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RESUMO

AGRIZZI, Ana Paula, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2021.
Bioprospecgcdao de produtos naturais com atividades anticolinesterasica e
antibacteriana de extratos de plantas da Mata Atlantica. Orientador: Jodo Paulo
Viana Leite.

A rica biodiversidade vegetal da Mata Atlantica, associada a bioprospeccao de
produtos naturais, € uma importante fonte de novos compostos anticolinesterasicos e
antibacterianos. Este trabalho teve como objetivo produzir uma colecédo de extratos
de espécies nativas do ecossistema de restinga, associado ao dominio Mata Atlantica,
e avaliar seu potencial anticolinesterasico e antibacteriano. Em expedi¢des ao Parque
Estadual de Itaunas-ES (PEIl), foram coletadas folhas, galhos ou parte aérea
(herbacea) de 30 espécies vegetais, distribuidas em 23 familias botanicas. A partir do
material vegetal pulverizado, foram produzidos os extratos empregando diferentes
solventes extratores. A avaliagao da atividade anticolinesterasica in vitro foi realizada
a partir de ensaio de inibicAo das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesterase (BChE) pelo método de Ellman com adaptagdes. Ja a atividade
antibacteriana in vitro foi avaliada pelo método de microdiluigdo contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Posteriormente, o extrato mais promissor para
cada atividade foi submetido a fracionamento bioguiado pelo método de particéo
liquido-liquido (PLL) com solventes de diferentes polaridades. Prospeccéo fitoquimica
dos extratos e das fragbes bioativas foi realizada por cromatografia em camada
delgada usando padrdes e reveladores especificos para cada classe de metabdlitos
secundarios. Fingerprint da fragdo que apresentou maior percentual de inibicdo sobre
a enzima AChE foi feita por HPLC-DAD. A identificacdo dos compostos
antibacterianos presentes na fragdo mais ativa foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Os resultados indicaram o extrato
metandlico de folhas de Myrciaria strigipes como o0 mais promissor na inibicdo de
AChE e BChE. Apés fracionamento, a fragdo em acetato de etila (EFMs), constituida
por uma mistura de compostos flavonoidicos, foi a mais promissora, com inibicdo para
AChE de 83% (400 pg/mL). O extrato em diclorometano-metanol (1:1, v/v) de folhas
de Eugenia astringens (EBEa) foi o0 mais ativo contra a bactéria S. aureus. Apés PLL,
a fragdo hexanica (HFEa) obtida foi a que apresentou os menores valores de CIM

contra seis bactérias do género Staphylococcus, incluindo a estirpe USA 300.



Interacao sinergistica foi identificada entre EBEa ou HFEa e o antibiético ofloxacina.
Cinco compostos sesquiterpenos foram identificados em HFEa, sugerindo
contribuirem para a atividade antibacteriana apresentada. Os resultados apontam
para um potencial anticolinesterasico de M. strigipes e antibacteriano de E. astringens.
Ambas as espécies, pela primeira vez, sao relatadas como fontes de produtos naturais
bioativos para as atividades avaliadas. A continuidade na investigagdo € necessaria
para a completa identificagdo dos compostos ativos e a determinacdo de seus

mecanismos de acao.

Palavras-chave: Atividade anticolinesterasica. Atividade antibacteriana. Myrciaria

strigipes. Eugenia astringens.



ABSTRACT

Agrizzi, Ana Paula, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April 2021.
Bioprospecting of natural products with anticholinesterase and antibacterial
activities from plant extracts from the Atlantic Forest. Advisor: Jodo Paulo Viana
Leite.

The rich plant biodiversity of the Atlantic Forest, associated with bioprospecting of
natural products, is an important source of new anticholinesterase and antibacterial
compounds. This work aimed to produce a collection of extracts of native species from
the restinga ecosystem, associated with the Atlantic Forest domain, and to evaluate its
anticholinesterase and antibacterial potential. In expeditions to the State Park of
Itaunas-ES (PEI), leaves, branches or aerial part (herbaceous) of 30 plant species
were collected, distributed in 23 botanical families. From the pulverized plant material,
extracts were produced using different extracting solvents. The evaluation of
anticholinesterase activity in vitro was carried out from the inhibition assay of the
enzymes acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) by the
Ellman method with adaptations. The antibacterial activity in vitro was evaluated by the
microdilution method against Gram-positive and Gram-negative bacteria.
Subsequently, the most promising extract for each activity was subjected to bioguided
fractionation by the liquid-liquid partition (PLL) method with solvents of different
polarities. Phytochemical prospecting of extracts and bioactive fractions was
performed by thin layer chromatography using specific patterns and developers for
each class of secondary metabolites. Fingerprint of the fraction that showed the
highest percentage of inhibition on the enzyme AChE was made by HPLC-DAD. The
identification of antibacterial compounds present in the most active fraction was
performed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (CG-EM). The
results indicated the methanolic extract of leaves of Myrciaria strigipes as the most
promising in the inhibition of AChE and BChE. After fractionation, the fraction in ethyl
acetate (EFMs), consisting of a mixture of flavonoid compounds, was the most
promising, with 83% inhibition for AChE (400 pug / mL). The extract in dichloromethane-
methanol (1: 1, v/ v) from leaves of Eugenia astringens (EBEa) was the most active
against the bacterium S. aureus. After PLL, the hexane fraction (HF Ea) obtained was
the one with the lowest MIC values against six bacteria of the Staphylococcus genus,

including the strain USA 300. Synergistic interaction was identified between EBEa or



HFEa and the antibiotic ofloxacin. Five sesquiterpene compounds were identified in
HFEa, suggesting that they contribute to the antibacterial activity presented. The
results point to an anticholinesterase potential of M. strigipes and antibacterial of E.
astringens. Both species, for the first time, are reported as sources of bioactive natural
products for the activities evaluated. Continuity in the investigation is necessary for the
complete identification of the active compounds and the determination of their

mechanisms of action.

Keywords: Anticholinesterase activity. Antibacterial activity. Myrciaria strigipes,

Eugenia astringens.
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INTRODUGAO GERAL

Ha séculos os conhecimentos sobre as propriedades curativas das plantas tém
sido usados para tratar e prevenir diversas doencas. Geralmente os responsaveis
pelas propriedades biologicas das espécies vegetais sdo compostos ativos produzidos
durante o metabolismo vegetal secundario. Utilizados para diversos fins, esses
compostos sao alvos de pesquisas e tem garantido o tratamento de varias doencas,
atuando, por exemplo, na terapia contra doengas neurodegenerativas e como agentes
antibacterianos, antifungicos e antitumorais (Newman, 2016). Aliado a isso, a
manutengao do interesse em investigar espécies vegetais como fontes de substancias
bioativas, decorre de caracteristicas peculiares desses compostos, com destaque
para sua diversidade quimica, alta complexidade estrutural e refinado mecanismo de
agao, pelos quais as moléculas exercem seus efeitos (Shu, 1998).

O Brasil representa uma das mais ricas fontes de novos medicamentos e outros
produtos biotecnoldgicos, pois é o detentor da maior diversidade vegetal do planeta.
No entanto, apesar de toda essa biodiversidade, com mais de 55 mil espécies vegetais
descritas, dispbe de poucas pesquisas sobre o potencial destas espécies (Calixto,
2003). Dentre as plantas superiores identificadas em todo o mundo, estima-se que
menos de 10% possuem estudos fitoquimicos detalhados ou foram investigadas
quanto ao potencial biolégico (Zhang, 2002; McCloud, 2010, Eisenberg et al., 2011).

A Mata Atlantica pode ser definida como um bioma tropical extremamente
heterogéneo, que engloba diversos tipos de vegetacédo e ecossistemas associados
como as restingas, além de mangues e campos de altitude (Guedes-Bruni, 1998).
Presente em 17 estados brasileiros, incluindo todos os estados do sul e sudeste, o
bioma tem uma importancia vital para cerca de 120 milhdes de brasileiros que vivem
em seus dominios; onde s&o gerados aproximadamente 70% do PIB brasileiro
(ICMBio).

Considerada um hotspot mundial, a Mata Atlantica abriga uma rica
biodiversidade, porém muito devastada por acdes antropicas, como a exploragéo do
pau-brasil, mineragao e o ciclo do café. Mais recentemente, a Mata Atlantica vem
sendo reduzida devido a ocupagdo demografica das areas urbanas das grandes
cidades. Hoje, as suas areas remanescentes de vegetacao nativa estdo reduzidas a
aproximadamente de 12,4% de sua cobertura original (SOS Mata Atlantica & INPE,
2019).



16

Ainda ha muito a ser descoberto no que se refere ao potencial terapéutico das
espécies vegetais do bioma Mata Atlantica, em especial do ecossistema de restinga.
Desta forma, é urgente o desenvolvimento de metodologias para pesquisas de
produtos bioativos da biodiversidade que sejam compativeis com o0 manejo
sustentavel de espécies nativas deste bioma (Yadav e Mishra, 2013). Neste sentido,
a bioprospeccdo € uma excelente estratégia para exploracdo sustentavel da
biodiversidade na busca por novos produtos naturais com valor econdmico, social e
ambiental agregado (Simdes et al., 2009).

A presente tese trata da producdo de uma colecdo de extratos de espécies
nativas do ecossistema de restinga, associado ao bioma Mata Atlantica, e da
investigacao do potencial anticolinesterasico e antibacteriano dessas espécies.

As colinesterases (ChEs), acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase
(BuChE), sdo enzimas que catalisam a hidrolise da acetilcolina (ACh) e a consequente
repolarizagdo dos neurénios. No entanto, pacientes com doenca de Alzheimer (DA)
apresentam baixa concentragao de ACh e a degradacéao deste neurotransmissor pela
acgao das ChEs, acaba diminuindo ainda mais sua disponibilidade no sistema nervoso
central (Heinrich; Teoh, 2004). Por conseguinte, entre as drogas atualmente
empregadas no tratamento da DA, destaca-se o uso de substancias cuja agéo
aumenta a fungao colinérgica central, aumentando os niveis de acetilcolina no cérebro
através da inibicdo das colinesterases. Esses inibidores representam uma importante
estratégia no tratamento sintomatico da doenga, melhorando os aspectos cognitivos,
apesar de nao impedirem o avango da doenga (Chaves; Aversi-Ferreira, 2008; Kim et
al., 2010).

Dentre os compostos naturais que atuam inibindo as ChEs, destacam os
alcaloides, primeiras moléculas utilizadas como agentes terapéuticos no tratamento
da DA, sendo a classe de produtos naturais mais promissores (De Falco et al., 2016).

A busca por novos agentes antibacterianos justifica-se pelas doencgas
infecciosas representarem uma importante causa de morbidade e mortalidade entre a
populacdo em geral, particularmente nos paises em desenvolvimento. Devido a
resisténcia bacteriana a antibiéticos, problema considerado de saude publica, varios
paises tém se mobilizado no sentido de diminuir a mortalidade por infeccbes
bacterianas multirresistentes (Who, 2015; Blair et al., 2015).

No século passado, por muitos anos o aumento na resisténcia dos

microrganismos foi combatido pela descoberta de novos agentes antimicrobianos.
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Entretanto, nas ultimas décadas, o uso indiscriminado de antibi6ticos fez com que a
resisténcia das bactérias crescesse imensamente. No entanto, houve uma diminui¢cao
consideravel do desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, agravando o
problema (Livermore, 2011; Lakemeyer et al., 2018).

A necessidade da descoberta de novas alternativas terapéuticas frente ao
aumento da resisténcia dos microrganismos aos farmacos disponiveis, tem provocado
uma grande corrida na busca por eficientes agentes antimicrobianos, sejam de origem
natural, semissintética ou sintética (Silveira et al., 2006).

No presente trabalho, a avaliagdo da atividade anticolinesterasica foi realizada
por ensaios in vitro de inibigdio das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesterase (BChE). Ja a avaliacdo da atividade antibacterianade foi realizada
sobre diferentes bactérias Gram-positivas e Gram-negativas causadoras de
importantes infeccdées humanas e veterinarias.

Os estudos realizados estao descritos em dois capitulos. O primeiro capitulo
traz um artigo intitulado “Bioprospeccao em espécies vegetais da Mata Atlantica indica
Myrciaria  strigipes O. Berg (Myrtaceae) como fonte de compostos
anticolinesterasicos”; o segundo capitulo apresenta o artigo intitulado “Triagem da
atividade antibacteriana in vitro de plantas da Mata Atlantica indica Eugenia astringens
Cambess como fonte de compostos sesquiterpénicos antibacterianos”. Em ambos os
artigos sao descritas detalhadamente as etapas do fracionamento biomonitorado,
ensaios bioldgicos e técnicas utilizadas para a identificagdo dos compostos presentes

nas fracbes mais ativas.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar a presenga de metabdlitos secundarios com atividade

anticolinesterasica e antibacteriana em extratos de plantas da Mata Atlantica.

Objetivos Especificos

v' Produzir uma colecdo de extratos de espécies vegetais nativas do

ecossistema de restinga, associado ao dominio Mata Atlantica;

v' Avaliar, in vitro, a presengca de inibidores das colinesterases

acetilcolinesterase e butirilcolinesterase em extratos da colecéo;

v' Avaliar a correlagdo entre a inibicdo da enzima acetilcolinesterase e

butirilcolinesterase pelos extratos;

v Avaliar, in vitro, a atividade antibacteriana dos extratos da colecao;

v' Selecionar o extrato ativo mais promissor (atividade anticolinesterasica e

antibacteriana) para fracionamento bioguiado e estudo fitoquimico;

v Avaliar as atividades anticolinesterasica e antibacteriana das fragdes bioativas

obtidas;

v' Avaliar a interagdo do extrato e da fragdo antibacteriana mais promissora com

antibioticos utilizados na clinica médica;

v Identificar os metabdlitos secundarios presentes nas fragcdes bioativas.
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Capitulo 1 — Artigo |
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BIOPROSPECGAO EM ESPECIES VEGETAIS DA MATA ATLANTICA INDICA
Myrciaria strigipes O. Berg (MYRTACEAE) COMO FONTE DE COMPOSTOS
ANTICOLINESTERASICOS

Ana Paula Agrizzi?, lorrana Vieira Salustiano?, Lais Azevedo Rodrigues?, Leticia
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Resumo: A bioprospecc¢ao de compostos vegetais destaca-se como uma importante
estratégia para a descoberta de novos produtos naturais com potencial
anticolinesterasico. Os inibidores de colinesterases podem ser usados no tratamento
de diferentes doencgas neurodegenerativas e também como inseticidas. Este trabalho
teve como objetivo prospectar produtos naturais oriundos de espécies nativas da Mata
Atlantica com atividade anticolinesterasica. Foram coletadas folhas, galhos ou parte
aérea (herbaceas) de 30 espécies vegetais, resultando na produgao de 114 extratos.
A avaliacdo da atividade inibitéria para acetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesterase (BChE) foi realizada em microplaca de 96 pogos pelo método de
Ellman. O extrato mais promissor foi selecionado para o fracionamento bioguiado e
submetido a prospeccao fitoquimica. O extrato metandlico das folhas de Myrciaria
strigipes (8FM) apresentou o maior percentual de inibicdo para ambas as enzimas,
sendo de 74,9% para a enzima AChE e em 71,7% para BChE, na concentragao de
400 ug/mL. Observou-se correlacao positiva de moderada a forte entre o percentual
de inibigdo de AChE e o percentual de inibigdo de BChE (r = 0,70; p < 0,01). Dentre
as fragdes obtidas a partir desse extrato, a fracdo em acetato de etila (EFMs)
destacou-se pelo aumento de atividade, com inibigdo para a AChE de 83% (400
pg/mL). Analise por HPLC-DAD sugere que os compostos ativos presentes em EFMs
pertencem majoritariamente a classe dos flavonoides. Os resultados indicam que a
espécie M. strigipes, apesar de ainda ser pouco conhecida da ciéncia, € uma
promissora fonte de produtos naturais com acao inibidora de colinesterases.

Palavras-chaves: Inibidores de colinesterases, Myrciaria strigipes, Mata Atlantica,
doenca de Alzheimer, inseticida, produtos naturais.

1 INTRODUGAO

A principal estratégia no tratamento da doenga de Alzheimer (DA) e outras
doencas neurodegenerativas e, mais recentemente, na terapia contra miastenia gravis
€ o uso de inibidores de colinesterases (Pohanka, 2014). Além disso, como a

acetilcolinesterase (AChE) é expressa em todos os invertebrados, sendo uma enzima
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fundamental no sistema colinérgico, tem sido um importante alvo para o
desenvolvimento de inseticidas (Lang; Zhu; Zhang, 2012). Dessa forma, a
investigacao de novos agentes inibidores de AChE, seja para fins terapéuticos ou para
fins agronémicos, tem atraido grande interesse cientifico.

As enzimas AChE e BChE hidrolisam o neurotransmissor acetilcolina (ACh)
repolarizando o neurénio colinérgico. Inibidores que atuam sobre AChE, ou que inibem
também a BChE, aumentam os niveis de acetilcolina no cérebro de pacientes em
tratamento, o que atenua os sintomas da DA e outras deméncias, em especial
melhorando os aspectos cognitivos (Chaves; Aversi-Ferreira, 2008; Kim; Lee; Lee,
2010; Leblhuber et al., 2018). Ja com relagdo a agao inseticida, a hiper estimulagéo
do sistema nervoso do inseto-alvo € o que ocasiona sua morte (Lang; Zhu; Zhang,
2012).

A biodiversidade brasileira, em especial a do bioma Mata Atlantica, representa
uma importante fonte de novos produtos naturais, que podem ser utilizados na terapia
contra diferentes doencas (Newman, 2016). No entanto, apesar de abrigar cerca de
20 % de toda biodiversidade mundial, o brasil contribui com apenas 1,5% do total da
producao cientifica no contexto da diversidade biologica (Myers et al., 2000; Joly;
Metzger; Tabarelli, 2014).

A bioprospecc¢ao pode ser definida como uma estratégia na busca sistematica
por compostos com potencial econdmico e que podem levar ao desenvolvimento de
um produto (Saccaro Junior, 2011). Nesse contexto, a producéo de uma colecao de
extratos para bioprospeccdo de espécies vegetais tem se mostrado eficaz na
descoberta de novos insumos farmacéuticos ativos (Lowell et al., 2015). Pesquisas
conduzidas pelo Departamento de Produtos naturais do Instituto Nacional do Cancer
(NCI) dos Estados Unidos, a partir de uma de colecédo de extratos, possibilitaram a
descoberta de importantes compostos antitumorais, como o taxol (McCloud, 2010).

Na terapia da doenca de Alzheimer, metabdlitos secundarios obtidos de
plantas, em especial os alcaloides, estdo entre os primeiros inibidores de
colinesterases descobertos. No entanto, existem relatos de inibidores de outras
classes de metabdlitos, incluindo flavonoides, terpenoides, esterois e compostos
fendlicos (Boonyaketgoson et al., 2018; Huang et al., 2013; Jung et al., 2011; Orhan
et al., 2009). A ampliagdo da compreenséo sobre a DA, indica uma tendéncia de

investir em compostos com multiplos alvos. Nesse contexto, os produtos naturais
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destacam-se, ja que podem apresentar um vantajoso multi-direcionamento de
mecanismo de agdo (Ballatore et al., 2007; Russo et al., 2013; Zhang et al., 2019).
Apesar de varios produtos naturais terem sido estudados, apenas uma
pequena porcentagem atinge o estagio de ensaios clinicos (Butler; Robertson;
Cooper, 2014; Asha, 2017). Os inibidores atualmente disponiveis para tratamento da
DA, como a galantamina, donepezil e rivastigmina, encontram-se em numero limitado
e apresentam diferentes efeitos colaterais (Pohanka, 2014; De Falco et al., 2016;
Cummings; Tong; Ballard, 2019). Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo empregar uma colegao de extratos vegetais de plantas da Mata Atlantica para

a busca de novos agentes inibidores das enzimas AChE e BChE.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

O acesso as plantas para produgao dos extratos vegetais foi realizado de forma
randémica, concentrando-se no ecossistema de restinga, que integra o bioma Mata
Atlantica do Parque Estadual de Itaunas (PEI). O PEI esta localizado no distrito de
Itaunas, municipio de Conceicado da Barra, litoral norte do estado do Espirito Santo
(Latitude: 18° 25°5.97” S - Longitude 39° 42°25.68” O). O acesso ao material vegetal
foi autorizado pelo Instituto Estadual de Meio Ambiente e dos Recursos hidricos
(IEMA). O acesso ao patriménio genético foi também cadastrado no Sistema Nacional
de Gestdo do Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen), em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos
(Cadastro n° A381FA0).

Foram coletados folhas e galhos de espécies vegetais de porte arboreo e
arbustivo, e parte aérea das plantas herbaceas. Cada espécie acessada foi
georreferenciada, identificada e sua exsicata depositada no Herbario SAMES da
Universidade Federal do Espirito Santo campus Sao Mateus (UFES).

2.2 Producao dos extratos vegetais

Para producdo dos extratos vegetais foi utilizado o método de maceracao
seguindo protocolo indicado por McCloud (2010) e adaptado por Almeida et al. (2020).
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Folhas, galhos e parte aérea das espécies coletadas foram desidratadas em estufa
de ventilagcado forgada a temperatura constante de 40° C por 48 horas. O material
desidratado obtido foi pulverizado em moinho de facas, pesado e depositado em um
recipiente de acgo inox, onde foram adicionados solventes extratores na proporg¢ao 1:5
(m/v). Na primeira etapa de extracdo, utilizou-se uma mistura dos solventes
diclorometano (DCM) e metanol (MeOH), na proporcéo de 1:1 (v/v), permanecendo
em contado com a droga vegetal por aproximadamente 15 horas. Apés esse intervalo,
o extrato foi drenado e levado a secagem empregando evaporador rotativo a vacuo.
A torta remanescente foi submetida a uma segunda extragdo com MeOH por 15 horas.
O extrato metandlico obtido foi drenado e o solvente evaporado até obtencédo do
extrato seco. Desta forma, para as espécies arboreas e arbustivas foram obtidos
quatro extratos, sendo: dois extratos de diferentes polaridades de folhas e dois de
galhos. Ja para as plantas herbaceas, onde toda a parte aérea foi pulverizada, apenas
dois extratos foram produzidos. Posteriormente, todos os extratos foram liofilizados e
armazenados em freezer a - 20° C, passando a compor a colecado BIOPROS Extracts

Library.
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2.3 Ensaio anticolinesterasico in vitro

Todos os 114 extratos produzidos e as fragdes resultantes do fracionamento
bioguiado foram submetidos ao ensaio de inibicdo das enzimas acetilcolinesterase
(AChE) e butirilcolinesterase (BChE).

A inibicdo da atividade enzimatica das colinesterases foi determinada por
ensaio espectrofotométrico em microplaca de 96 pocgos (polietileno, Kasvi®), seguindo
metodologia descrita por Ellman et al. (1961) com modificagdes. Os extratos
produzidos foram solubilizados em metanol na concentragcdo de 20mg/mL. Para
aprimorar a diluicdo destas amostras, utilizou-se o banho ultrassénico por 15 min em
temperatura de 30°C. Estes extratos foram avaliados quanto ao seu potencial de inibir
a atividade das colinesterases AChE e BChE. Nos ensaios, foi utilizada a enzima
AChE de enguia elétrica (Electrophorus electricus) tipo VI e BChE de soro equino e
seus respectivos substratos, iodeto de acetiltiocolina e cloreto de butiriltiocolina
(Sigma-Aldrich®). Em cada pog¢o da microplaca foram adicionados 25uL de substrato
das colinesterases, 125 pL da mistura reacional (acido 5,5’ - ditio-bis 2-nitrobenzoico
- DTNB), 50 yL de tampéao Tris-HCI, 50 mM, pH 8,0, contendo 0,1% de Albumina
Sérica Bovina (BSA) e 25uL de extratos/fragdes das plantas, de forma a alcancgar a
concentracéo final de 400 ug/mL. Tampao Tris-HCI acrescido de metanol (20%) foram
usados como controle negativo e fisostigmina (17 mM) como inibidor padrao.

As leituras das microplacas foram realizadas em leitor Thermoplate, modelo
TP-reader, em temperatura constante de 30°C, sendo a absorbancia medida em
comprimento de onda de 405 nm. Apds uma leitura inicial da microplaca, importante
para se descontar a absorbancia dos extratos, foram adicionados em cada pogo 25
ML da enzima correspondente ao ensaio. Ambas as enzimas (AChE e BChE) foram
utilizadas no ensaio na concentragéo de 0,2 U/mL-'. Apds a adicao da enzima, a placa
foi imediatamente levada ao leitor onde as leituras foram realizadas a cada cinco
minutos em um intervalo total de 20 min. A inibicao da hidrdlise enzimatica foi avaliada
a partir da diferenca de valores de absorbancia obtidos nas leituras sem e com a

adicao da enzima.
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Assim, a porcentagem de inibi¢cao foi calculada a partir da seguinte férmula:

% de inibicdo = Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra x 100

Absorbancia do controle

Todos os ensaios foram realizados em trés réplicas bioldgicas. Foram definidos
como promissores os extratos que obtiveram média da porcentagem de inibicdo da

atividade anticolinesterasica superior a 50%.
2.4 Analise de Correlagao

Analise de correlagao foi realizada com os resultados obtidos de inibicdo dos
extratos frente as enzimas colinesterases AChE e BChE. Para isto, foi calculado o
desvio padrao relativo (DPR) utilizando a formula abaixo, onde DP é o desvio padrao
e M é a média das triplicatas. Os resultados de correlagdo sio validos quando o DPR

da inibicdo das colinesterases € inferior a 20%.
DPR (%) == x100

O grau de correlagao entre as porcentagens de inibicao dos extratos para AChE
e BChE foi avaliado pelo calculo do coeficiente de correlagdo de Pearson (r), e seu
respectivo intervalo de confianga de 95%. O critério de classificacdo da forga de
correlagao adotado foi: r < 0,30 — fraca; 0,30 < r < 0,70 — moderada; r > 0,70 — forte
(Martinez et al., 2014). O nivel de significancia estatistico adotado para a rejeicao da
hipétese nula foi a = 0,05. Para essa analise foi utilizado o software SPSS, versao
20.0.

2.5 Fracionamento bioguiado do extrato metandlico de Myrciaria strigipes

Para essa etapa, foi selecionado o extrato metandlico de folhas de M. strigipes
que apresentou o maior percentual de inibicdo para as enzimas AChE e BChE. O
fracionamento bioguiado foi feito utilizando-se a técnica de Particdo liquido-liquido

(PLL) e as fragdes obtidas foram avaliadas pelo ensaio anticolinesterasico.
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Para a particdo, 1g do extrato foi solubilizado em 100 mL de agua ultrapura
(Milli-Q) com o auxilio de banho ultrassénico (30° C por 15 min). Essa suspensao foi
transferida para o funil de separacdo onde a particao foi feita utilizando-se uma
sequéncia de solventes com polaridade crescente, sendo em ordem: hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol. Foram utilizados 100 mL de cada solvente,
sendo o processo repetido por trés vezes, obtendo-se assim, um volume de
aproximadamente de 300 mL para cada fragdo. Para eliminagdo dos solventes, as
fragdes foram concentradas em evaporador rotativo. Visando a completa secagem, a
fracdo aquosa remanescente e as demais fragdes foram posteriormente liofilizadas.

Ao final do fracionamento do extrato metandlico de M. strigipes foram obtidas
fragdes em hexano (HFMs), diclorometano (DFMs), acetato de etila (EFMs), n-butanol
(BFMs) e agua (WFMs).

O extrato e fracbes foram submetidos a prospeccido fitoquimica por
cromatografia em camada delgada, empregando como fase estacionaria cromatofolha
de silica gel F2s4. Padrdes e reveladores especificos foram usados para analise de
cada classe de metabdlitos secundarios, sendo avaliadas a presenga de Oleo
essencial, triterpeno/esteroide, flavonoide, cumarina, antraquinona, fendlicos,

alcaloide e saponina.

2.6 Fingerprint da fragao mais ativa de Myrciaria strigipes

A impressao digital da fracdo mais ativa na inibicdo das colinesterases foi
monitorada empregando a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Performance
acoplada a detector por arranjo de diodos (HPLC-DAD). Os perfis foram determinados
em equipamento HPLC Shimadzu, com detector DAD Shimadzu Proeminence, bomba
LC -20AD, forno CTO - 20 A e software LabSolutions. A coluna utilizada nas eluigdes
foi de fase reversa (C-18) (Shimpack®, 150 mm por 4,6 mm) com tamanho de particula
de 5 ym e a temperatura do forno foi ajustada em 40°C. O fluxo utilizado foi de 1
mL/min e o tempo de corrida usado foi de 30 minutos.

As amostras foram preparadas na concentragao de 10 mg/mL com metanol grau
HPLC (Sigma®), com auxilio de banho ultrassdnico a temperatura de 30°C por 10 min.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a filtragem (milipore de 45 um),
acondicionadas nos vials e levadas para inje¢gdo no HPLC. Para a fase moével,

empregou-se sistema binario em gradiente linear, com Fase A: agua-ultrapura/acido
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acético 2% (v/v) e Fase B: metanol grau HPLC. O gradiente empregado encontra-se

descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Gradiente de eluicdo empregado na analise da fragdo EFMs por HPLC-
DAD.

Tempo (min) Concentra¢do de MeOH (%)
0 32
25 48
26 90
28 90
29 32
30 32

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagao da inibicao das enzimas AChE e BChE

Foi avaliado o potencial dos extratos vegetais em inibir as enzimas AChE e
BChE por ensaio colorimétrico em microplaca de 96 pogos. As porcentagens médias
da inibicdo e desvio padréao dos extratos para ambas enzimas e os respectivos desvios

padrdes relativos (DPR) sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Porcentagem de inibicdo das enzimas AChE e BChE de 114 extratos de 30

espécies vegetais na concentragao final de 400 ug/mL.

% de inibigao

Familia Espécie Voucher Extrato

AChE* DPR % BChE* DPR %

Anacardiaceae Byrsonima sericea DC. SAMES-7929 4FDM 38,76(7,14) 18,43 40,50(4,08) 10,06
4FM 33,97(5,47) 16,12 43,41(1,22) 2,82
4GDM 35,75(5,44) 15,23 31,08(1,19) 3,82

4GM 26,27(4,38) 16,67 23,50(4,15) 17,67

Annonaceae Annona glabra L. SAMES-7927 2FDM 25,71(1,56) 6,10 22,52(0,25) 1,14
2FM 26,39(3,05) 11,58  22,13(0,93) 4,23
2GDM 35,20(4,86) 13,82 39,34(0,02) 0,07
2GM 32,01(3,22) 10,08 42,41(0,68) 1,61
Apocynaceae Hancornia speciosa SAMES-7946 7FDM 23,28(1,53) 6,6 11,03(0,89) 8,11
Gomes 7FM 20,16(0,98) 4,88  21,33(0,27) 1,28
) 7GDM 17,49(1,08) 6,22  21,28(0,62) 2,94

Tabela 2 - Continua 7GM 14,87(0,74) 498  1853(2,19) 11,85
phagedaenicus (Mart.) SAMES-7934 10FDM 26,09(0,87) 3,35 19,43(1,36) 7,03
Woodson 10FM 20,60(3,70) 17,98  16,50(0,60) 3,64

10GDM 19,43(2,36) 12,18 25,83(5,27) 20,41

10GM 11,61(0,89) 7,72 17,82(2,33) 13,07
Aquifoliaceae llex integerrima (Vell.) SAMES-7941 18FDM 22,95(4,00) 17,46 13,78(2,31) 16,8

Reissek 18FM 24,55(3,48) 14,17  16,96(0,58) 3,47
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18GDM 14,83(2,41) 16,27  33,24(2,37) 7,14
18GM 15,89(1,21) 7,61 20,91(0,73) 3,49
Asparagaceae Herreria glaziovii Lecomte SAMES-7946 23PADM 19,31(0,02) 0,11 17,30(0,78) 4,54
23PAM 14,22(2,60) 18,33 14,34(0,62) 4,38
Boraginaceae Cordia taguahyensis Vell. SAMES-7930 S5FDM 32,90(2,34) 7,12 6,91(0,09) 0,001
5FM 27,71(1,22) 44 14,56(1,23) 8,47
5GDM 30,15(3,51) 11,66 39,43(0,66) 1,67
5GM 21,16(3,35) 15,84 30,04(1,98) 6,59
Cordia glabrifolia M. SAMES-7949 26FDM 17,52(1,36) 7,79 9,62(0,04) 0,47
Stapf. 26FM 14,24(1,11) 7,83 9,02(0,93) 1,03
26GDM 19,26(0,32) 1,66 21,03(0,65) 3,09
26GM 13,09(2,01) 15,39 14,98(0,94) 6,3
Burseraceae Protium heptaphyllum. SAMES-7931 6FDM 24,88(1,85) 7,46 12,14(0,17) 1,42
(Aubl.) Marchand. subsp. 6FM 32,19(1,15) 3,59 18,77(0,95) 5,07
heptaphyllum 6GDM 35,03(3,49) 9,96 41,56(0,93) 2,24
6GM 22,31(4,60) 20,66 25,88(0,56) 2,17
Protium icicariba (DC.) SAMES-7938 15FDM 28,14(1,11) 4,8 20,59(0,02) 0,12
Marchand 15FM 12,86(0,18) 1,44 26,41(1,37) 5,19
15GDM 25,69(3,01) 11,72 40,88(1,22) 2,99
15GM 24,07(4,51) 18,73 30,54(1,33) 4,38
Celastraceae Maytenus distichophylla SAMES-7936 12FDM 29,76(3,70) 12,44 37,98(0,43) 1,15
Mart. ex Reissek 12FM 40,38(3,35) 8,3 51,75(2,03) 3,92
12GDM 24,62(2,93) 11,91 27,19(0,05) 0,21
12GM 23,63(1,45) 6,13 22,21(1,43) 6,44
Maytenus obtusifolia SAMES-7928 3FDM 35,44(1,25) 3,53 30,54(6,40) 20,97
Mart. 3FM 27,37(3,90) 14,27  35,40(2,78) 7,85
3GDM 40,95(2,84) 6,95 51,66(3,58) 6,93
3GM 39,54(4,27) 10,8 50,69(1,76) 3,49
Commelinaceae Dichorisandra procera SAMES-7954 30PADM 15,72(0,12) 0,81 8,25(0,29) 3,59
Mart. ex. Schult.f. 30PAM 5,82(0,53) 9,17 11,53(1,36) 11,82
Chysobalanaceae Hirtella corymbosa SAMES-7944 21FDM 29,07(0,54) 1,86 33,82(1,10) 3,26
21FM 24,44(1,87) 7,68 31,75(1,69) 5,33
Cham. & Schitdl. 21GDM 14,42(0,80) 554  20,60(1,98) 9,63
21GM 40,09(2,34) 5,84 56,05(0,85) 1,52
Dilleniaceae Davilla morii Aymard. SAMES-7953 29FDM 56,25(1,06) 1,89 54,75(4,17) 7,61
29FM 47,31(2,17) 4,6 57,50(4,37) 7,59
29GDM 29,08(2,26) 7,78 36,23(1,31) 3,61
29GM 34,12(4,19) 12,29 44,22(2,46) 5,57
Fabaceae Andira fraxinifolia Benth. SAMES-7945 22FDM 45,83(3,79) 8,27 43,91(2,36) 5,39
(Faboideae) 22FM 58,92(2,81) 4,78 55,40(2,09) 3,79
22GDM 33,50(5,91) 17,66 36,72(0,32) 0,88
22GM 28,89(2,59) 8,98 30,57(2,85) 9,32
Swartzia simplex var. SAMES-7951 27FDM 27,75(2,87) 10,36 12,91(0,39) 3,02
continentalis Urb. 27FM 13,76(0,68) 4,98 9,75(0,68) 7,06
27GDM 49,29(1,69) 3,44 50,55(2,85) 5,64
27GM 39,18(1,54) 3,93 34,86(3,19) 9,16
Lauraceae Ocotea notata (Nees & SAMES-7942 19FDM 29,26(2,81) 9,63 24,14(0,70) 2,9
Mart.) Mez. 19FM 23,22(0,11) 0,49 24,79(3,42) 13,82
19GDM 17,92(2,31) 12,91 29,97(0,75) 2,52
19GM 20,65(1,97) 9,56 27,72(0,10) 0,39
Malpighiaceae Stigmaphyllon ciliatum SAMES-7926 1PADM 31,45(2,15) 6,85 21,03(1,05) 5,01
(Lam.) A. Juss 1PAM 20,47(2,98) 14,59 29,92(0,16) 0,55
Melastomastaceae Miconia cinnamomifolia SAMES-7952 28FDM 43,56(2,94) 6,76  46,70(2,98) 6,38
(DC.) Naudin 28FM 46,36(4,69) 10,11 59,89(5,19) 8,67
28GDM 46,30(1,17) 2,54  42,09(3,09) 7,34
28GM 48,08(7,04) 14,65 54,47(4,23) 7,76
Moraceae Sorocea hilarii Gaudich. SAMES-7947 24FDM 35,12(6,53) 18,59  12,48(0,70) 5,63
24FM 34,07(1,97) 579  9,48(0,67) 7,13
24GDM 7,72(0,28) 3,69  8381(0,59) 6,73
24GM 9,32(0,48) 5,21 10,82(0,79) 7,3
Myrtaceae Myrciaria strigipes O. SAMES-7932
Berg. 8FDM 53,28(4,65) 8,74  74,74(0,47) 0,64
8FM 75,91(0,49) 7,88  71,44(1,60) 2,25
8GDM 31,30(4,52) 14,45 42,33(0,48) 1,13
8GM 39,58(5,14) 12,99  56,27(1,88) 3,35
SAMES-7937 13FDM 33,37(2,76) 827  41,15(1,16) 2,82
13FM 40,17(1,60) 3,99 56,08(0,66) 1,18
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Eugenia brejoensis 13GDM 48,41(4,41) 9,12  44,59(1,07) 2,4
Mazine 13GM 44,68(5,32) 11,9 45,52(1,12) 2,46
Eugenia astringens SAMES-7911 14FDM 59,94(2,47) 412  61,43(1,41) 2,3
Cambess 14FM 31,83(0,96) 3,01 56,13(2,51) 4,47
14GDM 41,31(2,66) 6,45 53,21(3,04) 5,72
14GM 41,59(0,18) 0,43 51,41(4,32) 8,41
Piperaceae Piper arboreum Aubl. SAMES-7940 17FDM 29,90(4,16) 13,93  56,05(5,44) 9,71
17FM 23,94(3,86) 16,14 56,81(0,21) 0,37
17GDM 32,69(1,42) 4,35 39,93(0,49) 1,24
17GM 13,25(0,29) 2,22 33,34(1,55) 4,66
Polygonaceae Coccoloba alnifolia SAMES-7933 9FDM 25,71(2,53) 9,84  29,20(1,52) 5,23
Casar. 9FM 24,82(4,80) 19,36 37,03(1,09) 2,96
9GDM 23,09(1,80) 7,81 38,30(0,53) 1,4
9GM 26,54(3,71) 14 34,78(5,54) 15,93
Rubiaceae Psychotria bahiensis DC. SAMES-7939 16FDM 32,23(2,13) 6,61  33,33(0,37) 1,11
16FM 30,61(3,18) 10,39 31,19(0,10) 0,33
16GDM 32,17(4,07) 12,66 25,79(0,09) 0,37
16GM 27,08(2,51) 9,27 21,42(1,76) 8,22
Rutaceae Conchocarpus insignis SAMES-7948 25FDM 38,83(0,62) 1,61  11,20(0,61) 5,5
Pirani 25FM 54,03(0,16) 0,29 63,43(3,01) 4,75
25-GDM 12,01(0,94) 7,88 14,02(0,37) 2,65
25GM 51,15(6,19) 12,1 12,95(0,86) 6,7
Sapindaceae Cupania emarginata SAMES-7935 11FDM 13,35(2,55) 19,15 16,83(0,98) 5,83
Cambess. 11FM 18,99(3,67) 19,35 25,68(1,89) 7,38
11GDM 18,64(1,73) 9,29  24,84(0,38) 1,54
11GM 16,47(1,79) 10,86 24,98(0,33) 1,33
Sapotaceae Manilkara subsericea SAMES-7943 20FDM 34,08(1,51) 4,45 54,61(2,41) 4,42
(Mart.) Dubard. 20FM 45,88(1,08) 2,36 59,88(0,63) 1,06
20GDM 23,77(0,73) 3,07 30,31(0,24) 0,8
20GM 16,54(1,66) 10,06 27,08(2,35) 8,68

*Médias das porcentagens (DP).

Os extratos foram categorizados quanto ao potencial inibidor das enzimas
AChE e BChE de acordo com Vinutha et al., (2007). Assim, os extratos foram
classificados como inibidores potentes (inibi¢ao igual ou superior a 50%), inibidores
moderados (valores de inibigdo entre 30 a 50%) e inibidores fracos (com menos de
30% de inibigdo). Dentre os 114 extratos avaliados, 30 extratos (26,3%) podem ser
considerados potentes inibidores, ja que inibiram uma ou ambas as colinesterases
com valores superiores a 50%. Estes extratos pertencem a 13 diferentes espécies da
colecdo sendo elas: Maytenus obtusifolia, Myrciaria strigipes, Maytenus
distichophylla, Eugenia brejoensis, Eugenia astringens, Piper arboreum, Manilkara
subsericea, Hirtella corymbosa, Andira fraxinifolia, Conchocarpus insignis, Swartzia
simples var. continentalis, Miconia cinnamomifolia e Davilla mori (Tabela 1).

Dentre as familias botanicas, a familia Myrtaceae teve o maior numero de
extratos ativos. As trés espécies da colecado que pertencem a familia, Myrciaria
strigipes, Eugenia brejoensis e Eugenia astringens, apresentaram extratos com
inibicdo promissora para as colinesterases. Mesmo sendo avaliados extratos

provenientes de apenas trés espécies de Myrtaceae, os resultados tendem a
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demonstrar que esta familia se torna relevante para a pesquisa de bioprospecc¢ao de
compostos inibidores de colinesterase. Este fato pode futuramente estabelecer uma
estratégia quimiossistematica para pesquisa de bioprospeccao de moléculas
anticolinesterasica, passando a considerar a Mytaceae uma “familia quente”.

Dentre todos os extratos testados, os que apresentaram maior percentual de
inibicdo tanto para AChE como BChE pertencem a espécie Myrciaria strigipes.
Destaca-se o extrato metandlico das folhas (8FM), que apresentou valores de inibigao
para AChE e BChE de 75,9 % e de 71,7% respectivamente. De acordo com a
classificagdo de Vinutha et al (2007), o extrato de folhas em diclorometano/metanol
(8FDM) e o extrato metandlico de galhos (8GM) de M. strigipes podem ser
considerados potentes inibidores.

A AChE é predominante no sistema nervoso e em eritrocitos da maioria das
espécies, enquanto BChE esta presente no plasma sanguineo de mamiferos, em altas
concentragdes. Contudo, nos estagios mais avangados da DA ocorre um declinio nos
niveis de AChE e um aumento nos de BChE no cérebro (Greig et al., 2005;
Agatonovie-Kustrin, kettle, Morton, 2018). Isto posto, a inibicdo conjunta de AChE e
BuChE pode ser interessante no tratamento de pacientes com DA avangada, embora
a maior seletividade para BuChE pode ocasionar efeitos colaterais indesejaveis
(Hulme; Birdsall; Buckey, 1990). Por exemplo, o uso de tacrina (mais seletivo para
BuChE do que AChE) por pacientes com DA, foi associado a taxas elevadas nos
niveis séricos de aminotransferase e danos ao figado. Devido a esses efeitos
colaterais indesejados, a tacrina foi retirada do mercado (Agatonovie-Kustrin, kettle,
Morton, 2018). Apesar da inibicdo combinada de AChE e BChE ser interessante na
terapia para DA, quando se refere a busca por compostos com agao inseticida, a
seletividade para AChE é desejada, ja que BChE esta ausente nos insetos. Assim,
inibidores com maior seletividade para AChE podem garantir menor toxicidade para
mamiferos. Dessa forma, a avaliacdo da inibicao dos extratos e fragcdes para AChE e
BChE é pertinente.

Devido a estes valores de inibicdo para ambas as colinesterases o extrato 8FM
de M. strigipes foi selecionado para fracionamento bioguiado.

O género Myrciaria pertence a familia Myrtaceae e possui cerca de 99 espécies
conhecidas, das quais 21 séo nativas do Brasil (IPNI, 2012). O género ocorre em
varios biomas brasileiros como a Floresta Amazénica, Caatinga, Cerrado, Mata

Atlantica e Pampa. Espécies pertencentes ao género também sao encontradas
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distribuidas em diversas regides do Paraguai, Bolivia, Argentina, paises da América
Central e sul da Florida (Borges, Conceicdo e Silveira, 2014). Este género contém
varios componentes ativos pertencentes a diferentes classes de metabdlitos
secundarios, entre os quais destacam-se, principalmente, compostos flavonoidicos e
derivados de acido galico, bem como monoterpénicos e sesquiterpénicos (Borges,
Conceigéo e Silveira, 2014).

Dentre as atividades bioldgicas descritas para os extratos de frutos, folhas e
cascas de Myrciaria estao os efeitos antioxidantes, anti-inflamatdérios, antibacterianos
e antifungicos. Foi relatado que 6leos essenciais obtidos das flores e folhas de
Myrciaria floribunda apresentam atividade inibitéria para AChE em ensaio in vitro
(Tietbohl et al., 2012).

Quanto a espécie M. strigipes, existe uma caréncia de trabalhos sobre sua
composi¢ado fitoquimica e atividades bioldgicas. Conhecida popularmente como
cambuca-da-praia € uma espécie de ocorréncia natural no Brasil, sendo endémica do
sul da Bahia e norte do Espirito Santo (Sobral, 2014). Extratos etandlicos da espécie
apresentaram citotoxicidade frente a Artemia salina, além de apresentar atividade
antioxidante e de inibigdo das enzimas tirosinase e a-glicosidase (Faitanin et al., 2015;
Faitanin et al., 2018). A avaliagao do perfil quimico de M. strigipes indicou a presenca

de compostos fitoesteroides e triterpénicos (Faitanin et al., 2018).

3.2 Analise de Correlagao

No grafico de dispersao (Figura 1) foi observada uma correlagao positiva
moderada a forte entre o percentual de inibicdo da AChE e o percentual de inibicao
de BChE (r=10,70; IC95%: 0,60 - 0,83; p < 0,01). Maiores valores de percentagem de
inibicio da AChE estdo estatisticamente relacionados a maiores valores de
porcentagem de inibicdo da BChE. A correlagdo positiva observada pode estar
relacionada com a homologia na sequéncia de aminoacidos dessas enzimas (> 65%),
em especial da triade catalitica, (serina, glutamato, histidina), essenciais para a
atividade enzimatica (Giacobini, 2001; Shah et al., 2018).
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Figura 1 — Grafico de dispersdo do percentual de inibicdo da AChE e BChE obtida
para os 114 extratos avaliados.

3.3 Fracionamento biomonitorado e prospecc¢ao fitoquimica

O extrato metandlico de folhas da espécie M. strigipes (8FM) foi selecionado
para fracionamento por PLL. Esse extrato apresentou, entre todos os testados, o
maior percentual de inibicdo das enzimas AChE e BChE (Tabela 2).

Ao final da PLL, obteve-se quatro fragdes orgéanicas e a fragdo aquosa,
recuperada ao final do processo (Tabela 3). A fragdo com maior rendimento foi a de

n-butanol (32,3%), seguido pela fragdo aquosa (22,3%).

Tabela 3 - Rendimento das fragbes resultantes do fracionamento do extrato metandlico de

folhas de M. strigipes (1,0 g), por PLL.

Solventes Fragbes™ Rendimento g Rendimento %
hexano HFMs 0,153 15,3
diclorometano DFMs 0,087 8,7
acetato de etila EFMs 0,141 14,1
n-butanol BFMs 0,323 32,3
agua WFMs 0,223 22,3

* HFMs: Fragao hexanica, DFMs: fragao diclorometancia, EFMs: Fragdo em acetato de etila, BFMs: fragcdo n-butanélica, WFMs:

fracdo aquosa.
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A prospeccédo fitoquimica por CCD possibilitou identificar as classes
fitoquimicas presentes no extrato metandlico de folhas de M. strigipes e nas cinco
fragbes (Tabela 4). Para a fragcdo EFMs foi detectada a presencga de flavonoides e
triterpenos/esteroides. Estes compostos ja foram descritos em outras extratos de
folnas de espécies do género, como Myrciaria floribunda e Myrciaria plinioides
(Marmitt et al., 2020; Azevedo et al., 2019).

Tabela 4 — Prospeccao fitoquimica do extrato de folhas de M. strigipes e das fragdes
obtidas por PLL.

Classes 8FM HFMs DFMs EFMs BFMs WFMs
Fendlicos + + + + + +
Fenilpropandides, Mono e Sesquiterpenos, + + +

Triterpeno e esteroide + + + + +

Flavonoide + + + + + +
Cumarina

Antraquinona
Alcaloide

Saponina

(+) presenca; (-) auséncia. 8FM: Extrato metandlico de folhas, HFMs: Fragédo hexanica de folhas, DFMs: Fragao diclorometanica,
EFMs: Fragdo em acetato de etila, BFMs: Fragdo n-butandlica, WFMs: Fragdo aquosa.

3.4 Avaliagao da inibicao de AChE pelas fragoes da PLL

As atividades das fragdes obtidas na PLL foram avaliadas em ensaio de
inibicdo da AChE e BChE (Tabela 5). Nesse ensaio, as atividades das fragcdes obtidas
na particao foram analisadas na concentracao de 400 ug/mL. Os resultados revelaram
um incremento da atividade inibitéria na fracdo de acetato de etila (EFMs), onde foi
obtida uma inibicao de 83%. A fragado obtida em n-butanol (BFMs) e a fragao aquosa
(WFMs) também apresentaram forte inibigdo, o que sugere que os compostos
responsaveis pela inibicdo da AChE sejam de natureza polar. Diferentemente, para a
enzima BChE a fragao mais ativa foi a hexanica (HF Ms), com 71,9% de inibicdo. Esse
valor de inibigdo foi muito semelhante ao obtido para 8FM (71,4%), sugerindo que
essa fragao concentrou grande parte dos inibidores da BChE e que esses apresentam
natureza mais hidrofébica. Embora apresentando um menor valor de inibigao (60,9%)
quando comparada a inibicdo para AChE, EFMs também inibiu a atividade de BChE,

indicando que essa fracdo possui compostos capazes de inibir ambas as enzimas.
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Esse resultado € vantajoso para o tratamento da DA, ja que a BChE esta em maior

quantidade no cérebro de paciente no estagio mais avangado da doenga.

Tabela 5 — Porcentagem média de inibicdo da AChE e BChE pelas fra¢cdes obtidas na PLL na

concentracao final de 400 pg/mL.

Fracoes % de inibicao % de inibicao
AChE BChE
HFMs 36,7 4,01 71,9+0,78
DFMs 51,6 +1,52 43,6 £ 1,49
EFMs 83,1+0,82 60,9+ 0,15
BFMs 67,6 3,26 28,5+1,67
WEFMs 68,5+ 0,82 41,1+3,62
*Fisost. 94,2 +0,02 96,3 £ 0,05

HFMs: Fracéao hexanica de folhas, DFMs: Fragao diclorometanica, EFMs: Fragdo em acetato de etila, BFMs: Fragdo n-butandlica,

WFMs: Fragao aquosa. * Fisostigmina, controle positivo.

Apesar do destaque dado aos inibidores de colinesterases no tratamento de
DA, esses compostos também possuem potencial inseticida. Organofosforados e
carbamatos sao inseticidas sintéticos que atuam na inibicado da AChE (Finkelstein et
al., 2002; Lang; Zhu; Zhang, 2012). No entanto, o uso intensivo desses compostos
resultou no desenvolvimento de resisténcia em muitos insetos, limitando seu uso.
Outra preocupacao € a toxicidade desses inseticidas para mamiferos e espécies néo
alvo (Lang; Zhu; Zhang, 2012). Tal fato revela a importadncia da busca por novos

anticolinesterasicos alvo-especificos para o desenvolvimento de biopesticidas.

3.5 Fingerprint do extrato e fragao em acetato de etila de Myrciaria strigipes

O perfil fitoquimico de EFMs foi determinado por HPLC-DAD empregando
diferentes comprimentos de ondas (L) para detecgédo. A maior intensidade dos picos
foi observada no A de 254 nm (Figura 2 A). Os espectros de absor¢ao no UV de
alguns picos foram obtidos para maior compreensdo da natureza quimica dos

compostos (Figura 2 A e B).
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Figura 2 — A) Perfil cromatografico por HPLC-DAD (254 nm) da fragdo EFMs obtida
na particado liquido-liquido do extrato metandlico de folhas de M. strigipes. B)
Espectros UV-Visivel dos picos 1 a 12 do cromatograma.

Pelos espectros no UV, pode-se observar que os picos 3 a 12 apresentam duas
bandas de absor¢do maxima nas regides entre 245 e 255 nm e de 354 a 387 nm
(Figura 2 B). Esse perfil espectral no UV é tipico de compostos da classe flavonoides,
principalmente de flavonas e flavonois, que apresentam duas bandas de absorgao
maxima. Para estes compostos, o espectro na regidao UV, obtido em solugéo
metandlica, apresenta comumente duas principais bandas de absorcéo
caracterizadas pela banda | (regido de 300 a 380 nm), referente a absorg¢ao do sistema
cinamoila e pela banda Il (regido de 240 a 280 nm), envolvendo a absorg¢ao do sistema

benzoila (Mabry; Markham e Thomas, 1970). Esse resultado corrobora aquele obtido
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na prospecc¢ao fitoquimica, que indicou a presencga dessa classe de metabdlitos em
EFMs. Dentre as atividades biolégicas relatadas para as flavonas esta a inibigado das
enzimas AChE (Khan et al.,, 2018) e B-secretase (Shimmyo et al., 2008), ambas
envolvidas na DA.

Azevedo et al. (2019) descreve a composi¢ao quimica do extrato metandlico de
folnas de Myrciaria floribunda, indicando a presenca dos flavonoides catequina,
quercitrina e miricetina. Também foi detectada a presenca dos flavonoides rutina,
quercetina e luteonina em extratos de Myrciaria plinioides. Esses extratos mostraram
potente inibicdo da enzima AChE (Mamitt et al., 2019). Inibicdo das colinesterases
AChE e BChE ja foi relatada para os flavonoides de aglicona quercetina, luteonina e
miricetina (Yener et al., 2020). Dessa forma, a atividade anticolinesterasica observada

em EFMs pode estar relacionada a presenca de flavonoides nessa fragao

4 CONCLUSOES

O potencial anticolinesterasico de 114 extratos de 30 espécies vegetais foi
avaliado, com destaque para o extrato de folhas de M. strigipes. Esse extrato
apresentou o maior percentual de inibigao tanto para AChE como para BChE. Ao se
avaliar uma fracdo enriquecida de flavonoides dessa planta observou-se um
incremento da atividade inibitéria contra AChE, obtendo-se percentual de inibicdo de
83%. Este € o primeiro relato de atividade anticolinesterasica para M. strigipes.
Nossos resultados sugerem que a atividade da planta esta relacionada a compostos
flavonoides. Contudo, sdo necessarios novos estudos para identificacdo desses

inibidores e avaliacdo de seu mecanismo de agao.
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Resumo

Antecedentes: A busca por agentes antibacterianos de origem natural € uma
importante estratégia de enfrentamento a infec¢des causadas por bactérias
multirresistentes. Neste contexto, o presente estudo avaliou a atividade antibacteriana
de 114 extratos oriundos de espécies vegetais da Mata Atlantica frente a bactérias
causadoras de infec¢gdes humanas e veterinarias. Métodos: Em uma triagem inicial,
a atividade antibacteriana dos extratos foi avaliada in vitro pelo método de
microdiluicdo, contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. O extrato mais
promissor foi selecionado para fracionamento bioguiado pela técnica de partigao
liquido-liquido com solventes de diferentes polaridades. A concentracao inibitéria
minima (CIM) do extrato e das fragbes da particdo foram avaliadas contra outras cinco
bactérias do género Staphylococcus e duas bactérias Gram-negativas. A associagao
entre o extrato e a fragcao bioativa com antibidticos de diferentes classes foi investigada
sobre a bactéria S. aureus resistente a meticilina (MRSA) estirpe USA 300. A técnica
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) foi
empregada na identificagdo dos constituintes da fragdo mais ativa. Resultados: O
extrato em diclorometano-metanol 1:1 (v/v) de folhas de Eugenia astringens Cambess
(EBEa) inibiu o crescimento de S. aureus com CIM de 23 pg/mL. No fracionamento
bioguiado desse extrato, a fragdo hexanica (HF Ea) destacou-se pela inibicao de seis
bactérias do género Staphylococcus, incluindo a MRSA USA 300, com CIM de 2,9
pMg/mL. Foi observada interagao sinergistica entre o antibiético ofloxacina e EBEa,
assim como com HFEa, com diminuicio de 4x no valor de CIM quando associado com
1/8 da CIM do extrato ou fragdo. Anédlise em CG-EM mostrou a presenga majoritaria
de compostos sesquiterpénicos em HFEa, indicando que a atividade antibacteriana
de E. astringens pode estar associada a esses compostos. Conclusao: E. astringens
é fonte de compostos ativos contra Staphylococcus spp e tem potencial para o
desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas com acgao antibacteriana isolada ou
em associagao com outros antibioticos.

Palavras chave: Atividade antibacteriana, Eugenia astringens, produtos naturais,
Mata Atlantica, Staphylococcus spp.
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1 INTRODUGAO

O uso indiscriminado de antibidticos para tratamento de doengas humanas e
veterinarias tem promovido o surgimento de bactérias multirresistentes em todo o
mundo (Barton, 2000; Sengelov et al., 2003; Van Boeckel et al., 2015). Estima-se que
se ndao houver um esforgo global para alterar esse cenario, até 2050 mais de 10
milhdes de mortes anuais serdo causadas por microrganismos resistentes a
antibidticos (O’Neill, 2014; Kraker, Stewardson e Harbarth, 2016). Embora alguns
autores contestem essa informacado, sdo inquestionaveis os prejuizos associados a
resisténcia a antibidticos para a saude publica mundial (Kraker, Stewardson e
Harbarth, 2016; Robinson et al., 2016).

No século passado, o aumento da resisténcia antibacteriana potencializou os
investimentos em pesquisas que levaram a descoberta de novos agentes
antimicrobianos. Entretanto, nas ultimas décadas houve um agravamento da
resisténcia bacteriana com a diminui¢ao consideravel no desenvolvimento de novos
antibioticos, tornando urgente a retomada da insergao de novas drogas no mercado
(Livermore, 2011; Cheesman et al., 2017; Lakemeyer et al., 2018).

Dentre as estratégias para deter a disseminagao das bactérias multirresistentes
esta a busca por novos agentes antibacterianos (WHO, 2015; Blair et al., 2015). Nesse
contexto, os compostos naturais destacam-se como fontes de novas moléculas
bioativas. Entre 1981 e 2019, dos 162 agentes antibacterianos aprovados para
tratamento de infeccbes, cerca de 48%, foram derivados de produtos naturais
(Newman e Cragg, 2020). Além disso, estruturas quimicas basicas de origem natural,
como das tetraciclinas, aminoglicosideos e cefalosporinas, descobertas a
aproximadamente 75 anos, ainda hoje sao a base para o desenvolvimento de novos
antibiéticos (Newman e Cragg, 2020). Outra estratégia na busca por novos
antibacterianos se baseia na interagdo sinérgica entre extratos de plantas e
antibidticos usados na clinica médica que potencializa a agao antibiética (Inui et al.,
2007; Cheesman et al., 2017).

O bioma Mata Atlantica, com sua rica biodiversidade vegetal, aliada a
bioprospec¢ado de produtos naturais, € uma importante fonte de novos compostos
ativos capazes de combater infeccdes bacterianas. O bioma abriga de 1 a 8% de toda
a biodiversidade do planeta, dispondo de aproximadamente 20 mil espécies vegetais
(Myers et al., 2000; SOSMA, 2005). Entre estas o género Eugenia destaca-se pelo
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potencial econémico e farmacologico (Queiroz et al., 2015). No Brasil, existem cerca
de 400 espécies de Eugenia distribuidas em todo o territorio, que possuem diferentes
atividades biolégicas como anti-inflamatdéria, antibacteriana, citotoxica, antioxidante,
antiviral, tripanocida e hipoglicemiante (Lago et al., 2011; Queiroz et al., 2015).

Eugenia astringens Cambess, conhecida popularmente como guamirim, ocorre
em Sergipe, Bahia, sudeste e sul do Brasil (Sobral et al., 2012). Tem como espécies
sinonimias E. apiocarpa, E. umbeliflora, E. cyclophylla, E. rotundifolia e E. cassinoides
(SIBBr, 2021). Defaveri et al. (2011) descreveram a composigao dos 6leos essenciais
de Eugenia astringens, com predominancia de compostos monoterpénicos com baixa
atividade antioxidante. Atividade antibacteriana foi mostrada para Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (Magina et al., 2009).

Staphylococcus aureus é um importante patégeno humano e veterinario
conhecido por seu arsenal de fatores de viruléncia e extraordinaria capacidade de
adquirir resisténcia a diferentes antibiéticos, o que restringe as opg¢des de tratamento
(Soni; Chakrapani; Chopra, 2015; Tong et al. , 2015). O clone USA300 é resistente a
meticilina (MRSA) e a fluoroquinolonas, o que deve ter contribuido para sua
disseminagdo mundial (Hageman et al., 2006).

Considerando a demanda por novos antibiéticos, o objetivo deste trabalho foi
prospectar espécies vegetais como fonte de produtos naturais antibacterianos frente

a bactérias causadoras de infecgdes em humanos e animais.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal e preparagao de extratos

O acesso ao material vegetal ocorreu nas areas de restinga, ecossistema que
integra o bioma Mata Atlantica, da unidade de conservagdo Parque Estadual de
Itaunas (PEI). O PEI esta localizado no municipio de Concei¢ao da Barra, litoral norte
do estado do Espirito Santo (Latitude: 18° 25’5.97” S - Longitude 39° 42°25.68” O). A
coleta foi autorizada pelo Instituto Estadual de Meio Ambiente e dos Recursos Hidricos
(IEMA), 6rgéo responsavel pela gestado das unidades estaduais de conservacdo. O
acesso ao patrimonio genético foi também cadastrado no Sistema Nacional de Gestéo
do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) (Cadastro
n® A381FAO0).
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Utilizando abordagem randdémica, foram coletados folhas e galhos de espécies
vegetais férteis de porte arbéreo e arbustivo, e parte aérea de plantas herbaceas. A
coordenada geografica de cada espécie foi registrada com auxilio do aplicativo de
georreferenciamento Get Geo-Coordinates. Uma exsicata de cada espécie foi
produzida e depositada no herbario SAMES da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES) — Campus Sao Mateus. A identificacdo botanica das espécies foi
realizada pelos especialistas do herbario com auxilio de bibliografias especializadas e
consulta ao acervo.

Para a producao dos extratos, o material vegetal foi desidratado em estufa de
ventilacdo forcada a temperatura constante de 40°C por 48 h. O material seco obtido
foi pulverizado em moinho de facas, pesado e posteriormente depositado em
percolador de aco inox juntamente com os solventes extratores na proporgao 1:5
(m/v). Na primeira etapa de extrac&o, foram adicionados ao percolador diclorometano
(DCM) e metanol (MeOH) na proporgéao de 1:1 (v/v), permanecendo em maceragao
por aproximadamente 15 h. Apds esse tempo, o extrato foi drenado e a torta
remanescente submetida a nova extragdo com MeOH por mais 15 h, sendo também
drenado posteriormente. Para ambos os extratos, os solventes foram eliminados
empregando evaporador rotativo e liofilizador. Todos extratos secos obtidos foram
armazenados em freezer a - 20°C, passando a compor a colegdo BIOPROS Extracts
Library.

Os extratos foram codificados, recebendo as seguintes abreviagdes: FDM
(folhas extraidas com DCM:MeOH 1:1), FM (folhas extraidas com MeOH), GDM
(galho extraido com DCM:MeOH 1:1) e GM (galho extraido com MeOH), PADM (parte

aérea extraida com DCM:MeOH) e PAM (parte aérea extraida com MeOH).

2.2 Fracionamento do extrato de Eugenia astringens

O extrato em DCM:MeOH de folhas de E. astringens (EBEa), apresentando o
menor valor da CIM sobre S. aureus, foi selecionado para fracionamento bioguiado
utilizando-se a técnica de parti¢cao liquido-liquido (PLL).

Para a particdo, 1g do extrato foi solubilizado em 100 mL de agua ultrapura
(Milli-Q) com o auxilio de banho ultrassénico (30°C por 15 min). Essa suspensao foi
transferida para o funil de separagdo e submetida a particdo utilizando-se uma

sequéncia de solventes com polaridade crescente, sendo em ordem: hexano,
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diclorometano, acetato de etila e n-butanol. Ao final, a fragdo aquosa foi liofilizada.
Foram utilizados 100 mL de cada solvente, sendo o processo repetido por trés vezes,
obtendo-se assim, um volume de 300 mL para cada fragédo. As fragdes obtidas foram
concentradas em evaporador rotativo e em seguida liofilizadas para completa
secagem.

Ao final foram obtidas as seguintes fragcbes de EBEa, com seus respectivos
rendimentos: hexanica (HFEa: 35,4%), diclorometanica (DF Ea: 16,1%), em acetato de
etila (EFEa: 14,9%), butandlica (BFEa: 24,8%), e aquosa (WFEa: 8,8%).

Ensaios de determinacdo da CIM para diferentes estirpes bacterianas foram

empregados para monitorar os compostos bioativos nas fragdes.

2.3 Prospeccgao fitoquimica do extrato bioativo e fragoes

Prospeccao fitoquimica de EBEa e suas fragoes foi realizada por cromatografia
em camada delgada, empregando como fase estacionaria cromatofolhas de silica gel
F250 (Merck®). Foram utilizados reveladores e padrdes especificos para as diferentes
classes de metabdlitos secundarios (Wagner, 1996; Harbone, 1984).

As classes avaliadas, foram: fendlicos, 6leos essenciais, triterpenos/esteroides,
flavonoides, cumarinas, antraquinonas, alcaloides e saponinas. Duas fases moéveis
foram selecionadas, sendo a fase moével 1 a mistura de tolueno, éter etilico e acido
aceético (49:49:2); e a fase mével 2, constituido por tolueno, metanol e acido acético
(60:38:2).

2.4 Microrganismos e condic¢oes de cultura

Para a triagem de atividade antibacteriana dos extratos, foram selecionadas a
estirpe gram-positiva S. aureus ATCC 29213 e a gram-negativa Escherichia coli ATCC
25922. Na avaliagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foram selecionadas as
cepas de bactérias gram-positivas: S. epidermides ATCC 359883, S. intermedius
ATCC 29663, S. hyicus ATCC 11249, S. Chromogenes ATCC 5607 e S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) cepa USA 300. Entre as gram-negativas, foram
incluidas: Salmonella enteriditis ATCC 13706 e Pseudomonas aeruginosa ATCC-
27853.

A semeadura das células bacterianas foi realizada pela técnica de esgotamento
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por estrias em placas contendo meio agar Muller Hinton (MH - Sigma-Aldrich®), de 15
a 24h anteriores a cada ensaio. Posteriormente, as placas foram mantidas em estufa
a temperatura de 37°C. O estoque das culturas foi conservado a - 80°C em meio BHI

(Brain Heart Infusion - Merck®) contendo 20% de glicerol.

2.5 Triagem antibacteriana e determinagao da concentragao inibitéria minima
(CIM)

Para a avaliagao da atividade antibacteriana, estoques de todos os extratos
foram preparados na concentragcdo de 30 mg/mL-' em dimetilsulféxido (DMSO,
Vetec®).

A triagem inicial foi realizada em placas de 96 poc¢os (polietileno, Kasvi®) pelo
método de microdiluicdo. Em cada poco foi adicionado caldo MH, suspenséao de S.
aureus ou E. coli ajustada para 0,5 (108 UFC/mL) na escala McFarland e aliquotas de
cada extrato vegetal nas concentra¢gdes 3000 pg/mL, 1500 pg/mL, 750 pg/mL e 375
pg/mL. Os controles foram preparados de duas formas: um contendo apenas caldo
MH, e outro com caldo MH e adicdo de DMSO na mesma concentracao das amostras
de extrato. Posteriormente, as microplacas foram incubadas a 37°C por 24 h. Apos
esse periodo, o crescimento bacteriano foi avaliado com cloreto de p-
iodonitrotetrazolio (INT, 18377, Sigma®) na concentracdo 2 mg/mL, deixando reagir
por 2h a 37°C. A mudancga da coloragao do amarelo para o réseo-violeta foi usada
como indicativo de inviabilidade celular. Este ensaio foi realizado utilizando-se trés
réplicas bioldgicas.

Os extratos que apresentaram 100% de inibicdo na concentragdo de 375
pg/mL, foram selecionados para determinagdo da CIM sobre S. aureus com
concentragbes com variagcado entre 375 pg/mL a 11,7 pg/mL. Finalmente, o extrato
mais ativo nesse ensaio foi selecionado para fracionamento bioguiado.

A CIM do extrato selecionado e de suas respectivas fragdes, foi avaliada sobre
S. aureus (testada anteriormente), S. epidermidis, S. hyicus, S. intermedius, S.
chromogenes e MRSA USA 300, P. aureginosa e S. enteritidis. As concentragdes

avaliadas nesse ensaio variaram de 1500 pg/mL a 0,36 pg/mL.
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2.6 Analise de Cromatografia Gasosa acoplada a espectrémetro de massas

A fracdo de EBEa com menor valor de CIM foi submetida a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A analise foi realizada em um
aparelho Shimadzu CGMS — QP5050A (Shimadzu Europe, Duisburg, Germany) nas
seguintes condigdes operacionais: método por impacto de elétrons (70 eV); coluna
capilar Ultra Alloy 5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym); fluxo de gas transportador (He)
1mL/min, temperatura do injetor 290°C, operando com temperatura inicial de 45°C por
2 min., gradiente de 20°C min até 300°C. Os constituintes quimicos foram identificados
por comparagdo dos seus espectros de massas com os dados da biblioteca do
equipamento. Apenas 0s compostos cujos espectros de massa apresentaram
porcentagem de similaridade igual ou maior que 90%, em relagdo aos espectros do

banco de dados do equipamento, foram reportados como identificados.

2.7 Ensaio de sinergismo

A combinacao de EBEa ou da fragdo mais ativa com antibiéticos, foi avaliada
pelo método checkboard (Palaiappan e Holley, 2010). Para essa analise, foram
utilizados os antibidticos ofloxacina (quinolona), gentamicina (aminoglicosideo),
penicilina e ampicilina (penicilinas), cefaclor e ceftriazona (cefalosporinas). A CIM
desses antibidticos sobre USA 300 foi determinada como descrito anteriormente.

O ensaio foi realizado em seis diluicbes em duas séries (horizontal e
verticalmente) de forma a obter diferentes combinacdes de extrato ou fragdo e cada
um dos antibidticos avaliados. Essas combinacdes apresentaram valores de 2x a 1/8
da CIM de cada componente. Depois disso, 100 pL de suspensao bacteriana
correspondente a 0,5 de turbidez da escala de McFarland foi adicionado a cada poc¢o
da microplaca. As placas foram incubadas por 24 h a 37°C e apds esse periodo, INT
foi adicionado a cada pocgo e a placa foi incubada por mais 2 h. O resultado foi
determinado pela alteracéo da coloragao, do amarelo para o réseo violeta onde houve

crescimento bacteriano.
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O efeito das combinag¢des foi calculado pelo indice FIC (Combinacgao Inibitoria

Fracionaria) usando as formulas abaixo.

FIC (antibiético) = CIM (antibiético) em combinacéo

CIM (antibidtico) sozinho

FIC (extrato) = CIM (extrato) em combinacao

CIM (extrato) sozinho indice

FIC = ZFIC = FIC (antibittico) + FIC (extrato)

As combinagdes foram consideradas sinérgicas quando o valor do indice FIC
foi < 0,5; aditivas, quando o valor do indice foi > 0,5 e < 1 e indiferente quando o valor
foi >1 e < 4. Valores superiores a 4 sao definidas como interagao antagénica (Zhao et
al., 2002; Odds, 2003 ; Hemaiswary;, Kruthiventi; Doble, 2008; Palaniappan e Holley,
2010; Caesar e Cech, 2019).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Triagem da atividade antibacteriana dos extratos

Todos os 114 extratos produzidos a partir de folhas, galhos, ou parte aérea de
30 espécies foram avaliados quanto ao potencial de inibir o crescimento da bacteria

Gram-positiva S. aureus ATCC 29213 e da Gram-negativa E. coli ATCC 25922

(Tabela 1), dois importantes patdgenos humano e veterinario.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160510001868?via%3Dihub#bib49
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160510001868?via%3Dihub#bib49
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160510001868?via%3Dihub#bib29
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160510001868?via%3Dihub#bib16

Tabela 1

Staphylococcus aureus ATCC 29213.
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— Triagem da atividade antibacteriana dos extratos vegetais frente a

N° FAMILIA ESPECIE VOUCHER FDM FM GDM GM PADM PAM
1 Anacardiaceae Byrsonima sericea DC. SAMES-7929 375 375 375 375 - -
2 Annonaceae Annona glabra L. SAMES-7927 NI NI 375 1500 - -
3 Apocynaceae Hancornia speciosa Gomes SAMES-7946 NI 375 1500 375 - -
Himatanthus SAMES-7934
4 Apocynaceae phagedaenicus (Mart.) NI NI NI NI - -
Woodson
5 Aquifoliaceae gZ’i(S’S';t:ger rima (Vell.) SAMES74L- 375 NN - -
6 Asparagaceae Herreria glaziovii Lecomte SAMES-7946 - - - - NI NI
7 Boraginaceae Cordia taguahyensis Vell. SAMES-7930 NI NI 1500 NI - -
8 Boraginaceae Cordia glabrifolia M. Stapf. SAMES-7949 NI NI NI NI - -
9 Burseraceae Protium heptaphyllum (Aubl.) SAMES-7931 1500 750 750 375 - -
10 Burseraceae :Ar::’;’:n’;’mr tba (DC) SAMES7938 4500 375 375 375 - -
11 Celastraceae Maytenus obtusifolia Mart. SAMES-7928 375 375 375 375 - -
12 Celastraceae Maytenus distichophylla SAMES-7936 5 750 375 375 ; ;
Mart. ex Reissek
13 Chrysobalanaceae gc’ﬁl‘:gf corymbosa Cham. & — SAMES-7944 o, 375 NI 375 - -
14 Commelinaceae Dichorisandra procera Mart. SAMES-7954 ) ) ) ) NI NI
ex. Schult.f.
15 Dilleniaceae Davilla morii Aymard. SAMES-7953 375 375 750 375 - -
16 Fabaceae Swar.tzm s:@plex var. SAMES-7951 NI NI 375 375 ) )
continentalis Urb.
17 Fabaceae Andira fraxinifolia Benth SAMES-7945 375 375 375 375 - -
18 Lauraceae '\O/lc;tea notata (Nees & Mart.) SAMES-7942 375 375 375 375 ) )
19 Malpighiaceae it/iylr:::phyllon ciliatum (Lam.) SAMES-7926 ) ) ) ) NI 750
20 Melatomastaceae xgﬁz’l’r’]" cinnamomifolia (DC.)  SAMES-7952 1550 375 N 750 - -
21 Moraceae Sorocea hilarii Gaudich. SAMES-7947 NI NI NI NI - -
22 Myrtaceae Myreciaria strigipes O. Berg. SAMES-7932 1500 1500 1500 375 - -
23 Myrtaceae Eugenia brejoensis Mazine ~ SAMES-7937  33g 375 1500 750 - -
24 Myrtaceae Eugenia astringens Cambess SAMES-7911 375 375 375 375 - -
25 Piperaceae Piper arboreum Aubl. SAMES-7940 NI 75 NI NI - -
26 Polygonaceae Coccoloba alnifolia Casar. SAMES-7933 NI 375 1500 375 - -
27 Rubiaceae Psychotria bahiensis DC. SAMES-7939 1500 NI NI NI - -
28 Rutaceae Conchocarpus insignis Pirani SAMES-7948 1500 1500 NI NI - -
29 Sapindaceae g:rp;]a;euswsemargmata SAMES-7935 750 375 375 375 - -
30 Sapotaceae g/{]agg:l;ara subsericea (Mart.)  SAMES-7943 750 375 375 375 ) )

FDM: extrato de folha em DCM:MeOH; FM: extrato metandlico de folhas; GDM: extrato de galho DCM:MeOH; GM: extrato metandlico de
galho, PADM: extrato de parte aérea com DCM:MeOH; PAM: extrato metandlico da parte aérea; NI: ndo houve inibicdo do crescimento
bacteriano; (-) ndo testado.

Um total de 47 extratos de 19 espécies foram considerados promissores por

apresentarem CIM de 375 ug/mL. Esses extratos foram selecionados para nova
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determinacao de CIM entre os valores de 375 yg/mL a 11,7 pg/mL (Tabela 2). Nenhum
dos extratos inibiu o crescimento de E. coli nas concentragcbes testadas,
provavelmente devido a natureza complexa de sua membrana celular externa. A
permeabilidade limitada dessa membrana torna essas bactérias mais resistentes a
agao de antibioticos, que em geral sdo incapazes de atravessar essa barreira
(Guimaréaes; Momesso; Pupo, 2010). Aligiannis et al. (2001) definem como forte
inibicdo um valor da CIM de até 500 pg/mL; uma inibicdo moderada valores entre 600
e 1500 pg/mL e uma fraca inibicdo uma CIM acima de 1600 pg/mL. Outros autores,
no entanto, relatam que os extratos brutos de produtos naturais com CIM abaixo de
1000 pug/mL sao considerados relevantes e os extratos com CIM abaixo de 100 yg/mL
sdo considerados potenciais agentes antibacterianos (Gibbons, 2004; Van Vuuren,
2008).

Tabela 2 — Determinag&o da concentragdo inibitéria minima (CIM) dos extratos vegetais frente
a S. aureus ATCC 29213.

FAMILIA ESPECIE VOUCHER EXTRATO CIM (ug/mL)
Anacardiaceae Byrsonima sericea DC. SAMES-7929 FDM 187
FM 187

GDM 187

GM 187

Annonaceae Annona glabra L. SAMES-7927 GDM 375
Apocynaceae Hancornia speciosa Gomes SAMES-7946 FM 375
GM 375

Aquifoliaceae Ilex integerrima (Vell.) Reissek SAMES-7941 FM 375
Burseaceae Protium heptaphyllum. (Aubl.) SAMES-7931 GM 375
Protium icicariba (DC.) Marchand SAMES-7938 FM 375

GDM 375

GM 375

Celastraceae Maytenus obtusifolia Mart. SAMES-7928 FDM 375
FM 375

DM 375

GM 375

Chrysobalanaceae Hirtella corymbosa Cham. & Schitdl. SAMES-7944 FM 187
GM 375

Dilleniaceae Davilla morii Aymard. SAMES-7953 FDM 375
FM 187

GM 187

Fabaceae (Faboideae) Andira fraxinifolia Benth. SAMES-7945 FDM 375
FM 187

GDM 187

GM 187

Swartzia simplex var. continentalis Urb. SAMES-7951 GDM 187

GM 375

Lauraceae Ocotea notata (Nees & Mart.) Mez. SAMES-7942 FDM 375
FM 375

GDM 375

GM 187

Melastomastaceae Miconia cinnamomifolia (DC.) Naudin SAMES-7952 FM 375
Myrtaceae Myrciaria strigipes O. Berg. SAMES-7932 GM 375
Eugenia brejoensis Mazine SAMES-7937 FDM 93

FM 375

Eugenia astringens Cambess SAMES-7911 FDM 23

FM 93

GDM 46
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GM 187

Polygonaceae Coccoloba alnifolia Casar. SAMES-7933 FM 375
GM 375

Sapindaceae Cupania emarginata Cambess. SAMES-7935 FM 187
GDM 375

GM 375

Sapotaceae Manilkara subsericea (Mart.) Dubard. SAMES-7943 FM 187
GDM 375

GM 93

FDM: extrato de folha em DCM:MeOH; FM: extrato metandlico de folhas; GDM: extrato de galho em DCM:MeOH; GM: extrato metandlico

de galho, PADM: extrato de parte aérea com DCM:MeOH; PAM: extrato metandlico da parte aérea.

Muitos dos extratos mantiveram os valores minimos de inibicdo obtidos na
triagem inicial, confirmando a CIM de 375 ug/mL apresentada na Tabela 1. Outros
tiveram estes valores reduzidos para 187 pg/mL, como todos os extratos testados de
Byrsonima sericea, o extrato FM de Cupania emarginata, GM de Ocotea notata, FM
de Hirtella corymbosa, FM, GDM e GM de Andira fraxinifolia, GDM de Swartzia simples
e FM e GM de Davilla morii. Extratos de Eugenia brejoensis, Eugenia astringens, e
Manilkara subsericea destacaram-se com os menores valores de CIM. Dentre esses
extratos, o de folhas em DCM:MeOH de E. astringens destacou-se como 0 mais
promissor (CIM de 23 pg/mL), que foi selecionado para fracionamento bioguiado. O
extrato metandlico dessa espécie também apresentou baixo valor de CIM (93 pg/mL),
juntamente com os extratos metandlicos de folhas de E. brejoensis e galhos de M.

Subsericea (Tabela 2).

3.2 Fracionamento bioguiado e prospecc¢ao fitoquimica de Eugenia astringens

Apos o fracionamento de EBEa, a fracdo hexanica (HF Ea) foi a que apresentou
maior rendimento (35,4%), indicando que o extrato possui consideravel quantidade de
compostos de natureza lipofilica. As classes de metabdlitos secundarios presentes no
extrato e nas fragdes, de acordo como os resultados obtidos na prospeccao

fitoquimica por CCD, estéo listados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Prospeccgao fitoquimica por cromatografia em camada delgada do extrato e fragdes
de folhas de E. astringens.

Classes EBEa HFEa DFEa EFEa BFEa WFEa
Fendlicos + + + + + +
Oleo essencial + + + - N N

<+

Triterpeno e esteroide

Flavonoide + + + -
Cumarinas - - - - - -
Antraquinona - - - - - -
Alcaloide - - - - - -
Saponina + - - + + -

(+) presenca; (-) auséncia. EBEa: Extrato DCM:MeOH de folhas de E. astringens, HFEa: Fragio hexanica, DFEa: Frag3o diclorometénica, EFEa:
Fragdo em acetato de etila, BFEa: Fragdo butandlica, WFEa: Fragdo aquosa.

Dentre as classes detectadas em EBEa estdo os fendlicos, 6leos essenciais,
triterpenos e esteroides, flavonoides e saponinas. Compostos fendlicos estao
presentes em todas as fragdes. Ja os Oleos essenciais, estdo presentes apenas na
fragdo hexanica e diclorometanica. Triterpenos e esteroides foram detectados na
fracao em acetato de etila e butandlica. A classe dos flavonoides esta ausente apenas

na fracao aquosa.

3.3 Determinacao da CIM do extrato e fragées de Eugenia astringens

A CIM de EBEa e das fragdes obtidas a partir dele foi determinada seguindo
protocolo descrito anteriormente. Nessa investigagdo, foram selecionadas seis
espécies Gram-positivas do género Staphylococcus e as bactérias Gram-negativas S.
enteritidis ATCC 13706 e P. aeruginosa ATCC 27853 (Tabela 5). No entanto,
nenhuma fragao foi efetiva na inibicdo do crescimento dessas bactérias Gram-
negativas, que, normalmente, sdo mais resistentes a agao antibiética devido a limitada

permeabilidade da membrana celular.
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Tabela 4 — Concentracao inibitéria minima (CIM) do extrato e fragbes de E. astringens frente
a bactérias Staphylococcus.

CIM (ug/mL)

Amostras  S. aureus  S. epidermides S. intermedius S. hyicus S. chromogenes S. aureus

ATCC-29213 ATCC-359883 ATCC-29663 ATCC-11249 ATCC-5607 (USA300)
EBEa 23 23 11 0,7 0,7 5
HFEa 5 23 11 0,3 0,7 2,9
DFEa 11 23 11 0,7 1,4 5
EFEa 187 187 93 2,9 23 93
BFEa 1500 1500 750 23 187 1500
WFEa >1500 >1500 1500 375 1500 >1500

EBEa: Extrato de folhas DCM:MeOH de Eugenia astringens; HFEa: Fragdo hexanica da PLL; DFEa: Fragdo diclorometéanica; EFEa: Fragdo em

acetato de etila, BFEa: Fragdo butandlica; WFEa: Fragdo aquosa; ATCC - American Type Culture Collection.

Para todas as bactérias testadas, EBEa foi eficiente em inibir o crescimento,
exibindo menores valores de MIC para S. hyicus, S. chromogenes e S. aureus (Tabela
5). Igualmente, as fracdes testadas foram muito eficientes na inibicdo do crescimento
das bactérias, com destaque para a HFEa, cujos compostos bioativos possuem
carater hidrofébico, sendo por isso extraidos em solvente mais apolar. Sobre S.
hyicus, foram obtidos os menores valores de MIC para todas as amostras testadas. A
estirpe S. hyicus ATCC 11249 ¢é o agente etiolégico causador da epidermite exudativa
em suinos, mas também esta associada a infec¢gdes em cavalos e bovinos (Calcutt et
al., 2015). Destaca-se também os valores de MIC obtidos sobre S. chromogenes,
espécie mais prevalente associada a mastite em rebanho leiteiro (Tomazi et al., 2014;
Srednik et al., 2015).

O uso de extratos e Oleos essenciais, como alternativa ao tratamento
convencional da mastite bovina, tem demonstrado ser promissor no controle de
agentes patogénicos in vitro (Lopes et al., 2020). Os 6leos essenciais sdo constituidos
principalmente por compostos monoterpénicos, sesquiterpénicos e fenilpropanoides,
em diferentes concentracbes, sendo para varios desses atribuidos acgao
antimicrobiana (Burt, 2004). Esses compostos, em associacdo com antibioticos,
podem, em alguns casos, exibir efeito sinérgico, apresentando uma atividade maior
do que quando ministrados isoladamente (Gouvea; Rosenthal; Ferreira, 2017). O uso

de extratos vegetais no tratamento de mastite subclinica apresentam como vantagens
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o menor efeito secundario e a baixa resisténcia apos exposi¢cao prolongada (Kher;
Sheth; Blatt, 2019; Montironi et al., 2016).

Estudos sobre o efeito antibacteriano de 6leos essenciais de Eugenia spp. tém
sido relatados. E. caryophyllata apresentou atividade antibacteriana contra
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes (Oussalah et al., 2007; Silvestri et al., 2010). Além disso, extratos
desta espécie também inibiram o crescimento de Helicobacter pylori, com valores de
CIM entre 40 e 60 pg/mL (Li et al., 2005). Extratos de E. uniflora e de E. malaccensis
também apresentam relato de atividade antibacteriana (Moura et al., 2018; Locher et
al., 1995). Os 6leos essenciais de E. umbeliflora, sinonimia de E. astringens, e de E.
brasiliensis mostraram atividade antibacteriana contra S. aureus, com valores de CIM
de 119 e 156 ug/mL, respectivamente (Magina et al., 2009). E importante destacar
que a CIM obtida para extratos de E. astringens sobre S. aureus (23 ug/mL) é bem

inferior a estes relatados.

3.4 Caracterizacao quimica da fragao FHEa por CG-EM

Pela analise por cromatografia gasosa de FHEa (Figura 1) foi possivel verificar

a presenca de uma mistura de compostos sesquiterpénicos.
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Figura 1: Cromatograma de ions totais da fragdo FHEa obtido por CG-EM.
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A Tabela 5 mostra a identidade dos compostos sesquiterpénicos presentes na
fragdo ativa HF Ea, que provavelmente fazem parte do 6leo essencial de E. astringens,

cuja presenca foi detectada pela prospeccéo fitoquimica

Tabela 5 — Constituintes quimicos identificados por CG-EM da Fracdo HFEa

Picos tr*(min) Compostos nl:glr:e::::r Similaridade (%)
1 10.237 B-cariofioeno CisHaa 95
2 10.712 2-metileno-5-(1-metilvinil) -8-metil- CisHaza 94
Biciclo [5.3.0]decano
3 10.768 o-Guaieno CisHaa 92
4 10.925 cis-Calameneno CisHa 92
5 11.846 viridifloreno CisHoa 89
6 12.744 Fitol acetato C22Hs20, 91

* tr: Tempo de retengdo em minutos.

Entre os sesquiterpenos identificados esta o [B-cariofileno, um composto
biciclico com atividades antibacteriana, anti-inflamatoria, anticancer, analgésica e
antioxidante ja relatadas (Koyama et al., 2019; Fidyt et al., 2016; Ames-Sibin et al.,
2018). Moo et al. (2020) descreve a atividade antibacteriana desse composto frente a
Bacillus cereus, revelando que B-cariofileno foi capaz de alterar a permeabilidade e
integridade da membrana, levando a danos e vazamento de conteudo intracelular.
Atividade antibacteriana também tem sido relatada para os sesquiterpenos
viridifloreno (Trong et al., 2020) e fitol (Islam et al., 2018).

Dessa forma, existe forte indicio de que os compostos sesquiterpenos
presentes na fragédo ativa HF Ea estejam relacionados com a atividade antibacteriana

de E. astringens.
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3.5 Analise da interacao do extrato ou fragdo hexanica com antibiéticos

Considerando o resultado obtido na inibicado de USA 300, a sua resisténcia a
diferentes antimicrobianos e seu impacto na saude publica mundial, investigou-se a
possibilidade de sinergia de EBEa e HFEa com antibidticos de diferentes classes
(Tabela 5).

Tabela 6 - Avaliacao do tipo de interacao entre EBEa ou FHEa com antibidticos sobre MRSA
USA 300.

Antibidticos EBEa HFEa

CIM (ug/mL) SFIC* Interacdo SFIC* Interagdo
Ofloxacina 0,48 0,375 Sinérgica 0,375 Sinérgica
Gentamicina 0,48 0,625 Aditiva 0,750 Aditiva
Penicilina 15,6 0,625 Aditiva 0,625 Aditiva
Ampicilina 31,2 2,125 Indiferente 2,125  Indiferente
Ceftriazona 62,4 1,250 Indiferente 0,750 Aditiva
Cefaclor 15,6 0,750 Aditiva 0,625 Aditiva

*FIC: Concentragdo Inibitéria Fracionaria; EBEa: Extrato de folhas DCM:MeOH de E. astringens; HFEa: Fragdo hexanica.

Os resultados revelam uma interagao sinérgica entre o antibiético ofloxacina e
os compostos antibacterianos presentes em EBEa e HFEa para MRSA USA 300.
Houve uma reducéo de 4 vezes no valor de CIM para ofloxacina (0,48ug/mL para 0,12
pMg/mL) quando combinada com 1/8 da CIM de EBEa ou HFEa (0,625 ug/mL ou
0,36ug/mL respectivamente). Isso mostra que o efeito combinado € maior do que a
atividade antibacteriana isolada dos compostos (Rand et al., 1993 , Kobilinsky et al.,
2007).

A interagdo de EBEa com gentamicina, penicilina ou cefaclor foi classificada
como aditiva, ja para ampicilina e ceftriazona a interagao foi indiferente. Interagao do
tipo aditiva foi observada também na combinagdo de HFEa com os antibidticos
gentamicina, penicilina, ceftriazona e cefaclor. A interagdo de HF Ea com ampicilina foi
indiferente.

O mecanismo exato para a reducao das concentragdes dos antibiéticos quando
combinados com antimicrobianos naturais é desconhecido. Outros trabalhos
corroboram que Oleos essenciais vegetais sao efetivos na interagao sinérgica com
antibidticos, o que garante maior eficiéncia contra bactérias resistentes.

Lahmar et al. (2017) investigaram o potencial antibicrobiano de O&leos

essenciais de trés espécies de plantas norte-africanas (Pituranthos chloranthus,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160510001868?via%3Dihub#bib35
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160510001868?via%3Dihub#bib24
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160510001868?via%3Dihub#bib24
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Teucruim ramosissimum e Pistacia lentiscus) isoladamente e em combinagdo com
antibioticos. Os 6leos essenciais foram altamente eficazes na reducao da resisténcia
de S. aureus quando associados a meticilina, amoxicilina, tetraciclina, piperacilina,
ofloxacina e oxacilina. Os resultados também comprovaram sinergismo entre os 6leos
essenciais e ofloxacina e novobiocina contra a E. coli produtora de beta-lactamase de
espectro estendido.

A acéo sinérgica entre EBEa e HFEa com o antibiotico ofloxacina, indica um

potencial de E. astringens para tratamento de infecgdes causadas por USA 300.

4 CONCLUSOES

Foi demonstrado o potencial de Eugenia astringens como fonte de produtos
naturais antibacterianos. Descrevemos a forte inibicdo do extrato e fragdo hexanica
(HFEa) de E. astringens sobre bactérias do género Staphylococcus, incluindo MRSA
USA 300. Essa atividade pode estar associada aos compostos sesquiterpenicos
identificados na fracao bioativa HF Ea. Esses compostos, certamente, compdem o 6leo
essencial desta espécie. Destacamos que os valores da CIM obtidos neste trabalho,
sao inferiores aos relatados em outros estudos para 6leos essenciais de E. astringens
e de outras espécies do género. A acdo sinérgica entre o extrato e fragdo com o
antibidtico ofloxacina, indica um potencial para tratamento de infecgbes causadas por
USA 300.
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CONCLUSAO GERAL

Neste trabalho foi avaliado o potencial anticolinesterasico e antibacteriano de
114 extratos de 30 espécies vegetais. O extrato de folhas de M. strigipes apresentou
o maior percentual de inibicdo para as enzimas AChE e BChE. Em uma fracéo
enriquecida de flavonoides dessa planta observou-se um incremento da atividade
inibitéria contra AChE, obtendo-se percentual de inibicdo de 83%. Este resultado
sugere que a atividade anticolinesterarica esta relacionada a compostos flavonoidicos.
Contudo, novos estudos sao necessarios para identificagdo dos inibidores e avaliagéo
de seu mecanismo de agao.

Com relagao a atividade antibacteriana a espécie Eugenia astringens destacou-
se. O extrato e fragado hexanica (HFEa) de E. astringens apresentou atividade sobre
bactérias do género Staphylococcus, incluindo MRSA USA 300. A atividade
antibacteriana pode estar associada aos compostos sesquiterpenicos identificados na
fracdo HFEa. Esses compostos possivelmente compdem o 6leo essencial de E.
astringens. Destacamos que os valores da CIM obtidos neste trabalho, sao inferiores
aos relatados em outros estudos para oleos essenciais de E. astringens e de outras
espécies do género. A acao sinérgica entre o extrato e fragdo com o antibiético

ofloxacina, indica um potencial para tratamento de infeccbes causadas por USA 300.
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ANEXOS
Anexo 1 — Autorizacdo de pesquisa concedida pelo Instituto Estadual do Meio
Ambiente e dos Recursos Hidricos (IEMA-ES).

GOVERNG DO ESTADG DO ESPIRITO SANTO
: Secretarie do Meto Ambiene e Recursos Hidricos
y Instituto Estoduai de Vieto 1mbieate ¢ Recursos Hidricos - TEMA

Folha n® 1/4

AUTORIZACAO DE PESQUISA GRN n¢ 031-2017
(Processo n® 79057004/17)

Titulo da Pesquisa: Avaliacio do Pulencial Terapéutico de Metabélitos Secundarios de
Plantas de Restinga para o tratamento de Doenga de Alzheimer,

Unidade de Conservagdo: Pargue Estadual de itainas - PFI

Pesquisadores responsaveis: Jodo Pzulo V. Leite e Elisa Mitsuko Aoyama

Equipe:
1. Ana Paula Agrizzi 5. Amilcar Saporeti Jr
2. Elisa Mitsuko Aoyama 6. Ezinete Moreira do Rozario
3. Marcos da Cunha Teixeira /. lanini do Rozério Conceigdo

4. Marilena Cardeiro F de Jesus

Com fundamento no Parecer lécnico CCEUC n? 029-2017, decdimos pelo
DEFERIMENTO do pedido de autorizayio de pesquisa solicitado par meio do Processo

n% 79057004.

Esta autonzacao & vélida até 31 de julho de 2021, estando a mesma condicionada ao
cumprimento no disposto abaixe. Informamos que os prazos de entrega dos relatorios
Parciais s2o: 30 de junho de 2018, 30 de junho de 2019, 30 de junho de 2020, ¢ do
relatério Final é 30 de Junho de 2021.

Informamos gue as campanhas de campo deverdo ser agendadas, em dia (atil e até o
hordrio de 16:00, junto a administragao da unidade de conservagao através dos
seguintes contatos: pei@iema.es.gov.br ou parquedeitaunas@gmail.com efou (27}

3762-5196

Condicionantes Especificas:

1. Ressaltamos que, quando da realizacao das atividades de campo, € obrigatério o
porte desta autorizacdo [original ou copia) para seguranga do pesquisador.

BR 262, Km 0, Jardim América, s/n, Cariacica, Espirito Santo — CEP 23.140-130
Telefax: (27) 3636 2569 wwaw.mecambiente.es.gov.br
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Anexo 2 — Comprovante de cadastro de acesso ao patrimdnio genético junto ao
Sistema Nacional do Patriménio Genético e do Conhecimento tradicional Associado
(SisGen).

Ministério do Meio Ambiente
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso

Cadastro n2 A381FA0

A atividade de acesso ao Patrimbnio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen, em
atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A381FA0

Usuario: UFV

CPF/CNPJ: 25.944.455/0001-96
Objeto do Acesso: Patriménio Genético
Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

Stigmaphyllon ciliatum
Annona glabra
Maytenus obtusifolia
Byrsonima sericea
Cordia taguahyensis
Protium heptaphyllum
Hancornia speciosa
Myrciaria strigipes
Coccoloba alnifolia
Himatanthus phagedaenicus
Cupania emarginata
Maytenus distichophylla
Eugenia brejoensis
Protium icicariba
Psychotria bahiensis
Piper arboreum
Eugenia astringens
llex integerrima
Ocotea notata
Manilkara subsericea
Hirtella corymbosa
Andira fraxinifolia
Herreria glaziovii
Sorocea hilarii
Conchocarpus insignis
Cordia glabrifolia

Swartzia simplex



70

Miconia cinnamomifolia
Davilla morii

Dichorisandra procera

Titulo da Atividade: Andlise quimica e avaliagdo bioldgica de extratos vegetais oriundos do estado
do Espirito Santo

Equipe
Jodo Paulo Viana Leite UFV
Ana Paula Agrizzi Universidade Federal de Vigosa

Parceiras Nacionais

32.479.123/0001-43 / Universidade Federal do Espirito Santo
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Data do Cadastro: 10/06/2019 19:45:05 “1
Situacdo do Cadastro: Concluido E

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situacao cadastral conforme consulta ao SisGen em 19:46 de 10/06/2019.
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