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RESUMO

A rica biodiversidade vegetal brasileira tem sido alvo de estudos que enfatizam a importancia dos
recursos naturais na pesquisa de novos tratamentos medicinais. Nesse contexto, destaca-se a
Pleroma granulosum (Desr.) D. Don, conhecida como Quaresmeira, uma planta amplamente
distribuida e de facil acesso. Pertecente a familia Melastomataceae, essa espécie tem sido pouco
explorada cientificamente, embora outras espécies da mesma familia apresentem propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas. Diante disso, ¢ necessario investigar as
atividades relacionadas a essa planta. Este estudo tem como objetivo identificar os compostos
quimicos presentes nas folhas da P. granulosum, explorando suas propriedades antioxidantes e
antifungicas. Foram obtidos extratos por maceracao, e também foi avaliado o potencial antifingico
do oleo essencial e dos extratos das folhas. As amostras vegetais foram coletadas em Morrinhos-
GO. As atividades antioxidantes foram analisadas usando métodos como a inibi¢ao do radical livre
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), capacidade de reducdo de metal (FRAP) e ensaio ABTS. O
teor de fendis totais foi quantificado pelo método de Folin-Ciocalteau. A atividade antifingica foi
avaliada pela Concentrag¢do Inibitoria Minima (CIM) contra espécies como Candida albicans, C.
tropicalis, C. glabrata e C. parapsilopsis. A identificagdo dos compostos nos extratos foi realizada
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas por fonte de ionizagdo eletrospray
em modos positivo e negativo. Os resultados mostraram a presenga de diversos compostos,
incluindo flavonoides, 4cidos fendlicos e acidos graxos. O extrato etanodlico apresentou alto teor de
fenois totais, o que explicou suas atividades antioxidantes intensas nos ensaios DPPH, FRAP e
ABTS. Quanto a atividade antifungica, o extrato etanolico demonstrou resultados notaveis,
exibindo CIMs significativamente baixas para varias espécies de Candida. Por outro lado, a analise
antifungica do 6leo essencial ndo produziu resultados significativos. Essa pesquisa ressalta o
potencial bioldgico da espécie estudada, uma planta frequentemente usada em ornamentacdo. Os
resultados demostram que o aprofundamento dos estudos sobre essa espécie € promissor, com 0

objetivo de identificar compostos antifingicos bioativos.

Palavras-chaves: antiflingica; antioxidante; atividade bioldgica; composicdo quimica;

espectrometria de massas; quaresmeira.



ABSTRACT

The rich plant biodiversity in Brazil has been the subject of studies emphasizing the importance of
natural resources in the research of new medicinal treatments. In this context, Pleroma granulosum
(Desr.) D. Don, known as "Quaresmeira," stands out as a widely distributed and easily accessible
plant. Belonging to the Melastomataceae family, this species has been relatively underexplored
scientifically, despite other species within the same family exhibiting antioxidant, anti-
inflammatory, and antimicrobial properties. Therefore, it is necessary to investigate the activities
associated with this plant.This study aims to identify the chemical compounds present in P.
granulosum leaves, exploring their antioxidant and antifungal properties. Extracts were obtained
through maceration, and the antifungal potential of the essential oil and leaf extracts was evaluated.
Plant samples were collected in Morrinhos-GO. Antioxidant activities were analyzed using
methods such as the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) free radical inhibition assay, ferric
reducing antioxidant power (FRAP), and ABTS assay. The total phenolic content was quantified
using the Folin-Ciocalteau method. Antifungal activity was assessed through Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) against species like Candida albicans, C. tropicalis, C. glabrata, and C.
parapsilopsis.Compound identification in the extracts was carried out through liquid
chromatography coupled with mass spectrometry with electrospray ionization in positive and
negative modes. The results revealed the presence of various compounds, including flavonoids,
phenolic acids, and fatty acids. The ethanol extract exhibited a high total phenolic content,
explaining its strong antioxidant activities in the DPPH, FRAP, and ABTS assays. Concerning
antifungal activity, the ethanol extract showed remarkable results, displaying significantly low
MICs for several Candida species. Conversely, the analysis of the essential oil did not yield
significant results.This research underscores the biological potential of the studied species, a plant
often used for ornamental purposes. The results demonstrate that further studies on this species are

promising with the aim of identifying bioactive antifungal compounds.

Keywords: antifungal; antioxidant; biological activity; chemical composition; mass spectrometry;

Quaresmeira.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Comumente, os produtos naturais sao identificados como substancias quimicas geradas por
fontes biologicas, frequentemente exibindo atividades biologicas. Esses compostos podem ser
obtidos a partir de tecidos, células, secre¢des de microrganismos, animais e plantas. Essa classe de
compostos desempenhou um papel de grande importancia no avango dos medicamentos modernos,
sendo essencial para a formulagdo de novos agentes terapé&uticos (Brahmachari, 2015; Chintoju et
al., 2015).

Os organismos vivos, ramo de estudo dos produtos naturais, passam por diversas
transformagdes quimicas que sdo realizadas por dois tipos de metabolismo vegetal: o metabolismo
primario e o metabolismo secundério (especializado). Os metabolitos primarios sdo produzidos por
todas as plantas e envolvem vias que sdo vitais para o crescimento ¢ desenvolvimento da espécie.
Ja os metabdlitos secundérios estdo associados com a adaptabilidade da espécie para a
sobrevivéncia, possuindo fung¢des como: protecdo contra pragas e patdgenos, regulacio de
interacdes benéficas, atrativos para animais polinizadores, ¢ dispersores de sementes, alelopatia,
moduladores de resposta ao estresse abiodtico, além de contribuir com aroma, cores, € outras
funcionalidades. Agucares, aminoacidos, acidos graxos, lipideos e nucleotideos e moléculas
maiores pertencem ao metabolismo primario, ja o metabolismo secundario pode pertencer a uma
das trés principais classes de moléculas: terpenos, compostos fendlicos ou alcaloides (Dhaniaputri
et al., 2022; Filho, 2010; Pott; Osorio; Taiz et al., 2017; Vallarino, 2019).

Antes mesmo do advento da pesquisa cientifica, ao longo da historia, era comum empregar
recursos naturais no combate a doencas. Inclusive, as plantas medicinais foram a primeira forma
de recurso terapéutico utilizado pela populagdo humana desde as antigas civilizagdes. A
manipulacdo dos vegetais ocorreu de forma empirica, entdo o conhecimento de propriedades tUteis
ou nocivas, eram feitas mediantes tentativas, que podiam acarretar em cura, mas também em efeitos
colaterais graves. Oleo de cedro (Cedrus sp.), mirra (Commiphora sp.) ¢ alcaguz (Glyscyrrhiza
glabra) foram as descrigdes iniciais do uso de plantas medicinais no tratamento de doengas como
gripe, resfriado e infec¢des (Monteiro; Brandelli, 2017).

A papoula (Papaver somniferum) ¢ uma espécie usada a mais de 4.000 anos, e importantes
principios ativos tém sido isolados. O alcaloide Morfina (1) foi obtido por Friedrih Sertuner em

1806, identificando como uma substancia cristalina, insoluvel em 4agua, denominando-a
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posteriormente de morphium, homenageando o Deus grego do sono Morfeu. Outros alcaloides
extraidos foram: o anti-tussigeno codeina (2) por Pierre-Jean Robiquet e o antiespasmddico
papaverina (3) por George Merck (Calixto, 2019.; Duarte, 2005). Na Figura 1 estdo representadas

as estruturas desses farmacos.

Figura 1-Estrutura de compostos isolados da Papaver somniferum que se tornaram
principio ativo de farmacos

Fonte: A autora.

Um produto natural que representa um grande sucesso ¢ o Taxol (4) (Figura 2), essa
substancia teve um importante apoio governamental, sendo o medicamento mais vendido do
mundo para tratamentos oncologicos no ano de 2001. Um programa promovido pelo Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) e o Nacional Cancer Institute (NCI) coletaram e
testaram extratos de diversas plantas, dentre elas o Taxus brevifolia, onde foi obtido atividade
citotoxica através das cascas do teixo (Marinho et al., 2008; Miguel; Nascimento, 2022). No
entanto, o teixo possui um crescimento extremamente lento, o que acarreta em um baixo
rendimento do taxol. Por isso novas formas de obtencao alternativas foram propostas utilizando a

sintese (Corréa, 1995).
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Figura 2- Farmaco extraido da Taxus brevifolia

Ol

4

Fonte: A autora.

O Brasil ¢ um pais que apresenta uma das maiores biodiversidades do mundo, abrigando
uma extensa variedade de espécies vegetais. O primeiro fitofArmaco baseado na flora brasileira foi
lancado em 2004, desenvolvido pelo laboratério Aché ¢ do Helleva, o Acheflan, um anti-
inflamatorio de uso topico, obtido do 6leo essencial da Cordia verbendcea (Figura 3), conhecida

como erva- baleeira (Barreiro, Bolzani, 2009.; Siqueira, 2010).

Figura 3- Imagem da espécie Cordia verbenacea

Fonte: Romulo (2023)

Os exemplos mostrados acima, representam algumas potencialidades e beneficios que o
estudo de produtos naturais pode fornecer para a sociedade. Varios avangos ocorreram ao longo do
tempo, visando possibilitar uma melhor compreensdo acerca dos efeitos € o modo de agdo dessas

substancias na saude, na agricultura, cosméticas, entre outros setores industriais. Além disso, a
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diversidade vegetal brasileira possui atributos com capacidade para conceber produtos inovadores
que possivelmente podem trazer diversos aprimoramentos sociais (Brasil, 2006).

Um fator que impulsionou a 4rea de farmacologia, foi o pressuposto no século XX da teoria
do receptor da acdo do fa&rmaco, onde foi descoberto que os efeitos da droga no corpo humano se
devem a interagdes especificas da molécula do farmaco com as macromoléculas bioldgicas, ou
seja, existem grupos funcionais especificos nos farmacos que originam que sio responsaveis pelas
atividades biologicas (Lahlou, 2013).

Um estudo adicional que destaca essa importancia € o artigo de Newman e Cragg (2020),
que categorizou a origem dos medicamentos aprovados pela FDA (Food and Drug Administration)
entre os anos de 1981 e 2019. Eles descobriram que 66,7% dos 1394 farmacos de pequenas
moléculas foram inspirados em produtos naturais, ressaltando a relevancia desses produtos na
criacdo de novos medicamentos.

Os autores classificaram a origem dos farmacos da seguinte forma: B — bioldgica; N —
produto natural, NB- produto natural botanico, ND- modificacdo semissintética, derivado de
produto natural; S- droga totalmente sintética; S*- sintese total, mas com o farmacdforo oriundo
de produto natural; S*/NM e S/NM- imitacdo de produto natural. A distribuicdo percentual dos

farmacos aprovados pode ser visualizada através da Figura 4:

Figura 4- Origem dos farmacos de 1981 a 2019.

B; 184

S*/NM; 11

ND; 18,9

5:246

Fonte: adaptado de Newman e Cragg (2020)
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Um outro ponto que vale destacar desse estudo € que a area voltada para medicamentos
anti-infecciosos ¢ uma das mais dependente dos produtos naturais, mas ainda existem diversas
doencas que nao existem medicamentos com origem de PN (produtos naturais). Mas, como pode
ser visto ao longo da historia, os produtos naturais tém sido uma fonte significativa de moléculas
bioativas e ainda esta muito longe de ser totalmente explorado (Goémez-Garcia; Medina- Franco,

2022).

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 METABOLISMO SECUNDARIO

O metabolismo pode ser definido como um conjunto de processos bioquimicos em
organismos vivos que produzem ou consomem energia (Deberardinis; Thompson, 2012). As
reacdes quimicas que ocorrem no metabolismo sdo catalisadas por enzimas que operam em vias
sequenciais para efetivar um processo metabolico, entdo a capacidade de sintetizar ou de
transformar substincias quimicas varia conforme o organismo vivo. As plantas, como exemplo,
realizam o processo de fotossintese e sdo eficazes na sintese de compostos organicos, em
contrapartida, outros dependem da obten¢do da matéria-prima da sua dieta (Dewick, 2009).

A classificagdo dos metabdlitos secundarios ¢ baseada mediante as origens biossintéticas
dos percursores e as caracteristicas estruturais das moléculas. Acetato, mevalonato, chiquimato e
metileritritol fosfato sdo as principais vias do metabolismo secundario vegetal e sdo derivados de
carboidratos simples produzidos durante a fotossintese da planta (Civjan, 2012). A via do acetato-
malonato leva a producao de substancias contendo anéis aromaticos, a via do acido mevaldnico
(MVA) permite a obtencdo de terpenos. Ja a via do chiquimato estd presente apenas nos
metabolismos das plantas e dos microrganismos e permite a produ¢do de compostos como:
aminodcidos aromadticos fenilalanina, tirosina e triptofano e de constituintes com nucleos
benzénicos (Herrmann; Weaver, 1999; Junior, 2002). O metileritritol fosfato (MEP) ¢ uma via
alternativa que ocorre nos plastidios e também leva a sintese de terpenos e esteroides. Um esquema
geral acerca das vias biossintéticas do metabolismo vegetal secundario pode ser visualizado através

da Figura 5.
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Figura 5- Esquema Geral das vias da biossintese do metabolismo vegetal

Fonte: Adaptao de Taiz e Zeiger (2009)

As principais classes de grupos de metabolitos secunddrios sdo: terpenos, compostos
fenolicos, € os compostos contendo nitrogénio e compostos contendo enxofre (terpernoides,

glisosideos e glicosinolatos, alcaloides e compostos fendlicos) (Kutchan et al.,2015).



24

2.1.1 Terpenos

Os terpenos representam os compostos naturais que sdo classificados por numero de
subunidades de isopropenos (cinco unidades de carbono), derivados em sua maior parte de plantas.
Possuem a capacidade de atribuir algumas caracteristicas como: o cheiro agradavel, o sabor e ainda
exibir propriedades farmacolodgicas especificas. Dentre suas fungdes bioldgicas e quimicas podem
ser citados: compostos sinalizadores e reguladores das plantas, como feromoénios, protecao das
plantas contra animais (Breitmaier, 2006).

Quando um terpeno contém oxigénio em sua estrutura, ele recebe uma denominacdo de
“terpenoide” e pode possuir diferentes fungdes quimicas (Felipe; Bicas, 2017). A Tabela 1

apresenta a classificacdo e a Figura 6 ilustra as estruturas dos terpernos.

Tabela 1 -Classificagdo de terpernos e terpenoides de acordo com a unidade de isopropeno.

Quantidade de carbono Unidades de isopropeno Exemplos

Monoterpenos 10 2 Mentol
Sesquisterpenos 15 3 Cariofileno
Diterpenos 20 4 Cafestol
Triterpenos 30 6 o-amirina
Tetraterpenos 40 8 Licopeno

Fonte: a autora
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Figura 6- Exemplo de estruturas dos terpenos

Licopeno Cariofileno

Fonte: A autora

Existem dois percursores isoprenoides universais, o isopentenil disfosfato (IPP) e o
dimetilalil difosfato (DMAPP), essas unidades pentacarbonadas se unem para formar moléculas
maiores. Primeiramente ¢ formado o geranil fosfato (GPP) uma molécula constituida por 10
carbonos que permite a formag¢do dos monoterpenos. Depois ¢ formado o percursor do
sequisterpeno por meio da ligacao entre GPP e um IPP, formando assim, o farnesil disfosfato (FPP)
uma molécula composta por 15 carbonos. A adicdo de mais uma molécula de IPP forma o
geranilgeranil difosfato (GGPP), composta por 20 carbonos, a partir do qual sdo formados os
diterpenos. Por ltimo, através de um processo de dimerizacao do FPP e GGPP, sdo formados os
triterpenos e os tetraterpenos (Jakiemiu, 2008).

O metabolismo primario ¢ um dos responsaveis pela biossintese das unidades isoméricas
durante a formagdo dos terpenos e terpenoides, devido ao uso do acetato e piruvato/gliceraldeido
provenientes do catabolismo da glicose. Sdo duas vias sintéticas principais: a via do MVA e a via
MEP. Nos seres eucariotos, os terpenos sdo sintetizados pela primeira via, enquanto que nas
eubactérias, cianobactérias, algas verdes, parasitas e em plantas superiores, ocorre por meio da

segunda via (Souza, 2014.; Brahmkshatriya; Brahmkshatriya, 2013).
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Na primeira via (MVA), s3o utilizadas trés unidades do acetil CoA. Por meio de uma
condensagdo de Claisen, duas dessas moléculas sdo combinadas formando o acetoacetil-CoA,
catalisada pela enzima tiolase. Em seguida, uma adi¢ao alddlica estereoespecifica possibilita a
formagdo de um composto 3-hidroxi 3-metilglutaril CoA (HMG-CoA) que ¢ um éster de cadeia
ramificada. A molécula HMG-CoA ¢ reduzida pela enzima HMG-CoA redutase (HMGR), que ¢
convertido em acido mevalonico. Posteriormente, esse acido ¢ fosforilado e descarboxilado por
intermédio de enzimas de ATP (adenosina trifosfato), que resulta no composto IPP. Através da
enzima isopentenil difosfato isomerase (IDI), O IPP ¢ isomerizado formando o DMAPP (Cabrera,
2013; Forezi et al., 2022; Nogueira, 2019; Silva, 2020).

A via do MEP ¢ iniciada por meio da formagao de uma molécula denominada 1-Desoxi-D-
xilulose 5-fosfato (DXP). Esse intermediario ¢ originado através de uma condensacdo aciloina a
partir do piruvato e do gliceraldeido 3-fosfato (GAP), catalisada pela enzima tiamina difosfato
(TPP). Posteriormente, o DXP ¢ convertido em 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP) por meio de
uma enzima especifica e de uma molécula de NADPH (Fosfato de dinucle6tido de nicotinamida e
adenina). Em seguida, ¢ adicionado a esse composto 4-citidina 5-fosfato, formando a 4- (Citidina
5'-difosfato) -2C-metil-D-eritritol, que sofre uma reagdo em duas etapas, por meio de uma
fosforizagdo e uma ciclizagdo, produzindo o 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato (MECP). Por
ultimo através de reacdes de reducao e eliminacao ¢ formado o IPP e DMAPP (Altincicek, 2000;
Kim et al., 2005; Singh; Sharma, 2015; Sprenger et al., 1997).

A Figura 7 apresenta um resumo das duas vias para a formacgao do IPP e DMAPP que sdo

os percursores da formagao dos terpenos.
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Figura 7- Biossintese dos terpenos
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Fonte: Adaptado de Souza (2020).

Os terpenos e os terpenoides fazem parte da composi¢do dos 6leos essenciais, que sdo
liquidos aromaticos composto por uma mistura complexa, podendo ser encontrado em diversas
partes das plantas (Silva et al., 2009). O nome 06leo essencial remete a uma ideia muito antiga dos
alquimistas, “a quinta esséncia” e existe evidéncias do uso desse produto desde épocas anteriores.
No periodo egipcio como exemplo, mimias eram preservadas por meio do dleo de cedro, mirra e
canela (Haagen-Smith, 1961).

As glandulas secretoras pertencentes ao material vegetal sdo responsaveis pelo
armazenamento, acimulo e biossintese dos 0leos essenciais. Estdo presentes em todos os 6rgaos
das plantas e sdo classificadas conforme a sua localizagdo: internamente (cavidades secretoras,

canais, laticiferos e idioblastos) ou externamente (nectarios, hidatodios e glandulas salinas). Ha
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uma variedade dessas estruturas de acordo com a fungao, as substancias secretadas, os locais ¢ até
mesmo a familia da planta pode influenciar nesse processo (Asbahani et al., 2015; Crang; Lyons-
Sobaski; Wise, 2018; Hazzoumi; Moustakime; Joutei, 2019; Tissier, 2018).

A Organizagao Internacional de Normalizacao (ISO) em sua ISO 9235 estabelece que os
o6leos essenciais podem ser extraidos por alguns métodos de destilagdo ou de prensagem (iso, 2021).
Tongnuanchan e Benjakul (2014) afirmam que a qualidade do 6leo essencial ¢ dependente do
método de extragdo, pois um determinado processo de extragao pode ocasionar em danos na
composi¢ao quimica, levando a perda da atividade biologica e de algumas propriedades, inclusive
em alteracdes fisicas.

As técnicas de extragdo podem ser classificadas em duas categorias: os métodos
convencionais ou os métodos alternativos ou extragdo verde — visam tecnologias rentaveis,
sustentaveis, com menos consumo de energia e menos emissdo de poluentes (Stratakos; Koidis,

2016).

Tabela 2- Métodos de extracao de oleo essencial

Classificacio do Método de Extracao Tempo de Solvente
Método Extracao
Extracdo Soxhlet Longo Organicos
Maceracao Longo Agua, aquoso e
CONVENCIONAIS solventes organicos
Hidrodestilagdo Longo Agua
Destilagdo a vapor de agua Longo Agua
Fluido supercritico Curto Dioxido de carbono
Liquido Pressurizado Curto Agua, aquoso e
solventes organicos
Assistido por Ultrassom Curto Agua, aquoso e
solventes organicos
ALTERNATIVOS Assistido por Microondas Curto Agua, aquoso e
solventes organicos
Assistido por Enzimas Moderado Agua, aquoso e
solventes organicos
Campo elétrico pulsado Curto Agua, aquoso e

solventes organicos

Fonte: Adaptado de Koina, Sarigiannis e Hapeshi (2023)

Além dessas técnicas ainda existem outras que extraem compostos bioativos de produtos
naturais como: destilacdo a vapor acelerada, hidrodestilagao assistida por 6hmicos, liquidos idnicos

e queda de pressao de controle transiente termomecanico. Novas técnicas € inovagdes vém sendo
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estudadas, devido o aumento da demanda e a necessidade de uma producdo mais eficaz e
sustentavel (Majid et al., 2023).

O processo de destilagdo por arraste a vapor ¢ um dos mais empregados (na industrial € em
laboratorio de pesquisa) devido a sua simplicidade e economia. Além disso, € um processo seguro

que ndo ocasiona em risco ao meio ambiente (Sartor, 2009).

2.1.2 Compostos Fendlicos

Uma classe com grande diversidade dentro dos metabdlitos secundarios ¢ a dos compostos
fenolicos. Tais substancias contém um grupamento fenol e podem ser sintetizados por duas rotas:
chiquimato e acetato/malonil. A rota do chiquimato visa converter carboidratos em aminoacidos
aromaticos, sendo que as classes principais sdo oriundas da fenilalamina (Taiz; Zeiger, 2009).

Podem ser classificados por meio do grupo funcional ligado ao fenol ou com base na
quantidade de unidades de fenol da molécula. As categorias das classes desses compostos podem
ser constatadas pela Tabela 3. Esses compostos desempenham importantes papéis nos vegetais
como: protecao a estresses ambientais causados pelo excesso de luz, temperaturas baixas, ataques

de patdgenos e deficiéncias nutricionais (Lattanzio, 2013).

Tabela 3-Classificagdo dos Compostos Fenolicos de acordo com a cadeia principal

Esqueleto Basico Classe
Fenolicos simples e Benzoquinonas Cs— Anel benzénico

Acidos Hidroxibenzoicos Ce-Cy
Acidos hidroxicindmicos, cumarinas e cromonas Ce-C2
Acetofenonas e acidos fenilacéticos Ces-Cs
Naftoquinonas Ce-Cs

Benzofenonas e Xantonas Ces-C1-Cs

Estilbenos e antraquinonas Cs-C2-Ce

Flavonoides: flavonois, antocianinas, chalconas, Ces-C3-Cs

flavonas e isoflavonas

Biflavonoides (C6-C3-Cé)2
Taninos hidrolisaveis (C6-Ci)n
Taninos condensados ou proantocianidina (Cs-C3-Co)n

Fonte: Lemos (2008)
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2.1.2.1 Flavonoides

E um grupo pertencente aos polifenois naturais encontrado nas plantas vegetais, conhecidos
por serem o0s responsaveis pelas diversas cores presentes nas flores, nas frutas, legumes, graos,
cascas, raizes entre outros. Sao caracterizados por apresentar na sua estrutura basica carbonos
dispostos na forma Ce-C3-Cs, que corresponde a dois ciclos aromaticos, denominados de anéis A e
B ligados a um heterociclo, o anel C (Pandey; Sohng, 2013). A Figura 8 apresenta a estrutura
basica dos flavonoides.

Figura 8- Estrutura basica de um flavonoide

Fonte: A autora

A origem biossintética dos flavonoides ocorre de forma mista, estando relacionada com a
via do 4cido chiquimico (anel B) e policetideo (anel A). Uma série de reagdes enzimaticas ocorre
convertendo o aminoécido fenilalanina nos flavonoides. De forma geral, o aminoacido fenilalanina
¢ convertido em acido cindmico, que posteriormente ¢ convertido no acido p-cumarico por meio
da acdo de enzimas especificas. Para a formagdo do ntcleo flavonoide, esse acido mencionado
anteriormente, € convertido em p-cumaroil-CoA que ¢ condensado com trés moléculas de malonil-
CoA, com o objetivo de formar uma chalcona. Subsequentemente, essa molécula sofre um processo
de isomerizagdo formando uma flavanona. Por meio desses intermedidrios centrais, varias etapas
enzimaticas, incluindo hidroxilagdes, desidratagdes, e rearranjos moleculares, levam a formacao
dos diferentes tipos de flavonoides. Cabe ressaltar, entretanto, que diferentes fatores, incluindo
ambientais, lesdes fisicas e at¢ mesmo hormoénios produzidos podem influenciar na expressao dos
genes envolvidos na biossintese dos flavonoides, ocasionando em variacdes em diferentes espécies
de plantas (Santos et al., 2017; Talapatra, S. B, 2015.). A Figura 9 apresenta um resumo dessas

informacdes.



Figura 9- Esquema simplificado da biossintese dos flavonoides
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Os flavonoides apresentam subgrupos distintos, em que os principais sdo: isoflavonas —
anel B est4 ligado na posicdo 3 do anel C; neoflavonoides- o anel B esta ligado na posicao 4; e
ainda quando o anel B esta ligado na posi¢ao 2 do anel C, ha a possibilidade de formacao de
diversos compostos tais como: flavonas, flavonois, flavanonas, flavanonois, catequinas,
antocianinas ¢ chalconas (Panche; Diwan; Chandra, 2016). A Tabela 4 exibe uma classificagao
geral dos flavonoides.

Na natureza, os flavon  oides podem ser encontrados em diversas formas, incluindo a
forma livre conhecida como agliconas, bem como derivados glicosilados ou acilados. Além disso,
eles também podem se apresentar como estruturas oligoméricas e poliméricas, como por exemplo,
os taninos condensados que derivam do flavan-3-ol, conhecidos como proantocianidinas. Os
flavonoides exibem uma ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo propriedades
antioxidantes, anti-inflamatoérias, estrogénicas, antimicrobianas e antitumorais. Essas atividades
tém sido relatadas em estudos cientificos e demonstram o potencial terapéutico desses compostos.
Para avaliar essas propriedades, diferentes abordagens experimentais podem ser empregadas,
permitindo a investigacdo dos efeitos dos flavonoides em sistemas biologicos relevantes. Essas
abordagens podem incluir estudos in vitro utilizando culturas de células, ensaios bioquimicos e
moleculares, bem como modelos animais e estudos clinicos (Santos-Buelga; Feliciano, 2017).

Os flavonoides possuem propriedades que contribuem para caracteristicas biologicas. Esses
compostos podem influenciar uma variedade de enzimas, induzir enzimas, agir como antioxidantes
eliminando radicais livres e se ligando a cations metalicos. Além disso, eles impactam a
fosforilacdo de proteinas celulares (Harborne, 2017). Embora as atividades bioativas possam variar
de acordo com a estrutura, a agao antioxidante ¢ uma caracteristica comum a todos os flavonoides.
Estudos explicam varios mecanismos pelos quais os flavonoides afetam a capacidade antioxidante
celular, principalmente interagindo com espécies reativas de oxigénio (EROS) por meio de grupos
fenolicos redutores. Essas interacdes influenciam a formacgao e remocao dessas espécies, resultando
na preven¢ao do estresse oxidativo ou no aprimoramento da capacidade metabolica celular para

combaté-lo (Speisky, 2022).



Tabela 4 - Classificacao dos flavonoides

Substincia Classificacio Estrutura Exemplo de Uso Referéncias
OH
Kaempferol Flavonol HO o Antioxidante Mondal e Rahaman (2020)
|
OH
OH O
Quercetina Flavonol ol Antioxidantes, Kim e Park (2018)
HO o anti-inflamatorias,
| antibacterianas,
OH antivirais
H
Luteolina Flavonas OH Antioxidante, Taheri et al (2021)
C Antimicrobiana,
HO O OH Anti-inflamatério
g | Cardioprotetor
antidiabético
OH ©
Catequina Flavanois OH Antioxidante Brodowska (2017)
G Anticancerigena
HO o
O OH
OH
CH
oH Anticancerigena Ullah (2020)

Hesperidina Flavononas |
o
OH__,0
o0 O b
OH woo

o
H OHg



Genisteina

Cianidinas

Isoflavonas HO @
H
OH
Antocianinas CH
HD O

OH

Atividade
estrogénica

Dietética

Thangavel et al (2019)

Galvano et al (2004)
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2.1.2.2 Acidos fendlicos

Um outro grupo pertencente aos compostos fenodlicos sao os acidos fendlicos, que sao
caracterizados por possuirem em sua estrutura um anel benzénico ligado a um acido carboxilico.
Podem estar presentes nas plantas na forma livre (mais raro) ou ligada, sendo que na forma ligada
estdo conjugados com outras moléculas como agucares ou acidos organicos, formando glicosideos
ou ¢ésteres (Lattanzio, 2013).

Sao divididos em dois subgrupos: acido hidrocindmicos (HCA) (Figura 10) e acido
hidroxibenzénicos (HBA) (Figura 11). Os HBA estdo presentes em abundincia em cereais,
oleaginosas, café, feijao, cascas e sementes de abobora, entre outros. Sdo baseados na estrutura Ce-
Ci e estdo inclusos nesse grupo acido p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico, galico e
siringico. J4 o HCA ¢ encontrado no café, cerejas, cereais, péssegos, espinafre, sucos citricos e
frutas, ameixas, tomates, batatas e améndoas. Sio compostos aromaticos com uma cadeia lateral de

3 carbonos (Ce-C3), incluindo acido cumarico, cafeico, fertilico e sinapico (Zhang et al., 2022).

Figura 10- A estrutura geral dos dcidos hidrocindmicos e os grupos funcionais de anel

aromatico
0
Ry
X OH
Ra R
Rz
Acido hidroxicinimico ; Ra Ry Ry
Acido p-cumanco OH
)_f-'icido O-CUMATico OH
Acido m-cumarico OH
ﬁfcido ferilico CH:O0 OH
Jf'u:ido cafeico OH OH
Acido sinapico CH:O0 OH CH:0
Acido Umbélico OH OH

Fonte: Adaptado de Valanciene et al., (2020).
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Figura 11- A estrutura geral dos 4cidos hidroxibenzoico e os grupos funcionais de anel

aromatico
Rs 0
Ra4
OH
R4 =]
R
Acido hidroxibenzéico R R Rj Ry R
Acido p-hidroxibenzoico OH
Acido m-hidroxibenzdico OH
ﬁgcido salicilico OH
'Acido vanilico CH:O OH
Aci'do 1sovanilico OH CH=0
Acido galico OH OH OH
_Acido hipogalico OH OH
Acido protocatecuico OH OH
Acido gentisico OH OH
Acido stringico CH:O OH CH:0
dcido orselinico OH OH CHs

Fonte: Adaptado de Valanciene ef al. (2020).

Os acidos fendlicos apresentam efeitos benéficos para a satde, atuando como antioxidantes,
anti-inflamatorios, antimicrobianos, anticancerigenos, além de ser aplicado na industria de
cosméticos e de alimentos. Um interessante uso de acidos fendlicos reside em sua capacidade de
serem metabolizados por microrganismos naturais. Isso significa que eles fornecem uma
alternativa importante aos produtos quimicos sintéticos que podem ser prejudiciais a0 meio
ambiente. Ao serem biodegradaveis, os acidos fendlicos podem ser decompostos por microbios
presentes no solo, na 4gua e em outros ambientes naturais, evitando a acumulacdo de residuos
toxicos (Kumar; Goel, 2019; Sova; Saso, 2020).

A origem biossintética dos acidos fendlicos sdo oriundas do aminodcido aromatico L-

fenilalanina, que por sua vez ¢ sintetizado a partir do corismato, o produto final na via do

chiquimato. Esse aminoacido ¢ convertido nos 4cidos p-cumarico, salicilico e p-hidroxibenzoico,
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que sdo os precursores para outros derivados de acidos fendlicos (Robbins, 2003.; Valanciene et

al., 2020). Um esquema representando esse processo ¢ mostrado na Figura 12.

Figura 12- Esquema da biossintese dos acidos fendlicos
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2.1.2.3 Taninos

O termo "tanino" esta associado ao processo de curtimento utilizado na produgao de couro.
Essa substancia, que posteriormente foi identificada como tanino, era originalmente obtida a partir
da casca de carvalho e outras fontes vegetais. Os taninos sdo uma classe de compostos de alto peso
molecular, diversificados e principalmente conhecidos por formarem complexos com proteinas.
Podem ser classificados em dois principais grupos: taninos condensados, também conhecidos como
proantocianidinas (PACs), e taninos hidrolisaveis (Frutos et al., 2004; Pizzi, 2021) (Figura 13).

Essas substancias sdo ésteres galoilicos ou proantocianidinas oligoméricas e poliméricas,
produzidas pelo metabolismo secundario das plantas e sintetizadas por vias biogenéticas
(chiquimato e do acetato). As proantocianidinas sdao o resultado do metabolismo de policetideos
(malonil-CoA) e fenilpropanoides, enquanto os acidos gélicos sdo formados diretamente a partir
do chiquimato. Diversas estruturas podem ser formadas dependendo: da ligacdo interflavonoide,
do padrao de hidroxilagdo, estereoquimica dos carbonos 2, 3, 4 do anel pirano e da presenga de
substituintes (Combs, 2016; Das et al., 2020; Hemingway; Karchesy, 1989; Julkunen-Tiitto;
Haggman, 2009).

Figura 13- Estrutura dos taninos hidrolisaveis (a) e condensados (b)

Fonte: Raja et al. (2014).
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Os taninos hidrolisaveis podem ser classificados com base na forma como sao hidrolisados:
galatoninos- sdo compostos polifendlicos que contém grupos galoilicos ou derivados semelhantes,
que estdao ligados a outras moléculas como polidis, catequinas ou triterpenoides; elagitaninos -
referem-se a pelo menos dois grupos galdlicos C-C conjugados entre si € catequinas conjugadas
sem glicosideo; Taninos complexos: essa classe de taninos hidrolisdveis é composta por uma
combinagdo de unidades de acido galico, acido elagico e outros compostos fenolicos, ligados a
agucares (Tong et al., 2022).

As PACs podem ser classificadas conforme a forma de ligagdo das suas unidades
estruturais, sendo que o tipo A que possui um éter adicionado por meio de uma ligagdo C2-O-C7
ou ainda C2-O-CS5; tipo B onde as subunidades monoméricas sao ligadas por meio de ligagdes entre
0 C4 com o C6 ou C8 da outra unidade, a Figura 14 ilustra esse processo (Choy; Waterhouse,

2014.; Pereira; Nascimento, 2014).

Figura 14-Tipos de proantocianidinas

TIPO B TIPO A

Fonte: Mannino (2021)
Os taninos sdo compostos versateis que oferecem uma ampla gama de aplicagdes. Eles
possuem atividade antimicrobiana, propriedades adstringentes e efeitos anti-inflamatérios,

tornando-os Uteis em tratamentos para diversas condicdes. Além disso, eles possuem algumas
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propriedades praticas podendo ser utilizado na industria de alimentos como clareamento de
bebidas, suplementos alimentares, antioxidantes, etc. Na industria da construgdo, os taninos siao
empregados como adesivos eficazes para madeira, proporcionando uma uniado resistente e duravel.
Eles também sdo utilizados como agentes anticorrosdo para metais, protegendo-os contra danos
causados pela oxidacdo. Os taninos encontram aplica¢ao no tratamento de dguas como floculantes
naturais, ajudando na remoc¢do de impurezas e poluentes presentes na agua residual. Outras
industrias, como a de couro e téxtil, também se beneficiam dos taninos. Na industria do couro, os
taninos sao usados no processo de curtimento, transformando peles em couro duravel e resistente.
Na industria téxtil, os taninos sdo empregados como mordentes naturais para fixar corantes e
melhorar a durabilidade das cores nos tecidos. Essas sdo apenas algumas das muitas aplicagdes dos
taninos. Sua versatilidade e propriedades Uinicas permitem seu uso em uma ampla variedade de
setores, proporcionando beneficios funcionais, estéticos e terapéuticos (Das et al., 2020;

Khanbabaee; Van Ree, 2001; Pizzi, 2019).

2.2 ATIVIDADE BIOLOGICA

2.2.1 Atividade antifingica

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define atividade bioldgica como a
capacidade do produto de obter um efeito biologico determinado (Anvisa, 2010). Atualmente existe
uma variedade de atividades bioldgicas como antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante,
antiviral, antitumoral, anti-cardioprotetora, antialérgica, antiparasitaria, inseticida, herbicida,
antidiabética, entre outras. As diversas propriedades presentes nos extratos vegetais, como a
composi¢do e as estruturas dos compostos existentes, podem interferir na atividade bioldgica das
plantas (Aragjo, 2011). Por isso, ¢ importante que haja uma sele¢do de ensaio bioldgico para a
detecgdo do efeito especifico do extrato vegetal (Maciel ef al., 2002).

Alguns estudos vém sendo realizados acerca de produtos naturais com capacidade de
possuir menos toxicidade e eficazes no combate a resisténcia de microrganismos patogénicos
(Bona et al., 2014). A atividade antimicrobiana pode ter sua acdo potencializada, reduzida ou até
mesmo perdida, pela interagdo com os extratos, por isso a necessidade de avaliagdo (Eller ef al.,

2015).
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Os fungos sao um grupo grande, diverso e amplamente disseminado de organismos que
desempenham um papel fundamental na natureza. Eles abrangem uma variedade de organismos,
incluindo bolores, cogumelos e leveduras. Alguns fungos tém a capacidade de causar uma
variedade de doengas em animais, incluindo os seres humanos. Essas infec¢cdes fingicas podem
afetar diferentes partes do corpo, como a pele, unhas, pulmdes, trato gastrointestinal e sistema
nervoso. Dependendo da espécie do fungo e do estado de saude do hospedeiro, as infecgdes
fingicas podem variar de leves a graves, requerendo tratamento adequado (Madigan et al., 2016;
Tortora; Funke; case, 2012).

As infecgdes flungicas estdo se tornando uma preocupagdo cada vez mais urgente,
demandando uma resposta rapida antes que a situacdo se agrave. A falta de opgdes terapéuticas
eficazes e seguras contribui para o aumento da morbidade e mortalidade associadas as infec¢des
fingicas invasivas. Nesse contexto, a atividade antifingica desempenha um papel crucial na
pesquisa e desenvolvimento de novos tratamentos e medicamentos antifungicos (Bouz; Dolezal,
2021).

Frequentemente para a andlise de atividade antifingica utilizam-se espécies do género
Cdndida, uma vez que ¢ um patdgeno oportunista comumente associado a infec¢des fungicas em
humanos. Além disso, a Cdndida ¢ um dos géneros de fungos mais amplamente estudados em
termos de patogenicidade, resisténcia a medicamentos e resposta a tratamentos antifungicos,
também € composto por varias espécies com caracteristicas e sensibilidades diferentes a agentes
antifingicos. Testar extratos contra diferentes espécies permite uma avaliagdo mais abrangente da
atividade antifiingica e ajuda a identificar possiveis diferengas nas respostas aos tratamentos
(Bomfim, 2018; Lemos ef al., 2020).

Para a determinacao da susceptibilidade de organismos antimicrobianos e diagndsticos que
corroborem resisténcia, sdo utilizadas concentragdes inibitorias minimas (CIM, do inglés Minimal
Inhibitory concentration- MIC), que ¢ a dose minima de um antimicrobiano necessario para se
inibir o crescimento de microrganismos (Andrews, 2001). Sdo varios os testes que analisam a
atividade antibacteriana e antiflingica dos extratos entre eles t€ém-se o método de difusdo em 4gar,

macrodilui¢do e microdilui¢do (Ostrosky et al., 2008).
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2.2.2 Atividade antioxidante

O estresse oxidativo € uma condi¢ao resultante de um desequilibrio entre a produgdo e o
acumulo de EROs nas células e tecidos, e a capacidade do sistema biologico de neutralizar esses
produtos reativos. As EROs desempenham véarios papéis fisioldgicos, como a sinalizagdo celular,
e s3o normalmente geradas como subprodutos do metabolismo do oxigé€nio. No entanto, estressores
ambientais, como a radiagao ultravioleta, radiacdes ionizantes, poluentes e metais pesados, bem
como substancias estranhas ao organismo, como certos medicamentos, podem aumentar
significativamente a producdo de EROs, resultando em um desequilibrio que leva ao dano nas
células e tecidos, conhecido como estresse oxidativo (Pizzino et al., 2017). O controle dos
processos de estresse oxidativo pode ser fundamental tanto na prevengao quanto no tratamento de
diversas doencas, incluindo diabetes, aterosclerose, doenca arterial coronariana, cancer,
inflamacao, doencgas hepaticas, doencas cardiovasculares, cataratas, nefrotoxicidade e os processos
neurodegenerativos associados ao envelhecimento (Flieger et al., 2021).

As EROs sdo moléculas que contém oxigénio e incluem radicais (como o dnion superdxido)
e ndo radicais (como o H>O»), que apresentam diferentes capacidades quimicas, como difusdo nas
células vivas e reatividade quimica com biomoléculas. Exemplos de EROs incluem oxigénio
singleto (102), superoxido (O,7), perdxido de hidrogénio (H20.) e radicais hidroxila ("OH)
(KOTHA et al., 2022). As principais fontes de producdo enddgena de espécies EROS sdo as
mitocondrias, membrana plasmadtica, reticulo endoplasmatico e peroxissomas. Essas estruturas
celulares desempenham um papel fundamental na geragao de EROs por meio de uma variedade de
mecanismos. Entre esses mecanismos, estdo reacdes enzimaticas e/ou auto oxidacao de diversos
compostos, como catecolaminas e hidroquinonas (Ayala; Munoz; Arguelles, 2014). A Tabela 5

abaixo apresenta espécies reativas de oxigénio.
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Tabela 5- Espécies reativas de oxigénio

Espécies reativas Simbolo Reatividade

Superoxido 07y Gerado nas mitocondrias, no  sistema
cardiovascular e outros.

Radical Hidroxila ‘OH Altamente reativo, gerado durante sobrecarga de
ferro e condi¢des semelhantes no nosso corpo.

Peroxido de H>0; Gerado em nosso corpo por meio de uma grande

hidrogénio quantidade de reagdes.

Radical peroxil ROO* Reativo e formado a partir de lipidios, proteinas,
DNA, agucares, etc., durante danos oxidativos.

Hidréxido organico ROOH Reativo com ions metalicos transitorios para
produzir espécies reativa,

Oxigénio Singleto 10, Altamente  reativo, formado durante a
fotossensibilizagdo e reagdes quimicas.

Ozbnio O Presente como um poluente atmosférico, pode

reagir com diversas moléculas.

Fonte: Rasheed e Azeez (2019).

Os radicais livres tém a capacidade de causar danos nas cadeias de 4acidos graxos
poliinsaturados encontrados nas membranas celulares. Eles comegam esse processo ao remover um
hidrogénio de grupos especificos nas moléculas, desencadeando a peroxidacao lipidica. Isso resulta
na formacgao de radicais de carbono que podem reagir com o oxigénio, formando radicais peroxila.
Esses radicais peroxila, por sua vez, podem atacar outras cadeias de acidos graxos poliinsaturados,
continuando o processo de oxidagdo. E esse processo que leva a oxidagdo de varias moléculas de
acidos graxos (Sousa et al., 2007).

Os antioxidantes desempenham um papel crucial no controle da superproducao de espécies
EROs e na prevencdo de danos oxidativos, sendo uma ferramenta poderosa nesse processo
(Aranda-Rivera et al., 2022). Os antioxidantes sdo moléculas que tém a capacidade de se oxidar
antes ou em substituicdo a outras moléculas. Eles atuam como compostos ou sistemas que
interagem com os radicais livres, evitando que ocorram reagdes em cadeia que possam prejudicar
moléculas vitais. Existem antioxidantes sintéticos, como o BHA, BHT e galato de propila, além
dos antioxidantes naturais. No entanto, pesquisas indicam que o consumo excessivo desses
antioxidantes sintéticos pode apresentar riscos para a saude (Hoang; Moon; Lee ef al., 2021). Entre
os antioxidantes naturais, destacam-se o acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E),
carotenoides e polifendis, presentes em frutas, legumes, bebidas, cereais e outros alimentos

comumente consumidos (Lourengo; Moldao-Martins; Alves, 2019).
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As plantas sdo fontes ricas de uma variedade de moléculas com propriedades eliminadoras
de radicais livres. Um exemplo bem conhecido ¢ o cha verde, cujas folhas possuem concentracdes
elevadas de polifendis que atuam como antioxidantes, ajudando a reduzir e controlar os radicais
livres. Estudos realizados em diversas plantas e ervas medicinais mostraram que algumas delas
possuem uma atividade antioxidante ainda mais poderosa e contém quantidades significativamente

maiores de 4cidos fendlicos em comparacdao com vegetais e frutas comuns (Shebis et al., 2013).

2.3 Pleroma granulosum: CARACTERISTICA DA FAMILIA E DO GENERO

A Melastomataceae, da qual a espécie Pleroma granulosum (Desr.) D. Don [sin.:
Tibouchina granulosa (Desr.) Cogn.] pertence, ¢ uma importante familia pantropical que possui
cerca de 4200-4500 espécies com 166 géneros, podendo ser encontrada no Brasil como ervas,
arbustos, arvores de grande ou médio porte ao longo de estradas, taludes e vegetacdo secundaria
(Renner, 1993; Renner, 1983). No Brasil, ¢ considerada uma das maiores familias de
Angiospermas, ocupando a sexta posicao, possuindo no pais 68 géneros e mais de 1500 espécies,
localizada desde a Amazodnia até o Rio Grande do Sul. As plantas dessa familia sdo reconhecidas
por dispor de folhas descussadas com nervagao acrédroma, e estames em forma de foice (Romero,
Martins, 2002).

De acordo com a taxonomia, existe uma classificagcao dos seres vivos e o reino vegetal pode
ser dividido em algumas categorias, sendo que depois da categoria Familia, tem-se as tribos para
posteriormente classificar a planta em géneros. A familia Melastomataceae, segundo Renner
(1993) ¢ formada por oito tribos, sendo estas: Astronieae, Sonerileae, Merianieae, Rhexieae,
Microlicieae, Melastomeae, Miconieae e Blakeeae. O género Pleroma pertencente a tribo
Melastomeae, e apresenta mais de 160 espécies, e até recentemente foi considerado como um
sindbnimo da Tibouchina, no entanto alguns estudos vem relatando que espécies da Tibouchina
encontradas no leste do Brasil, devem ser reconhecidas como dois géneros distintos a Pleroma e a
Chaetogastra (Guimaraes; Silva, 2015). Porém, a reintegracdo de espécies de Tibouchina para a
Pleroma ainda estd em andamento, mas sabe-se que que isso ocorreu por conta das diferencas de
morfologia, e das caracteristicas geograficas (Fraga; Guimaraes, 2014; Guimaraes et al., 2019;

Michelangeli et al., 2013).
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A palavra Pleroma vem do grego pleroun que possui um significado de preencher-se
completamente, e granulosum vem do latim granulum que possui alusdo de desenvolvimento
notavel devido a superficie das folhas. Possui como nome popular flor de quaresmeira ou
quaresmeira, € ¢ uma arvore de pequeno porte, bastante utilizada na ornamentagdao devido suas
flores roxas, suporta climas tropicais e subtropicais e suas folhas sdo cobertas de pelos escamosos
de textura coriacea e de cor verde (Caceres, 2020; Soares ef al., 2019). Uma imagem da Pleroma
granulosum € mostrada na Figura 15.

Figura 15- Fotografia da espécie Pleroma granulosum

Fonte: A autora

Em um levantamento realizado por Cruz e Kaphan (2012) acerca do uso medicinal da
familia Melastomataceae no Brasil, foi constatado que essa familia apresenta maior uso
ornamental, embora algumas espécies tém sido relatadas em tratamentos topicos, como as espécies
do género Tibouchina, que ganha destaque por ser utilizada no alivio de dores. A Clidemia hirta,
conhecida como pixirica, ¢ usada popularmente para o tratamento paliativo, inflamagdes bucais,
cicatrizacdo e distirbios gastrointestinais (Oliveira et al., 2020). A infusdo de folhas da Aciotis cf-

aequatorialis Cogn foram citadas por Odonne e colaboradores (2013) para aliviar dores de cabeca
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e no estomago. Outro uso popular relatado por essa familia, é pela Miconia albicans, conhecida
como canela-de-velho, que ¢ uma das espécies mais populares, sendo usada para o tratamento de
dor de garganta, febre, artrite, e artrose, por meio de cha e também na forma de banho e unguento
para massagem (Lopes, 2022; Silva et al., 2022). Quanto ao uso popular ¢ medicinal de plantas de
espécie Pleroma granulosum, até a presente data ndo foi encontrado estudos que comprove o uso
de partes da planta como forma de tratamento para alguma doenga.

Analises biologicas realizadas com plantas da familia Melastomataceae mostram que ¢ uma
fonte promissora na busca de novos principios ativo para uso medicinal. Estudos realizados com a
Miconia albicans demonstram que seus extratos apresentam atividade bioldgicas como
antioxidantes e anti-inflamatdria, em que seu extrato seco apresentou na analise de DPPH ICsg
33,86 pug/mL, além disso, através da injecdo de carrageanina em patas de camundongos ocorreu
uma reducdo nos niveis de TNF-a (Fator de necrose tumoral alfa) e IL-1B(Interleucina 1-beta)
(marcadores inflamatorios) e consequentemente a diminui¢do significativamente do endema na
pata (Lima et al., 2020). Outras atividades bioldgicas reportadas para espécies de Melastomataceae:
o extrato das folhas Dissotis perkinsiae apresentou uma oOtima atividade antibacteriana contra
Escherichia coli (MIC 0,08 mg/mL) e Staphylococcus aureus (MIC 0,08 mg/mL) (Ndjateu, 2014);
as infusdes de folhas da P. granulosa (reportada no trabalho como Tibouchina granulosa)
apresentou um efeito anti-inflamatério quando injetadas por via oral em camundongos (Sobrinho
et al., 2017); o extrato metandlico da Marcetia taxifolia apresentou uma significativa agdo contra
os microrganismos Pseudomonas aeuruginosa (Halo de inibi¢do: 8,20 mm) e Salmonella
cholerasius (Halo de inibigdo: 12,92 mm) (Leite, 2009); Bellucia dichotoma Cogn. apresentou
através do seu extrato aquoso cerca de 70% de inibigao de endema induzido pela Atrox bothrops
(cobra) (Moura et al., 2017), entre outros.

Acerca da composi¢do quimica, alguns constituintes ja foram descritos para plantas dessa
familia como: presenca do flavonoide quercetina e do triterperno esqualeno na Marcetia
macrophylla (Oliveira, 2012), presenga dos triterpernos acido ursélico e acido oleandlico na
Miconia ferruginata (Cunha et al., 2017); presenca do acido fenolico e acido elagico na Dissotis
perkinsiae (Ndjateu, 2013); presenca de glicosideos a base de prunasina e taninos hidrolisaveis
(galotaninos e lagitaninos) na Phyllagathis rotundifolia(Jack) Bl (Tan; Lin; Chuah, 2011); taninos

hidrolisaveis oligoméricos no extrato aquoso de acetona das folhas secas de Monochaetum
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multiflorum (Isaza, Ito, Yoshida, 2004); presenca de antocianinas malvidina, cianidina, peonidina
e delfinidina nas flores de Osbeckia (Lawarence; Murugan, 2017).

Diante desse contexto, € necessario o estudo de outras atividades relacionadas a esta planta,
ja que ¢ uma espécie amplamente distribuida no pais e de facil acesso. Alguns estudos quimicos e
biologicos tém sido relatados referentes ao género Pleroma, esses dados estdo resumidos na Tabela

6. A Figura 16 mostra as estruturas dos compostos indicados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Compostos identificados de género Pleroma.

Espécie Parte da Compostos Isolados Atividade bioldgica Referéncias
Planta
P.raddianum Tecidos Luteolina-7-O-galactosideo (1) (MOTTA et al., 2005)
foliares, folhas Canferol (2) (REZENDE et al., 2019)
e galhas Derivados de canferol glicosilados (3) e (4)

Quercetina (5) -
Derivados de quercetina (6) (7) (8)

Miricetina (9)
Derivados de miricetina (10) e (11)

Flores Canferol 3-O-glucuronide-6"-O-metil éster" -
(12)
Canferol e Quercetina 3-O-(6"-O-p-cumaroil)
-p-D-glucopiranosideo (13) e (14)

P.urvilleanum Folhas e Glutinol (15) (CASTORENA, 2014)
Caules Taraxerol (16)
Mistura de a- e f-amirinas (17,18)
Mistura de acido ursoélico e oleanolico

(19,20)
[-sitosterol (21)
Avicularina (22) Resposta anti-
hispidulina 7-O-B-D-glicopiranosideo inflamatoria ndo
(23) significativa e pouca
Mistura de acidos asiatico e arjundlico atividade citotoxicidade
(24,25)

Mistura de Quadranosideo IV e
arjunglicosideo II (26, 27)
P.candolleanum  Partes aéreas Acido ursélico (19) Antimicrobiana (SANTOS et al., 2012)
Acido oleanolico (18) -
Luteolina (28) -
Genisteina (29) -
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P.semidecandrum Folhas Quercetina (5) Antioxidante e (SIRAT, REZALIL,UJANG,
Quercetina 3-O-R-L-(27-O-acetil) - antitirosinase 2010)

arabinofuranosideo (30) Antioxidante

Avicularina (22) Antioxidante

Quercitrina (31) Antioxidante

3,3-0O-Dimetil &cido elagico 4-O-a -L- Antioxidante
ramnopiranosideo (32)

P.granulosum Folhas Hispidulina 7-O-D-Glicosideo (33) Anti-inflamat6rio (GUILHON et al., 2022).

Nota: Esses compostos foram relatados com Tibouchina no artigo original, mas sabe-se atualmente que houve uma alteragdo na classificag@o de espécies Tibouchina
para Pleroma.
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Figura 16- Estruturas dos compostos identificados para o género Pleroma
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral investigar a composi¢do quimica das folhas da

espécie Pleroma granulosum, através dos extratos vegetais e do seu 6leo essencial.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar o extrato hexanico e etandlico por maceragdo de folhas coletadas e identificadas
da Pleroma granulosum;

e Preparar do 6leo essencial das folhas;

e Realizar a prospeccao fitoquimica dos extratos;

e Avaliar a atividade antifingica dos extratos e do oleo essencial das folhas frente espécie
de Candida pelo método da microdiluicdo em caldo;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos pelo método DPPH, ABTS ¢ FRAP;

e Identificar a composi¢do quimica do extrato etandlico por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas com ionizagao por electrospray (CLAE-IES-EM);

e Identificar os constituintes volateis do 6leo essencial da folha por Cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (CG-EM);

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O desenvolvimento das analises quimicas das amostras e a sua preparagao foram realizadas
no laboratdrio de Quimica Organica do Instituto Federal Goiano Campus Morrinhos, localizado na
zona rural do Municipio de Morrinhos- Goids e no Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais
(NuPPeN) do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) localizado em

Minas Gerais.
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4.1 REAGENTES E SOLVENTES

e Solventes para a extracdo: Hexano e Etanol destilados;

e Reveladores: Marca Sigma-  4acido acético glacial, acido sulfurico; Marca Vetec-
polietilenoglicol-4000 (PEG-4000), cloreto de aluminio, vanilina; Marca Isofar- nitrato de
bismuto; Marca Aldrich- difenilboriloxietilamina (NP) Marca Synth-Acido sulfurico, Anidrido
Acético; Marca Chemicals — lodeto de potassio.

e Prospeccao fitoquimica: Marca Isofar- Acetato de etila; Marca Synth- Metanol; Marca Vetec-
Acido formico; Marca Isofar -Etanol absoluto, Marca Isofar -hidréxido de potassio.

e Analise de teor de fendis totais: Marca Vetec- Acido gélico e Carbonato de Sodio; Metanol;
Marca Dinamica- Folin Ciocalteau;

e Analise DPPH: Marca Sigma Aldrich- 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) e metanol;

e Analise ABTS: Marca Sigma Aldrich - ABTS e Trolox; Persulfato de potassio;

e Anilise FRAP: Marca Alphatec- Acido cloridrico; Sigma Aldrich- 2.4,6-tris(2-piridil)-
s_triazina (TPTZ); Marca Vetec- Cloreto férrico hexahidratado; Marca Synth- Acido acético
glacial; Marca Sigma Aldrich — Trolox;

e Extracdo do oleo essencial: Marca €xodo cientifica- Diclorometano; Marca Alphatec-
Carbonato de sodio;

e Analise antifingica: DMSO, MOPS.

e Solventes para cromatografia gasosa: politetrafluoroetileno, agua acidificada, acido formico.

4.2 INSTRUMENTACAO

e Balanca analitica SHIMADZU modelo AUW220D;

e Balanca analitica WEBLABORSP;

e Banho de aquecimento FISATOM modelo 550;

e Banho Ultratermostatico SL 152 marca SOLAB;

e C(CG-EM Perkin Elmer, modelo GCClarus680/EMClarusSQ8S

e [Estufa bacterioldgica SL-101 marca SOLAB;

e Estufa marca Lucadema;

e Espectrofotdometro Thermo Scientific modelo Genesys 10S UV-Vis;

e Lavadora ultra-sonica modelo USC 750 — Unique;
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e Liofilizador TERRONI modelo LS3000;

e Manta aquecedora modelo Heating Mantles;

e Rotaevaporador IKA modelo RV 10;

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Agilent, modelo Infinity 1260, acoplado a um
Espectrometro de Massas de alta resolugdo tipo Quadrople (Time of Flight) Q TOF da marca

Agilent, modelo 6520 B, com fonte de ionizagdo por electrospray

4.3 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

A coleta do material vegetal foi realizada no municipio de Morrinhos, localizado na regido
sul de Goids (17°44'34.0"S 49°07'51.5"W). A planta foi identificada pela bibloga Thaynara Martins
de Oliveira e sua exsicata foi depositada no Herbario da Universidade Federal de Uberlandia
(HUFU), com o seguinte nimero de registro 82055. Para acesso ao material vegetal, foi realizado
o cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado (SisGen), gerando o nimero A394760.

4.4 OLEO ESSENCIAL

4.4.1 Extracao do dleo essencial

A extragdo do 6leo essencial foi realizada cinco vezes em dias diferentes utilizando um
aparelho Clevenger (representado na Figura 17), por hidrodestilagao, sob refluxo de 4 horas. Foram
coletadas um total de aproximadamente 2,6 kg de folhas frescas entre os meses de outubro a
dezembro. Apds a coleta, as folhas foram trituradas com 2 L de 4dgua destilada em um balao de
fundo redondo com capacidade de 3 L. Ao término da extragdo o dleo foi recolhido em um funil
de separagdo e lavado com diclorometano. Em seguida, foram secos com sulfato de sddio anidro e
armazenado em frascos de vidro, vedados e conservados em ambiente refrigerado na auséncia de
luz. O solvente foi removido por evaporagdo a temperatura ambiente.

Para avaliar o rendimento da extragdo, foi empregado a seguinte equacao:

Rendimento (%) = massa de 6leo obtida (g)x 100

Equacao 01
Material vegetal de partida (Equag )
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Figura 17- Hidrodestilagdo em aparelho Clevenger

Fonte: a autora

4.4.2 Analise do dleo essencial por CG-EM

A analise dos constituintes volateis do 6leo essencial foi realizada adpatada pelo método
do Adams (2007) através de um cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas (CG-EM)
da marca Perkin Elmer, modelo Clarus 680-Perkin Elmer, acoplado a um espectrometro de massas
SQ8S, injetor Split (1/20) e coluna capilar Elite SMS (30m x 0,25mm x 0,25 um). O gés carreador
foi o hélio a fluxo constante de 1,0 mL min!, com temperaturas do injetor a 220°C. Apds a inje¢do
de 2uL (dilui-se 5 pL de 6leo para 1,5 mL de diclorometano) a temperatura inicial do forno foi
mantida a 60°C, seguida de um aumento de 3°C por minuto, até atingir 246°C por 20 minutos,
seguida de um aumento até¢ 270°C (limpar a coluna) permanecendo assim por 2 minutos. As
temperaturas da fonte de ions EI" e da linha de transferéncia do MS foram de 220 °C. A faixa de

varredura de m/z foi de 50 a 450, no modo MS Scan.
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4.4.3 Identificacdo dos componentes do 6leo essencial

A identificagdo dos componentes do dleo essencial foi realizada, a partir da fragmentagao
das suas massas, por comparagao dos espectros de massa dos compostos aos espectros das
bibliotecas de referéncia Adams e NIST (Adams, 2007; Nist/Epa/Nih Mass Spectral Database, 0
2014). Além disso, calculou-se um pardmetro denominado de Indice aritmético (IA) de retengio
relativo a série de alcanos Cs-Cao e posteriormente esse IA calculado foi comparado com a NIST-
livro de Quimica na Web. O indice aritmético relaciona o tempo de retengdo dos compostos das
amostras com os dos alcanos. O tempo de reten¢do de um componente da amostra ¢ obtido através
da interpolacdo do tempo de retencdo do componente com o de dois padrdes eluido antes e depois
do pico do componente da amostra (Inczédy; Lengyel; Ure,1998). Entao, o IA pode ser calculado
através da equacao estabelecida por Van Den Dool e Kratz (1962):

Tr(x) — Tr(P,) )l
Tr(Pz41) — Tr(Py)

1A =100C(P,) + 100 [( (Equagio 02)

Onde: Tr € o tempo de retengdo, C é o numero de carbonos; Tr(Pz) € o tempo de retengdo
do alcano anterior; Tr(Pz+1)) ¢ o tempo de retencdo do alcano posterior ao tempo de retengdo do
composto analisado.

Calculou-se o IA para todos os compostos presentes no cromatograma do 6leo essencial da

amostra analisada.

4.5 EXTRATOS DAS FOLHAS

4.5.1 Preparo dos extratos por maceracio

ApOs a coleta, as folhas foram levadas para o Bloco de Quimica do Instituto Federal Goiano
Campus Morrinhos e colocadas em uma estufa a 35° C para a secagem. Elas permaneceram na
estufa, até que a umidade ficasse abaixo de 10%. As folhas foram retiradas da estufa e em seguida
foram trituradas utilizando um liquidificador, até ficarem em formato de pd. O extrato foi
preparado, submetendo as amostras a extracdo a temperatura ambiente com o hexano (3,67 L).
Foram utilizadas 459,2836 g de folhas secas trituradas e foram realizadas quatro extracdes durante

um periodo de 72 horas para cada repeticdo. Ao final do processo de extragdo, foi realizada uma
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filtragdo simples, onde o solvente foi filtrado e concentrado utilizando-se um rotoevaporador sob
pressdo reduzida. Posteriormente, foi obtido o extrato etandlico, por meio da adi¢ao de etanol (3,7
L) ao material restante da extracdo com o hexano, e esse processo foi repetido por sete vezes.
Depois de secos, o extrato hexanico e o extrato etandlico foram liofilizados de forma a remover a

agua remanescente. A figura 18 ilustra esse processo.

Figura 18- Esquema representativo do prepraro dos extratos

4.5.2 Prospeccao fitoquimica dos extratos

Realizou-se a prospeccdo fitoquimica dos extratos a fim de determinar as classes de
compostos presentes. Inicialmente, os extratos foram solubilizados no solvente com a concentracao
de 5 mg mL"!. O extrato etandlico foi dissolvido em metanol e o extrato hexanico foi dissolvido
em hexano. Posteriormente, foram aplicados em placas comerciais de (CCD- cromatografia em
camada delgada). Para o EE utilizou-se como fase movel: Acetato de etila: metanol: acido formico

(9:1:1,1) e para o EH a fase mdvel foi: Hexano: Acetato de etila (7:3). Através de uma reagdo
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quimica que resultam no desenvolvimento de coloragdo as placas foram reveladas, conforme a
metodologia adotada por Wagner (1996). Os reagentes que foram usados como reveladores estao

descritos abaixo.

a) Deteccao de Flavonoides

-NP/PEG: Uma solucdo A foi preparada mediante a adi¢do de difenilboriloxietilamina (NP) a 1%
(mv'!) em metanol, e uma solugdo B contendo polietilenoglicol-4000 (PEG 4000) A 5% (mv'!) em
etanol. Para o preparo da solugdo reveladora, adicionou-se 10 mL da solu¢ao A e 8 mL da solugao
B e posteriormente aplicada na placa. A placa foi observada por meio do comprimento de onda
(365 nm) usado da camera de luz UV.

-Cloreto de aluminio: Uma solucdo de AICI; a 1% (mv'') em metanol foi preparada como solugdo
reveladora. O revelador foi borrifado na placa CCD e observou-se no comprimento de onda (365

nm) usado da cadmera de luz UV.

b) Deteccao de Alcaloides
-Dragendorf: Dissolveu-se 0,85 g de nitrato de bismuto em 10 mL de 4cido acético glacial e
adicionou-se 40 mL de agua destilada sob aquecimento, para o preparo da solugdo A. J& a solucao
B foi preparada a partir da dissolugdo de 8 g de iodeto de potassio em 30 mL de agua destilada.
Misturou-se na mesma proporcao a solugdo A e B formando uma solugao estoque. Para a solucao
reveladora, colocou-se 1 mL da solucdo estoque, 2 mL de acido acético glacial e 10 mL de agua.
Posteriormente foi revelado a placa CCD e observou-se se houve uma mudanca de coloracao

laranja amarelada.

c) Deteccao de terpenos, compostos fendlicos, acucares
- Lieberman-Burchard: Para o preparo da solucdo reveladora foi adicionado 5 mL de anidrido
acético e 5 mL de 4cido sulfurico concentrado a 50 mL de etanol absoluto, sob banho de gelo.
Borrifou-se a placa com a solucdo aquecida a 100°C de 5 a 10 minutos. Foi observado se houve
formacao de manchas coloridas na placa.
- Vanilina Sulftirica: A solucio A foi preparada por meio da vanilina 1% (mV™') em etanol e uma

solu¢do B contendo 4cido sulfurico a 5% (mV-') em etanol. Borrifou-se na placa CCD a solugio A
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seguida da solucdo B, e submeteu-se a um aquecimento a 100 ° C por 5 a 10 minutos, onde foi

observou-se a colora¢do das manchas reveladas.

d) Detecgao de antroquinonas
-Reagente Borntrager (KOH): Esse reagente foi preparado por meio da adi¢ao de hidroxido de
potassio 5% em etanol. A presenca de Antroquinas apresentam uma coloragdo vermelha quando

reveladas.

4.5.3 Determinacao de fendis totais

O teor de fenois totais nos extratos das folhas foi determinado seguindo a metodologia
estabelecida por Morais e colaboradores (2008). Para isso, uma curva analitica foi construida
utilizando 4cido galico em diferentes concentragdes (5 a 100 ug/mL), que foi reagido com o
reagente Folin-Ciocalteu (10% v/v). Essa curva permitiu relacionar a absorbancia obtida com a
concentrac¢do de 4cido galico utilizado.

Em seguida, foi realizada a reag@o colorimétrica com os extratos hexanico e etandlico. Para
1sso, 0,5 mL de uma solu¢do dos extratos previamente preparados, na concentracao de 250 ug/mL
e dissolvidos em metanol, foram adicionados a tubos de ensaio. Em seguida, foram adicionados os
reagentes: 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau e 2,0 mL de carbonato de sédio (7,5% m/v). Essa
mistura foi incubada em banho-maria por 5 minutos a 50°C.

Ap0s a incubagdo, a absorbancia foi medida utilizando um espectrofotometro Thermo
Scientific modelo Genesys 10 S, com comprimento de onda de 760 nm. Para a leitura do branco,
0,5 mL de metanol foi utilizado, seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente. O teste

foi realizado em triplicata, ou seja, repetido trés vezes para cada amostra.

4.5.4 Determinac¢ao da atividade antioxidante

4.5.4.1 DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila)

A atividade antioxidante foi determinada através do método do sequestro de radical livre
DPPH, descrita por Morais e outros (2008). Inicialmente foi preparado uma solu¢cdo de DPPH
dissolvida em metanol, a qual apresentava uma concentracio de 38 pg. mL™" cuja absorbancia era

de 0,99 com o comprimento de onda a 517 nm. Foram preparadas solucdes dos extratos em
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metanol, nas seguintes concentragdes: 150, 124,5, 99, 75, 48, € 22,5 ug. mL™!. Posteriormente, em
tubos de ensaio foram adicionados 0,2 mL de solucdo das amostras e 2,8 mL da solugdo de DPPH.
Essa mistura foi deixada em repouso, a temperatura ambiente e protegida da luz solar, durante o
periodo de tempo de 1 hora. Apos, realizou-se a leitura da absorbancia por meio de um
espectrofotometro da marca Thermo Scientific modelo Genesys 10 S, com o comprimento de onda
a 517 nm. Para a leitura do branco, utilizou-se 0,2 mL das amostras das solu¢des dos extratos ¢
2,8 mL de metanol e para o controle adicionou-se em um tubo de ensaio 0,2 mL de metanol mais
2,8 mL de DPPH.

Para determinar a porcentagem da atividade antioxidante (AA) adotou-se a seguinte equacao:

Abscontrole — (Absamostra _ Absbranco)
Abscontrole

AA = DPPHg,pestrado (%) = < )100 Equagio 03

Onde:
O Abs controle: ¢ a absorbancia da solugao metanolica de DPPH;
Abs amostra: ¢ a absorbancia da solu¢ao do extrato + DPPH ;
Abs branco: ¢ amostra em metanol.
Por meio da equacdo da reta de uma curva analitica do grafico de DPPH sequestrado (%)
versus a concentragdo das amostras, foi possivel determinar a concentragdo eficiente (CEso), que

corresponde a quantidade de amostra necessaria para decrescer a quantidade inicial de DPPH em

50%.
4.5.4.2 ABTS (2,20-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico))

No ensaio ABTS, a solugao foi preparada conforme orientacdes estipuladas por Malta e Liu
(2014) com algumas modificacdes. Primeiramente preparou-se as seguintes solucdes:
e Solucdo de ABTS 14 nM: Uma solugdo estoque de ABTS foi preparada por meio da dissolucao
de 0,0384 g de ABTS em 5 mL de 4agua destilada.
e Solugdo de ABTS 7nM: Uma solu¢do de ABTS foi preparada por meio de 2,64 mL da solucao
de ABTS 14 nM. Essa solugao foi diluida em 5 mL de agua destilada.
e Solugdo de persulfato de potassio 140 mM: Dissolveu-se 0,1892 g de persulfato de potassio em

5 mL de 4gua destilada.
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e Solucao de persulfato de potéssio 2,6 nM. Dissolveu-se 0,09 mL da solugdo de persulfato de
potassio 140 nM em 5 mL de agua destilada.

e Solucdo de trabalho: Misturou-se a solu¢do de ABTS 7 mM e persulfato de potassio 2,6 mM
na propor¢do 1:1. Essa solugdo ficou em repouso por 12 horas a temperatura ambiente, no
escuro. Em seguida, 1 mL desta solugao foi dissolvida em 30 mL de metanol, sendo diluida até
apresentar uma absorbancia de 1,1 = 0,02 em 734 nm.

e Solucdo padrao de Trolox 1600 uM: Foi dissolvido 0,0800 g de Trolox em metanol e
completou-se o volume para 200 mL em um baldo volumétrico com metanol.

e A partir da solu¢do mae de Trolox, preparou-se uma curva padrao entre 25 ¢ 800 pmol/L em
metanol.

Os extratos etandlicos foram preparados na concentragdo de 100pg. mL™! em metanol e
os extratos hexanicos na concentra¢io de 250 pg. mL'. Em tubos de ensaio, 0,15 mL das
solugdes da curva padrao e dos extratos foram deixadas reagir por 12 horas no escuro, com 2,85
mL da solucdo de trabalho. As leituras do produto colorido foram feitas em 734 nm. Os

resultados foram expressos em pmol de Trolox por grama de massa.

4.5.4.3 Capacidade antioxidante de reducdo de ferro (ferric reducing antioxidant power — FRAP)

O método capacidade antioxidante de reducdo de ferro (FRAP) foi realizado baseando-se
no ensaio realizado por Malta e Liu (2014) com adaptagdes. Inicialmente algumas solugdes
estoques foram preparadas.

e Solucdo de acido cloridrico (HCI) 40 mM: Com o auxilio de um balao volumétrico de 100
mL, adicionou-se 0,334 mL de HCI concentrado e completou-se o volume com 4agua
destilada. A solucao foi homogeneizada e transferida para um frasco de vidro ambar;

e Solugdo de 2,4,6-tris(2-piridil)-s_triazina (TPTZ) 10 mM: Preparou-se uma solucdo por
meio da dissolugdo de 0,078 g de TPTZ e completou-se o volume em um balao volumétrico
de 25 mL com a solugdo de HCI 40 nM;

e Solucao de cloreto férrico (FeClz) 20 mM: Pesou-se 0,0539 g de FeClz e dissolveu em

agua destilada completando o volume para 100 mL em um baldao volumétrico;
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e Solucao tampao acetato 0,3 M pH 3,6: Pesou-se 0,3103 g de acetato de sodio e dissolveu-
se em 1,6 mL de acido acético glacial. Com o auxilio de um baldo volumétrico a solugao
foi completada em 100 mL com agua destilada.

e Solucdo do reagente FRAP: A solu¢ao FRAP foi preparada com 10 mL da solu¢ao de TPTZ
adicionada a 100 mL da solu¢do de tampao acetato 0,3 M e 10 mL da solugdo FeCl3 20 nM.
A solugdo foi submetida a aquecimento por banho maria durante 30 minutos.

e Solucdo padrao de Trolox 1600 uM: Dissolveu-se 0,0800 g de Trolox em metanol e
completou-se o volume para 200 mL em um baldo volumétrico com metanol. A partir da

solu¢do mae de Trolox, preparou-se uma curva padrdo entre 25 e 480 umol/L em metanol.

Uma aliquota de 0,15 mL da solug@o da curva padrdo e dos extratos foram adicionadas a
2,85 mL da solugao FRAP e incubadas por 10 minutos no escuro. As absorbancias foram medidas
apos esse tempo e o espectrofotometro foi colocado a 593 nm para a leitura. A curva padrao foi
realizada com Trolox e os resultados expressos em pmol de Trolox/g de amostra. O experimento

foi feito em triplicata.

4.5.5 Avaliacdo da atividade antifiingica dos extratos e do d0leo essencial

A atividade antifiingica foi avaliada pelo método da microdilui¢do em caldo, seguindo o
protocolo descrito pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) em 2017. Essa analise
foi conduzida em colaboragdo com o Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins e Anna Livia
Oliveira Santos do Laboratorio de Ensaios Antimicrobianos (LEA).

As leveduras utilizadas neste estudo foram adquiridas da "American Type Culture
Collection" (ATCC, Rockville MD, EUA). Quatros cepas de microrganismos foram selecionadas:
Candida albicans (ATCC 28366), C. tropicalis (ATCC 13803), C. glabrata (ATCC 15126) e
Candida parapsilosis (ATCC 22019).

Para preparar as solucOes de trabalho, foram inicialmente criadas solugdes estoque
dissolvendo as amostras dos extratos em DMSO na concentragdo de 192.000 pg mL™'. Essas
solucdes estoques foram diluidas em meio de cultura RPMI 1640 tamponado com acido 3-N-
morfolinopropanosulfonico (MOPS) a uma concentragdo de 12.000 pg mL!, resultando nas

solucdes de trabalho.
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O inoculo foi preparado usando um método espectrofotométrico e ajustado para a escala de
McFarland 0,5, o que corresponde a um valor de 6,0 x 10 UFC (Unidades formadoras de colonia)
mL!. Em seguida, foram realizadas dilui¢des recomendadas pelo CLSI (2008) em caldo RPMI até
que o indculo atingisse uma concentragio de 1,2 x 10° UFC mL™.

A determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada em placas de
microdilui¢ao contendo 96 pocos. Foram feitas dilui¢des seriadas dos extratos e fragdes, resultando
em concentragdes finais variando de 1,46 a 3000 pg mL™!. Cada pogo recebeu 100 uL da suspensio
do indculo, e o volume final em cada pogo foi de 200 uL. O controle negativo contendo apenas
DMSO foi testado em concentra¢des variando de 10 a 1% vv™!' e ndio apresentou efeito sobre o
crescimento das leveduras. O meio de cultura com indculo foi utilizado como controle de
crescimento. Para a validagao dos ensaios, a anfotericina B, um controle positivo, foi testada contra
cepas de referéncia C. parapsilosis (ATCC 22019) e C. krusei (ATCC 6258) em concentragdes
variando de 0,031 a 16 pg mL™".

4.5.6 Analise por cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas de alta
resolucao

No Laboratorio de Nanobiotecnologia do Instituto de Biotecnologia da Universidade
Federal de Uberlandia (IBTEC-UFU) foi realizada a analise da composicao quimica dos extratos
por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a Espectrometria de
Massas (EM) com fonte de ionizagao por electrospray (IES). Para esta anélise, foi utilizado um
Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia Agilent, modelo Infinity 1260, acoplado a um
Espectrometro de Massas de alta resolucao tipo Quadrople (Time of Flight) Q TOF da marca
Agilent, modelo 6520 B, com fonte de ionizacdo por electrospray. O sistema de cromatografia
utilizou uma coluna Agilent poroshell C18 com 3,0 mm de diametro interno, 100,0 mm de
comprimento e particulas de 2,7 pm. A fase movel (A) foi composta por agua acidificada com
4cido formico (0,1% v.v'!), enquanto a fase moével (B) consistiu em metanol. Foi aplicado um
gradiente de eluicdo com as seguintes proporc¢oes de B ao longo do tempo: 10% de B (0 min), 98%
de B (0 - 15 min) e 100% de B (15 - 17 min). O volume de injecao foi de 1 mL.

As amostras dos extratos etanolicos foram preparadas dissolvendo-se em metanol grau

HPLC, utilizando uma concentragdo de 5 mg. mL!. Antes da injecdo no sistema de massas, as
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amostras foram filtradas através de filtros de seringa com membrana de politetrafluoroetileno
(PTFE) de 45 um.

As analises de espectrometria de massas sequencial (EM/EM) foram realizadas em
diferentes energias de colisdes nos modos positivo e negativo para cada ion molecular. A partir do
estudo dos fragmentos e das massas de alta resolucao, foi possivel propor a estrutura dos compostos
presentes nas amostras.

Recorreu-se a bancos de dados como o Pubchem e artigos académicos para auxiliar na
identificacao das possiveis estruturas, levando em conta informagdes como sistemas de solventes,
tempos de retencdo, espectros de massas e a menor diferenca entre a massa experimental e a massa
exata, expressa como erro em ppm (Equagao 03).

O erro por milhdao (Eppm) foi calculado utilizando a Equagao 03, que ¢ dada por:

massa experimental — massa exata 6 .
Eppm = x10 (Equagao 04)
massa exata

Essa analise permitiu a identificacdo e proposi¢ao das estruturas quimicas dos compostos
presentes nos extratos, contribuindo para o entendimento da composi¢cdo quimica das amostras

analisadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 OLEO ESSENCIAL
5.1.1 Identificagdo dos compostos volateis

A fim de determinar o rendimento das extragdes do oOleo essencial obtido por
hidrodestilacao foi considerado o valor da massa da folha fresca. A Tabela 7 apresenta os resultados
dos rendimentos obtidos com a extragao do 6leo essencial da espécie Pleroma granulosum.

E importante ressaltar que os teores de 6leos essenciais observados nas folhas ndo puderam
ser comparados com dados existentes na literatura, uma vez que nao foram encontrados estudos
comparativos especificos para essa espécie. Essa falta de referéncias prévias destaca a necessidade
de investiga¢des adicionais para melhor compreender a composicdo e os teores de 6leos essenciais
dessa planta, assim como sua possivel utilizagdo em diferentes aplicacdes industriais e terapéuticas.
Essas informagdes contribuirdo para o conhecimento cientifico sobre a Pleroma granulosum e

poderdo fornecer subsidios para estudos futuros sobre suas propriedades e potenciais beneficios.

Tabela 7-Rendimento do 6leo essencial da Pleroma granulosum

Frasco Massa da folha Massa de éleo Rendimento
fresca (g) essencial (g) (%)
1 418,87 0,002 0,005
2 395,95 0,011 0,003
R} 685,59 0,057 0,008
4 604,09 0,020 0,003
5 520,29 0,025 0,005

Média 524,95 +£122,45 0,027+0,017 0,005+0,002

Fonte: a autora

Através da andlise por CG-EM obteve-se dois cromatograma (Figura 19), em que os picos
indicam os compostos presentes no 6leo essencial da P. granulosum no seu respetivo tempo de
retencdo. No primeiro cromatograma em a), o corte foi feito antes de atingir o tempo de 4 minutos,
ou seja, os picos correspondentes aos componentes da amostra comegaram a ser registrados no
detector antes desse ponto temporal. Como os picos estavam bastante intensos em comparagao com
a escala, foi injetado novamente o 6leo essencial e obtido o segundo cromatograma, onde o corte

foi realizado apos esse tempo, ou seja, os picos dos componentes da amostra passaram a ser
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registrados pelo detector apoés o marco de 4 minutos. Essa abordagem foi adotada de forma a
analisar melhor os picos.

Os resultados dessa investigacdo foram compilados na Tabela 8, onde estdao listados os
constituintes identificados no 6leo essencial. Esses componentes foram classificados de acordo
com a ordem crescente do tempo de retencdo. Ao realizar uma primeira analise desses dados,
observou-se que a maioria dos componentes da amostra consiste em alcoois volateis e aldeidos,
com uma pequena quantidade de ésteres, monoterpenos e diterpenos presentes. As estruturas

quimicas dos compostos identificados podem ser visualizadas na Figura 20.

Figura 19- Cromatograma do 6leo essencial da P. granulosum — a) Antes dos 4 min e b)
ap6s 4 minutos.
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Tabela 8- Composi¢ao quimica do 6leo essencial das folhas da P. granulosum
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Pico

XA ER L=

TR
(min)

3,49
3,59
3,68
3,97
4,17
4,65
5,29
5,63
6,11
6,25
7,01
7,13

7,88

8,30

9,28

9,41

11,45
11,97
12,41
12,72
12,86
13,76
14,20
15,49
17,79
17,94

19,64

Nome do Composto

3-Hexen-1-ol, (E)
3-Hexen-1-ol, (2)
n.i
Heptanal
2,4-Hexadienal, (E,E)
Alfa-Pineno
Benzaldeido
1-Octen-3o0l
3-Octanol
n.i
Limoneno
Eucaliptol

2-Octenal, (E)
1-Octanol
Linalol
Nonanal
2-nonenal,(E)

n.i
Hexenil butanoato, 3 Z
Salicilato de metila
Alfa-terpineol
Beta-ciclocitral

3-hexenil-isovalerato, (Z)

2-Decenal, (E)
2,4-Decadienal,(E,E)

Hex-3-enil (E£)-2-metilbut-2-enoato

(E)
2-Undecenal, (E)

Formula
Molecular

Ce¢H120
CsH120

C7H140
CsHsO
CioHis
C-HesO
CsHi60
CsHis0
CioHie

Ci0oHi180

CsH140
CsHisO
CioH150
CsHi50
CoH160

Ci10H1502
CsHgOs3
CioH150
Ci10H160
C11H2002
Ci10H1502
CioH160
C11H1502

C11H200

IA

Calculado Literatura

836 844
840 850
853 -
900 901
909 907
931 932
959 952
975 974
997 996*
1002 -
1026 1028*
1030 1030*
1054 1049
1067 1063*
1099 1102*
1102 1100
1156 1157
1170 -
1182 1184
1190 1190
1194 1186
1217 1217
1227 1238*
1259 1260
1316 1315
1320 1319*
1362 1357

Area

26,2
41,7

0,25
0,51

2,80
0,28

0,03
0,19
0,19
0,41

0,51
0,51
0,12
0,06
0,12
0,61

0,03

Método de
Identificaciao
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28.

29.
30.
31.
32.
33.

34.
3s.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
5S.
56.
57.
58.

20,29

21,74
21,94
22,14
24,19
27,40

27,72
28,63
32,55
33,00
33,25
35,04
36,19
37,37
39,31
40,77
42,32
45,13
45,26
45,77
50,53
52,32
53,88
56,45
58,93
60,18
61,32
63,76
63,97
66,39
66,79

Acido hexanoico, éster 3-
hexenilico, (2)
Cariofileno
Alfa-ionona
n.i
Beta-ionona,(F)
1,6,10- Dodecatrieno-3-ol, 3-7,11-
trimetil
Hexenil benzoato, 3(Z)
Hexadeceno
Heptadecano
n.i
n.i
n.i
Octadecano
Hexaidrofarnesil acetona
n.i
Fitol
n.i
n.i
n.i
n.i
n.i
n.i
Tetracosano
Pentacosano
Hexacosano
n.i
Heptacosano
Octacosano
Esqualeno
n.i
Nonacosano

C12H202

CisHos4
Ci13H200

Ci13H200
Ci5sH260

C13H1602

Ci17H36

CisH360

C20H400

Ca4Hs0
CasHs2
Ca6Hs4

Ca7Hs6
Cs0Hs0

C29Haeo

1378

1414
1419
1424
1476
1559

1567
1591
1699
1712
1719
1770
1790
1839
1898
1944
1993
2086
2090
2106
2269
2341
2399
2499
2599
2652
2700
2798
2806
2887
2900

2400
2500
2600

2700
2800

2900

0,09

0,51
0,09

0,38
0,8

1,95
0,09
4,9
0,32
0,41
0,13
0,26
3,7
4,7
0,19
0,12

0,42
1,2
2,02
0,19
1,47

1,08
0,25

a.c

a.c
a,c

a,b,c
a,c

ab
a,b
ab
ab
a,b

a,b

Nota : Tr= tempo de retengdo; n.i= ndo identificado. Método de identificacdo: (a) indice de similaridade entre os espectros de massa da biblioteca e o obtido; (b)
comparagdo entre o IA calculado e o do Adams (2007); (¢c) comparagio entre o IA calculado e do site da NIST (2023). *IA utilizado do site NIST (2023).
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Figura 20- Estruturas dos compostos identificados no dleo essencial das folhas
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O componente majoritario presente no 6leo essencial da P. granulosum foi o 3-Hexen-1-ol
(Z) (2) (41,7%), que é um composto organico volatil responsavel pelo cheiro de “grama verde”,
sendo encontrado em diversas plantas e utilizado como aromatizante em industrias de alimentos.
Esse composto ¢ produzido por meio do acido linolénico, como resposta a ferimentos causados na
planta, como por exemplo quando esta ¢ cortada (Mcrae ef al., 2012). Insetos podem detectar esse
composto € podem ser atraidos, conforme relatado por James (2005). Esse composto também ¢
denominado de alcool de folha (Saijo; Takeo, 1974) e ja foi reportado em 6leo essencial de outras
espécies como a Lippia alba (Silva et al., 2006) e na Vochysia divergens, em que o 3-Hexen-1-ol
(Z) compunha 76,34% da composic¢do (Nani, 2016).

Propriedades medicinais tém sido relatadas acerca do 3-Hexen-1-ol (Z). Tokumo (2006)
realizou um estudo que analisa o efeito desse composto sobre o comportamento relacionado a
ansiedade do camundongo por meio do teste labirinto em cruz elevado e o comparou com diazepam
e com o 3-trifluorometilfenilpiperazina. Os resultados demonstraram que o 3-Hexen-1-ol (Z)
causou mudancas significativas nos indices convencionais de ansiedade, onde houve um aumento
da porcentagem de bragos abertos (um parametro que mede a ansiedade), além disso foi descoberto
que esse composto possui atividade ansiolitica na ansiedade etoldgica.

Na Figura 21 estd apresentado o espectro de massa desse composto com o tempo de
retencao de 3,59 minutos. Pela analise foi possivel observar a presenca do pico do ion molecular

m/z 100.

Figura 21- Espectro de massa do pico de retengdo 3,59 min
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Figura 22- Espectro de massa do 3-Hexen-1-ol (Z) pelo Adams (2007)
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O espectro de massas do 3-Hexen-1-ol (Z) apresenta picos referentes as seguintes
fragmentacoes:

e m/z 82: referente a perda de agua pelo ion molecular m/z 100 (Figura 23);

e m/z 67: referente a perda de um radical metica pelo ion m/z 82 (Figura 23);

e m/z 55: referente a liberagao de etanol com a formagdo de um carbocation vinilico, através

do ion molecular m/z100 (Figura 24).

Figura 23- Fragmentacao m/z 82 e m/z 67
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Fonte : Adaptado de Martins (2019)
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Figura 24- Proposta de fragmentagdo do m/z 55

OH — = . v -
LN \k—gy\/w ___,_l@ O

(z)-3-hexenol

m/z 100 m'z 55

Fonte: A autora

Um outro composto que € um dos principais constituintes nessa analise foi o 1-octen-3-ol
(2,8%) que é derivado do 4cido linolénico durante a degradagio oxidativa. E conhecido como o
alcool de cogumelo, pois ¢ um dos principais responsaveis pelo sabor do cogumelo. Esse composto
também possui outras aplicagdes, como: antibacteriana e antifiingica, além de atuar com agente
atrativo de insetos (Xiong et al., 2017). Apesar de ser encontrado em fungos, também pode ser
encontrado em plantas, estando presente como um dos principais constituintes no 6leo essencial da
Melittis melissophyllum L que ¢ da mesma familia da menta (Baldini ez al., 2009).

Os compostos minoritarios também foram identificados como: Heptanal (0,25%), Linalol
(0,19%), Nonanal (0,19%), Salicilato de metila (0,51%), 2-Decenal (E) (0,61%), Beta-ionona(E)
(0,51%), hexaidrofarnesil acetona (4,9%), Fitol (0,41%) e alcanos. Os outros compostos restantes
se constituem em ndo identificados ou foram identificados, mas apresentaram um percentual
minimo no total da area, ndo sendo possivel a identificacdo da quantidade, como por exemplo: alfa-
pineno, benzaldeido, 3-Octanol, 2-nonenal (E), 2,4-Decadienal (E,E), Hex-3-enil (E)-2-metilbut-
2-enoato (E), 2-Undecenal (£), Cariofileno, Alfa-ionone, beta-ciclocitral.

O linalol ¢ um monoterpeno alcodlico terciario, extraido de plantas como pau-rosa (Aniba
rosaedora), bergamota (Citrus bergamia), jasmim (Jasminum auriculatum), lavanda (Lavandula
dentata), manjeri¢ao (Ocimum gratissimum), coentro (Coriandrum sati bvu), tangerina (Citrus reti
culata), entre outras. Dentre os efeitos biologicos do linalol, tem-se cardiovasculares,
antinoceptivos, dermatoldgicos, antibacteriano, antimicrobial e antileshimanial (Camargo;
Vasconcelos, 2014). Outro 4lcool monoterpeno identificado € o alfa- terpineol que devido ao seu
odor agraddvel ¢ muito utilizado na industria de perfumaria, como constituinte de sabonetes e

cosméticos, € na induastria farmacéutica como antifingico e antisséptico (Baptistella, 2009).
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O salicilato de metila, € um composto usado na industria farmacéutica como analgésico e
anti-inflamatoério (Miles, 2007). Esta presente no 6leo essencial da Gaultheria procumbens L. e da
Betula lenta L. (Murphy et al., 2021).

O unico diterperno identificado foi o Fitol, que possui uma cadeia longa e ramificada, sendo
um constituinte da clorofila. E amplamente distribuido na natureza, e ¢ usado principalmente na
industria de cosméticos e em outros produtos de higiene, devido ser um ingrediente perfumado
(Islam et al., 2015). O fitol exibe uma ampla gama de aplicabilidades, como antimicrobiano
(MIC50 contra E. coli, C. albicans e A. niger foi de 62,5 pg/mL) (Ghaneian et al., 2015),
antinociceptivo em camundongos e antioxidante (através do ensaio por TBARS que quantifica a
peroxidagdo lipidica) (Santos et al., 2013), citotdxico, anti-inflamatorio (Islam, 2018).

A familia Melastomataceae, comparada com outras familias, possui um nimero reduzido
de estudos relacionados a composicao quimica de suas espécies, pois tradicionalmente apresenta
uso mais voltado para ornamentagdo. Dentre os estudos acerca de caracterizagdo de dleos essenciais
pode-se observar a ocorréncia dos seguintes constituintes:(+)-(E)-Pinocarvil acetato, beta-Pineno,
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida e o Mirceno nas folhas da Microlicia graveolens (Quintdo,
2013). Nas flores da Trembleya phlogiformis DC os principais componentes do 6leo volatil foram:
heneicosane (33,5%), fitol (12,3%), n-tricosane (8,4%) e acido linoleico (6,1%) e nas folhas foi o
alcool oleico (Fernandes et al, 2017). No oleo essencial da Microlicia Crenulata nota-se a
presenca de compostos alifaticos, aromaticos, monoterpenos, sequisterpenos e fenilpropanoide,
sendo que os monoterpernos oxigenados (Linalol, a-Terpineol, E-Pinocarveol, Pinocarvona entre
outros) apresentaram-se como a classe majoritaria (Pereira, 2013). Na Miconia munitiflora o 3-
hexenol (Z) foi um dos principais constituintes (9,73%), outros compostos também foram
identificados como majoritarios: 1-octen-3-ol (8,16%), hexenilbutanoato (32) (9,77%), 3-hexenil
isovalerato (2) (8,65%), hexenil hexanoato, (32) (10,91%) e fitol (7,34%) (Ferreira et al., 2022).
O 3-hexenol também foi identificado como um dos componentes principais no 6leo essencial da
Tibouchina aspera AUBL (Maciel, 2021).

Diante dessas informacdes fornecidas, pode-se constatar que através da proposta de
anotacdo dos compostos volateis do dleo essencial da P. granulosum, foi possivel encontrar uma
variedade de compostos. Ao realizar uma comparagdo com a literatura existente, foram
identificados diversos compostos que até entdo nao haviam sido mencionados na composi¢ao

quimica das folhas dessa espécie.
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5.2 EXTRATOS

5.2.1 Determinacio da umidade

A determinacdo do teor de umidade em matérias-primas vegetais ¢ um procedimento
fundamental para diversas finalidades. Um dos principais motivos € evitar que a d4gua presente nas
amostras seja erroneamente quantificada como componente do produto em analises subsequentes
(ROCHA, 2011). Os resultados dos teores de umidade obtidos estao apresentados na Tabela, 9

fornecendo informagdes importantes para a caracterizagdo € comparagao das amostras.

Tabela 9 - Teor de umidade presente nas folhas utilizadas para o extrato

Amostra Umidade (%)
1 5,77
2 6,02
3 5,04
Média 5,61 £0,5

Fonte: a autora

5.2.2 Rendimento dos extratos

Os extratos brutos vegetais podem ser definidos segundo Santos (2018) como uma
combinagdo complexa de diferentes classes de produtos naturais e que possuem grupos funcionais,
Ja os extratos vegetais constituem preparagdes liquidas ou em forma de pd obtidos através da
remocdo dos principios ativos das drogas vegetais, aplicando-se diferentes métodos para essa
separacao.

A extracdo ¢ um método que permite estar identificando, isolando, purificando, e
removendo os fitoquimicos ou os metabolicos secundéarios por meio da adi¢do de solventes
(Rodrigues et al., 2016). Sao varios os fatores que podem interferir no processo de extragdo dos
componentes quimicos das plantas, como a composi¢cdo do solvente, o tempo de extracdo, pH, a
temperatura e o tamanho da particula (Boyadzhieva; Angelov, 2018). Além disso, existem diversas
técnicas que permitem o processo de extracdo de plantas vegetais como a maceragdo, infusdo,
percolacdo, decoccdo, extragdo continua quente (Soxhlet), extragdo em contra-corrente, por
microondas, ultrassom, fluido supercritico e turbolise (Oliveira et al., 2016).

Neste trabalho utilizou-se a técnica de maceragdo para a extracdo das folhas da P.

granulosum, a sua metodologia ¢ simples, no entanto assegura que a estrutura dos compostos nao
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seja modificada, devido a temperatura ambiente e a pressao atmosférica (Silva, 2019). O
rendimento do Extrato Hexanico (EH) e do Extrato Etandlico (EE) podem ser visualizados por

meio da Tabela 10.

Tabela 10- Rendimento obtido dos EH e EE das folhas de P. granulosum

Massas das Folhas Extrato Massa obtida de Rendimento (%)
(2) extrato ( g)
459,28 Hexanico 5,74 1,3
Etanolico 41,44 9,5

Fonte: a autora

Os resultados obtidos indicam que o rendimento do extrato etanolico € superior ao extrato
hexanico, o que pode ser justificado pelas caracteristicas do solvente utilizado. A escolha do
solvente no processo de extracdo ¢ influenciada pela polaridade do solvente e do grupo de
substancias a serem extraidas (Simdes et al., 2016). O etanol, por exemplo, possui uma constante
dielétrica de 24,30 em comparag@o com a agua, que ¢ 78,36. Isso significa que o etanol tem uma
polaridade intermedidria, o que pode favorecer a extragdo de substancias com essa mesma
polaridade intermedidria (Medeiros; Kanis, 2010). A constante dielétrica representa a polaridade

de cada solvente.

5.2.3 Prospeccio fitoquimica

Através da triagem fitoquimica realizada nos extratos das folhas da espécie Pleroma
granulosum, foi possivel identificar os constituintes quimicos do metabolismo secundario
presentes nos extratos. Os resultados obtidos estdao apresentados na Tabela 11.

Ao realizar a revelagdo dos extratos com os reagentes de Liberman Burchard, Anisaldeido
e Vanilina sulfurica, observou-se uma forte intensidade de coloragdo tanto no EH quanto no EE.
Essa intensidade indica a presenca potencial de terpenos, esteroides, acticares e fendis nas amostras.
Além disso, foi confirmada a detecc¢ao de flavonoides e antraquinonas no EE.

E importante ressaltar que a ndo deteccdo de alcaloides nos extratos ndo implica

necessariamente na auséncia desses compostos. E possivel que a quantidade de alcaloides presente
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nas amostras seja muito pequena para ser detectada pelos métodos utilizados na triagem

fitoquimica, como descrito por Brum e colaboradores (2011).

Tabela 11- Prospeccao fitoquimica para a Pleroma granulosum.

Flavonoides Alcaloides Terpenos, Terpenos, esteroides,
esteroides acucares e fenol

NP/PEG AICl; KOH Iodocloro Dragendorff Libermann Anisaldeido Vanilina

platinado Burchard sulfarica
EH - - - - - +++ 4+ +++
EE  +++ - ++ - - +++ +++ +++

Nota: EE: Extrato etandlico; EH: Extrato hexanico; - Nao identificado; ++ intenso;+++ muito intenso

Filho, Ventura e Castro (2021) descreveram em seu trabalho a investigacdo da prospec¢do
fitoquimica do extrato floral dessa planta e os resultados revelaram a presenca de diversos grupos
de compostos, como em especial para alcaloides, fendlicos, oxalatos, saponinas, carboidratos e

taninos.

5.2.4 Analise do teor de fenois totais

A quantifica¢do dos compostos fenolicos apresenta uma grande relevancia, haja visto que
diversos estudos vém evidenciando que eles estdo diretamente relacionados com a atividade
antioxidante presente nos vegetais, sendo alvo de interesse em diferentes areas como alimentacao,
farmaceéutica e cosmética (Kivrak, 2018).

O método Folin-Ciocalteau ¢ constituido por dois acidos, o acido fosfomolibidico e o
fosfotungstico, que apresentam uma colora¢do amarela devido ao estado de oxidag@o do tungsténio
e do molibdénio. Se o reagente entrar em contato com substancias redutoras, como por exemplo os
compostos fenodlicos, ocorre uma alteracdo na coloragdo do amarelo para o azul. Essa mudanga
resulta a partir de uma reagdo de oxirredu¢do entre os anions fenolatos decorrentes da
desprotonacao dos compostos fendlicos e o reagente de Folin-Ciocalteau, no qual o molibdénio
sofre uma redugdo, permitindo assim, medir a concentragao dos compostos redutores (Oliveira et

al., 2009). Essa reacao pode ser observada através da Figura 25.
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Figura 25- Reagdo do acido gélico com o ion molibdénio, um dos constituintes do reagente de
Folin-Ciocalteau.

COOH coo"
N82803
—

HO OH HO OH

OH OH

Coo coo

+2 Mo® — +2Ma% 4+ 2H'

HO OH o) OH

OH 0

Fonte: Oliveira (2009)

Utilizando- se a absorbancia medida para as amostras de diferentes concentra¢des de acido
galico delineou-se uma curva analitica (Figura 26). A partir desta, foi possivel a determinagao dos
compostos fenolicos totais presentes nos extratos da amostra.

Figura 26- Curva analitica para a determinagdo espectrofotométrica de fendis totais.
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Empregou- se a equagdo da reta (y = 0,0952x -0,1539) para os célculos dos compostos
fenolicos totais como equivalentes de acido galico por gramas da amostra de extrato. Através do
coeficiente de determinagdo (r2) no valor de 0,9760, foi obtido uma correlacao favoravel entre o
acido galico e a absorbancia. A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos para os extratos do

presente estudo.

Tabela 12 -Teor de fenois totais dos extratos das folhas da P. granulosum.

Amostra Teor de fenois totais (mg de EAG/g de
extrato)
Extrato Etanolico 381,19 +4,67
Extrato Hexanico 128,52 + 5,35

Fonte: a autora.

Observa-se que o maior teor de fendis esta presente no extrato etanolico da folha, sendo o
valor de 381,19 mgEAG/g. Em um estudo realizado por Barnaby, Reid e Warren (2016) sobre a
atividade antioxidante e teor de fendis totais do extrato etanolico das flores, a P. granulosum
(reportada como Tibouchina granulosa) apresentou a maior quantidade cerca de 96,35+2,88 mg
EAG/g, isso em comparacao com a Cassia fistula (54,05 £ 5,09 mg EAG/g), Senna siamea (79,37
+ 4,46 mg EAG/g), Spathodea campanulata (12,50 £ 1,97 mg EAG/g) e Delonix regia (60,77 +
4,65 mg EAG/g).

J& o extrato hexanico apresentou um valor mais baixo, e esse resultado pode ser decorrente
ao fato que os compostos fenodlicos possuem uma afinidade melhor com as estruturas dos solventes
organicos polares, uma vez que estes sdo encontrados na natureza em forma de ésteres ou de

heterosideos (Oldoni, 2007).

5.2.5 Analise da atividade antioxidante
5.2.5.1 Sequestro do radical DPPH
Um dos métodos para se avaliar a capacidade antioxidante de uma substancia, ¢ através do

reagente DPPH que consiste em uma molécula com um radical livre estavel, que possui coloracao

violeta, com absor¢ao em cerca de 520nm. A metodologia se fundamenta por meio da capacidade
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antioxidante da substancia em sequestrar o radical DPPH transferindo um atomo de hidrogénio,
resultando em uma redu¢ao de um radical para hidrazina, e originando uma solugao cuja coloragio
¢ amarela (Alves et al., 2010).

Existem dois tipos de mecanismos de reacao para se determinar a capacidade antioxidante:
por meio da transferéncia de &tomos de hidrogénio (HAT) ou através da perda sequencial de proton
na transferéncia de elétrons (SPLET) (Giilgin, 2012).

A diferenga entre os dois métodos € que o primeiro consiste na transferéncia direta do &tomo
de hidrogénio para o DPPH radical e no segundo ocorre a desprotonagdo formando o anion fenolico
(ArO) e posteriormente o DPPH recebe um elétron, formando o anion DPPH™ que doa o seu par

de elétrons e se forma a hidrazina DPPH-H (Liu, 2010). A Figura 27 mostra o esquema das reacdes.

Figura 27- Mecanismo de reacdo entre 0o DPPH e compostos fenolicos.
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A mudanga de coloracdo (violeta para amarelo) através desse método pode ser monitorada
por meio de um espectrofotdmetro UV/visivel que permite a determina¢do da capacidade
antioxidante.

Mediante a leitura da absorbancia para as amostras determinadas do DPPH, foi elaborado
uma curva analitica, conforme mostra na Figura 28. Essa curva analitica demonstra que o reagente

DPPH esta apresentando um comportamento linear.
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Figura 28- Curva analitica com diferentes concentragdes de DPPH.
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Fonte: a autora

Os resultados obtidos da capacidade antioxidante usando o DPPH ¢ expresso em
porcentagem de redugcdo do DPPH. Ou seja, os resultados sdo apresentados em Concentragdo
eficiente 50% (CEso), que ¢ definido com a quantidade de antioxidante necessario para reduzir a
concentracgdo inicial de DPPH em 50% (Brand-Williams; Berset, 1995). Essas informagdes sdo

apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13 - Resultados de CEso da andlise da atividade antioxidante pelo método de sequestro do
radical DPPH dos extratos das folhas da P. granulosum.

Amostra CEso(ug mL™)
Extrato em etanol 6,07+0,28
Extrato em hexano 206,08+25,50

Fonte: a autora

O extrato etandlico das folhas, apresentou uma 6tima atividade antioxidante. Isso porque
quanto menor o valor de CEso, maior a atividade antioxidante da substancia, pois dessa forma sera
necessaria uma menor concentragdo para se obter os 50% da atividade antioxidante, conforme
estabelecido por Reynertson, Basile e Kennelly (2005): uma amostra ¢ considerada muito ativa se
apresentar um CEso menor que 50 ug/mL, moderamente ativa se o CEso for de 50-100 pg/mL,

levemente ativa de 100-200 pg/mL, e é considerada inativo se o valor for acima de 200 pg/mL.



81

Com isso, pode-se concluir através da andlise da Tabela 13 que o extrato hexanico ¢ inativo
para atividade antioxidante, devido ao seu valor ter sido acima de 200 pg/mL. A concentragio
eficiente de outras plantas da familia Melastomataceae foram analisadas, e os dados podem ser

verificados por meio da Tabela 14.

Tabela 14 - Valores de CEso para outras espécies da familia Melastomataceae.

Espécies Parteda Solvente CEso(ugmL™) Referéncia
Planta
Melastoma malabathricum L. Fruto Etanol 16,82+0,24 ISNAINI et al., 2019
Miconia albicans Folhas  Metanol 49,45+0,0050 PIERONI et al., 2011
Tibouchina mollis Flores  Metanol 8,82+0,15 SOLARTE et al., 2022
Tibouchina pereirae Aéreas  n-Hexano 15,33 £ 0,01 DIAS et al., 2016
Tibouchina urvilleana Flores = Metanol 14,62 +£0.17 SOLARTE et al., 2022

Fonte: a autora

No presente estudo, a capacidade antioxidante sequestrante do radical de DPPH tem valores
proximos ao apresentado por outros autores, embora nao tenha muitos estudos da literatura sobre
a capacidade antioxidante pelo método do DPPH acerca do género Pleroma, esse assunto ja foi
reportado para a familia Melastomataceae. Uma planta relevante dentro dessa familia ¢ a do género
Miconia que vem sido relatada por possuir uma boa capacidade antioxidante, atividade anti-
inflamatoria e um elevado teor de compostos fendlicos (Correa et al, 2021). Pieroni e
colaboradores (2011) avaliaram o extrato metandlico das folhas da Miconia albicans (sw.) Triana
(canela-de-velho), e o resultado apresentou uma alta capacidade de reducdo da concentracdo de
DPPH.

Em um trabalho realizado por Dias (2016) acerca da Pleroma pereirae (reportada como
Tibouchina pereirae), a atividade antioxidante do extrato n-hexanico foi comprovada por meio do
acido ascorbico e hidroxitolueno butilado como padrdes, apresentando CEsode 15,33 pg/mL, valor
esse que pode ser justificado pela presenga de flavonoides presentes na planta.

Ambas espécies Pleroma urvilleanum (reportada como Tibouchina urvilleana) e
Tibouchina mollis foram identificadas como fontes notaveis de capacidade antioxidante, o extrato
das pétalas foi macerado com metanol e acido acético e, posteriormente, foi identificado um valor
de CEso 14,62+0,17 e 8,82+0,15 pg/mL respectivamente. Esse resultado ¢ decorrente da presenca

de antocianinas e flavonoides nas flores das plantas.
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A capacidade antioxidante pode ser impactada por alguns fatores como o solvente,
temperatura, tempo de extracdo, proporcdo solvente-sdlido, condi¢cdes de armazenamento,
condigdes e etapas da oxidacdo, formacao e estabilidade dos radicais (Alves, 2020; Rockenbach,
2008). O etanol e o metanol sdo solventes bastante utilizados, pela facilidade da doacdo de um
atomo de hidrogénio, influenciando no aumento da solubilidade e na taxa constante de transferéncia
de hidrogénio para o radical DPPH (Alves, 2020).

Através dos resultados relatados pela literatura, percebe-se que a P. granulosum apresentou
uma 6tima quantidade de atividade antioxidante e possivelmente isso pode estar atrelado aos

compostos presentes na planta.

5.2.5.2  Atividade antioxidante pelo método ABTS

Em estudos de avaliacdo da atividade antioxidante, um conjunto de métodos se baseia na
reducdo do radical ABTS" que € uma espécie quimica relativamente estavel formada pela oxidacao
do acido 2,20-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-4cido sulfonico) (ABTS) por um elétron. Esse
radical possui a capacidade de absorver luz visivel, resultando em solugdes com coloragio verde-
azulada. Portanto, por meio de medidas de absorbancia, ¢ possivel quantificar facilmente as
variagdes na concentra¢do do radical ABTS’. O método comumente empregado € expresso como
Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC). Esse método ¢ caracterizado por sua
rapidez e pela sua aplicabilidade em uma ampla faixa de valores de pH, tanto em sistemas solventes
aquosos quanto organicos. Além disso, apresenta uma boa repetibilidade e ¢ de facil execugao.
(Kut et al., 2022; Ratnavathi; Komala, 2016).

A formacdo do radical ABTS® ndo ocorre naturalmente e ndo estd disponivel
comercialmente. Para obter esse radical, ¢ necessario provocar a perda de um elétron a partir do
atomo de nitrogénio presente na molécula do ABTS. Isso pode ser feito por meio de reagdes
quimicas, enzimaticas ou eletroquimicas, utilizando substancias como persulfato de potassio,
didéxido de manganés ou di-hidrocloreto de 2,20-azobis-(2-amidino-propano) (AAPH). Essas
reacdes promovem a oxidagdo do ABTS, resultando na formacao do radical ABTS" que ¢ utilizado

na analise da atividade antioxidante (Echegaray et al., 2021).



83

Figura 29- Formagao de radical ABTS a partir de ABTS com persulfato de potéssio
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Fonte: XIAO et al., (2020)

Quando antioxidantes sdo adicionados ao cation radical pré-formado, eles reduzem a
quantidade de ABTS presente, ¢ a extensdo dessa reducdo varia de acordo com a atividade
antioxidante, a concentracao do antioxidante e o tempo de reacdo. Dessa forma, a reducao da
intensidade de cor, representada como a porcentagem de inibi¢do do radical catidnico ABTS™, é
determinada em fun¢do da concentra¢dao e do tempo, sendo calculada em relagdo a reatividade
padrao do Trolox, que serve como uma referéncia para a atividade antioxidante (Re et al., 1999;
Becker, 2019).

O resultado da andlise da atividade antioxidante pelo método ABTS foi expresso em
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (umol ET. g!). A atividade foi determinada por
meio de uma comparagdo realizada através de uma curva analitica de um grafico da absorbéancia
da reagdo entre o Trolox e o reagente ABTS. A partir de solugdes padrdes do Trolox em diferentes
concentragoes (x) e suas absorbancias (y) obteve-se uma equacao por regressao linear: y = -0,0259

x+ 1,0543. Os dados podem ser observados pela Tabela 15.

Tabela 15- Resultados da Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox da analise da atividade
antioxidante pelo método ABTS dos extratos das folhas da P. granulosum.

Amostra umol ET. g!
Extrato em etanol 3068,00+ 123,60
Extrato em hexano 24,10 + 6,50

Fonte: A autora

O resultado obtido para a capacidade antioxidante do extrato etanolico de 3068,00 umol

ET. g! indica uma significativa atividade antioxidante. Quanto maior o valor de capacidade
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antioxidante expresso em pumol ET. g'!, maior ¢ a atividade antioxidante do extrato em relagdo ao
Trolox. Isso sugere que o extrato possui a capacidade de interagir com os radicais livres, que sao
moléculas instaveis e potencialmente prejudiciais, auxiliando na sua neutralizagao ou reducao de
seus efeitos danosos.

Quando confrontados os valores TEAC encontrados neste estudo para a P. granulosum com
valores TEAC obtidos de outras plantas da mesma familia, alguns estudos apresentaram atividades
antioxidantes consideraveis empregando o método ABTS. Pereira (2013) relatou que fragdes mais
polares do extrato bruto da fracdo etanolica das partes aéreas Microlicia crenulata (DC.) Mart.
apresentaram maior atividade antioxidante e os melhores resultados foram obtidos para a fragdo
etanolica (2.310 umol ET. g'.). O extrato etanélico da Osbeckia parvifolia apresentou um valor
significativamente atingindo 8071,0 + 597,7 umol ET. g! foi constatado altos teores de fendlicos
totais, incluindo taninos e flavonoides (Murugan; Parimelazhagan, 2013). Outra planta que
apresentou um resultado interessante foi a Tibouchina kingii 3590+48 pmol ET. g”! para o extrato

aquoso (Jiménez et al., 2015).

5.2.5.3 Atividade Antioxidante pelo método FRAP

O ensaio de Poder Antioxidante Redutor de Férrico (Ferric Reducing Antioxidant Power -
FRAP) ¢ um método utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de uma substancia ou
amostra. Ele ¢ baseado na capacidade de um antioxidante em reduzir (transferéncia de elétrons)
ions Fe** para Fe?" na presenca de TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina), formando um complexo
Fe?" - TPTZ azul intenso, sendo monitorado pela medi¢io da variagdo na absorbancia em 593 nm.
(Jiménez-Estrada et al., 2013; Rajurkar; Hande, 2011).

O teste FRAP ¢ conduzido em um ambiente 4cido a fim de garantir a solubilidade do ferro.
A redugdo do pH reduz o potencial de ioniza¢do, promovendo a transferéncia de elétrons e
aumentando o potencial redox, com a formacdo de radical ariloxila (Munteanu; Apetrei, 2021;

Spiegel et al.,2020). A Equagdo 04 apresenta a equacao quimica desse processo.

Fe(TPTZ)3* + ArOH — Fe(TPTZ)3* + Ar0* + H* (Equagdo 04)
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Dessa forma, o radical ariloxila formado durante o ensaio FRAP é um indicador da
capacidade da substancia em reduzir o ion férrico e, consequentemente, sua atividade antioxidante.
Quanto maior for a quantidade de radical ariloxila formado, maior serd a capacidade do
antioxidante em reduzir o ion férrico, indicando uma maior atividade antioxidante. Um esquema

dessa reagao pode ser visualizado por meio da Figura 30.

Figura 30 - Reacao do FRAP

Composto
Antioxidante

= N = M
| |
T o
[Fe*~ - (TPT¥):] ** (Colorless) [Fe® - (TPTZ),]** Azul intenso
I"_J'_1
Oxidante Oxidante
reduzido

Fonte: Echegaray et al., (2021)

O resultado da analise da atividade antioxidante pelo método FRAP foi expresso em
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (umol ET. g!). A atividade foi determinada por
meio de uma comparagdo realizada através de uma curva analitica de um grafico da absorbéancia
da reagdo entre o Trolox e o reagente FRAP. A partir de solugdes padrdes do Trolox em diferentes
concentracgoes (X) e suas absorbancias (y) obteve-se uma equacao por regressao linear: y = 0,0725

x +0,0305. Os dados podem ser observados pela Tabela 16.
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Tabela 16- Resultados da Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox da anélise da atividade
antioxidante pelo método FRAP dos extratos das folhas da P. granulosum.

AMOSTRA umol ET. g!
Extrato em etanol 736,09 + 7,97
Extrato em hexano 180,41 +£2,21

Fonte: A autora.

No caso do extrato em etanol, foi observada uma atividade antioxidante significativa de
736,09 + 7,97 pmol ET. g'. Por outro lado, o extrato em hexano apresentou uma atividade
antioxidante um pouco mais baixa, medida em 180,41 2,21 umol ET. g

Em um estudo realizado por Ramirez-Atehortia e colaboradores (2018), foram analisados
os extratos hidroalcodlicos de trés plantas da familia Melastomataceae: Cuphea calophylia,
Tibouchina kingii e Pseudelephantopus spirali. Os resultados mostraram que o extrato de Cuphea
calophylla apresentou uma atividade antioxidante de 1761,92 + 3,05 umol ET. g'!, o extrato de
Tibouchina kingii mostrou uma atividade ainda mais alta de 4097,58 = 2,89 umol ET. g}, enquanto
o extrato de Pseudelephantopus spirali apresentou uma atividade antioxidante de 835,31+ 2,50
umol ET. g'!. Esses resultados ressaltam a importincia dessas plantas como fonte potencial de

compostos bioativos com propriedades antioxidantes.

5.2.6 Atividade antifungica

Atualmente, a pesquisa de novos compostos antimicrobianos derivados de extratos vegetais
e outros produtos naturais recebe grande atencao. O objetivo desses estudos € encontrar substancias
que tenham atividade antifingica compardvel aos agentes convencionais, mas com menor
toxicidade, maior eficacia contra a resisténcia de microrganismos patogénicos € menor impacto
ambiental. Isso busca a criagdo de alternativas terapéuticas mais seguras e sustentaveis para
combater as infec¢des microbianas, minimizando os danos ao organismo e ao meio ambiente (Bona
et al., 2014). Métodos de diluicdo sdo utilizados para avaliar a suscetibilidade antimicrobiana,
determinando a menor concentragao do agente capaz de inibir o crescimento do organismo testado.
Entre esses métodos, a microdiluicao ¢ mais econdmica e menos trabalhosa que a macrodiluigao,
pois requer menores quantidades de meio de cultura, reagentes e agentes testados (Golus et al.,

2016).
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A atividade antifungica dos extratos foi avaliada pelo método de microdilui¢ao de caldos e
o resultado em Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) contra diferentes espécies de fungos. Os
resultados obtidos estdo apresentados na tabela a seguir, destacando as concentragdes necessarias
para inibir o crescimento visivel dos fungos testados. A analise desses resultados permite avaliar a
eficacia dos extratos como potenciais agentes antifingicos e direcionar estudos adicionais para
investigar sua seletividade e mecanismos de ag@o. A tabela 17 apresenta a CIM obtidos utilizando-

se os extratos da planta estudada.

Tabela 17 -Concentragdes inibitérias minima (CIM) dos extratos e 6leo essencial das folhas de
P.granulosum.

Concentracio inibitéria minima (CIM)

pg.mL!
MICRORGANISMOS Extratos Brutos
EH EE Oleo
FOLHAS FOLHAS essencial

Candida albicans (ATCC 28366) >3000 2,93 >3000
Candida glabrata (ATCC 15126) 3000 1,46 >3000
Candida tropicalis(ATCC 13803) >3000 11,72 >3000
Candida parapsilosis (ATCC >3000 1,46 >3000
22019)

Nota: EH- Extrato hexanico e EE- Extrato etandlico, Concentragdo do Concentragdo do controle positivo gentamicina:
0,0115 pg mL" a 5,90 ug mL™'; antofericina B = 0,031 ug mL"' a 16,0 pg mL"!

Os resultados obtidos para o extrato hexanico das plantas contra as espécies Candida
albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis e Candida parapsilosis demonstraram
concentracgdes inibitdrias minimas (CIM) >3000 pg/mL. Esses valores indicam as concentragdes
necessarias do extrato para inibir o crescimento visivel dos fungos testados. No entanto, ¢
importante destacar que essas concentragdes estdo relativamente altas em comparacdo com 0s
valores considerados significativos, que geralmente sdo inferiores a 100 pg/mL. Por outro lado, os
resultados obtidos para o extrato etandlico mostraram uma atividade antifungica potencialmente
mais significativa. A CIM do extrato etandlico foi inferior a 100 ug/mL, o que, de acordo com
alguns estudos, indica uma boa atividade antimicrobiana (Holetz et al., 2002; Kuete, 2020). Isso
sugere que o extrato etandlico pode ser mais eficaz no combate as espécies de Candida testadas e

quanto ao extrato hexanico, ndo houve uma atividade antifiingica.
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Estudos foram realizados com o objetivo de investigar a atividade antimicrobiana da
Pleroma granulosum. Filho, Ventura e Castro (2021) realizaram pesquisas utilizando o extrato
floral hidroetandlico dessa planta, e observaram inibi¢des significativas contra Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli nas maiores
concentragdes testadas, variando de 100 a 50 mg/mL. Os pesquisadores acreditam que essa inibi¢cao
do crescimento esta associada aos principais grupos presentes na prospeccao fitoquimica do extrato
floral, tais como alcaloides, compostos fenolicos e saponinas. Esses resultados sugerem o potencial
da Pleroma granulosum como uma fonte de compostos antimicrobianos, e reforgam a importancia
da investigacao dos fitoquimicos presentes no extrato floral como possiveis agentes terapéuticos
contra infec¢des causadas por esses microrganismos.

Estudos comparativos envolvendo diferentes espécies de Pleroma foram encontrados na
literatura, nos quais foi observada uma eficacia moderada na inibicdo de bactérias e fungos. Em
uma pesquisa realizada por Santos et al., (2012), foram identificados compostos isolados dos
extratos de orgdos aéreos da Pleroma candolleanum, como os acidos ursolico e oleandlico, que
demonstraram uma acdo bacteriostatica efetiva contra a espécie Bacteroides fragilis (CIM de 20
ug. mL1). Além disso, esses compostos mostraram efic4cia contra outras bactérias testadas, como
Actinomyces naeslundii, Porphyromonas gingivalis e Prevotella nigrescens.

A CIM do dleo essencial foi determinada, revelando um valor consistente de 3000 pg/mL
para todas as espécies testadas. Esse resultado indica que o 6leo essencial ndo apresentou uma

atividade antifingica significativa nas concentragdes avaliadas contra as espécies investigadas.

5.2.7 Anotaciao dos compostos no extrato etandlico por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas de alta resolucao

A avaliagdo da composi¢do do extrato etandlico, em vez do extrato hexano, foi motivada
pela atividade bioldgica promissora observada no extrato etanolico. Dessa forma, a anotagdo dos
compostos presentes nos extratos foi conduzida utilizando uma abordagem analitica que combina
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com a espectrometria de massas (EM), sendo
acoplada a um sistema de ionizacdo por electrospray (IES). Durante as andlises, foram obtidos

espectros nos modos de ioniza¢do negativo e positivo, nos quais foram registrados os valores de
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razao massa/carga (m/z) dos ions detectados, juntamente com o erro em partes por milhdo (ppm)
atribuido a cada composto identificado. Esses dados espectrométricos, como os valores de m/z e os
erros em ppm, sao essenciais para a identificacdo e a caracterizagdo dos compostos presentes nos
extratos. Eles fornecem informagdes sobre a massa molecular, a fragmentacdo dos ions e a
composicdo quimica dos compostos, permitindo uma andlise detalhada de suas propriedades
estruturais.

A Figura 31 apresenta o cromatograma do pico base (BPC) nos modos positivo e negativo,
enquanto a Tabela 18 contém as propostas de anotagdo dos compostos presentes no extrato
etandlico da Pleroma granulosum. Essa identificacdo foi realizada por meio do célculo da formula
molecular a partir da massa experimental em alta resolugdo, levando em consideragdo o erro em
ppm. Além disso, foram comparados os espectros de massa EM/EM obtidos com dados da

literatura. Os espectros EM/EM dos compostos podem ser encontrados no Apéndice A. As

estruturas dos compostos identificados estdo ilustradas na Figura 32.

Figura 31- Cromatograma em alta resolu¢do no modo positivo (a) e modo negativo (b) do extrato
etandlico da P. granulosum.
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Tabela 18- Propostas de anotagdo dos compostos presentes no extrato etanolico da Pleroma granulosum
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Tr Composto Férmula m/7 experimental m/z calculado Erro Fragmentos Referéncias
(min) molecular [M-H]/ [M-H]/ pPppm MS?
[M-H]/ [M-H]* [M-H]*
[M-HJ*
1,58 N.I 431,1393 - - 341,179,89 -
1,83 Glicosideo de acido galico Ci3Hi5010° 331,0670 331,0671 -0,3 169,125 (GARRIDO- BANUELOS,
2019)
(SINGH et al., 2016)
2,01 Acido gélico C7Hs0s" 169,0142 169,0142 0 125,107.79 (WYREPKOWSKI et al.,
2014)
(FATHONI et al., 2017)
2,05 Sacarose Ci2H21011 /341,1083 341,1084 -0,29 179, 161,143,119,101 (PRADO, 2021)
3,51 Acido protocatecuico C7Hs04 153,0193 153, 0193 0 123, 109, 91 (BARREIRA et al., 2014)
(CHANDRADEVAN et al.,
2020)
3,55 bis HHDP-glicose C34H2300° 783,0671 783,0686 -1,91 481,301, 275 (SIMIRGIOTIS; SCHMEDA-
HIRSCHMANN, 2010)
3,56 N.I - 617,0663 - - 564,368, 300,275,249 -
5,13 Proantocianidina tipo B C30H25012" 577,1352/ 577,1351/ 0,17/ 451, 425, 407, 289/ (KISS; NARUSZEWICZ,
dimero /C30H27012" 579,1499 579,1497 0,34 427,409, 291, 127 2012)



10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.
17.
18.

5,16

4,68

5,14

5,31

6,09

6,14

6,74
6,91
6,83
6,93

Acido 5-O-cafeoilquinico

(epi)/catequina

Dimero do galato de

proantocianidina

Proantocianidina do tipo B

trimero

Galato de etila

(epi)/catequina 3'-O-galato

Quercetina 7-O-glicosideo
N.I
N.I
Quercetina-O-(0O-galoil)-

hexosideo

CisH1709
'C16H1909"

Ci5H1306"

C37H29016"
/C37H31016"

Cs4sH37018”
/C45H30015"

C9H905'

CH 7010

C21H1901y

CasH23016°

353,0875/355,1028 353,0878/355,1024

289,0718/
291,0861

729,1454

865,1952/
867,2144

197,0455

441,0827

463,0882
497,1445
255,2329
615,0982

289,0718/
291,0863

729,1461

865,1985/867,2131

197,0455

441,0827

463,0882

615,0992

-0,84/
1,12

0/
-0,68

-0,96

3,8/
1,49

-1,63

191/135,145,163

245,205,179,151, 125,
109/ 207,161,147,
139,123

577,559, 451,425,
407,289

713,695,577,287/
579,289

169,124,78

289,245,169,125

301, 300

289,341,245, 205,160

228,193, 165,132, 147
463,301
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(NOBRE, 2017)/
(SANTANA, 2017)

(NOBRE,2019)

(LI et al., 2021)/
(SILVA, 2019)

(RODRIGUES, 2007)
(BOREL, 2011)
(GE et al., 2015)

(KISS; NARUSZEWICZ,
2012)
(NOBRE, 2017)/
(ROUTABOUL et al., 2006)

(SINGH et al., 2016).

(SINGH et al., 2016).

(CHEN et al., 2016)

(LUZ, 2019)
(ERSAN et al., 2016)
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20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.
30.

7,26

7,48

7,16

7,34

7,82

8,6

9,56

9,68

10,12

12,35

14,17
16,65

Quercetina-3-O-rutinosideo

Quercetina-O- pentosideo

Luteolina-7-O-glicosideo

Isorhamnetina 3-O-hexosideo
N.I

Quercetina

rhamnocitrina

acido tri-
hidroxioctadecadienoico
acidohidroxioctadecadienoico
N.I
N.I
N.I

Ca7H29016°

CaoH 17011

Co1H19O11

CH1012

CisH110¢

CisH3105

CisH3305

Ci5sHoO7

609,1452

433,0773

447,0927

477,1032

301,0347

299,0556

327,2170

329,2327

721,3625

505,3009
619,2908

609,1461

433,0776

447,0933

477,1038

461,1075

301,0354

299,0561

327,2177

329,2333

1,47

-0,69

-1,34

-1,25

-2,34

-1,67

-2,13

-1,82

300,301

300, 301,271, 255

285,284

315,314,299,271

446,297,283

273,245,151,121,107

284,283,256,255,240,227

229,211,183,171,151,127

229,211,171,139

675,415,397,277, 235

483,255,233,205,113
518,504,445,107
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(PIANOSKI et al., 2020)
(CAROCHO et al., 2014)

(EK et al., 2006)

(LI et al., 2016)

(MOSIC et al., 2019)

(ZHANG et al., 2018)
(SILVA et al, 2019)
(CHEN et al., 2016)

(SILVA et al., 2019)

(SILVA et al., 2019)




Figura 32- Estruturas dos compostos identificados no extrato etanolico da P. granulosum
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A andlise por espectrometria de massa revelou uma diversidade de compostos
pertencentes a diferentes classes quimicas. Entre eles, destacam-se os dcidos fenolicos, como o
acido galico e o acido protocatecuico, que sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes
e potenciais beneficios a saude. Um outro exemplo dessa classe, encontrado na analise € o acido
5-O-cafeoilquinico (5-CQA), que é um composto pertencente a classe dos acidos
cafeoilquinicos, oriundo da esterificacao do 4cido quinico com um Cs-Cj3 trans-hidroxicinamico
(acido-p-cumario, acido cafeico, ferulico e sinapico).

Esses acidos apresentam um isomerismo conformacional e régio-isomerismo, o que
torna dificil a descrigcdo corretamente (Clifford ef al., 2017). As maiores discrepancias surgem
na classificagdo de dois compostos pertencentes aos acidos cafeoilquinicos, nomeadamente o
5-CQA e o acido 3-cafeoilquinico (3-CQA), que frequentemente sdo confundidos. Se
utilizarmos nomes triviais, ¢ comum denomind-los acido clorogénico e acido neoclorogénico,
respetivamente (Kremr et al., 2016). Um outro isdmero comum € o acido 4-cafeoilquinico (4-
CQA), cujo nome trivial ¢ acido criptoclorogénico (Maria; Moreira, 2004). A Figura 33

apresenta esses isomeros mencionados.

Figura 33- Isdomeros do 4cido 3,4 e 5-cafeoilquinico
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Fonte: Adaptado de Clifford, Knight e Kuhnert (2005).

Dados da literatura afirmam que esses isOmeros (posicionais) embora apresentem
padrdes de fragmentacdo semelhantes, os mesmos podem ser diferenciados. Todos esses ions
apresentam ions moleculares protonados e desprotonados em m/z 355 e m/z 353
respectivamente (Costa et al., 2020). Nemzer, Kalita e Abshiru (2021) afirmam que o 3-CQA
produziu trés fragmentos principais: m/z 135, 179 e 191, enquanto que o 5-CQA gerou apenas
um fon fragmento principal em m/z 191. Ja o 4-CQA apresentou fragmentos em m/z 135,
173,179 e 191. Szymborska, Franski e Beszterda-Buszczak (2022) corrobam com essa

afirmagao e ainda complementam que o 3-CQA produz em abundancia o ion m/z 179, enquanto
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o m/z 173 ¢ abundante no 4-CQA. O fragmento m/z 191 [4cido quinico-H ] ¢ formado durante
a quebra da ligacdo do éster, enquanto que a quebra da ligagdo C-O adjacente ao éster resulta
na formagado do ion m/z 179 [acido cafeico-H | e do ion m/z 173 [acido quinico-H,O-H ]". O
ion com m/z 135 ¢ formado pela perda neutra de CO; (massa de 44 Da) a partir do ion [acido
cafeico - H]” (Xie et al., 2011).

O padrio das fragmentacdes estd relacionado as diferentes configuragdes
estereoisoméricas dos substituintes no acido quinico. No caso do derivado de 5-acila, ocorre
uma ligagdo de hidrogénio entre o grupo carboxila (COOH) e o substituinte 5-acila, em uma
conformacgdo de cadeira invertida (menos estavel). No 3-CQA, a ativagdo ocorre por meio de
uma interacdo de ligagdo de hidrogénio com o grupo hidroxila alcodlico na posi¢ao 01,
entretanto o OH de um 4cido carboxilico € mais 4cido que um OH do grupo hidroxila alcodlico,
dessa forma a perda do grupo cafeoil ¢ mais propensa no SCQA. Nos derivados de 4-acila, ndo
ocorre uma ligagdo de hidrogénio que ative o grupo 4-acila. Entretanto, em uma conformacgao
de cadeira invertida, o grupo COOH ativa o grupo 5-OH para eliminacdo assistida pela
participacdo do grupo 1,2-acila, resultando na perda de uma molécula de 4gua. Isso leva a
formacao de um fragmento caracteristico com uma massa de carga (m/z) de 173. No 3-CQA, a
eliminagdo de agua ¢ observada em menor intensidade, pois o residuo acila ndo estd em uma
posi¢do trans em relacdo a hidroxila vicinal. No 5-CQA, o grupo acila em posi¢do 5 esté trans
em relagdo ao OH em C4. No entanto, a perda da hidroxila C4 através da participagdo do grupo
acila em posi¢ao 1,2 ndo ocorre, pois exigiria a remoc¢ao de um préton que nao esta disponivel
nesse isdmero especifico em sua conformacgdo reativa (Clifford et al., 2003; Kuhnert; Said;

Jaiswal, 2014). Na figura 34 abaixo apresenta um esquema representativo.
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Figura 34- Esquema do padrdo de fragmentacdes dos isomeros cafeoilquinico
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Fonte Adaptado de Clifford et al (2003)

No modo positivo, sdo observados fragmentos derivados do acido cafeico em m/z 355.
O fragmento observado em m/z 163 corresponderia a um grupo cafeoil, que € derivado do acido
cafeico. A perda de uma molécula de H>O indica que ocorreu uma reacao de eliminacao de
agua a partir do grupo cafeoil. Além disso, os fragmentos em m/z 145 e 135 sdo subsequentes
a perda neutra de 4agua e mondxido de carbono a partir do fragmento em m/z 163,
respectivamente (Nobre, 2022).

Figura 35- Proposta de fragmentagao do m/z 355 (modo positivo)
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Os flavonoides também sdao uma classe importante identificada na andlise de
espectrometria de massa. Os flavonoides sdo compostos amplamente distribuidos na natureza e
possuem uma variedade de propriedades bioldgicas. Essa classe de compostos era esperada, ja
que por meio da prospec¢ao fitoquimica foi possivel identificar. Os flavonoides identificados
foram: (epi) /catequina (10) e Quercetina (24) (glicosilada e ndo glicosilada), (epi) /catequina-
3-O-galato (14), Luteolina (21) e Isorhamnetina glicosilada (22), Rhamnocitrina (25),
Proantocianidinas do tipo B dimeros (8) e trimeros (12), dimeros do galato de proantocianidina
(11).

O ion precursor ([M-H]) m/z 289 gerou como principais fragmentos os ions: 245,
205,179, 165, 151,137, 125, 109 e no modo positivo ([M+H]") m/z 291 gerou:
207,161,147,139,123. Esses ions conforme dados da literatura podem ser referentes a molécula
desprotonada de (+) -catequina ou (-) -catequina/epicatequina que por serem flavonoides
diasteroisomeros compartilham um padrao comum de fragmentagdo (Santana, 2017). O ion de
fragmentacdo em m/z 245 ¢ resultado da remocao de um grupo C,H4O. A quebra do anel A
produz o ion de fragmentacdo em m/z 205. Adicionalmente, ocorre a elimina¢do de um grupo
catecol (CsHgO2), resultando no ion em m/z 179. O fragmento 165 pode ser resultado da
eliminagdo do anel A, sendo formado por meio da fissdo do anel heterociclico (do inglés
heterocyclic ring fission- HRF). O ion m/z 125 confirma essa fissdo. J4 o ion com m/z 137 ¢
gerado pela clivagem retro-Diels-Alder (RDA) do anel C, como evidenciado pela presenga do
ion m/z 151. A perda dos anéis A e C rendeu ions a m/z 109 (Aboulthana ef al., 2022; Hamed
et al., 2014; Mutungi et al., 2021; Said et al., 2017). A Figura 35 mostra as fragmentacdes a
partir do ion m/z 289.
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Figura 36- Fragmentagdo do ion m/z 289 (modo negativo)
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Fonte: A autora

Existem outros compostos que foram identificados e que possuem em sua estrutura o
Flavan-3-ol, que ¢ a maior classe dos flavonoides monoméricos, sendo uma das principais
unidades para constituir as proantocianidinas (Aron; Kennedy, 2008). As proantocianidinas
podem ser dimeros, trimeros e at¢é mesmo heptimeros e comumente sdo referidas como
oligdbmeros, sendo que cadeias maiores geralmente sao denominadas de poliméricas ou taninos
(Aquino, 2018). Nessa pesquisa, atraveés dos padrdes de fragmentacao revelou-se a presenca de:
dimeros de proantocianidinas tipo B em m/z 577; galato do dimero de proantocianidinas em m/z
729; e trimero das proantocianidinas do tipo B em m/z 865.

Henriques (2016) relata que a fragmentagdo das proantocianidinas do tipo B e C rege-
se principalmente pela ocorréncia de fissdao RDA, fissdao HRF e ainda por clivagem da ligagao
interflavanica através do mecanismo de “quinone methide” (QM). O ion m/z 577 indica a
presenca de proantocianidinas diméricas do tipo B e tem-se os seguintes fragmentos: m/z 451,
m/z 425, m/z 407, m/z 289. O ion m/z 451 ¢ formado por meio da fragmentagdo HRF através da
eliminagdo da unidade superior do dimero (eliminando o anel superior A). A clivagem por RDA
gera o ion m/z 425 com eliminagao do anel superior B. Em seguida, RDA produz o produto ion

m/z 407 ocasiosado pela perda de dgua, e o m/z 289 ¢ a representagdo da unidade monomérica,
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que ¢ formado pela clivagem interflavanica (C4-Cs) via QM (Henriques, 2016; Rodrigues et al.,

2007; Santana, 2018). A Figura 36 apresenta esses fragmentos oriundo do m/z 577.

Figura 37- Fragmentacao do ion m/z 577 (modo negativo)
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Fonte: Adaptado de Rodrigues et al., (2007)

A Fragmentagdo ocorrida no ion precursor de m/z 729 resultou na geracdo dos
fragmentos com m/z 577, que indica a liberagdao de um grupo galoila. Além disso, os fragmentos
com m/z 559, 451, 425 e 407 sdo consistentes com a fragmentacdo tipica dos dimeros de
proantocianidinas. Por outro lado, a formacao do ion m/z 289 esté relacionada a liberagdo de
um grupo galoil, seguido pela liberacao de uma molécula de (epi) catequina ou, possivelmente,
pela liberagao de uma porgao de (epi) catequina galato. Esses resultados estao em conformidade
com as caracteristicas de fragmentacao observadas (Rockenbach, 2012).

O ion de m/z 865, que foi identificado como um trimero de proantocianidinas,

apresentou picos de intensidade nos valores de m/z 713, 695, 577 e 287. Os ions de m/z 713 e
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695 surgiram devido a ocorréncia do mecanismo RDA (M-H-152), seguido por uma etapa de
desidratacao (M-H-152-18). A geracdo do ion de m/z 577 resultou da fragmentagdo QM, com
a eliminacao de 288 unidades (M-H-288) e uma clivagem entre os anéis C-D. Por fim, o ion de
m/z 287 foi formado por meio de um mecanismo QM no anel D da unidade central do trimero
(Escobar-Avello et al., 2019; Magrini, 2016; Santana, 2017). A Figura 37 apresenta os

fragmentos oriundo do m/z 865.

Figura 38- Fragmentagdo do ion m/z 865 (modo negativo)
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Fonte: Adaptado de Enomoto et al., (2019)

O ion m/z 441, apresentou fragmentos em: m/z 289, 245,169 e 125. Conforme Xu et al.,
(2010) esse padrao de fragmentagcdo demonstra a presenca de grupos estruturais contendo acido
galico e a catequina. Dessa forma, esse composto seria um derivado desses dois grupos, o (epi)/
catequina-3-0O-galato. O fragmento m/z 289 ¢ resultado da clivagem da ligagdo éster com a
perda do grupo gaoil. Ja o fragmento m/z 169 da clivagem da ligacdo éster com a perda de
unidade de (epi) catequinas (Sun et al., 2007). O fragmento em m/z 125 ¢ referente a
descarboxilagdo da por¢ao do acido galico (Singh; Kumar, 2018). A Figura 38 apresenta uma

proposta de fragmentacao para o modo negativo do ion m/z 441.
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Figura 39- Proposta de Fragmentagdo para (epi)/ catequina-3-O-galato no modo negativo.
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5.2.8 Relacao entre os compostos identificados e as atividades biologicas avaliadas

Realizar a prospeccao fitoquimica no extrato etanolico foi de suma importancia para
identificar a presenca de flavonoides, terpenos, esteroides e aglicares. Essa analise revelou-se
crucial para uma compreensdo abrangente da ampla variedade de resultados observados neste
estudo. A presenca desses compostos esta relacionada com as atividades bioldgicas, como as
atividades antioxidantes e antifiungicas que foram notadas.

O elevado teor de compostos fenolicos encontrado no extrato etanolico estd diretamente
relacionado a presenca de compostos identificados, como os flavonoides e proantocianidinas.
Considerando a correlagdo entre a eficdcia antioxidante desses compostos aromaticos € o
numero de grupos -OH em suas estruturas, € possivel inferir que a abundancia de compostos
fenolicos no extrato etanolico contribui para suas propriedades antioxidantes. Além disso, a
presenca desses compostos fenolicos pode também facilitar a formacdo de ligagdes de
hidrogénio intramoleculares entre grupos funcionais, fortalecendo ainda mais suas atividades

antioxidantes (Olszowy, 2019).
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Além disso, a inibi¢do das espécies pertencentes ao género Candida pode ser associada
a presenca dos compostos identificados no extrato etandlico, incluindo os acidos fendlicos.
Estudos na literatura analisaram os efeitos do acido clorogénico contra cepas de Candida spp.,
e os resultados indicam que esse composto pode exercer atividade antifingica através de uma
série de agdes. Tais agdes envolvem perturbacao na estrutura da membrana celular, aumentando
o potencial de despolarizacdo mitocondrial, estimulando a produgdo de moléculas altamente
reativas contendo oxigénio dentro das células dos fungos, resultando na fragmentacao do DNA.
Além disso, o acido clorogénico apresentou interagdes significativas com os residuos do sitio
ativo ALS3 de C. albicans, desempenhando um papel crucial no processo de adesdo e
resisténcia ao fluconazol (Silva et al., 2022; Sung; Lee, 2010)

Portanto, a analise fitoquimica, o teor de fenois totais, os resultados antioxidantes e
antifungicos, juntamente com a analise de espectrometria de massa, convergem para fornecer

uma compreensdo abrangente das propriedades do extrato etandlico.

6. CONCLUSOES

Esse estudo visou realizar uma investigagdo acerca das propriedades quimicas e
potencial biologico dos extratos € do oleo essencial da Pleroma granulosum. Durante a
pesquisa, foram conduzidas analises com foco na avaliacdo das propriedades antioxidantes e
antifingica desses compostos.

A prospeccao fitoquimica foi conduzida utilizando cromatografia em camada delgada
(CCD) e reveladores especificos para as principais classes de metabdlitos especializados. Essa
abordagem permitiu a identificagdo de diferentes classes de metabdlitos presentes nas amostras,
incluindo flavonoides, terpenos, agucares, entre outros compostos fenolicos. No entanto, os
alcaloides ndo foram detectados durante a analise.

O teor de fenodis totais encontrado na Pleroma granulosum indica a presenga
significativa desses compostos em sua composi¢io quimica (381,19 mgEAG. g extrato™).
Também se observou 6timos resultados para a atividade antioxidante pelo método DPPH com
uma Cgso de 6,07 (Cgso < 50 pg mL™), pelo método ABTS 3068,00 pmol ET. g'' e 736,09 em
pumol ET. g! para o teste FRAP.

Mediante a utilizagcdo da técnica de espectrometria de massas, foi possivel identificar
uma variedade de compostos no extrato etandlico da espécie estudada. Entre os componentes
detectados, encontram-se flavonoides como Catequina e Quercetina (tanto glicosilada quanto

nao glicosilada), Luteolina e Isorhamnetina glicosilada, assim como Rhamnocitrina.
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Adicionalmente, foram anotadas Proantocianidinas do tipo B e trimeros, 4cidos fendlicos como
Acido galico, Acido protocatecuico e Acido 5-O-cafeoilquinico, sacarose e acidos graxos, tais
como 4cidas tri-hidroxioctadecadienoico e 4cido hidroxioctadecadienoico.

Quanto a atividade antifingica, o extrato etandlico apresentou excelente resultado, com
CIM de 2,93 ug mL"! para C. albicans, 1,46 para pg mL! C. glabrata, 11,72 pg mL™! para C.
tropicalis e 1,46 ng mL™! C. parapsilosis.

Quanto ao 6leo essencial, sua composi¢ao foi analisada por CG-EM, revelando alcoois
volateis, aldeidos, ésteres, terpenos e alcanos. O componente predominante foi o 3-Hexen-1-ol
(Z) (41,7%). A analise antifingica do 6leo ndo obteve resultado significativo.

Os resultados mostraram que o extrato etanolico das folhas da espécie P. granulosum
apresenta grande quantidade de compostos fenolicos, destacando os flavonoides, o que pode
justificar a elevada atividade antioxidante observada. Somado a isso, esse extrato se mostrou
muito eficiente quando a atividade antifingica, indicando que essa espécie de planta, embora
normalmente utilizada apenas em ornamentagdes, pode ser muito promissora quanto a atividade
bioldgica. Essas descobertas ampliam significativamente o interesse em pesquisas adicionais e

possiveis aplicagdes dessa espécie vegetal com énfase na melhoria da satde e do bem-estar.
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