdo do mesmo género
boténico, demostrando assim que 0s metabdlitos responsaveis pela acdo antifangica podem ter
o mesmo perfil fitoquimico. Observou-se que para as linhagens C. tropicalis e C. parapsilopis
0s extratos brutos avaliados ndo apresentaram halo de inibicéo de crescimento.

Segundo Venturoso et al (2011), estudos desenvolvidos com extrato bruto e 6leo
essencial, obtidos a partir de plantas medicinais, apontam o potencial dessas no controle de
fungos, tanto por sua agdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a germinagéo
de esporos, quanto pela inducdo de fitoalexinas. Existem ainda, relatos da atividade
antifingica direta de extratos aquosos e 6leos essenciais obtidos a partir de plantas contra uma
ampla gama de fungos, como: os extratos de Salvia sclarea, S. officinalis e R. officinalis que
apresentam considerdvel atividade antifangica frente a cepas de  Alternaria spp
(DELLAVALLE etal., 2011).

O género Garcinia possui acdo antifangica relevante, como pode ser demostrado por
estudos que avaliaram essa atividade frente a uma variedade de espécies de fungos
(THARACHAND et al., 2015). Nnedinma et al (2019) apontam que o extrato metandlico de
Garcinia kola apresenta significativa atividade antifangica frente as cepas Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus. Outra pesquisa mostrou que 0s compostos xantocimol e garcinol,
benzofenonas isopreniladas purificadas de frutos de Garcinia xanthochymus, demostram
multiplas atividades contra Candida albicans e biofilmes. Sendo que ambos os compostos
impediram efetivamente o surgimento de tubos germinativos fungicos e também foram
citostaticos (JACKSON et al., 2015).

5.4.2 Atividade anti-cianobactéria

Foram testadas as atividades dos extratos brutos das sementes e cascas dos frutos de
P. sericea, P. insignis e G. macrophylla frente as cianobactérias dos géneros Synechocystis sp.
(CACIAM 05), Nostoc sp. (CACIAM 19) e Synechococus sp. (CACIAM R8), os resultados
sdo demonstrados na Tabela 18, p. 86. Observou-se que todos 0s extratos apresentaram
atividade anti-cianobactéria para pelo menos um género. Sendo as especies Synechocystis sp.
(CACIAM 05) e Synechococus sp. (CACIAM R8), Figura 30, p. 87, as mais susceptiveis aos
extratos testados. Notou-se que para o género Nostoc sp. (CACIAM 19), somente 3 extratos
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apresentaram atividade de inibicdo de crescimento, sendo eles: o extrato hidroalcodlico a
quente das cascas de P. insignis (EHA-Pi-C.Q), extrato hidroalcodlico a quente das sementes
de G. macrophylla (EHA-Gm-S.Q) e extrato metandlico a frio das sementes de
G. macrophylla (EM-Gm-S.F). Ressalta-se que esta cianobactéria é filamentosa, ou seja,
possui maior resisténcia, devido sua estrutura morfoldgica, a qual se assemelha com bactérias
gram-negativas (FLORES e HERRERO, 2009; DVORAK et al., 2017). Observou-se também
que, dos 11 extratos testados frente as cianobactérias, 6 apresentaram atividade frente pelo
menos duas espécies. Todavia, 0s extratos metandlicos das cascas de G. macrophylla e
hex&nico das sementes de P. insignis apresentaram atividade de inibicdo de crescimento
apenas para o género Synechococus sp. (CACIAM R8). De modo geral, observou-se que 0s
extratos de G. macrophylla demostram boa atividade anti-cianobactéria para pelo menos um

género testado.

Tabela 18 — Avaliacéo da atividade anti-cianobactéria dos extratos brutos de P. sericea, P. insignis e G.

Macrophylla
Eg:l:?;;)s Parte Méto d o Microrganismos testados
testados vegetal extrativo Synechocystis sp. Nostoc sp. Synechococus sp.
(CACIAM 05)  (CACIAM 19)  (CACIAM R8)
EHA-Ps Semente Quente + - +
EHA-Pi Casca Quente - + +
EH-Pi Semente Frio - - +
EHA-Gm Semente Quente + + -
EHA-Gm Casca Quente + - -
EHA-Gm Semente Frio + - -
EHA-Gm Casca Frio + - +
EH-Gm Semente Frio + - -
EH-Gm Casca Frio + - +
EM-Gm Semente Frio - + +
EM-Gm Casca Frio - - +

Fonte: Autor

Legenda: EHA - Extrato Hidroalcodlico; EH - Extrato Hexanico; EM - Extrato Metandlico; Gm: Garcinia
macrophylla, Pi: Platonia insignis, Ps: Poraqueiba sericea

Presenca de halo de inibicdo de crescimento (+); auséncia de halo de inibicdo de crescimento (-).
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Figura 30 — Placas demostrando a atividade antimicrobiana (halo de inibicdo de crescimento) frente a cepa
de Synechococus sp. (CACIAM R8), observada para os extratos EHA-Ps— sementes/a quente - (A2S), e EH-
Pi — sementes/a frio - (C3S) e EHA-Pi- cascas/a frio - (A3C),

Fonte: Autor

De acordo com Kuriama et al (2012), o aumento da concentracdo de nutrientes,
principalmente de nitrogénio e fésforo em mananciais de agua para abastecimento publico,
favorece a proliferacdo de cianobactérias, que em alguns casos sdo produtoras de toxinas
(cianotoxinas). Essas cianotoxinas presentes na agua podem gerar problemas para a salde
humana. A exposicao as cianotoxinas pode ocorrer de varias maneiras, no entanto, a via oral é
a mais frequente. Isso ocorre principalmente através da agua potavel ou da ingestdo de
alimentos contaminados; pode até envolver a ingestdo de dgua durante atividades recreativas,
além disso, a exposicdo dérmica e a inalacdo sdo possiveis também (KUBICKOVA et al.,
2019).

O gerenciamento de recursos hidricos € desafiado em todo o mundo a reduzir a
vulnerabilidade as ameacas de explosdes nocivas de cianobactérias. Particularmente nos
paises em desenvolvimento onde os altos custos de produtos quimicos para o tratamento de
agua e efluentes podem limitar sua aplicacdo, é desejavel o desenvolvimento de medidas
mitigadoras econdmicas e ambientalmente aceitaveis (LURLING e BEEKMAN, 2010). Nesse
cenario, a clarificacdo e desinfec¢do da &gua com produtos naturais, como partes vegetais, sdo
de particular interesse. Como o potencial demostrado dos extratos de P. sericea, P. insignis e
G. macrophylla em especial para os extratos de G. macrophylla faz-se necessario estudos

mais aprofundados para estas espécies.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Ao comparar os rendimentos dos extratos obtidos a partir das sementes das espécies
estudadas, observou-se que os sistemas hidroalcoolicos obtidos a quente apresentaram
rendimento superior aqueles obtidos a frio. O inverso foi verificado para as cascas, cujos
extratos com melhor rendimento foram os hidroalcoolicos obtidos a frio.

Os resultados da triagem fitoquimica demonstraram que, de todos 0s extratos obtidos,
0 que apresentou maior variabilidade fitoquimica foi o extrato hidroalcoodlico a frio das cascas
de G. macrophylla, com 9 grupos de constituintes caracterizados.

A quantificagdo da atividade antioxidante via método FRAP resultou em valores que
variaram entre 17,06 (+ 1,33 x10™) pmol Fe (I1).g™ (menos ativo) e 685,53 + 7,38 x10™ pmol
Fe (11).g”* (mais ativo), sendo que o extrato mais ativo foi obtido a frio das cascas da espécie
G. macrophylla.

No ensaio de atividade antioxidante via ABTS o extrato mais ativo também foi obtido
a frio das cascas de G. macrophylla, cuja, a atividade foi de 64,06 (+ 1,74 x10°) mg ET.g™* -
de extrato. Sendo que os menos ativos foram os extratos obtidos a frio das cascas de P.
insignis.

A atividade antioxidante pelo método DPPH foi expressa em funcdo do %AAO e
variou entre 44,99 (+ 3,93 x10™) e 85,39% (+ 3,93 x10™), do menos ativo para 0 mais ativo.
Dos 18 extratos estudados, onze apresentaram %AAO superior a 80%, sendo quatro deles
obtidos a quente e sete obtidos a frio. Dos onze extratos mais ativos, oito foram obtidos das
cascas e sementes da espécie G. macrophylla. O CEs, variou de acordo com a concentracdo
testada, sendo que o extrato EHA-Gm (das cascas) foi aquele que demonstrou melhor
resultado com CEsigual a 97,31 (+ 5,98 x10%) pg/mL.

A aplicacdo do método estatistico multivariado auxiliou na comparacdo das atividades
dos extratos obtidos por diferentes tecnicas. Observou-se que ndo houve diferenca
significativa entre os extratos obtidos a quente e a frio das sementes de G. macrophylla.
Observou-se elevada similaridade entre os extratos hidroalcodlicos a quente e a frio das
sementes e cascas de P. insignis. Quanto as caracteristicas metodoldgicas aplicadas, houve
similaridade entre os métodos DPPH e ABTS, diferenciando-se esses dois do FRAP, e 0s
resultados obtidos para o HCA confirmaram aqueles observados no PCA.

Nos ensaios de atividade antibacteriana, dos onze testados, oito apresentaram resultado

positivo, com formacédo de halo de inibicéo, frente as cepas de B. subtilis (ATCC 6633) e trés
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frente a C. fimi (NTC 5). Sendo que destes, cinco foram obtidos em sistema hidroalcodlico a
quente.

Os extratos testados foram menos ativos quando analisada a atividade antifingica. Dos
onze extratos avaliados, apenas quatro foram ativos frente as cepas do fungo C. glabrata. Das
matrizes ativas, uma foi o extrato hexaénico das sementes de P. insignis e trés de
G. macrophylla, sendo uma obtida das cascas e duas das sementes, em sistema hidroalcoolico.

Nos ensaios de atividade anti-cianobactéria, os extratos testados foram ativos frente as
cepas de Synechocystis sp., Nostoc sp. e Synechococus sp., visto que as cepas de
Synechocystis sp. e Synechococus sp. foram as mais sensiveis.

Dos extratos testados, aqueles obtidos em sistema hidroalcodlico das sementes e
cascas de G. macrophylla foram os mais promissores. Contudo, os extratos hidroalcodlicos de
P. insignis e P. sericea também merecem destaque por apresentarem atividade antifingica e
antibacteriana. Os resultados demonstram que as matrizes analisadas apresentam potencial
para serem exploradas com possibilidade de aplicacGes biotecnoldgica.

Este estudo tem importancia para a promocdo do desenvolvimento sustentavel na
Amazonia, pois incentiva o uso inteligente e a valoracdo das espécies da flora local,
especialmente aquelas preservadas na regido da UHE-Tucurui, pois demonstra o potencial
bioguimico e biotecnoldgico associado a partes como cascas e sementes de frutos regionais,
que seriam normalmente descartados, assim como, destaca-se também que esse estudo indica
que a preservacdo das espécies da flora regional, quando da implantacdo de um
empreendimento de grande porte, deve ser pensada considerando o potencial bioquimico
associado as espécies preservadas e salienta a importancia de catalogar, identificar, conhecer a
constituicdo quimica e as principais atividades biologicas de espécies nativas.

Como perspectivas, torna-se interessante a realizagdo de estudos que visem o
isolamento e purificagdo dos compostos presentes nos extratos que obtiveram os melhores
resultados, que devem ser testados pelas metodologias aqui descritas, bem como uma
complementacdo com testes enzimaticos, ensaios de captura de outros metabdlitos oxidativos,
e espécies reativas de nitrogénio, como ONOO", ensaios de concentracdo inibitdria minima
(MIC, MICsp, MICg) frente a microrganismos, ensaios de citotoxicidade que possam avaliar a
toxicidade dos extratos nas concentracfes em que apresentam atividade antioxidante, entre

outros.
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APENDICES

APENDICE A — Exsicata da espécie Garcinia macrophylla depositada no herbario do
Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG).
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APENDICE B — Exsicata da espécie Platonia insignis depositada no herbéario do Museu

Paraense Emilio Goeldi (MPEG).
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APENDICE C — Exsicata da espécie Poraqueiba sericea depositada no herbario do
Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG).
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Apéndice D — Grafico da curva de calibracdo para o padrdo Trolox do método ABTS,
incluindo a equacgéo da reta (y = ax + b).
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Apéndice E — Gréfico da curva de calibracéo para o padrdo Trolox do método FRAP,
incluindo a equacéo da reta (y = ax + b).
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Apéndice F — Gréfico da curva de calibracdo para o padrdo Trolox do método DPPH,
incluindo a equacgéo da reta (y = ax + b).
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Apéndice G — Gréfico da curva de calibracdo para o padrdo Trolox do método DPPH
(CEsop), incluindo a equagéo da reta (y = ax + b).
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