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RESUMO

A Miconia ibaguensis, pertencente a familia Melastomataceae, esta presente no bioma
Cerrado. Espécies do género Miconia sao reconhecidas por suas propriedades medicinais,
0 que motivou o estudo quimico e biologico inédito da espécie M. ibaguensis. Deste
modo, este trabalho visa explorar a composicdo quimica e potenciais propriedades
medicinais da M. ibaguensis. Os extratos hexanico (EH) e etanolico (EE) foram obtidos
por maceragao, ¢ fracdes diclorometano (FD), acetato de etila (FAE), n-butanol (FB) e
aquosa (FA) foram obtidas por extragcdo liquido-liquido a partir do EE. Atividades
antimicrobianas revelaram que a FAE apresentou relevante atividade antifungica contra
Candida spp., com concentragdo inibitéria minima (CIM) entre 1,95 e 3,90 ug mL™,
destacando-se contra Candida glabrata. As FAE e FB exibiram atividade antibacteriana,
com CIM entre 25 e 50 ugmL™!' para Streptococcus sanguinis e Fusobacterium
nucleatum. A FAE demonstrou elevada atividade antioxidante nos métodos do sequestro
do radical 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH), do poder antioxidante redutor férrico
(FRAP) e da capacidade de absorcdo do radical de oxigénio (ORAC), com 94,85% de
inibicdo e ICso de 1,74 pg mL !, no método DPPH; 654,01 pmol Eirolox/gamostra N0 método
FRAP e 3.698,88 umol Eqolox/gamostra N0 método ORAC. Em relagdo aos ensaios
antidiabéticos, o EE obteve o melhor resultado na inibicdo da enzima a-amilase com
91,22% de inibi¢do e ICso de 8,42 pg L', Na analise de glicoxidacdo, a FAE mostrou a
melhor inibi¢ao (86,66%) no método albumina sérica bovina (BSA)-frutose. No entanto,
nenhum extrato apresentou resultados significativos para a inibicao de a-glicosidase. No
estudo da composicao quimica por CLAE-(—)-IES-EM/EM, foram anotados metabolitos
das classes dos flavonoides, taninos hidrolisavesis, triterpenoides e cidos fenodlicos no EE
e nas fracdes, sugerindo que o potencial antimicrobiano observado na M. ibaguensis deve
estar associado a esses compostos. Este estudo enriquece nossa compreensdao da
biodiversidade presente no Cerrado e da quimiossistematica do género Miconia, assim

como o potencial farmacoldgico da M. ibaguensis.

PALAVRAS-CHAVE: Melastomataceae. Cerrado. Antifungico. Antibacteriano.
Inibicdo de AGEs. Diabetes. Compostos fendlicos. Triterpenoides.



ABSTRACT

Miconia ibaguensis, a member of the Melastomataceae family, is found in the Cerrado
biome. Species of the genus Miconia are recognized for their medicinal properties, which
motivated the unpublished chemical and biological study of the species M. ibaguensis.
Thus, this work aims to explore the chemical composition and potential medicinal
properties of M. ibaguensis. The hexane (EH) and ethanolic (EE) extracts were obtained
by maceration, and dichloromethane (FD), ethyl acetate (EAE), n-butanol (FB), and
aqueous (AF) fractions were obtained by liquid-liquid extraction from EE. Antimicrobial
activities revealed that FAE presented relevant antifungal activity against Candida spp.,
with minimum inhibitory concentration (MIC) between 1.95 and 3.90 ug mL ™, standing
out against Candida glabrata. FAE and FB exhibited antibacterial activity, with MIC
between 25 and 50 pg mL™! for Streptococcus sanguinis and Fusobacterium nucleatum.
FAE demonstrated high antioxidant activity in the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical
scavenging (DPPH), ferric reducing antioxidant power (FRAP) and oxygen radical
absorbance capacity (ORAC) methods, with 94.85% inhibition and ICso of
1.74 pg mL!, in the DPPH method; 654.01 pmol Eolox/gsample in the FRAP method and
3,698.88 umol Eolox/gsample in the ORAC method. Regarding the antidiabetic assays, EE
obtained the best result in inhibiting the a-amylase enzyme with 91.22% inhibition and
ICso of 8.42 ug L', In the glycoxidation analysis, FAE showed the best inhibition
(86.66%) in the bovine serum albumin (BSA)-fructose method. However, no extract
showed significant results for the inhibition of a-glucosidase. In the study of the chemical
composition by HPLC-(—)-IES-MS/MS, metabolites of the classes of flavonoids,
hydrolyzable tannins, triterpenoids, and phenolic acids were noted in EE and the fractions,
suggesting that the antimicrobial potential observed in M. ibaguensis must be associated
with these compounds. This study enriches our understanding of the biodiversity present
in the Cerrado, the chemosystematics of the genus Miconia, and the pharmacological

potential of M. ibaguensis.

KEYWORDS: Melastomataceae. Cerrado. Antifungal. Antibacterial. Inhibition of
AGEs. Diabetes. Phenolic compounds. Triterpenoids.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento sustentdvel de um pais depende da adog¢do de politicas
pautadas em educacdo, ciéncia, tecnologia e inovagdo, com base na preservacao da
natureza e da biodiversidade, bem como na exploragdo racional de fontes naturais
utilizadas tanto para alimentagcdo quanto para o avango social e econdmico do pais. Isso
assegura a manuten¢do da saude e a cura de doencas (Braz Filho, 2010). Para que esse
desenvolvimento seja atingido, a Organizacdo das Nagdes Unidas estabeleceu os
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), sendo um apelo global a agao para
acabar com a pobreza, proteger o meio ambiente e o clima e garantir que as pessoas, em
todos os lugares, possam desfrutar de paz e de prosperidade. Tais objetivos estdo
contribuindo a fim de que se possa atingir a Agenda 2030 no Brasil (N. U. Brasil, 2023).

Com o intuito de obter novas solug¢des, estudos vém sendo conduzidos na area de
quimica de produtos naturais, dedicando-se principalmente a caracterizacao estrutural,
avaliagdo de propriedades bioldgicas de compostos produzidos pelo metabolismo
especializado de organismos vivos. A evolugdo destes estudos tem contribuido
significativamente para o alcance do desenvolvimento sustentavel, uma vez que, por meio
da investigagdo da flora e sua composicao quimica, adquire-se novos conhecimentos que
possibilitam a adoc¢ao de novas formas de tratamentos de doencas ja conhecidas (Torssel,
1997; Yunes e Filho, 2001; Valli, Russo, Bolzani, 2018; Rodrigues, 2018).

O uso dos produtos naturais (PN) ndo ¢ algo recente, essa pratica vem sendo
executada pela civilizacdo desde a antiguidade, escritos antigos descreveram usos
medicinais das plantas ha 3000 anos a.C. Culturas indigenas africanas e americanas
usavam e ainda utilizam ervas em rituais de cura, beneficiando-se do conhecimento das
plantas medicinais. Alguns sistemas de medicina alternativa, como o Ayurveda, fazem
uso das plantas medicinais e desempenham um papel importante na satide de muitas
pessoas (Ahmad Khan; Ahmad, 2019). A Organizagao Mundial da Saude (OMS) define
a medicina tradicional como o somatério de conhecimentos, habilidades, praticas
baseadas em teorias, crencas e experiéncias indigenas de diferentes culturas que sdo
utilizadas na manutenc¢do da satide, bem como na prevencao, melhora ou tratamento de
doengas fisicas e mentais (OMS, 2000).

Na area farmacéutica, as plantas e os seus extratos assumem suma importancia,
uma vez que o principio ativo encontrado nestes servem como inspiragdo para o
desenvolvimento de novos farmacos. Entre os exemplos de farmacos obtidos a partir de

PN estdo a morfina e a codeina isoladas do 6pio de Papaver somniferum. A morfina foi
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o primeiro farmaco utilizado no mundo e continua sendo o mais usado como analgésico
para tratar dores intensas. A codeina ¢ um analgésico menos potente e atua como
supressor da tosse (Brook; Bennett; Desai, 2017; Chopra; Dhingra, 2021). O &cido
acetilsalicilico (Aspirina®), ¢ o farmaco mais utilizado no mundo e foi sintetizado
inspirado na estrutura da salicina, um produto natural isolado das cascas da arvore Salix
alba conhecida como salgueiro. Outros exemplos incluem o antimalarico quinina, isolada
das cascas de Cinchona spp. e farmacos anticancer como o paclitaxel (Taxol®), isolado
de Taxus brevifolia (Gallego-Jara et al., 2020). A Figura 1 apresenta as estruturas dos

farmacos obtidos a partir de PN.

Figura 1 - Estruturas de farmacos obtidos a partir de produtos naturais
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Fonte: a autora.

As plantas e os seus extratos podem ainda ser utilizados para elaboragdo de
medicamentos a base de extratos vegetais, conhecidos como medicamentos fitoterapicos
(Schenkel; Gosmann; Petrovick, 2001). Essa categoria de medicamentos passa por testes
de validagdo, efeitos farmacoldgicos e analises toxicoldgicas, além de serem registrados
na Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria (ANVISA), garantindo assim maior
seguranga para aqueles que optam pelo seu uso. Os medicamentos fitoterapicos foram
adotados pelo Sistema Unico de Saude (SUS) como op¢io de tratamento aprovada pelo
Ministério da Satde do Brasil em 2006 (Ferreira et al., 2014).

O avango nas pesquisas em PNs ¢ de grande relevancia para o desenvolvimento
de novos farmacos, uma vez que eles foram as bases para a obtengdo da maioria dos
primeiros medicamentos e continuam desempenhando um papel importante. Nesse

contexto, a revisao de Newman e Cragg (2020), analisa a origem dos farmacos aprovados
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pela Food and Drug Administration (FDA) no periodo de 01/1981 a 09/2019. Ao
considerar somente moléculas pequenas, tirando assim as vacinas e macromoléculas
bioldgicas, a porcentagem de puramente sintéticos ¢ de 33,3% e a de farmacos com
alguma ligacdo a quimica de produtos naturais representa os outros 66,7%, mostrando

assim a importancia da quimica de PNs (Figura 2).

Figura 2 - Classifica¢do dos farmacos aprovados pela FDA entre 01/1981 a 09/2019
V 7,5%

0,
S*/NM 7,1% B 18,4%

$*3,2%
N 3,8%

\ NB 0,8%

S/NM 11,5%

$ 24,6%

Nota: S: sintético, ND: derivado de produto natural (normalmente com modificagdo sintética), NB: produto
natural botanico (mistura definida), N: produto natural inalterado, B: macromolécula biolégica, V: vacina,
S*/NM.: feito por sintese total com grupo farmacofoérico de produto natural (imitadores de produto natural),
S*: feito por sintese total com o grupo farmacofdrico de produto natural, S/NM: farmaco totalmente
sintético (imitadores de produto natural). Fonte: adaptado de Newman e Cragg (2020).

Apesar do sucesso dessas moléculas, no final dos anos 80 e inicio da década de
1990, muitas empresas farmacéuticas diminuiram a triagem de PNs para descoberta de
novos farmacos. Esse fato foi devido a concorréncia entre as industrias na descoberta de
novas classes de farmacos, que passaram a priorizar ensaios rapidos e de alta
produtividade. A triagem de PN foi descartada devido as dificuldades em trabalhar com
esses produtos, como acesso, complexidade quimica e indisponibilidade de ferramentas
analiticas nesse periodo (LAM, 2007, HARVEY, 2008, KHAN, 2018). Nesse periodo, a
producdo de semissintéticos e sintéticos foi considerada vantajosa sobre o isolamento de
PNs, pois normalmente o isolamento conduz a rendimentos baixos, existem restricdes
geograficas das plantas e riscos de extingdo (Siintar, 2019; Atanasov et al., 2021). De
fato, o isolamento e caracterizagdao de compostos bioativos ndo sao processos triviais, pois
envolvem diversas etapas. Entre elas, a escolha da planta, a extragcdo dos PNs com
solventes de diferentes polaridades, o fracionamento dos extratos brutos, avaliagdo da
atividade bioldgica, uso de técnicas robustas para purificagdo e caracterizacdo dos

compostos isolados (Siintar, 2019; Atanasov et al., 2021).
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Entretanto, houve um notavel renascimento do interesse pelos PNs ao longo das
ultimas décadas, impulsionado pelo avango das técnicas analiticas, estratégias
tecnologicas de metabolomica e ensaios biologicos em larga escala, o que garante a
identificacdo de um ntimero cada vez maior de PNs (Chopra; Dhingra, 2021; Desmet;
Morreel; Dauwe, 2021). Técnicas como espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN), espectrometria de massas de alta resolugdo (EM) associadas a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa (CG), permitem o uso
simultaneo e vantajoso das técnicas para determinacao estrutural de PNs de interesse
(Atanasov et al., 2021; Najmi et al., 2022).

A integragdo dessas tecnologias tem contribuido para o desenvolvimento da
pesquisa em PNs, possibilitando a compreensdo da complexidade desses compostos.
Como resultado, observa-se uma aceleragdo na descoberta de novos compostos,
oferecendo perspectivas promissoras para o avango na producao de novos medicamentos
(Silva, 2023).

De acordo com o panorama apresentado, o Brasil se destaca como um vasto campo
de estudo para a pesquisa em compostos bioativos, devido a sua rica diversidade de
espécies vegetais, oferendo uma ampla quantidade de plantas a serem investigadas. O
pais detém a maior biodiversidade do mundo, abrigando 20% do total de espécies. Com
vasto territorio, cerca de 8,5 milhdes km?, apresenta diversas zonas climéticas, originando
grande variabilidade ecologica e genética, com diferentes biomas continentais:
Amazobnia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pantanal, Pampa e Bioma Marinho
(Ministério do Meio Ambiente - MMA, 2023).

Dentre os biomas apresentados, podemos ressaltar o Cerrado, considerado uma
das regides de maior biodiversidade do mundo (MMA, 2023). E a segunda maior
formagao vegetal do pais ocupando 23,3% do territério nacional, ficando atrés apenas da
Floresta Amazonica, concentrando-se principalmente no Planalto Central Brasileiro
(Cerrado, 2022, Ribeiro & Walter, 1998). Ao lado da Mata Atlantica, ¢ considerado um
dos “hotspots” mundiais, ou seja, um dos biomas mais ricos e ameagados do mundo
(MMA, 2023). Até 2010, devido a expansao de atividades agropecuarias na regido, aliada
a exploracdo predatéria de seu material lenhoso, cerca de 50% de sua area original de
aproximadamente 203 milhdes de hectares foi desmatada (Garcez et al., 2016).
Reforcando a preocupacao com a preservagao ambiental e a importancia dos estudos das

mais diversas espécies.
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Dessa maneira, devemos ficar atentos aos impactos causados pela sociedade a
natureza, sendo este o assunto da 15* Conferéncia de Diversidade Biologica das Nagdes
Unidas, também conhecida como COP15, ocorrida em dezembro de 2022 no Canada.
Neste evento, um acordo para proteger a biodiversidade foi anunciado. Os paises
participantes do encontro concordaram em preservar um ter¢o da natureza do planeta até
2030 e estabeleceram metas para a protecdo de ecossistemas vitais, como florestas
tropicais e pantanos, além dos direitos dos povos indigenas (Nagdes Unidas Brasil, 2023;
The Nature Conservancy, 2023; Global Biodiversity Outlook 5, 2020).

De acordo com o exposto, este trabalho foi conduzido com o intuito de contribuir
com os estudos na area de quimica de produtos naturais, tendo como objetivo investigar,
pela primeira vez, a composicdo quimica das folhas da espécie Miconia ibaguensis
(Bonpl.) Triana (Figura 3), bem como avaliar seu potencial bioldgico nas acdes
antifungica, antibacteriana, antidiabética e antioxidante.

Figura 3 - Miconia ibaguensis (Bonpl.) Triana

Fonte: a autora

Essa espécie esta inserida no bioma Cerrado e pertence ao género Miconia, cujas
pesquisas tém apontado o potencial bioldgico do género, incluindo atividades como
antimicrobiana, anti-inflamatoria, antitumoral, antiparasitaria, entre outras. Em relagao
aos estudos quimicos do género Miconia, ja foram relatados o isolamento de diversas
classes de compostos bioativos, como acidos fenélicos, flavonoides, terpenoides e taninos
elagicos (Cunha; Cruz; Menezes, 2019; Silva et al., 2022; Gandhi et al., 2023). Esse
trabalho contribui para o conhecimento do potencial farmacologico do género Miconia,

além de promover a valorizag¢do e o conhecimento da biodiversidade no bioma Cerrado.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Metabolismo especializado

Metabolismo ¢ definido como o conjunto de reagdes quimicas que ocorrem em
um organismo, visando suprir as necessidades energéticas e estruturais do ser vivo. No
caso das plantas, grande parte do carbono, nitrogénio ¢ energia assimilados ¢ utilizada
para a producdo de moléculas, tais como aminoacidos, nucleotideos, actcares e lipidios,
conhecidos como metabolitos primarios. Estes metabdlitos desempenham uma fungao
essencial para o crescimento ¢ a vida da planta, sendo este conjunto de processos
denominado metabolismo primario (Garcia; Carril, 2009; Simdes et al., 2017).

Outro metabolismo que ocorre nas plantas é o denominado metabolismo
especializado, que, ao contrario do metabolismo primario, tem como fungao a produgao
de compostos com fungdes ecologicas especificas, auxiliando na protecdo das plantas
contra agentes externos. Estes compostos atuam como defesa contra estresses abidticos e
na interacdo da planta com outros organismos. Muitos desses metabodlitos garantem
pigmentacdo as flores, desempenhando papel essencial na reprodugdo ao atrair insetos
polinizadores. Além disso, outros compostos tém funcao de prote¢ao contra predadores,
atuando como repelentes, pois possuem a capacidade de conferir a planta sabores
amargos, tornando-os indigestos ou venenosos. (Garcia; Carril, 2009).

Ao contrario dos metabolitos primarios, os especializados sdo especificos de
determinada espécie ou grupo e sdo resultado de anos da evolugdo das plantas,
expressando sua individualidade, podendo ser fonte de estudos taxonomicos (Dewick,
2009; Kabera et al., 2014; Pott, Osorio, Vallarino, 2019).

Apesar da imensa diversidade quimica, os produtos naturais vegetais sao
formados a partir de apenas alguns blocos de construgdo biossintéticos chamados
intermediarios, que sdo: a acetil coenzima A (acetil-CoA), o acido chiquimico, o acido
mevalonico e o metileritritol fosfato (Figura 4). Estes intermediarios formam,
respectivamente, as quatro principais vias metabolicas: a via do acetato, do chiquimato,

do mevalonato ¢ do metileritritol fosfato (Garcia; Carril, 2009; Simoes et al., 2017).

Figura 4 - Estruturas dos intermediérios na formagao dos metabolitos especializados
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Fonte: a autora.
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Conforme o esquema apresentado na Figura 5, ¢ possivel observar que os
metabolitos primarios, como proteinas, acidos nucleicos, carboidratos e lipideos, passam
por uma variedade de transformagdes e combinagdes biossintéticas, resultando na
producao de intermediarios. Estes, por sua vez, dao origem a inimeras classes de produtos
naturais vegetais, abrangendo policetideos aromaticos, como fendis € quinonas; terpenos
e esteroides; fenilpropanoides, como ligninas e compostos fenolicos; além de alcaloides
(Simdes et al., 2017). A seguir, sera detalhada cada uma dessas classes de produtos

naturais, explorando os alcaloides, compostos fenolicos e terpenos.

Figura 5 - Esquema de relagdes biossintéticas para producao de metabolitos
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2.1.1. Alcaloides

Os alcaloides sdo bases organicas nitrogenadas encontradas principalmente nas
plantas, ¢ em menor grau, em microrganismos marinhos, fungos e animais. Esses
compostos sao classificados de acordo com o aminoacido que fornece o atomo de
nitrogénio e a por¢ao fundamental do esqueleto do alcaloide. Por isso, em suas estruturas,
estdo presentes um ou mais atomos de nitrogénio, geralmente como aminas primarias,
secundarias ou terciarias, conferindo basicidade a molécula. Essa caracteristica facilita o
isolamento e purificagdo, uma vez que sais soluveis em agua podem ser formados na
presenca de acidos minerais (Dewick, 2009; Garcia; Carril, 2009)

A producdo de alcaloides por uma planta demanda um alto custo energético,
conferindo a essa producao um papel fisioloégico de grande relevancia. Uma das principais
fungdes dos alcaloides ¢ a defesa quimica das plantas contra os predadores. Eles
interagem com diferentes alvos moleculares, comprometendo o metabolismo e a fungao
celular dos predadores, podendo levar ao efeito toxico desejado. Alguns desses alvos
incluem receptores de dopamina e receptores adrenérgicos, que também representam um
potencial terapéutico dos alcaloides (Simdes et al., 2017).

Quando utilizada pelos seres humanos, os alcaloides geram respostas fisiologicas
devido a sua interagdo com diversos tipos de neurotransmissores. Em doses elevadas,
podem apresentar alta toxicidade, porém, em doses baixas possuem consideravel valor
terapéutico, atuando como relaxantes musculares, tranquilizantes ou analgésicos (Simdes

et al., 2017; Garcia; Carril, 2009). Na Tabela 1 sdo apresentadas algumas aplicacdes de

alcaloides.
Tabela 1 - Aplicacdes terapéuticas de alcaloides (continua)
. Aplicacao A
Molécula Estrutura Planta . . Referéncia
medicinal
|
NN O Estimulante do Garcia;
Cafeina </ \Nf Cofe ed sistema nervoso Carril, 2009
N ~ arabica
/ central
(6]
_0
. Papaver Analgésico e Buchanan,
Codeina . Lo Gruissem,
somniferum antitussigeno

Jones, 2015




23

Tabela 1 — Aplicacdes terapéuticas de alcaloides

Molécula Estrutura Planta Aplloca.gao Referéncia
medicinal
HO
Dias,
Morfina Pap aver Analgésico Urban,
somniferum Roessner,
2012
Z
Dias,
Quinina Cinchona Tratarneqto Urban,
officinalis da malaria Roessner,
2012

Fonte: a autora.

2.1.2. Compostos fendlicos

Compostos fendlicos sdo uma classe de compostos que possuem em comum a
presenca do grupo fenol, caracterizado por um grupo hidroxila ligada a um anel benzénico
em sua estrutura (Garcia; Carril, 2009). Essa classe ¢ quimicamente heterogénea, sendo
alguns desses compostos soluveis apenas em solventes organicos, enquanto outros, cuja
estrutura apresenta acidos carboxilicos e glicosideos, sdo soliiveis em dgua. Existem ainda
compostos fendlicos que se apresentam como grandes polimeros insoluveis (De La Rosa
et al., 2019; Rispail et al., 2005).

A diversidade quimica dos compostos fendlicos confere a eles uma variedade de
funcdes nos vegetais. Exemplos incluem taninos, ligninas, flavonoides e alguns
compostos fenolicos simples, que desempenham papéis defensivos contra herbivoros e
patogenos. Além disso, a lignina fortalece mecanicamente as paredes celulares e muitos
pigmentos compostos de flavonoides sdo atrativos importantes para polinizadores e
dispersores de sementes. Outros compostos fendlicos simples afetam o crescimento de
plantas vizinhas e, portanto, tém atividade alelopatica (Borges, Amorim, 2020; Ozeker,
1999). Os taninos, em particular, sdo reconhecidos pela funcdo de inibir o ataque de
herbivoros, tornando frutos, folhas, sementes e outras partes das plantas impalataveis a
uma variedade de animais em altas concentracdes (Monteiro et al., 2005). A Tabela 2

apresenta alguns exemplos de compostos fendlicos e suas aplicacdes terapéuticas.
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Tabela 2 - Aplicacdes terapéuticas de compostos fenolicos

Aplicac¢io

Molécula Estrutura Planta . . Referéncia
medicinal
, Buchanan
H3CO = Oleos . uel ’
ji)/\/ .. Aromatizante Gruissem,
Eugenol essenciais ..
HO de cravo © bactericida Jones,
2015
OH
O OH Buchanan,
Luteolina HO O o gntha Antioxidante Gruissem,
crispata Jones,
2015
OH O
OH
Buchanan
Melh ) ’
HO X O Cascas de © (.)r? a Gruissem,
Resveratrol condi¢do
uvas cardiaca Jones,
2015
Buchanan,
Humul A i
Xanthohumol HIUELS A nticancer Gruissem,
lupulus Jones,
2015

Fonte: a autora.

Os flavonoides, uma classe de compostos fendlicos, possuem ampla aplicagdao na
medicina, especialmente como farmacos, estando associados a atividades bioldgicas
antivirais, antimicrobianas e anticancerigenas (Dewick, 2009; Kabera et al., 2014;
Buchanan, Gruissem, Jones, 2015). No contexto da atividade antifingica, os compostos
fendlicos e flavonoides atuam sobre a célula fungica através dos mecanismos de
rompimento da membrana celular, acdo sobre enzimas hidroliticas e disfuncdo das
mitocondrias flngicas, levando a desestabilizagdo e subsequente destruicdo celular
(Razzaghiabyaneh; Rai, 2013). Estudos realizados com os compostos fenolicos eugenol
e carvacrol mostraram atividade antifungica contra fungo Candida albicans (Chami et
al., 2005).

Além disso, quando os flavonoides sdo utilizados em combinagdo com
antibidticos, observa-se um aumento da atividade do farmaco contra bactérias. Em um
estudo realizado com objetivo de mensurar o efeito da combinagao flavonoide-farmaco,
foi percebida uma redugdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) para acdo do

antibidtico, sendo a quercetina considerada mais eficaz dentre os flavonoides testados
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(Amin et al., 2015). Isso se deve a capacidade dos compostos fendlicos de desestruturar
a membrana citoplasmatica, resultando em perda de sua integridade e posterior morte
celular. Portanto, os compostos fenolicos, incluindo os flavonoides, podem ser
considerados como facilitadores da entrada do antibiotico no citoplasma da célula,

requerendo menores doses de antibidtico para agdo contra a bactéria (Cowan, 1999).

2.1.3. Terpenos

Os terpenos constituem uma classe ampla e estruturalmente diversa de produtos
naturais, tendo em comum entre eles uma unidade Cs de isopreno (Figura 6) (Dewick,
2009).

Figura 6 - Unidade estrutural do terpeno

Ao Ao

isopreno  unidade Cs
isopreno

Fonte: a autora.

Os terpenos sdo classificados de acordo com o nimero de unidades de isopreno
que os compde: hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos
(Ca20), triterpenos e esteroides (C3o) e tetraterpenos ou caratenoides (Cao) (Verpoorte et al.,
2000; Dewick, 2009).

Quando os terpenos passam por reacdes de oxigenacdo, hidrogenagdo ou
desidrogenacdo, formam os terpenoides. Estes se diferenciam em sua estrutura pela
presenca de grupos funcionais oxigenados (Ninkuu et al., 2021).

Nas plantas, esses compostos desempenham diversas fungdes, por exemplo os
terpenos menores e volateis, como monoterpenos e sesquiterpenos, que estdo associados
a interacdes com o ambiente em que a planta se encontra. Além disso, eles atuam na
regulacdo de possiveis estresses abidticos € na protecdo contra microrganismos ou
herbivoros, além de participarem de interagdes de mutualismo, como atrair polinizadores
(Buchanan, Gruissem, Jones, 2015; Dewick, 2009; Kabera et al., 2014).

Os carotenoides, por sua vez, desempenham um papel crucial junto com as
clorofilas na fotossintese, atuando como pigmentos acessorios coletores de luz. Servindo
também como protetores importantes para plantas e algas contra danos foto-oxidativos.

Certos herbicidas, denominados herbicidas branqueadores, agem inibindo a biossintese
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de carotenoides, resultando na foto-oxidacao e subsequente morte da planta desprotegida
(Buchanan, Gruissem, Jones, 2015; Dewick, 2009).

Tendo em vista esta variedade de compostos, ¢ evidente que muitos terpenos
possuem importante valor fisioldgico e comercial significativo. Muitos deles sdo
utilizados como fragrancias, pigmentos, inseticidas, entre outros. Alguns terpenos
possuem importancia nutricional, como as vitaminas A, D, E e K, e outros encontram
aplicagdes no ambito farmacéutico (Buchanan, Gruissem, Jones, 2015). A Tabela 3

apresenta alguns exemplos de terpenos utilizados pela sociedade.

Tabela 3 - Aplicacdo comercial de terpenos

Aplicacgio

Molécula Estrutura Planta . Referéncia
comercial
Dewick,
Piretrina T\ thrysaljtthemy " Inseticida 2009
cinerariaefolium
Dewick,
Artemisinina Artemisia annua  Antimalarico 2009
Oleos essenciais
de algumas Dewick,
Linalol | espécies Bactericida 2009
| (Lavandula
angustifolia)
Cedi . Erie Dewick
Gossypol (Gossypium contraceptivo 2009

spp-)

Fonte: a autora.

A complexidade estrutural das classes de produtos naturais, como alcaloides,
compostos fendlicos e terpenos, se manifesta em uma ampla variedade de atividades
biologicas. Essas classes de produtos naturais ndo apenas desempenham um papel
significativo na ecologia das plantas, mas também exercem impactos notaveis na saude
humana, estabelecendo conexdes intricadas entre sua estrutura quimica e suas diversas

atividades biologicas.



27

2.2. Atividades biologicas

2.2.1. Atividade antifungica

Fungos sdo patdgenos responsaveis por infec¢cdes que resultam em doengas como
pé de atleta, micose, candidiase oral e vaginal, classificadas como infec¢des superficiais.
Além disso, esses microrganismos podem ocasionar infec¢des invasivas, apresentando
maiores riscos para a saude e uma elevada taxa de mortalidade, uma vez que
desencadeiam condigdes como meningite ¢ pneumonia. O género Candida ocupa a
posicdo de segunda maior causa de infec¢des fungicas globalmente, sendo a C. albicans
considerada o patogeno mais prevalente. Esta espécie frequentemente coloniza regioes da
pele, trato respiratorio, trato gastrointestinal e aparelho geniturinario, emergindo como o
agente predominante em casos de infecgdes fingicas invasivas (Spampinato; Leonardi,
2013, Yapar, 2014, Brown et al., 2012, White et al., 2014).

Segundo a Gaffi (Fundacdo de Acdo Global para Infec¢des Fungicas), as infec¢des
fingicas cutaneas representam a doenga mais comum na populagao, superando até mesmo
a ocorréncia de dores de cabega e de dente. Anualmente, mais de 300 milhdes de pessoas
sdo afetadas por infecgdes fungicas, com uma incidéncia mais elevada em pacientes
imunocomprometidos, como aqueles diagnosticados com AIDS, em pacientes
submetidos a quimioterapia ou transplantes de érgaos, podendo, ainda, ser observadas em
individuos saudéveis (Pianalto; Alspaugh, 2016). Além disso, um relatério divulgado em
2021 destacou um aumento significativo no numero de casos de infec¢des fungicas, em
paralelo aos casos de COVID-19, tanto na populagdo em geral quanto entre os
profissionais da satde. (Gaffi, 2023).

Sendo assim, devido ao fato de infeccdes fingicas serem consideradas um
problema de satide global, o tratamento destas infec¢des precisa ser potente e eficaz.
Atualmente, os medicamentos antifingicos disponiveis que demonstraram eficacia estdo
divididos em quatro classes, sendo elas: polienos: anfotericina B; azois: fluconazol,
itraconazol, voriconazol, posaconazol, isavuconazol; equinocandinas: caspofungina,
micafungina, anidulafungina; antimetabdlito: fluorocitosina. No entanto, estes
medicamentos apresentam limitagdes e adverténcias, como a toxicidade associada a
utiliza¢do de alguns agentes antifingicos. Além disso, o nimero de alvos sobre os quais
essas drogas atuam ainda ¢ limitado. Por exemplo, das quatro classes de medicamentos
antifingicos aprovados para o tratamento de infec¢des fungicas invasivas, duas delas,

polienos e azois (Figura 7), tém como alvo o mesmo componente da membrana celular
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fingica, aumentando significativamente a oportunidade para os fungos desenvolverem

resisténcia a um ou mais dos antifingicos disponiveis (Pianalto; Alspaugh, 2016).

Figura 7 - Exemplos de medicamentos antifingicos das classes polienos e azdis
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Fonte: a autora.

Diversas espécies do Cerrado foram avaliadas contra Candida spp. e apresentaram
potencial antifungico (Oliveira et al., 2018, Cunha et al., 2017). Compostos fenolicos,
flavonoides, cumarinas, quinonas, saponinas, chantonas, alcaloides, polipeptideos e
terpenos isolados de plantas tem mostrado atividade antifngica contra diferentes
espécies de fungos (Arif et al., 2009). Dentre as espécies avaliadas, estdo espécies da
familia Melastomastacea (Celotto et al., 2003, Li et al., 2001, Rodrigues et al., 2008,
Cunha et al., 2019).

Nesse contexto, este estudo buscou avaliar a atividade antifingica em face de
diferentes espécies, como Candida albicans, Candida tropicalis e Candida glabrata,
visando contribuir para a compreensao e aprimoramento dos tratamentos antifungicos

existentes.

2.2.2. Atividade antibacteriana

De acordo com a OMS (Organizacao Mundial da Saude), as infecgdes bacterianas
apresentam grande incidéncia na populagdo, sendo responsavel por patologias na
cavidade bucal, como caries e abcessos dentais. Além disso, estdo associadas ao
surgimento de doengas sistémicas, tais como diabetes, doencas cardiovasculares e no
intestino, pneumonia, Alzheimer, artrite reumatoide e parto prematuro (Pizzo et al., 2010;
Hamza et al., 2021; Peng et al., 2022). Os microrganismos presentes na cavidade oral
influenciam o desenvolvimento de doengas sist€émicas por meio da resposta inflamatoria
desencadeada pela infec¢ao oral ou pela colonizagdo bacteriana nos tecidos ou 6rgaos do

corpo (Peng et al., 2022).
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Assim como as infecgdes fingicas, as infecgdes bacterianas também se destacam
como um desafio significativo para a saide global, uma vez que algumas bactérias sdo
naturalmente resistentes a determinados antibidticos, enquanto outras desenvolvem
resisténcia devido a capacidade de adquirir genes de outras bactérias ou por mutagdes em
seus proprios genes. Essa situagdo se agrava pois, quanto mais frequentemente sao usados
antibidticos, mais provavel ¢ o desenvolvimento de bactérias resistentes. Esse ¢ o motivo
pelo qual os especialistas recomendam que os médicos prescrevam antibidticos somente
quando necessario e pelo menor tempo possivel. Percebe-se, entdo, que o uso preventivo
ou de longa duragdo sdo alguns fatores que levam o aumento da resisténcia microbiana
aos farmacos, reduzindo as opg¢des de tratamento (OMS, 2023, Manual MSD, 2023).

O presente estudo buscou avaliar a atividade antibacteriana frente a bactérias
anaerobias e aerobias, incluindo Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum,
Actinomyces naeslundii como anaerdbicas, e Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Streptococcus sanguinis como aerobias.

2.2.3. Resisténcia antimicrobiana

Segundo a OMS (Organizagdo Mundial da Satde), conforme dados de 2019, a
resisténcia antimicrobiana (RAM) esta entre as 10 principais ameacas globais a saude. O
levantamento revela que a resisténcia aos antibidticos esteve associada a quase 5 milhdes
de mortes, sendo diretamente responsavel por cerca de 1,27 milhao de o6bitos no ano
mencionado (Murray et al., 2019). Adicionalmente, o Banco Mundial estima que até
3,8% do produto interno bruto (PIB) mundial podera ser afetado pela RAM até 2050.
Fazendo com que a resisténcia dos microrganismos aos antibioticos seja uma questao
urgente de satide publica global e problema socioecondomico (OMS, 2024).

A RAM ¢ um fendmeno natural que ocorre quando os microrganismos sao
expostos a medicamentos. Os mais suscetiveis sdo mortos ou inibidos, enquanto aqueles
que sdo naturalmente resistentes ou que adquiriram essa resisténcia, tém mais chances de
sobreviver e multiplicar. Entre os fatores causadores estdo o uso inapropriado e excessivo
de antimicrobianos, além do controle inadequado de infecgdes que podem promover a
disseminagdo de microrganismos. A RAM, além de causar mortes, resulta em internagdes
mais longas e no uso de medicamentos mais caros (Prestinaci; Pezzotti; Pantosti, 2015).

De acordo com o panorama apresentado ¢ de suma importancia que o
desenvolvimento cientifico ocorra de forma a atender a esta crescente demanda de novos

medicamentos ou formas alternativas de tratamento. Nesse sentido, a descoberta de novos



30

extratos de plantas com atividade antimicrobiana ¢ de grande valia, visto que ha varios
estudos cientificos revelando promissores agentes naturais no combate a microrganismos
patogénicos, devido a variedade quimica presente nos vegetais. Além do uso de diferentes
espécies na medicina tradicional para tratamentos de infecgdes (Newman, Cragg, 2020,

Zida et al., 2016).

2.2.4. Diabetes

O namero de pessoas com diabetes vem aumentando ao longo dos anos, conforme
a 10? edicao do Diabetes Atlas disponibilizado pela Federagao Internacional de Diabetes.
Em 2021, a quantidade de pessoas com diabetes no mundo foi estimada em 537 milhdes,
e calcula-se que, até 2045, esse numero chegue proximo a 800 milhdes, significando um
aumento de 46% no total de casos. Essa edi¢do ainda confirma que o diabetes ¢ uma das
emergéncias de satide com maior crescimento global do século 21. Esse aumento esta
relacionado ao envelhecimento da populagdo e a adogao de estilos de vida ndo saudaveis,
levando a quadros de obesidade (Aschner et al., 2021).

O diabetes mellitus, mais comumente chamado de diabetes, ¢ uma doenca grave
e cronica que ocorre quando o corpo ndo consegue produzir insulina suficiente ou ndo
consegue utilizar de forma eficaz a insulina que produz. Essa condi¢@o pode causar danos
a diversos 6rgaos do corpo, levando a incapacidades e complicagdes de saude, como
doengas cardiovasculares, danos nos nervos, danos aos rins ¢ doencas oculares (afetando
principalmente a retina). No entanto, se o controle da doenca for adequado, essas
complicacdes graves podem ser postergadas ou ainda totalmente impedidas (Diabetes
Atlas, 2021; IDF, 2019).

O diabetes tipo 1 € a principal forma de diabetes na infancia, embora possa ocorrer
em qualquer idade. E desencadeado por um processo autoimune, no qual o sistema
imunolodgico ataca as células pancreaticas responsaveis pela producdo de insulina,
resultando em uma baixa quantidade desse hormodnio no corpo, sem possibilidade de
prevencao. Individuos com diabetes tipo 1 dependem da administra¢ao de insulina para
sobreviver, e com o tratamento didrio, monitoramento regular da glicose sanguinea,
conscientizacdo e apoio, podem levar vidas saudaveis e retardar ou prevenir muitas
complicacdes associadas ao diabetes (Diabetes Atlas, 2021; Atkinson et al., 2014; Craig
etal., 2014).

O diabetes tipo 2 ¢ responsavel pela grande maioria (mais de 90%) da diabetes em

todo o mundo. No diabetes tipo 2, a hiperglicemia ¢ o resultado, inicialmente, da
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incapacidade de as células do corpo responderem plenamente a insulina, uma condigao
denominada resisténcia a insulina. Com o inicio da resisténcia a insulina, o hormoénio é
menos eficaz e, no devido tempo, provoca um aumento na producdo de insulina. Com o
tempo, a produgdo inadequada de insulina pode se desenvolver como resultado da falha
das células beta pancreaticas em atender a demanda. Existem evidéncias de que o diabetes
tipo 2 pode ser prevenido ou retardado, e ha evidéncias de que a remissdo do diabetes tipo
2 pode ser possivel. Em nivel global, a prevaléncia da diabetes tipo 2 ¢ elevada e com
tendencia a crescimento em todas as regides. Este aumento ¢ impulsionado pelo
envelhecimento da populagdo, estilos de vida sedentarios e pelo maior consumo de
alimentos nao saudaveis associados a obesidade (Diabetes Atlas, 2021; Basu et al., 2013).

Uma das formas de tratamento para o diabetes tipo 2 ¢é através do controle da
hiperglicemia, sendo que a inibi¢do da absor¢do da glicose no intestino ¢ uma forma de
controlar o nivel de glicose no sangue (Subramanian; Asmawi; Sadikun, 2008, Thilagam
et al., 2012). Para isso, busca-se formas de interferir na absor¢do da glicose através da
inibi¢do da enzima a-amilase e a-glicosidase (Thilagam et al., 2013; Hui et al., 2020),
uma vez que a o-amilase € responséavel por catalisar a hidrolise da ligagao glicosidica de
polissacarideos, como o amido, transformando-os em carboidratos menores (Souza, 2010;
Deveci et al., 2021). Ja a a-glicosidase catalisa a hidrolise da ligagdo glicosidica de
oligossacarideos, transformando-os em monossacarideos absorviveis no final do processo
de digestdo (Yoshimizu et al., 2008; Deveci et al., 2021). Portanto, a inibi¢ao das enzimas
a-amilase e a-glicosidase podem suprimir a digestdo de carboidratos retardando a
captacao da glicose provendo a redugdo dos niveis de acticar no sangue.

Alguns farmacos ja foram utilizados a fim de inibir a agdo dessas enzimas, como
¢ o caso da acarbose, do miglitol e do voglibose (Figura 8). Entretanto, esses inibidores
podem causar efeitos adversos, como hipoglicemia, problemas hepéticos, e desordens

gastrointestinais (Krentz; Bailey, 2005, Tundis; Loizzo; Menichini, 2010).

Figura 8 - Farmacos para tratamento de diabetes como inibidores de enzimas digestivas
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Fonte: a autora.
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Diante do exposto, percebe-se entdo a necessidade de busca de substincias
alternativas para o tratamento do diabetes. Sendo a pesquisa dos produtos naturais uma
proposta interessante, devido a quantidade de espécies relatadas na literatura com
atividades inibitorias para essas enzimas (Justino et al., 2021, Rios, Francini, Schinella,
2015; Hui et al., 2020).

Muitos medicamentos fitoterapicos tém sido recomendados para o tratamento da
diabetes atuando como inibidores enzimaticos, uma vez que a atividade inibitéria da
enzima a-amilase foi relatada por diferentes metabolitos especializados (ME), como
flavonoides, acidos fenolicos, taninos, antocianinas, triterpenos, saponinas, fitosterois e
polissacarideos (Tundis; Loizzo; Menichini, 2010, Di Stefano; Oliviero; Udenigwe,
2018). Como exemplo, pode ser citado o estudo conduzido por Souza et al., 2012, em que
se verificou que o extrato de espécies do Cerrado, no caso do estudo Eugenia dysenterica,
Stryphnodendron adstringens e Pouteria caimit, apresentaram elevada inibicdo da
enzima.

Outra maneira de tratar os pacientes acometidos pelo diabetes ¢ por meio da
inibi¢do dos produtos de glicagdo avancada (AGEs — Advanced Glyacation End-
Products). Os AGEs sdo produtos formados por reagdes ndo enzimaticas e decorrem
principalmente de quadros de hiperglicemia ou estresse oxidativo, sendo responsavel pela
degradacao de células saudédveis e complicagdes do diabetes (Rabbani, Thornalley, 2018;
Khan et al., 2020; Lee, Yun, Ko, 2022). Eles sdo capazes de modificar as propriedades e
as fungoes de diferentes estruturas biologicas, danificando células e tecidos. Dessa forma,
atuam no processo de formacdo de radicais livres e glicacdo intracelular de proteinas,
comprometendo a funcdo celular, contribuindo para o surgimento e progressao das
complicacdes do diabetes (Barbosa; Oliveira; Seara, 2008; Nenna et al., 2015).

Algumas substancias foram utilizadas a fim de inibir a formacao dos AGEs, porém
até o momento ndo existem farmacos especificos aprovados, por conta das reagoes
adversas que estes medicamentos causam. Como ¢ o caso da aminoguanidina, um
farmaco com atividade antiglicante promissora, além de apresentar potencial no controle
de algumas complicacdes do diabetes, entretanto, o seu uso estd associado a efeitos
colaterais como distirbios gastrointestinais, disfuncdes hepaticas, anemia, dentre outros
(Yamagishi, 2013; Ahmad et al., 2014).

Nesse sentido, os compostos oriundos dos vegetais tem despertado o interesse de
pesquisadores. Diversos compostos provenientes de fontes vegetais t€ém apresentado

potencial atividade inibitdria contra a formag¢ao de AGEs, além de apresentarem baixa
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toxicidade. Dentre esses compostos destacam-se os polifenodis, polissacarideos,
terpenoides, vitaminas, alcaloides e peptideos, que estdo associados a reducdo dos niveis
de glicose, e a diminuicao da resisténcia a insulina (Bittar et al., 2024, Torres et al., 2018;
Anwar et al., 2021; Song et al., 2021; Velichkova; Foubert; Pieters, 2021). Fazendo com
que os inibidores de glicagao presentes nas plantas sejam Candidatos promissores para o
desenvolvimento de novas terapias contra o diabetes e suas complicagdes.

As espécies de Miconia sdo ricas em compostos polifendlicos e terpenoides; no
entanto, foram encontrados poucos estudos relacionados a atividade antidiabética.
Portanto, no presente trabalho, a Miconia ibaguensis foi avaliada pela primeira vez quanto
a capacidade de inibi¢cdo da enzima a-amilase e a-glicosidase e a inibigdo dos produtos

de glicacao avancgada.

2.2.5. Estresse oxidativo e a atividade antioxidante

Estudos tém associado a progressao do diabetes ao estresse oxidativo, este sendo
responsavel por promover o aparecimento do diabetes, ou ainda por exacerbar as
condi¢des da doenga (Asmat; Abad; Ismail, 2016; Ighodaro, 2018). O estresse oxidativo
ocorre devido a um desequilibrio entre a geracdo de radicais livres e a remocao deles
através da atuagdo dos sistemas de defesa antioxidante. A produgdo de radicais livres ¢
um subproduto do metabolismo de oxigénio, sendo a mitocondria, por meio da cadeia
transportadora de elétrons, a principal fonte geradora. O sistema de defesa antioxidante
tem a funcdo de inibir ou reduzir os danos causados pela acdo prejudicial dos radicais
livres (Johansen et al., 2005; Barbosa et al., 2010).

A geragdo de radicais livres constitui um processo continuo e fisiologico, sendo
responsavel pelo cumprindo de fung¢des bioldgicas relevantes. Durante os processos
metabolicos, esses radicais atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons nas
varias reagdes bioquimicas. Sua producdo, em proporg¢oes adequadas, possibilita a
geragdao de ATP (energia), por meio da cadeia transportadora de elétrons, participagao de
mecanismos de defesa durante o processo de infec¢do, dentre outras atividades
desempenhadas pelo corpo humano. Porém, a produgdo excessiva pode conduzir a danos
oxidativos (Barbosa et al., 2010).

Hébitos como exposicao a radiacdo UV, consumo de alimentos processados ou
com excesso de gordura e agucar, consumo de bebidas alcodlicas, tabagismo, entre outros
fatores, tém o potencial de promover a formacdo excessiva das espécies radicalares

(Vatner et al., 2020). No caso de pessoas com diabetes, o quadro de hiperglicemia
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também contribui para a formagdo de espécies radicalares, uma vez que a glicose pode
sofrer autoxidagao (Johansen et al., 2005).

O processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um desequilibrio entre
compostos oxidantes e antioxidantes, através da geracao excessiva de radicais livres ou
baixa velocidade de remogao desses. Tal processo conduz a oxida¢ao de biomoléculas,
com consequente perda de suas fungdes biologicas e/ou desequilibrio homeostatico. Se
esse processo se tornar cronico pode acarretar numerosas enfermidades, entre elas a
aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos e cancer (Barbosa et
al., 2010).

O corpo humano possui formas de neutralizar essas espécies formadas, algumas
endogenas, como enzimas antioxidantes superoxido dismutase, catalase, glutationa,
peroxidase, entre outras. Esse processo também pode ser feito por antioxidantes
exdgenos, adquiridos por meio da alimentagdo ou suplementag¢do, como as vitaminas A,
C ¢ E, carotenoides e compostos fenolicos (Kang, Yang, 2020; Pisoschi et al., 2020;
Nanda, Madan, 2021). Os compostos fendlicos, como os flavonoides, sdo amplamente
reconhecidos, principalmente por sua capacidade de reduzir a formagao e eliminar
radicais livres (Justino ef al., 2021, Quaresma et al., 2020, Da Costa Silva et al., 2019,
Prochazkova; Bousova; Wilhelmova, 2011).

Dessa forma, torna-se crucial investigar plantas em busca de compostos que
possam contribuir para o controle e tratamento do diabetes, bem como para o combate ao
estresse oxidativo. Este proximo topico abordara a relevancia desses compostos em uma

espécie especifica.

2.3. Familia Melastomastaceae

A familia Melastomataceae ¢ considerada uma das 10 familias botanicas mais
ricas entre as angiospermas, compreendendo aproximadamente 5.900 espécies (Ulloa
Ulloa et al. 2022). No Brasil, ela se distribui por todo o territério nacional, sendo comum
nos dominios da Amazonia, do Cerrado (incluindo as formagdes de campos rupestres) e
da Mata Atlantica (Goldenberg et al., 2012). A familia Melastomataceae possui
importancia econdmica devido a presenga de arvores madeireiras, além de incluir plantas
frutiferas comestiveis e espécies utilizadas como plantas corantes, sendo também
cultivadas como ornamentais (Simpson, 2010).

O género Miconia Ruiz & Pavon é um dos mais representativos da familia

Melastomataceae, com mais de 1.050 espécies registradas desde o Mexico até o Uruguai.
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No Brasil, este género ocupa a quinta posi¢ao em relagdo a diversidade, representado por
282 espécies, sendo 101 endémicas e 64 estdo presentes no Cerrado (Goldenberg et al.,
2015, Goldenberg et al., 2023). As espécies de Miconia sao pioneiras e desempenham um
papel importante para estrutura e fungcdo dos ecossistemas florestais e nao florestais, além

de representarem uma importante fonte de alimento para varios animais frugivoros

(Messeder et al., 2020).

2.3.1. Aspectos quimicos e biologicos do género Miconia

Estudos etnobotanicos relataram usos populares variados das espécies do género
Miconia. M. albicans e M. mirabilis, espécies conhecidas popularmente como canela-de-
velho e capa-de-Xangd, respectivamente, foram usadas devido suas propriedades
antirreumaticas (Stalcup M, 2000). Em 2001, foi realizado um levantamento junto as
comunidades rurais no sul de Minas Gerais, e descobriu-se que a M. rubiginosa,
conhecida localmente como “capiroroquinha”, ¢ utilizada no tratamento de infecgdes da
garganta, de acordo com a medicina popular (Rodrigues & Carvalho, 2001). Na Tabela

4, sdo apresentados usos populares de outras espécies de Miconia.

Tabela 4 - Uso pela medicina popular de espécies de Miconia

Uso pela medicina

Espécie Nome popular Referéncias
popular
febre, artrose,
. « ’ reumatismo, Stalcup, 2000;
M. albicans cancla-de-velho analgésico, anti-  Ribeiro eptal., 2017
inflamatorio
) . inflamacao de Ferreira e.t al,
M. rubiginosa “capiroroquinha” ¢ 2013; Rodrigues &
garganta Carvalho, 2001
M. mirabilis “capa-de-Xangd” reumatismo Stalcup, 2000
calmante,
M. sellowiana Nao citado cicatrizante e anti- Ferreira ef al., 2020
inflamatorio
calmante, anti-
. « ’ inflamatorio e Bieski et al., 2015;
M. hyemalis bota-branca tratamento da Ferreira et al., 2020
malaria

Fonte: a autora.

Por meio de trabalhos de revisdo encontra-se os resultados de alguns estudos
conduzidos a fim de avaliar as atividades biologicas e fitoquimicas de extratos de Miconia
e seus compostos isolados. Neles foram relatados que espécies deste género possuem

varias  atividades, incluindo  antimicrobiana, tripanocida,  antileishmania,
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esquistossomicida, antimalérico, inseticida, antitumoral, antioxidante, antidiabético,
efeitos analgésicos e antiinflamatérios (Cunha; Cruz; Menezes, 2019).

Em outro trabalho, conduzido por Silva et al. (2022), foram revisados estudos
realizados com espécies de Miconia, destacando seus usos etnomedicinais € potencial
farmacologico e fitoquimico, coletando informacgdes através das principais plataformas
de pesquisa cientifica (PubMed, Scopus ¢ Web of Science). Dentre as atividades
analisadas, a atividade antimicrobiana foi a mais frequentemente relatada nos tltimos 21
anos, correspondendo a 26% das publicagdes, seguida das atividades anti-inflamatodria e
analgésica (15%), citotoxica (15%), antiparasitaria (15%), antioxidante (15%),
antimutagénico (4%) e 10% sao referentes a outras atividades.

A revisdo mais recente foi realizada por Gandhi et al. (2023), nela foram
identificados e discutidos sistematicamente os registros na literatura sobre estudos in vivo
e in vitro com foco nos potenciais terapéuticos € mecanismos moleculares relacionadas
do género Miconia.

A Tabela 5 apresenta resultados das pesquisas realizadas em espécies do género
Miconia.

Tabela 5 - Atividades bioldgicas observadas no género Miconia (continua)

L . P N Ativi ..
Espécie arte da Extrato/fracao t1v1.d ade Referéncias
planta avaliada
antifingico,
: . antioxidante Guldbrandsen
M. caules acetato de etila e .
affinis u antidiabético, etal., 2015
analgésico
hexAnico ¢ antibacteriana, Cunha; Cruz;
folhas L. artrite e anti- Menezes, 2019
metandlico ) ..
inflamatorio
. itotoxici t tal.
folhas acetato de etila cto 0)'(10}(].,8.(16 c Castro et al.,
ansiolitico 2022
M. albicans antioxidante, «
1. .. L. Corréa et al.,
frutos metandlico anti-inflamatorio
) o 2021
e citotoxicidade
. o Quintans-
Ly antiparasitario e L
folhas etanolico O gy Junior et al.,
anti-inflamatorio
2020
etanélico e Spessoto et al.,
o] folh . lgési 2
M. rubiginosa olhas hexAnico analgésico 003
o -
carnosinieo, | Cunha: Cruz:
M. fallax partes aéreas etanolico ZNOEENICO, Menezes,
antibacteriana

2019;
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Tabela 5 - Atividades biologicas observadas no género Miconia

L. o antioxidante, Menezes Filho
M. chamissois flores etanélico antimicrobiano etal., 2021
M. albicans, , etanolico e . ) Celotto et al.,
M. rubiginosa partes aéreas hexAnico antimicrobiana 2003
M. ligustroides . etarAlohco, - - Cunha et al.,
M. sellowiana partes aéreas 'hexamco e tripanocida 2009
diclorometano

Fonte: a autora.

As atividades biologicas apresentadas pelas espécies de Miconia sdo provenientes
dos metabolitos especializados (ME) encontrados nelas. Como ja mencionado
anteriormente em outro topico deste trabalho, os ME sao especificos de cada espécie e
expressam sua individualidade e sdo responséaveis por caracteristicas comportamentais
das plantas (Dewick, 2009).

A composicao quimica do género Miconia € bastante diversificada incluido acidos
fenolicos, quinonas, fenilpropanoides, lignanas, taninos hidrolisaveis, triterpenoides,
esteroides e flavonoides (Cunha; Cruz; Menezes, 2019; Silva et al., 2022; Gandhi et al.,
2023).

Os compostos fenolicos constituem um grande grupo de ME produzidos pelas
plantas, como mais de 8 mil estruturas diferentes identificadas (Borrelli; Trono, 2016).
Esses compostos estdo envolvidos em diversos processos fisioldgicos como polinizagao,
resisténcia a patdgenos e predadores, prote¢ao contra os raios UV e resisténcia ao estresse
abidtico (Borrelli; Trono, 2016; Pratyusha, 2022). No género Miconia, 0os compostos
fendlicos representam a maior classe de compostos isolados incluindo acidos fendlicos,
fenilpropranoides, flavonoides glicosilados, hidroquinonas, lignanas e taninos
hidrolisaveis. Dentre as principais atividades biologicas avaliadas para os compostos
fenolicos isolados de espécies de Miconia, incluem citotoxica, antimicrobiana,
leishmanicida, antioxidante, antitumoral e antifingica (Cunha; Cruz; Menezes, 2019;
Silva et al., 2022; Gandhi et al., 2023).

Outra classe de ME bastante encontrada no género sao os terpenos e terpenoides.
As atividades biologicas avaliadas para os terpendides isolados em Miconia incluem:
atividade tripanocida, antifungica, antibacteriana, antitumoral, antimicrobiana,
quimiopreventiva, antimutagénica, antileishimania (Cunha; Cruz; Menezes, 2019; Silva
etal.,2022; Gandhi et al., 2023). A Tabela 6 apresenta os compostos isolados em espécies
de Miconia, juntamente com a atividade biologica relatadas pelos trabalhos, seguido da

Figura 9 onde estdo apresentas das estruturas dos compostos.
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Espécie Composto isolado Referéncia
Compostos fenolicos
quercetina (I) Pieroni et al., 2011
quercetina-3-0-glicosideo (II) Pieroni et al., 2011
M. albicans
quercetina-3-0-(2"-galoil)-a-L-ramnopiranosideo (I1I) Lima et al., 2018
rutina (IV) Pieroni et al., 2011
S o ) . Rodrigues et al., 2008;
miricetina-3-O-B-xilopiranosil-(1—2)-O-a-ramnopiranosideo (V)
Lima et al., 2018;
) o Rodrigues et al., 2007,
M. cabucu canferol-3-O-f-(6"-cumaroil)-glicopiranosideo (VI)

5-hidroxi-4’,7-dimetoxiflavona-(6-C-6")-5-
hidroxi-3°",4”,7”-trimetoxiflavona (VII)

Rodrigues et al., 2008;
Rodrigues et al., 2007,
Rodrigues et al., 2008

M. myriantha

mateucinol-7-O-p-D-glicopiranosideo (VIII)
mateucinol-7-O-[4",6”-O-(S)-hexahidroxidifenoil ]-B-D-glicopiranosideo (I1X)

Lietal., 2001
Lietal., 2001

M. ferruginata

5-hidroxi-7,4’-dimethoxi-8-metilflavona (X)

Cunha et al., 2017

M. rubiginosa

quercetina-3-O-fB-arabinofuranosideo (XI)

quercetina-3-O-a-ramnopiranosil-(1—4)-O-B-galactopiranosideo (XII)

epicatequina (XIII)

Rodrigues et al., 2008;
Rodrigues et al., 2011
Rodrigues et al., 2011
Rodrigues et al., 2008
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Triterpenos

M. albicans
M. fallax
M. ligustroides
M. sellowiana
M. ferruginata
M. rubiginosa

acido ursdlico (XIV)

Cunha et al., 2010;
Queiroz et al., 2011,
Pieroni et al., 2011;
Lima et al., 2018; Cunha
et al., 2006; Macari et
al., 1990;

M. ferruginata
M. ligustroides
M. fallax
M. albicans

M. rubiginosa

acido oleandlico (XV)

Cunha et al., 2010;
Queiroz et al., 2011;
Lima et al., 2018; Cunha
et al., 2006; Macari et
al., 1990

M. rubiginosa

a-amirina acetato (XVI)

Pieroni et al., 2011;
Crevelin et al., 2006

M. sellowiana

acido 2-a-hidroxiursolico (XVII)

acido maslinico (XVIII)

Lima et al., 2018;
Lima et al., 2018; Cunha
et al., 2006

M. albicans

3-(E)-p-cumaroil-a-amirina (XIX)

Pieroni et al., 2011
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Esteroides

M. albicans
M. pepericarpa
M. sellowiana
M. rubiginosa
M. ferruginata

B-sitosterol (XX)

Cunha et al., 2017,
Crevelin et al., 2006

M. albicans

3-0-B-D-glicopiranosilsitosterol (XXI)

Macari et al., 1990

Outras classes

M. myriantha
M. cabucu

M. rubiginosa

acido galico (XXII)

Lietal. 2001;
Rodrigues et al., 2008;
Rodrigues et al., 2011,
Rodrigues et al., 2007

M. myriantha

acido elagico (XXIII)
acido 3,3’-di-O-metil elagico-4-O-B-D-xilopiranosideo (XXIV)

Lietal., 2001
Lietal., 2001

M. albicans

1-O-(E)-cafeoil-4,6-di-O-galoil-B-D-glicopiranose (XXV)

Lima et al., 2018

M. affinis

B-hidroxipropiovanillona (XXVI)

acido 3’-O-metil-3,4-O,0-metilenoelagico (XXVII)

Guldbrandsen et al.,
2015
Guldbrandsen et al.,
2015
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Tabela 6 — Compostos isolados de espécies de Miconia

casuarictina (XXVIII) Rodrigues et al., 2011
M. rubiginosa
schizandrisideo (XXIX) Rodrigues et al., 2011
M. lepidota . . . Gunatilaka et al., 2001;
2-metoxi-6-pentil-1,4-benzoquinona (XXX)
M. willdenowii Rosa W, 2015

Fonte: a autora.

Figura 9 - Estrutura dos compostos isolados de espécies de Miconia (continua)

R (VID) (V1) (IX)

Fonte: a autora.
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Fonte: a autora.
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Figura 9 - Estrutura dos compostos isolados de espécies de Miconia
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Fonte: a autora.
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Em relagdo aos estudos realizados sobre a M. ibaguensis, o extrato da espécie

apresentou atividade alelopatica (Santos et al., 2017), podendo também ser utilizada na

r

restauragdo ecoldgica, cuja finalidade ¢ iniciar ou acelerar a recuperagdo de um

ecossistema que foi degradado pelas acdes humanas (Sousa et al., 2015). Segundo Souza

Filho e Alves (2002), os flavonoides sdo os maiores responsaveis pelos fendmenos

alelopaticos identificados nas espécies do género Miconia.

Por esse motivo, devido a variedade de atividades biolodgicas apresentadas pelo

género Miconia e pela falta de estudos especificos a espécie Miconia ibaguensis,

motivou-se este trabalho.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Esse trabalho teve como objetivo geral estudar a composicao quimica, bem como

avaliar as atividades antimicrobiana, antioxidante e antidiabética dos extratos ¢ fragdes

das folhas de Miconia ibaguensis.

3.2. Objetivos especificos

Realizar a identificag¢do da planta, coletar e secar o material vegetal;

Obter o extrato hexanico e etandlico por maceragdo das folhas;

Fracionar o extrato etandlico através de extracao liquido-liquido com solventes de
polaridades diferentes;

Avaliar a atividade antifiingica e antibacteriana dos extratos e fracdes pelo método
micro dilui¢do em caldo;

Avaliar atividade antioxidante dos extratos e fracdes pelos métodos DPPH, FRAP
e ORAC;

Avaliar a atividade antidiabética dos extratos e fracdes através da inibi¢do dos
produtos de glicacdao avancada, e dos extratos através da inibi¢do das enzimas o-
amilase e a-glicosidase;

Analisar por CLAE/EM o perfil metabdlico dos extratos e fragdes.
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. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1. Instrumentos e reagentes
4.1.1. Instrumentos

e Banho de aquecimento FISATOM modelo 550;

e Balanca analitica SHIMADZU modelo AUW220D;

e Balanga de luz infravermelha para determinacdo de umidade Quimis modelo Kelt
FD-600;

e Evaporador rotativo IKA modelo RV 10;

e Liofilizador TERRONI modelo LS3000;

e Incubadora B.O.D. Nova Etica modelo 411/FDP 155L;

e Lavadora ultrassonica modelo USC-750 Unique;

e Espectrofotdmetro com leitor de microplaca (Molecular Devices, Menlo Park,
CA, USA);

e Espectrometro de fluorescéncia com leitor de microplaca (Perkin-Elmer LS 55,
Massachusetts, USA);

e Espectrometro (Genesys TM 10 S UV-Vis);

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia Agilent, modelo Infinty 1260, acoplado a
um espectrometro de massas de alta resolugao do tipo Q-TOF (Quadrople Time
of Fligh) da marca Agilent, modelo 6520 B, com fonte de ioniza¢do por

eletrospray (IES).

4.1.2. Reagentes

e Solventes utilizados para extra¢cdes em cromatografias: hexano, etanol, acetato de
etila, n-butanol, diclorometano e metanol das marcas Synth, Vetec, Merck e Neon.
Sendo os solventes hexano, etanol e acetato de etila destilados para obtencao de
maior grau de pureza;

e Anidrido acético, acido sulfurico, acido formico, acido hexacloroplatinico acido
acético das marcas Synth, Merck e Vetec;

e Metanol HPLC da Honeywell e J. T. Baker;

e Reagentes quimicos: nitrato de bismuto (Isofar), iodeto de potassio (Chemicals),
acido hexacloroplatinico (Vetec), cloreto de potéassio (KCl) (Mallinckrodt),
acetato de sodio trihidratado (ECIBRA). Polietilenoglicol 400 (PEG-400), cloreto

de aluminio e sulfato cérico pentahidratado foram da Vetec. Radical 2,2-difenil-
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1-picril-hidrazina DPPH, difenilboriloxietilamina (NP), 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-
triazina (TPTZ), 2,2’-azobis-(2-amidinopropano) di-hidrocloreto (AAPH),
fluoresceina, a-(2-cloro-4-nitrofenil)-p-1,4-galactopiranosilmaltosideo (Gal-G2-
a-CNP), 2-(N-morfolino)-etanossulfonico (MES), cloreto de célcio (CaCl2),
tiocianato de potassio (KSCN), cloreto de sodio (NaCl), cloreto férrico (FeCls),
fosfato dissodico (NaHPO4), fosfato monossodico (NaH2PO4), 4-nitrofenil-a-D-
glicopiranosideo (p-NPQG), fragdo enriquecida de a-glicosidse (f-AG), albumina
bovina (BSA), azida de s6dio e D-(—)-frutose foram da Sigma-Aldrich;

e Padrdes: quercetina, acido ascorbico, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-

carboxilico (TROLOX), acarbose e cloridrato de aminoguanidina da Sigma-

Aldrich.

4.2. Coleta e preparo do material vegetal

A espécie Miconia ibaguensis foi coletada na mata do Campus Gléria-UFU
(Dados de GPS: 18°57°24,60” S 48°12°28,83” W), sendo identificada pela Prof. Dra.
Rosana Romero, e uma exsicata foi depositada no Herbario-UFU com numero
HUFU00063210. O projeto foi registrado no sistema nacional de gestdo do patrimonio
genético e do conhecimento tradicional associado (SisGen) com nimero do cadastro
ASFES856.

ApOs a coleta, as folhas foram transportadas para o laboratorio do Nucleo de
Pesquisa em Produtos Naturais (NuPPeN) no Instituto de Quimica da UFU e colocadas
em uma incubadora com circulagdo de ar a 35 °C para secagem. O teor de umidade das
folhas foi determinado pelo método gravimétrico, através de uma balanca de luz
infravermelha, que consiste em retirar uma amostra de 1,0 g das folhas e deixa-la a
temperatura de 105 °C por 15 minutos. Uma vez verificado, por meio da amostra, que as
folhas atingiram 5,4% de umidade, as folhas foram retiradas da incubadora e, em seguida,
foram trituradas utilizando um multiprocessador.

As folhas secas (144,36 g) foram entdo submetidas ao processo de extragao por
maceracao com hexano (300 mL), onde o material vegetal foi colocado em contato com
solvente por 48 horas a temperatura ambiente. Apds decorrido o tempo, o solvente foi
filtrado e destilado utilizando um evaporador rotatorio a pressdo reduzida e banho a
40 °C. Este procedimento foi realizado cinco vezes, resultando no extrato hexanico (EH).

O material vegetal remanescente foi submetido a extragdo com etanol (300 mL), o mesmo
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procedimento foi repetido cinco vezes, sendo entdo obtido o extrato etandlico (EE). A

Figura 10 ilustra o processo de maceragao realizado para obtencdo dos extratos.

Figura 10 - Processo de maceracdo para obten¢do de EH e EE

Fonte: a autora.

Em seguida, o extrato etanolico (EE) foi submetido a extragdo liquido-liquido,
solubilizando 5 g em 50 mL de metanol:agua (3:2) que foi transferido a um funil de
separagdo. Inicialmente, foi adicionado diclorometano (30 mL) a fragdo metanol:agua, e
o processo de extragao foi realizado cinco vezes até obter a fragao diclorometano (FD).
O mesmo procedimento foi realizado para a obtencao das fragdes acetato de etila (FAE)
e n-butanol (FB), utilizando os respectivos solventes, restando entdo a fragao final aquosa

(FA).

4.3. Prospeccao fitoquimica

Os extratos e fracdes foram, entdo, submetidos a anélise por cromatografia em
camada delgada (CCD) utilizando reveladores para a deteccao das principais classes de
ME presentes nas amostras. Para isso, os extratos e fracdes foram solubilizados em
metanol com concentragio de 3 mg mL™'. Foram utilizados sistemas de fases moveis para
o desenvolvimento das placas cromatograficas. Fase mével 1: hexano: acetato de etila:
acido formico (7:3:0,5 mL) — utilizada para o extrato hexanico, fase mével 2: acetato de
etila: acido acético: acido formico: dgua (10: 1,1: 1,1: 2,6 mL) — utilizada para o extrato
etandlico e fracdes (exceto a aquosa), fase movel 3: metanol (10 mL) — utilizada para

fragdo aquosa. Os reveladores utilizados estdo listados a seguir (Wagner; Bladt, 1996).

4.3.1. Reveladores para flavonoides
NP/PEG: foram preparadas duas solugdes, uma solugio 1% (m v'') de

difenilboriloxietilamina (NP) e uma solu¢do de 5% polietilenoglicol-4000 (PEG4000) em



48

etanol. Posteriormente foram misturados 10 mL de solucao de NP e 8 mL da solucdo de
PEG4000, o revelador foi borrifado sobre a placa e o aparecimento de manchas coloridas
sob a luz ultravioleta indica a presenca de flavonoides.

Cloreto de aluminio: foi preparada uma solucio contendo AICl3 1% (m v'!) em

metanol. A placa CCD foi borrifada com o revelador e observada na camara de luz UV.

4.3.2. Reveladores para alcaloides

Todocloroplatinado: foram preparadas duas solugdes, uma solugdo 5% (m v'') de
4cido hexacloroplatinico em 4gua e uma solugio de 10% (m v'') de iodeto de potassio em
agua. A seguir foi misturado 1,0 mL da solugdo de acido hexacloroplatinico ¢ 9,0 mL da
solugdo de iodeto de potassio, juntamente com 10 mL de 4agua destilada. O revelador ¢é
borrifado sobre a placa e o aparecimento de manchas marrons indica a presenga de
alcaloides.

Dragendorff: foram preparadas duas solug¢des, denominadas A e B. A solugdo A
foi preparada dissolvendo 0,85 g de nitrato de bismuto em 10 mL de acido acético e em
seguida foi adicionado 40 mL de agua destilada sob aquecimento. A solugdo B foi
preparada dissolvendo 8,0 g de iodeto de potassio em 30 mL de agua destilada. As duas
solugdes foram misturadas em propor¢des iguais para o preparo de uma solugdo estoque;
dessa solugdo estoque foi retirado 1,0 mL e adicionado 2,0 mL de acido acético glacial e
10 mL de 4agua destilada. O revelador ¢ borrifado sobre a placa de CCD e o aparecimento

de manchas de cor laranja indica a presenga de alcaloides.

4.3.3. Reveladores para antraquinonas, antronas e cumarinas

KOH: foi preparada uma solugio de hidroxido de potéssio 5% (m v'') em etanol.
O revelador ¢ aplicado sobre a placa de CCD, o aparecimento de manchas vermelhas
indica a presenca de antraquinonas. Ja a presenc¢a de antronas ou cumarinas € evidenciada
com o auxilio de luz UV, onde o aparecimento de manchas amarelas indica a presenca de

antronas e azuis a de cumarinas.

4.3.4. Reveladores universais (Terpenos, esteroides, saponinas, acgucares,
fendis, taninos, flavonoides)

Liberman-Burchard: foram adicionados 5,0 mL de acido sulfurico e 5,0 mL de

anidrido acético em 50 mL de etanol absoluto, a solugdo foi preparada sob banho de gelo.

O revelador ¢ borrifado sobre a placa de CCD e a placa ¢ aquecida por 5 a 10 minutos,
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com temperatura de 100 °C. O aparecimento de manchas coloridas indica a presenca de
compostos das classes citadas.

Sulfato cérico: foi dissolvido 2,1 g de Ce(SO4)2.5H,0 em 15 mL de acido
sulftrico concentrado e depois foram adicionados 800 mL de 4gua destilada (CHAVES,
1997). A solugao ¢ aplicada sobre a placa de CCD e o aparecimento de manchas marrons
indica a presenga de compostos das classes citadas.

Vanilina sulfarica: foram preparadas duas solugdes, uma solugio 1% (m v'') de
vanilina em etanol (solu¢io A) e uma solugdo 5% (v v!) 4cido sulfirico em etanol
(solug¢ao B). A solugdo A ¢ borrifada na placa seguida da solugdo B, a placa ¢ aquecida
por 5 a 10 minutos, com temperatura de 100 °C; o aparecimento de manchas coloridas

indica a presenga de compostos das classes citadas.

4.4. Avaliacio da atividade antifingica
As andlises antifungicas foram realizadas no Laboratério de Ensaios
Antimicrobianos na Universidade Federal de Uberlandia (LEA-UFU), pela doutoranda
Mariana Brentini Santiago, com a colaboracdo do professor Dr. Carlos Henrique Gomes
Martins. A atividade antifungica foi determinada pelo método da microdilui¢ao em caldo,

de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Clsi, 2008).

4.4.1. Microrganismos avaliados

As cepas utilizadas foram provenientes da American Type Culture Collection
(ATCC): Candida glabrata (ATCC 15126), Candida albicans (ATCC 28366), Candida
tropicalis (ATCC 13803).

4.4.2. Preparo das amostras, do indculo e dos controles

Os extratos e fragcdes foram solubilizados em DMSO na concentragao de 192000
ug mL™! (solugdo inicial). Em seguida, as amostras foram diluidas com caldo RPMI e
acido morfolunapropanosulfonido (MOPS) até a concentracdo das amostras no pogo
atingirem 12000 ug mL™".

Para preparo dos indculos, as leveduras foram cultivadas em placas de petri
contendo agar Schaedler por 24 h a 37 °C. Com auxilio de alga platina esterilizada,
colonias de leveduras foram transferidas para tubos com 2,0 mL de NaCl (0,85 %). O

indculo foi preparado usando o espectrofotometro a 530 nm e comparado com a escala
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de McFarland tubo de 0,5 para obter o valor de 6 x 105 UFC mL™!. Em seguida, foram
realizadas dilui¢des em caldo RPMI até que o indculo atingisse 1,2 x 10° UFC mL .
Para controle e validacdo da técnica, foram utilizados o controle positivo
anfotericina B nas concentra¢des de 0,031 — 16 ng mL ! e as cepas de referéncia Candida
parapsilosis (ATCC 25285) (Faixa de CIM = 0,25 — 1 pg mL™") e Candida krusei (ATCC
29741) (Faixa de CIM = 0,25 — 2 pg mL™"). Também foram realizados o controle de
esterilidade do meio de cultura (caldo RPMI), do indculo, dos controles, das amostras ¢

do solvente DMSO (5 a 1%).

4.4.3. Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM)

Os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar e os materiais
utilizados foram esterilizados. Em placas estéreis de 96 pogos, foram adicionados 100 puL
do inodculo, o volume final em cada pogo foi de 200 puL. A concentracdo das amostras nos
pogcos variou de 3000 a 1,46 pg mL .

As microplacas foram incubadas a 37 °C por 48 h em. Apds o periodo de
incubacdo, foram adicionados em cada poco 30 pL de solucdo aquosa de resazurina a

0,02% m v! para determinar a CIM.

4.5. Determinacao da atividade antibacteriana
As andlises antibacterianas foram realizadas no mesmo local da atividade
antifingica com os mesmos colaboradores. A atividade antibacteriana foi determinada
pelo método da microdilui¢do em caldo, de acordo com o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) para os microrganismos aerobios (Clsi, 2012a) e para os

microrganismos anaerdbios (Clsi, 2012b).

4.5.1. Microrganismos avaliados

As cepas utilizadas foram provenientes da American Type Culture Collection
(ATCC). Sendo testados os seguintes microrganismos aerdbios: Streptococcus mutans
(ATCC  25175), Streptococcus  mitis  (ATCC  49456),  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (ATCC 43717) e Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), e os
anaerobios: Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), Fusobacterium nucleatum

(ATCC 25586), Actinomyces naeslundii (ATCC 19039).
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4.5.2. Preparo das amostras, do inoculo e dos controles

Os extratos e fragdes foram solubilizados em DMSO na concentragao de 8000 pg
mL! (solugio estoque). Para os microrganismos aerdbios, em cada poco da microplaca
foram acrescentados 125 uL da solugdo estoque e 1875 uL de caldo triptona de soja
(TSB), resultando no pogo uma solugdo com concentragio 500 pug mL~'. Para os
microrganismos anaerobios, foram adicionados em cada poco 162,5 pL. da solucdo
estoque e 2437,5 uL de caldo Schaedler suplementado, resultando no poco uma solucao
de concentragio 500 pL mL .

Para o preparo dos inoculos, as culturas dos microrganismos aerobios foram
crescidas em meio agar triptona e soja enriquecido com 5% de sangue de carneiro durante
24h e transferidas para uma solu¢do salina. Para microrganismos anaerobios, foram
crescidas em agar Schaedler por 72 h. Os ino6culos foram ajustados a 530 nm em
espectrofotometro comparando com a escala de Mc Farland tubo de 0,5 para obter uma
concentragdo celular de 1,5 x 10® unidades formadoras de colonias (UFC mL™). Em
seguida foram realizadas dilui¢des em caldo RPMI até que o indculo atingisse 1,2 x 103
UFC mL™.

Para controle e validacdo da técnica, foram utilizados o controle positivo
metronidazol nas concentragdes de 0,0115 a 5,9 ug mL™! e as cepas de referéncia
Bacteroides fragilis (ATCC 25285) (Faixa de CIM = 0,25 — 2 pg mL™') e Bacteroides
thetaiotaomicron (ATCC 29741) (Faixa de CIM = 0,5 — 4 ug mL™"). Também foram
realizados o controle de esterilidade dos caldos TSB e Schaedler, do inéculo, dos

controles, das amostras e do solvente DMSO (5 a 1%)).

4.5.3. Determinacgdo da concentragdo inibitoria minima (CIM)

Os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar e os materiais
utilizados foram esterilizados. Em placas estéreis de 96 pocos, foram adicionados o
in6culo, o caldo triptoma de soja para bactérias aerdbias e caldo Schaedler para bactérias
anaerobias e as solugdes das amostras. O volume final em cada pogo foi de 100 pL e 200
pL para os microrganismos aerobios € anaerobios, respectivamente. A concentragdo das
amostras nos pocos variou de 400 a 0,195 pg mL ™.

As placas com as bactérias aerdbias foram seladas com parafilme e incubadas a
36 °C por 24h em microaerofilia. As placas com bactérias anaerdbias foram incubadas

por 48 a 72h em camara de anaerobiose a 36 °C. Apds o periodo de incubagdo, foram
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adicionados em cada pogo 30 uL de solugio aquosa de resazurina a 0,01% m v! para

determinagao da CIM.

4.6. Atividade antidiabética
As andlises de inibicdo da enzima a-amilase e a-glicosidase foram realizadas
apenas com os extratos, no LaBiBi-UFU, com auxilio dos alunos: Me. Vinicius Prado
Bittar, M.a. Ana Luiza Silva Borges e o pos-doutorando Dr. Allisson Benatti Justino e

supervisao do prof. Dr. Foued Salmen Espindola.

4.6.1. Inibicdo da enzima a-amilase

Os extratos foram avaliados em relagdo a capacidade de inibir a atividade da a-
amilase pelo método cinético modificado, utilizando o substrato a-(2-cloro-4-nitrofenil)-
[-1,4-galactopiranosilmaltosideo (Gal-G2-a-CNP) e uma fracdo de saliva enriquecida da
enzima a-amilase (f-As) (Santos et al., 2012; Gouveia et al., 2013).

A enzima f-As foi preparada a partir de saliva humana coletada pelo método de
cuspe, e armazenada a -20 °C por 48 h (parecer do comité de ética n.° 407.597). Em
seguida a saliva foi descongelada e centrifugada a 12000 xg por 1 min a 20 °C. O
sobrenadante foi fracionado por coluna de troca i6nica em uma coluna de Q-Sepharose
utilizando como fase mével um tampdo contendo 50 mmol L' de Tris-HCI (pH 8,0), 10
mmol L' de EDTA e 10 mmol L' de EGTA. O volume de exclusdo da coluna de Q-
Sepharose foi dialisado em tampao de bicarbonato de aménio (50 mmol L™!, pH 7,0),
liofilizado e solubilizado em 50 mmol L' de tampdo 4cido 2-(N-morfolino)-
etanossulfonico (MES) contendo 5 mmol L' de cloreto de calcio 140 mmol L' de
tiocianato de potassio e 300 mmol L™! de cloreto de sédio (pH 6,0).

As amostras dos extratos, em concentracdo de 10 mg mL!, foram solubilizadas
em etanol. Foi retirada uma aliquota de 5 pLL de solucdo para incubagao juntamente com
45 pL da f-As em periodo de 30 mim a 37 °C. A reagao foi iniciada pela adigdao de 8 pul
das amostras com a saliva, acrescido de 300 pL do substrato GAL-G2-aCNP em
concentragio de 12 mmol L.

Os valores de absorbancias foram medidos utilizando o espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 407 nm, durante 3 mim, com intervalo de 1 min a 37 °C. O
controle foi realizado substituindo os extratos e fragdes por tampao MES. Para controle

positivo foi utilizada a acarbose.
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Todos os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado foi apresentado

como porcentagem de inibicdo da o-amilase, calculado através da Equagdo 1. As

Equagdes 2 e 3 determinam a atividade enzimdtica em U mL™! e %, respectivamente, e

foram utilizadas no célculo da inibi¢cao (Equagao 1).

Inibicdo da a — amilase (%) = 100 — (Atividade da @ — amilase em %) (Equacaol)

Onde:

AAbs
— . Vf.Fd N
Atividade da a — amilase — = T~ (Equagao2)
ml &E.Vs. I
A
Atividade da a — amilase (%) = —22272 100 (Equagao3)
controle

AAbs _ Abs3—-Abs1
min 2

ou seja, a variacao de absorbancia por minuto ¢ dada pela
diferenca da absorbancia medida em 3 minutos pela absorbancia em 1
minuto;

Vs € 0 volume total da reacdo (308 uL);

Vs é o volume de amostra (extratos e enzima a-amilase, 8 pL);

Fd ¢ o fator de diluigdo da saliva (50);

¢ ¢é o coeficiente de absortividade do Gal-G2-a-CNP;

I ¢ o comprimento do percurso da luz (0,97);

Agmostra € @ atividade da a-amilase na presenca dos extratos;

Acontrote € @ atividade da a-amilase;

O valor de ICso, que ¢ a concentragdo de amostra necessaria para inibir 50%

atividade enzimatica, foi calculado apenas para as amostras que apresentaram inibi¢ao

maior que 70%, utilizando o extrato, na concentragiio de 10 mg mL™!. A determinagio da

ICso foi realizada por andlise de regressdo ndo-linear através do software GraphPad

PRISM versdo 6 a partir dos resultados de percentual de inibi¢ao obtidos.

4.6.2. Inibicdo da enzima a-glicosidase

A capacidade de inibicdo a-glicosidase dos extratos foi analisada utilizando o

método modificado com o substrato 4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (p-NPG) e uma

fragdo enriquecida da enzima a-glicosidase (f-AG) (Sigma Aldrich I-1630) (Toma et al.,

2014).

Para o preparo da f-AG, 0,1g de pd cetonico de intestino de rato foi

homogeneizado em 3 mL de tampao fosfato de potéassio (0,1 M; pH 6,8). O
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homogeneizado foi centrifugado a 12000 xg por 30 min e o sobrenadante (f-AG) foi
utilizado no ensaio. As amostras dos extratos na concentragdo de 10 mg mL™' foram
solubilizadas em etanol e 15 pL foram incubadas com 30 pL de glutationa reduzida (GSH)
(1,5 mM) e 75 puL de f-AG durante 20 mim a 37 °C. A reagao foi iniciada pela adi¢ao de
50 puL da mistura com 220 pL do substrato p-NPG (4 mmol L) em tampao fosfato de
potassio (0,1 M; pH 6,8) e os valores de absorbancias foram medidos a 405 nm, durante

30 mim, com intervalo de 5 mim, a 37 °C.

O controle foi realizado substituindo os extratos por tampao fosfato de potassio.
A acarbose foi utilizada como controle positivo. Todos os ensaios foram realizados em
duplicata, o resultado ¢ dado em porcentagem de inibicdo da a-glicosidase, calculado
através da Equacao 4.

ASCeontrole = ASCamostra
AS Ccontrole

Inibicdo da a — glicosidase = ( )xlOO (Equagdo 4)

Onde:

o ASC.ontrote € area sob a curva na auséncia dos extratos;

®  ASCumostra € area sob a curva na presenca dos extratos.

4.6.3. Inibicdo dos produtos de glicacdo avancada

A capacidade de inibi¢cdo dos produtos de glicagdo avancada das amostras foi feita
avaliando a capacidade dos extratos e fragdes em inibir a glicagdo da frutose com a
albumina sérica bovina (BSA). O procedimento, adaptado segundo a metodologia de Sri
Harsha e Scarafoni (2014) e Justino et al., (2018), foi realizado através da precipitagcdo da
proteina.

A proteina, albumina sérica bovina (BSA), na concentracdo de 100 mg mL ™!, foi
diluida em tampao fosfato de sodio, concentragao 200 mmol L pH 7.4, contendo 0,02%
de azida de sodio como conservante. Como agente glicante foi utilizada a frutose, onde
1250 mM de frutose foram solubilizados em tampao fosfato de s6dio. Como controle
positivo foi utilizada a aminoguanidina, concentracdo de 100 mM, e a quercetina, na
concentragio de 1 mg mL ™.

Os tubos foram preparados adicionando 200 pLL da BSA, 400 pL de frutose, 200 puL
dos extratos, fracdes ou controles positivos e por fim, 1200 pL do tampao fosfato. Para a

amostra branco foi preparado em tubo contendo apenas tampao e o controle foi preparado
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adicionando 200 uL. de BSA e 400 uL do agente glicante e 1400 uL. do tampao fosfato.
Em seguida a mistura foi incubada a 37 °C, as leituras foram realizadas apds 3 e 7 dias de
incubagdo. Para cada leitura, foram retiradas uma aliquota de 500 pL de cada amostra
separada em outro tubo e adicionado 500 uL de 4cido tricloroacético 20% (m v'). Em
seguida foram centrifugados a 10000 xg por 10 mim, o sobrenadante foi descartado ¢ o
pellet foi ressuspendido em 600 pL de tampao fosfato. Posteriormente foram pipetados
200 pL de cada amostra em duplicata nas placas de 96 pogos para realizar a leitura.

A fluorescéncia especifica da BSA quando se liga a frutose foi mensurada em
350ex/420em nm. A porcentagem de inibicao dos AGEs foi calculada através da Equagao
5.

Inibi¢d0,655(%) = 100 [IF T amo2) x100 (Equagdo 5)
NioiCa0 ges\70) = IF controle * o

Onde:

e IF controle é a intensidade de fluorescéncia na auséncia de extratos,
fragdes e padroes.

e [Famostras a intensidade de fluorescéncia na presenca dos extratos e
fragdes ou controle positivo.

Utilizando o mesmo experimento, foram realizadas outras leituras referentes ao
processo de glicoxidacdo da proteina conforme descrito por Pawlukianiec et al. (2020).
Dessa forma, os biomarcadores de produtos de glicoxidagdo: N-formil-quinurenina e
quinurenina foram detectados medindo a intensidade da fluorescéncia das amostras em
325ex/434em, 365ex/480em, respectivamente. O percentual de inibicdo da glicoxidagdo foi

calculado pela Equagao 5.

4.7. Determinacio da atividade antioxidante
As analises antioxidantes foram realizadas no Laboratorio de Bioquimica e
Biologia Molecular na Universidade Federal de Uberlandia (LaBiBi-UFU), auxiliadas
pelos alunos: Me. Vinicius Prado Bittar, M.a. Ana Luiza Silva Borges e o p6s-doutorando
Dr. Allisson Benatti Justino, com a colaboragdo do professor Dr. Foued Salmen
Espindola.
A determinacdo da atividade antioxidante dos extratos e fracdes foi avaliada por

trés métodos diferentes, sendo eles o método do sequestro do DPPH, o segundo método
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foi da capacidade de redugao do ferro (FRAP) e o terceiro ¢ o método do sequestro do

radical de oxigénio ORAC

4.7.1. Método do sequestro do DPPH

O método de sequestro do DPPH consiste na eliminagdo de radicais livres 2,2-
difenil-1-picril-hidrazina (DPPH), e se deu de acordo com a procedimento de Justino et
al. (2020). Onde os extratos hexanico e etanolico, em concentragio de 10 mg mL™!, e as
fracdes, em concentragdo de 1 mg mL™!, foram solubilizados em etanol. Da amostra
preparada foi retirado uma aliquota de 75 pL dos extratos e fracdes e incubados em
microplacas de 96 pogos, adicionados 225 puL. de solugdo metanolica do DPPH de
concentragdo 0,06 mmol L' a 30° C, no abrigo de luz, por periodo de 30 min.

A redugdo da absorbancia da mistura ¢ medida utilizando o espectrofotometro em
comprimento de onda de 517 nm. O controle foi realizado substituindo os extratos e
fragdes por etanol e a amostra branca foi realizado substituindo a solu¢do do DPPH por
metanol. Como controle positivo foram utilizados quercetina e 4cido ascorbico. O célculo
da porcentagem de atividade antioxidante que corresponde a porcentagem dos radicais
DPPH eliminados, foi realizado de acordo com a Equacdo 6, onde Abs refere-se a
absorbancia.

Abscontrole - (Absamostra - Absbranco)
Abscontole

Atividade antioxidante = ( )xlOO (Equagao 6)

O ensaio foi realizado em duplicata, para as amostras que apresentaram percentual
de inibi¢do maior que 70% foram realizadas as diluigdes com diferentes concentracdes
dos extratos e fragdes para calcular a concentragao inibitdria necessaria para sequestrar
50% do DPPH, do inglés “Inhibitory Concentration” (IC50). O calculo foi realizado por
analise de regressdo ndo-linear através do software GraphPad PRISM versdo 6 a partir

dos resultados de percentual de inibi¢do obtidos.

4.7.2. Método da capacidade de redugdo do ferro FRAP

Ja o método da capacidade de reducao do ferro, do inglés “Ferric Reducing
Antioxidant Power” (FRAP), avalia o potencial antioxidante dos extratos e partigdes por
meio da capacidade antioxidante de reducao férrica.

As amostras foram solubilizadas em etanol, sendo o extrato hexanico na

concentracio de 10 mg mL™!, o extrato etandlico, as fracdes e os controles na



57

concentragio de 1 mg mL!. Foi retirada entdo uma aliquota de 10 uL que foram aplicados
nos pocos juntamente com 250 pL. do reagente FRAP, que contém tampao acetato de
s6dio (0,3 mol L!; pH 3,6), solugdo 4cida de TPTZ, na concentragio de 10 mmol L™,
solugdio aquosa de cloreto férrico, na concentragio de 20 mmol L', na proporcio de
10:1:1, respectivamente. A essa mistura foi adicionado 25 pL. de tampao acetato de so6dio
(0,3 mol L"), e a placa foi incubada durante 6 min a 37 °C. Os valores de absorbancias
foram medidos em espectrofotometro a 593 nm e a capacidade antioxidante foi
determinada por meio de uma curva analitica construida com acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) em diferentes concentragdes 20 — 1000 uM.
As andlises foram feitas em duplicata, o acido ascérbico e a quercetina foram
usados como controles e os resultados foram expressos como pmol equivalente de Trolox

por grama de amostra (Wmol Egolox/amostra)-

4.7.3. Método do sequestro do radical de oxigénio ORAC

Por fim, o método da capacidade de absor¢do de radicais de oxigénio (ORAC), do
inglés Oxygen radical absorbance capacity, se baseia na inibi¢do da oxidagao induzida
pelo radical peroxil, iniciada pela decomposi¢do térmica do composto 2,2’-azobis-(2-
amidinopropano) di-hidrocloreto (AAPH). O ensaio foi realizado segundo a metodologia
de Prior ef al. (2003), modificado conforme descrito por Justino (2020). A fluoresceina ¢
usada como sonda fluorescente, e a perda da fluorescéncia foi avaliada ao longo do tempo,
na auséncia e presenga de compostos antioxidantes.

Os extratos, na concentracdo de 100 pg mL™!, e fracdes, na concentracio de 30 pg
mL~!, foram solubilizados em etanol. Todos os reagentes utilizados no ensaio foram
preparados em tampdo fosfato (75 mmol L™, pH 7,0). Inicialmente, 25 uL dos extratos e
parti¢des foram adicionados a 150 pL de fluoresceina (8,5 x 10-5 mmol L™!) e incubados
a temperatura ambiente por 15 mim. Em seguida foram adicionados 30 pL. da solugdo de
AAPH (153 mmol L") para iniciar a reagdo. A intensidade da fluorescéncia foi medida a
37 °C em um espectrofluorimetro, com excitacdo (ex) a 485 nm e emissdo (em) a 528 nm
e foi verificada a cada 1:30 s durante 90 mim.

A perda da fluorescéncia foi medida calculando a area sobre a curva de
decaimento da fluorescéncia da amostra pelo tempo, comparada com uma amostra sem
antioxidante. A capacidade antioxidante foi determinada a partir da curva analitica
construida com diferentes concentragdes do de Trolox em diferentes concentragoes 7,81

— 250 pM. O branco foi realizado substituindo os extratos e parti¢des por tampao fosfato.
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A quercetina e o acido ascorbico foram utilizados como controles positivos. Todas as
analises foram realizadas em duplicata e os resultados foram expressos em pmol

equivalente de Trolox por grama de amostra (Wmol Etrolox/gamostra)-

4.8. Analise estatistica
Os ensaios antioxidante e enzimaticos foram realizados em duplicata e os dados
foram expressos como média + desvio padrdo. A diferenga entre os dados obtidos, foi
avaliada pelo método da Anélise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de comparacao
multipla de Bonferroni. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad

Prism versao 6.0. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

4.9. Analise por Espectrometria de Massas

Os resultados promissores das analises bioldgicas do EE e das fragdes FD, FAE e
FB neste estudo, juntamente com a auséncia de trabalhos na literatura que identifiquem
0s compostos quimicos presentes nos extratos desta espécie, motivaram a realizagao de
uma andlise de espectrometria de massas (EM) no extrato e nas fragdes. O objetivo foi
explorar e anotar a composi¢ao quimica das folhas.

As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia hifenado ao espectrometro
de massas (CLAE-ESI-EM/EM), foram realizadas no Laboratorio de Nanobiotecnologia
do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia (IBTEC-UFU). As
amostras foram solubilizadas em metanol HPLC (5 mg mL™") e filtradas em filtros de
seringa com membrana de politetrafluoetileno (PTFE) 0,45 um e injetadas no
cromatografo liquido (marca Agilent modelo Infinity 1260) acoplado a um espectrometro
de massas de alta resolugao tipo Q-TOF da marca Agilent modelo 6520 B, com fonte de
ionizagdo por electrospray (IES), utilizando coluna Agilent modelo Zorbax C18 (100,0 x
3,0 mm, 2,7 um). Os parametros cromatograficos para analise dos extratos e fracdes
foram: fase movel (A) composta por agua acidificada com 4cido férmico (0,1 %o vv ') e
fase movel (B) metanol com o gradiente iniciando em 10% de B (0 min), 98% de B (0 —
15 min); 100% de B (15 — 17 min), volume de inje¢do foi 0,4 mL min~'. Os parimetros
de ionizacdo foram: pressio do nebulizador de 58 psi, géas secante a 8 L min! a uma
temperatura de 220 °C e no capilar foi aplicado uma energia de 4,5 kVA.

Foram entdo obtidos espectros em alta resolugdo no modo negativo e os espectros
de massas sequencial (EM/EM) em diferentes energias de colisdo. Com os valores de m/z

(razdo massa carga) obtidas nos espectros e seus respectivos espectros de fragmentacao,
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foi possivel propor a estrutura para alguns compostos presentes no extrato e nas fracdes.
As possiveis estruturas foram propostas comparando os valores de m/z obtidos em alta
resolugdo e os espectros de fragmentacdo com trabalhos encontrados na literatura, em
bibliotecas online como o Metlin e bancos de dados (Chemspider, Pubchem e Massbank).
Além disso, também foi levado em consideracao a equivaléncia de insaturacdes, regra do
nitrogénio e o erro em ppm do m/z em alta resolucao (Equagdo 7), com valores de erro
aceitos entre 0 a £ 5 ppm. Para o célculo do erro, a massa teorica considerada foi baseada

nos valores obtidos pelo software ChemDraw®.

(Equacgao 7)

massa experimental — massa exata 6
Eppm = x 10

massa exata
5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Obtencao dos extratos e fragoes por extracio liquido-liquido

A preparagdo dos extratos ¢ de suma importancia para a realizagdo do estudo da
quimica de produtos naturais, devido a variabilidade de compostos quimicos presentes na
planta. Para isso, no presente trabalho, foi utilizada a técnica de maceracao. Inicialmente,
o solvente hexano foi utilizado para a extracdo de substancias com carater apolar, como
clorofilas, resultando no extrato hexanico (EH). Em seguida, o etanol foi utilizado devido
a sua capacidade de extra¢do de diferentes metabolitos, resultando no extrato etandlico
(EE) (Medeiros, Kanis, 2010). A Tabela 7 mostra a porcentagem (%) de extracdo dos

extratos preparados.

Tabela 7 — Porcentagem de extracdo dos extratos das folhas da Miconia ibaguensis

Massa das Massa do
Extrato (%) de extragao
folhas secas (g) extrato obtido (g)
Hexanico 1,42 0,98
144,36
Etanolico 6,83 4,73

Fonte: a autora.

Estudos tém demonstrado que a eficiéncia da extragdo de metabolitos de plantas é
influenciada pela polaridade dos solventes empregados. Solventes de menor polaridade,
como o diclorometano, tendem a extrair compostos lipofilicos, como alcaloides e

terpenos, enquanto solventes de maior polaridade, como o etanol e o acetato de etila, tém
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maior afinidade com compostos mais hidrofilicos, como flavonoides e compostos
fenolicos (Justino et al. 2021).

Diante disso, ap0s a preparagao dos extratos, foi realizado o fracionamento do EE
por meio da extragdo liquido-liquido. Nesta etapa, foram utilizados solventes de
diferentes polaridades, visto que a eficiéncia na extragdo de ME de plantas depende
principalmente da solubilidade destes nos solventes empregados (Gnoatto et al., 2007;
Simdes et al., 2003, Nawaz et al., 2020). A porcentagem de extragdo das fracdes obtidas

a partir de 5,0 g do EE que passaram por filtragem estdo na Tabela 8.

Tabela 8 - Porcentagem de extracao das fragdes obtidas por extragao liquido-liquido

Fracao Massa obtida na Fracio (g) (%) de extraciao
Diclorometano (FD) 1,33 26,6
Acetato de etila (FAE) 0,56 11,2
n-Butanol (FB) 1,38 27,7
Agua (FA) 0,14 2,8
Total 3,41 68,2
Material particulado no filtro 1,59 31,8

Fonte: a autora.

A fragdao FB foi a que apresentou maior rendimento, sugerindo que a planta pode
conter uma grande quantidade de metabdlitos de carater polar. Esses compostos podem
incluir flavonoides, glicosideos e outros compostos fendlicos.

No entanto, podemos perceber que a FD também apresentou um rendimento
significativo, sugerindo a presenca de compostos de menor polaridade que foram
extraidos com este primeiro solvente. Esses compostos podem incluir triterpenos,

esteroides e outros metabolitos que possuem caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas.

5.2. Prospeccao fitoquimica
A andlise fitoquimica permite a identificagdo das possiveis classes de metabolitos
nos extratos e fragdes, facilitando as andlises posteriores, especialmente aquelas
relacionadas a separagdo cromatografica de metabolitos. Os resultados detalhados dessa

analise estdo disponibilizados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Prospecgao fitoquimica dos extratos e fracdes de Miconia ibaguensis

Antraquinonas, Terpenos, esteroides,
Flavonoides Alcaloides antronas, saponinas, acucares, fenois,
Amostra cumarinas taninos, flavonoides
NP/ Iodocloro- Dragen- Liebermann Sulfato Vanilina
Cls KOH
PEG platinado dorff Buchard  Cérico Sulftirica
EH + + - - - + i T
EE + + - - - + + +
FD - - - - - + + +
FAE + + - - - + + ;
FB + + - - - + . +
FA + + - - - + + -

Nota: (-) ndo identificado, (+) identificado. EH: extrato hexanico; EE: extrato etandlico; FD:
fragdo diclorometano; FAE: fragdo acetato de etila; FB: fracao butanol; FA: fragdo aquosa.

Fonte: a autora.

Conforme mostrado na Tabela 9, nenhum extrato ou fragdo indicou a presenca de
alcaloides para os reveladores lodocloroplatinado e Dragendorff.

Por outro lado, os extratos e fragdes apresentaram forte intensidade quando
revelados com NP/PEG e cloreto de aluminio, podendo indicar a presenca de flavonoides
nas amostras. As manchas observadas tiveram variadas coloracao, incluido tons de azul
e laranja, sugerindo a presenca de mais de uma classe de flavonoides. Apenas a FD nao
apresentou resultados para este indicador, o que pode ser justificada pela caracteristica de
menor polaridade do solvente, que ndo condiz com a presenca de flavonoides. Os demais
extratos e fragdes foram revelados ao serem expostas na camara de UV em 365 nm.

Também foi verificado o positivo na avaliagdo com reveladores universais
Liebermann-Buchard, sulfato cérico e vanilina sulfurica, podendo haver algum
metabolito da classe dos terpenos, esteroides, saponinas, aglicares, fendis, taninos ou
flavonoides nas amostras. A vanilina sulfurica levou a formacao de manchas azuladas
para os extratos EH, EE e para as fragdes FD e FB ocorreram manchas rosas e azuladas.
J& para o revelador Liebermann-Burchard foram verificadas manchas marrons na CCD
para todos os extratos de fragdes, e com sulfato cérico foram percebidas manchas

amareladas.
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5.3. Atividade antifingica

Os resultados das analises dos extratos e fracdes foram expressos pelo valor de
Concentragao Inibitéria Minima (CIM), que corresponde a menor concentracdo de
amostra necessaria para inibir o crescimento microbiano.

No método que expressa o valor de CIM ¢ utilizada a resazurina como agente
revelador para facilitar a leitura da viabilidade dos microrganismos (Castilho et al., 2015).
A resazurina ¢ um corante redox que apresenta mudanca de coloracdo na presenca de
atividade metabolica celular. Como pode ser observado na Figura 11, a resazurina, na
forma oxidada, ndo ¢ fluorescente e apresenta coloracao azul, quando ¢ reduzida para
resorufina, a forma fluorescente, apresenta coloragdo rosa (Fai; Grant, 2009, Vega ef al.,

2012, Elshikh et al., 2016).

Figura 11 - Reag¢do de reducdo da resazurina

0
[\Ij\ Reducdo por atividade /@i'\‘\:@
+ -

H O/©: :@O HO (o) 0)

0 metabolica celular

Resazurina Resorufina

Fonte: adaptado de Van Rensburg et al., 2021.

Foram realizados testes dos extratos e fragcdes contra espécies de Candida spp., que
representam a segunda maior causa de infec¢des fungicas globalmente (Gaffi, 2023,
Brown ef al., 2012). Os resultados de CIM para os extratos, fracdes e a anfotericina B

(utilizada como controle positivo) estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores de CIM dos extratos e fracdes de M. ibaguensis para Candida spp.

CIM pg mL!
Amostras Candida albicans Candida tropicalis Candida glabrata
ATCC 28366 ATCC 13803 ATCC 15126

EH >3000 >3000 >3000

EE 5,86 23,44 1,46

FD 7,81 15,62 1,95
FAE 1,95 3,90 1,95

FB 7,81 15,62 0,97

FA 7,81 31,25 0,97

Nota: controle para leveduras Anfotericina B: Candida krusei ATCC 6258 — CIM: 1 ug mL'%;
Candida parapsilosis ATCC 22019 — CIM: 0,5 ng mL™. Fonte: a autora.
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E possivel observar que a FAE apresentou os melhores resultados de CIM, sendo a
espécie C. glabrata a menos resistente. Segundo Kuete (2010), a atividade dos extratos
de vegetais pode ser considerada significativa quando o valor da CIM ¢ inferior a
100 pg mL™'; moderada quando a CIM esta entre 100 e 625 ugmL; e fraca quando CIM
é superior a 625 pgmL™!. Sendo assim, pode-se considerar que o EE e as fragdes
apresentaram resultados significativos contra as trés espécies analisadas, enquanto o EH
apresentou atividade fraca para todas as espécies testadas.

Algumas espécies de Miconia ja foram avaliadas contra diferentes tipos de
Candida. Como exemplo, podemos citar a M. albicans cujo extrato etanolico apresentou
atividade antifungica contra C. albicans. A atividade antimicrobiana do extrato foi
determinada pelo método de difusdo em pogos em placas com dupla camada de agar
(Celotto et al., 2003).

Ja no estudo de Tracana ef al. (2010), foi avaliada a atividade antimicrobiana do
extrato de acetato de etila das folhas de M. ioneura, assim como da flavona denominada
sideroxilin (4H-1-benzopiran-4-ona-5-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-7-methoxi-6,8-dimetil)
isolada desse extrato (Figura 12). Ambos foram testados em relacdo a atividade
antifungica contra diversas cepas de Candida, e a atividade mais potente do extrato e da
flavona foi observada contra C. krusei, com uma CIM de 0,031 pg mL"!, seguida por C.
guillermondii, com CIM de 0,201 pg mL!, e C. albicans, com CIM de 0,245 pg mL!. Os
autores destacam que a flavona ¢ a principal responsavel pela atividade bioldgica
apresentada pelo extrato de acetato de etila, pois a atividade antifungica observada pelos

dois é muito semelhante.

Figura 12 - Flavona isolada do extrato de acetato de etila da M. ioneura

Sideroxilin

Fonte: a autora.

A espécie M. ibaguensis foi avaliada pela primeira vez e apresentou um potencial

antifingico relevante. Sendo essa uma espécie promissora de compostos anti-Candida.
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5.4. Atividade antibacteriana
Assim como ja mencionado para os fungos, a necessidade de obter novas formas de
tratar infecdes por bactérias ¢ de suma importancia no panorama de saude global. Os

extratos e fragdes foram testadas para as espécies de bactérias descritas na Tabela 11.

Tabela 11 - Valores de CIM dos extratos e fracdes de M. ibaguensis para bactérias

Bactérias aerobias Amostras

(CIM pg mLY) EH EE FD FAE FB FA Clorexidina

Streptococcus mutans
400 200 >400 >400 >400 >400 0,230
ATCC 25175
Streptococcus mitis
>400 >400 >400 >400 >400 >400 0,230
ATCC 49456
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ~ >400 >400 >400 >400 >400 >400 0,922
ATCC 43717
Streptococcus sanguinis

200 100 25 25 25 50 0,461
ATCC 10556

Bactérias anaerobias

(CIM pg mL)

Porphyromonas gingivalis

ATCC 33277

100 100 200 400 >400 >400 -

Fusobacterium nucleatum

ATCC 25586

400 400 200 25 50 200 -

Actinomyces naeslundii

ATCC 19039

400 400 400 >400 >400 >400 -

Nota: controle para bactérias anaerdbias Metronidazol: Bacteroides fragilis ATCC 25285 — CIM:
1,475 pg mL"Y; Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29741 — CIM: 1,475 pg mL™.
Fonte: a autora.

Novamente, levando em consideracdo a faixa de valores considerada como
atividade significante, moderada ou fraca, de acordo com a metodologia de Kuete (2010),
podemos observar que as espécies menos resistentes as fragdes das folhas de M.
ibaguensis sdao S. sanguinis e F. nucleatum. Foi observado que o EH e o EE nao
apresentaram resultados significativos quanto a atividade antibacteriana. No entanto, apds

a extragdo liquido-liquido realizada para obtengdo das fracdes, os compostos com
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possivel potencial antibacteriano foram concentrados, sendo as fragdes FAE e FB, as que
apresentaram resultados mais significantes.

Em estudos conduzidos a fim de avaliar o potencial antibacteriano de algumas
espécies do género Miconia. Foi observado que acidos triterpénicos isolados das espécies
M. fallax, M. albicans, M. stenostachya ¢ M. sellowiana, juntamente com uma mistura
desses triterpenos, foram avaliados contra bactérias do género Streptococcus que sao
potencialmente responsaveis pela formagdo de carie dentaria em humanos. Todos os
acidos triterpenos analisados, incluindo o 4acido ursélico, oleanolico, gipsogénico e
sumaresinoélico, apresentaram atividade contra todas as bactérias testadas, sendo que os
acidos ursolico e oleandlico apresentaram o efeito antibacteriano mais intenso, com
valores de CIM variando de 30 pg mL ! a 80 pg mL !, revelando-se agentes antiplaca e
anticarie promissores (Cunha et al., 2007). A Figura 13 apresenta as estruturas quimicas
dos acidos triterpénicos e derivados semissintéticos A, B e C avaliados quanto a atividade

antibacteriana.

Figura 13 - Estruturas quimicas dos &cidos triterpénicos e derivados semissintéticos
avaliadas quanto a atividade antibacteriana

HO” >~
R4 R,
R,=H; R,=H (Acido ursélico)
R;=COCHj;; R,=H (Derivado A)
R;=H; R,=CH; (Derivado B)
R;=H; R,=K (Derivado C)

R,=H; R,=H (Acido oleanélico)
R,=CH;; R,=OH (Acido sumaresinélico)
R,=COOH; R,=H (Acido gipsogénico)

/// '///
Acido maslinico Acido 2a-hidroxiursoélico

Fonte: adaptado de Cunha et al. (2007).
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Assim como no trabalho de Shahzad et al. (2015), diversos compostos fenolicos
foram avaliados contra a bactéria Aggregatibacter actinomycetemcomitans, causadora de
periodontite, apresentando valores de CIM entre 2,4 ¢ > 2500 ug mL™'. Em relagdo a
estrutura-atividade, foi constatado o aumento da atividade antimicrobiana com o aumento
do numero de grupos OH ligado ao anel aromatico, € a posicdo desse grupo também
refletiu nos valores de CIM (Figura 14). Outro fator de relevancia ¢ a auséncia de agucares
ligados a moléculas, onde foi verificado que a quercetina, sem grupo glicosideo,
apresentou CIM inferior (31,25 pg mL ") a molécula de isoquercetina (325 ug mL™") que

possui 0 aglicar em sua estrutura.

Figura 14 - Estruturas de compostos fendlicos e valores de CIM

COOH COOH COOH
OH HO OH
OH OH OH
Acido 4-Hidroxibenzoico Acido 3,4-Diidroxibenzoico Acido 3,4,5-Triidroxibenzoico
(Acido protocatecuico) (Acido galico)
CIM = 625(ug mL") CIM = 312,5(ug mL™") CIM = 9,6(ug mL")

OH
Quercetina 3-O-glicosideo Quercetina 3-O-rutinosideo Quercetina
(Isoquercetin) (Rutina)
CIM = 325(pg mL") CIM =250(pg mL") CIM =31,25(ug mL")

Fonte: adaptado de Shahzad et al. (2015).

Considerando os resultados obtidos nas avaliacdes da atividade antifiingica e
antibacteriana dos extratos e fragdes de Miconia ibaguensis, evidencia-se um potencial
promissor dessa planta como fonte de compostos antimicrobianos. Os testes realizados

contra espécies de Candida spp. e bactérias indicaram que as fracdes FAE e FB
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apresentaram resultados significativos, sugerindo a presen¢a de compostos com potencial
antibacteriano.

Esses resultados estdo alinhados com estudos anteriores que investigaram outras
espécies do género Miconia ¢ destacaram suas propriedades antimicrobianas. Por
exemplo, em estudos com M. albicans, M. ioneura e outros compostos fenolicos,
observou-se atividade antifingica contra diversas cepas de Candida, evidenciando o
potencial antimicrobiano dessa planta.

Os resultados também estdo em concordancia com a necessidade global de buscar
novas formas de tratamento para infec¢des flngicas e bacterianas, especialmente diante
do desafio crescente da resisténcia antimicrobiana. A resisténcia a medicamentos
convencionais torna essencial explorar fontes naturais, como plantas medicinais, em
busca de compostos alternativos e inovadores.

Portanto, os resultados sugerem que as espécies do género Miconia, bem como a
espécie M. ibaguensis, podem conter compostos bioativos com potencial antimicrobiano,
0 que motiva a continuidade das investigagdes para identificacdo e caracterizacdo desses
compostos. Essa abordagem pode contribuir ndo apenas para o desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos, mas também para a valorizacao da biodiversidade e conservagao

dessas espécies vegetais.

5.5. Atividade antidiabética
5.5.1. Inibicao da enzima a-amilase e a-glicosidase
No ensaio de inibi¢ao da a-amilase foi utilizado como substrato o oligossacarideo
Gal-G2-a-CNP de coloragdo branca que ¢ hidrolisado em 2-cloro-4-nitrofenol (CNP) de
coloracdo amarela e galactopiranosilmaltosideo (Gal-G2) (Figura 15). Assim, € possivel
verificar a inibi¢do da enzima na auséncia da liberagdo desse composto colorido através

da medida da absorbancia.

Figura 15 - Reagdo do substrato Gal-G2-a-CNP catalisada pela enzima o-amilase

OGal-G,-a-CNP OH

a-amilase
+ Hy0 — > GalG2

NO, NO,

Fonte: adaptado de Zhang et al. (2022).
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Ja para a enzima a-glicosidase foi utilizado o método modificado utilizando como
substrato o 4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (p-NPG) e uma fragdo enriquecida de a-
glicosidase. A enzima a-glicosidase ao entrar em contato com o substrato o hidrolisa em
4-nitrofenol e a-D-glicose (Figura 16). O 4-nitrofenol ¢ um composto amarelado, assim
a inibicdo da enzima pode ser monitorada pela auséncia deste composto através da

absorbancia.

Figura 16 - Reacao entre a enzima a-glicosidase e o substrato p-NPG

OGili NO,
- /©/ ¥ D-Glicose
O2N HO

Fonte: adaptado de Eertmans et al. (2014).
A Tabela 12 apresenta dos resultados das andlises de inibi¢do da enzima a-amilase
e a-glicosidase dos extratos de M. ibaguensis. As amostras que apresentaram percentual

de inibicdo > 80% foram avaliadas para determinar os valores de ICso.

Tabela 12 - Inibi¢do da enzima a-amilase e a-glicosidase das amostras de M. ibaguensis

Amostras a-amilase! a-glicosidase?

% de inibicdo ICso (ug mL™) % de inibi¢ao
EH 0,00 + 0,00? — 0,00 + 0,00°
EE 91,22 +0,00°  8,42+0,05* 0,00+ 0,00
Acarbose®  96,35+0,75°  0,12+0,01* 77,58 +£3,73%

Nota: Concentragio das amostras: 'EH e EE (26 pg mL™"). 2EH e EE (231,4 ug mL ™). 3Acarbose
(2,6 ng mL™"); — : ndo obtido. Letras diferentes na mesma coluna apresentaram diferenga
estatistica significativa (p<0,05).

Fonte: a autora.

Em relacdo a atividade de a-amilase, o extrato hexanico ndo apresentou inibigao
da enzima, nao sendo possivel calcular o valor de ICso, uma vez que nao alcangou os 80%
de inibicdo. J4 o extrato etandlico apresentou elevado percentual de inibi¢do, com baixa
diferenga estatistica em relagdo ao controle utilizado acarbose, sendo um resultado

promissor em relagdo a analise.
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Ja em relagdo a atividade de a-glicosidase, os extratos ndo apresentaram inibigao
da enzima. Na metodologia utilizada para o experimento de inibicdo da a-glicosidase
utiliza-se uma fragdo enriquecida da enzima, mas existem outras enzimas na composi¢ao.
Dessa forma, o proprio controle positivo apresenta um percentual de inibigao mais baixo
para a a-glicosidase.

Na literatura existem poucos estudos sobre o potencial antidiabético de espécies
de Miconia, sobretudo em relagdo a atividade de inibi¢do das enzimas a-amilase e a-
glicosidase.

No trabalho conduzido por Ortiz-Martinez et al. (2016), o extrato etandlico das
partes aéreas de espécie de Miconia foi avaliado em relacdo a inibicdo das enzimas o-
amilase e a-glicosidase, apresentando valores de ICso = 28,23 + 23,15 ¢ 1,95 £ 0,15 pg
mL™!, respectivamente, esses resultados foram melhores que o controle positivo acarbose.

J& no trabalho conduzido por Gomes et al. (2021), o extrato aquoso das folhas de
M. chamissois apresentou percentual de inibi¢do da a-amilase de 87,11 £0,32 % e o valor
de ICso de 15,06 £ 1,02 ng mL™!, préximo ICso da acarbose de 9,20 = 1,29 pg mL!. O
perfil fitoquimico da espécie indicou a presenga de compostos fendlicos como
flavonoides incluindo rutina, isoquercitrina e derivados da vitexina.

A presenca do grupo galoil tem sido atribuido a uma melhoria na inibigdo
enzimatica (Sun; Warren; Gidley, 2019). Nesse sentido, os compostos fenolicos que
apresentam galoil ao invés de hidrogénio, nas posi¢des C-3 demostraram aumentar a
inibi¢do da a-amilase de catequinas, devido as ligacdes de hidrogénio adicionais entre os
grupos hidroxila presentes no galoil com os residuos cataliticos da a-amilase (Xiao ef al.,
2013; Sun; Wang; Miao, 2020). O mesmo critério se aplica aos taninos hidrolisaveis,
quando o grupo galoil esté livre (ligado apenas ao éster), percebeu-se uma inibi¢do mais
forte da a-amilase. Isso se deve pois o galoil livre, pode entrar no sitio catalitico
interagindo de forma ndo covalente com os residuos cataliticos. Dessa forma, tanto a
quantidade de grupos galoil quanto a flexibilidade molecular, sdo importantes para a
inibi¢do da a-amilase por compostos fenolicos com grupo galoil (Figura 17) (Xiao ef al.,

2013; Sun; Wang; Miao, 2020).



Figura 17 - Critérios estruturais que potencializam a inibi¢ao da a-amilase por

compostos fenolicos

OH OH
OH
Galocatequina Galocatequina-3-O-galato
OH
OH
Os_OH o
HO o 0.__0O OH
HO HO OHO
HO OH OH
OH
Acido gilico T .
4 grupo galoil
ICSO = 9,03 mg mL livre

1,3,6-Tri-galoil-glicose
IC5y= 0,92 mg mL"!

Fonte: adaptado de Sun et al. (2020), Cao et al. (2020).
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ICsqndo detectado

Dessa forma, pode-se inferir que a atividade de inibicdo da a-amilase pela M.

ibaguensis pode estar relacionada a presenca dos compostos fenolicos acrescidos de

grupos galoil, visto que o extrato etandlico da espécie apresenta compostos bioativos

inibidores das hidrolases. Além disso, este estudo ¢ inédito em relacdo a atividade de

inibicao das enzimas a-amilase e a-glicosidase.

5.5.2. Inibicdo dos produtos de glicacdo avancada

Para os ensaios de inibigdo dos AGEs, foi utilizada a albumina sérica bovina

(BSA) devido a sua consideravel similaridade com a albumina do soro humano. A frutose

foi utilizada como agente glicante, uma vez que € sintetizada no corpo humano em 6rgaos

como as lentes oculares e em nervos periféricos. Além disso, ¢ 8 a 10 vezes mais reativa

que a glicose na formagao dos AGEs (Gugliucci, 2017).
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Utilizando o mesmo experimento de inibicdo da glicacdo frutose-BSA, foi
possivel determinar os niveis de inibi¢do da glicoxidagdo. Alguns AGEs sdo formados
por uma combinagdo de glicagdo e oxidacdo, sendo referidos coletivamente como
glicoxidagdo (Pawlukianiec et al., 2020). Os adutos de oxidagdo de proteinas constituem
um subconjunto de AGEs e, em concentragdes adequadas, podem atuar como
biomarcadores viaveis do processo de glicoxidagdo, incluindo ditirosina, quinurenina e
N-formilquinurenina apresentados na Figura 18. No ensaio de inibi¢cdo da frutose-BSA,
nao foram determinados os percentuais de inibicao da ditirosina devido a interferéncias

nos valores de fluorescéncia em seu comprimento de onda.

Figura 18 - Estrutura dos biomarcadores formados através da glicoxidacao de proteinas

NH, O O NH,

Ditirosina Quinurenina N-formilquinurenina

Fonte: a autora.

Neste trabalho, foi avaliada a capacidade de inibi¢do da glicacdo frutose-BSA,
bem como a formagao dos produtos de glicoxidag¢do (quinurenina, N-formilquinurerina,)
pelos extratos e fragdes da M. ibaguensis. Os valores foram expressos em percentual de
inibicdo da glicoxidagdo em 3 e 7 dias, como controle positivo foi utilizada a
aminoguanidina, representada como NH-G, e a quercetina como padrdo de produto

natural, conforme apresentados na Tabela 13.



Tabela 13 - Percentual de inibi¢ao da glicoxidagdo BSA-frutose das amostras de M. ibaguensis
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Percentual de inibicao (%)

Percentual de inibi¢ao (%)

Percentual de inibicao (%)

Amostras BSA-frutose BSA-frutose/quinurenina BSA-frutose/N-formilquinurenina
D3 D7 D3 D7 D3 D7

EH 40,70 £ 2,63* 47,68 +2,38° 36,44 + 0,40%%4 60,29 +2,57° 35,16+ 1,18° 50,90 + 3,152
EE 77,96 + 4,27° 83,54 + 0,03° 76,91 + 4, 475¢ 79,87 + 0,98° 75,12 £ 2,315¢d 80,09 + 1,220¢
FD 78,39 + 0,275¢ 85,85 + 0,50P 49,49 +2,01%¢ 77,95 + 0,53° 67,51 +0,68° 83,55 + 1,02%¢
FAE 86,43 + 1,320¢ 86,66 + 0,37°4 78,87 +7,37° 93,00 + 1,79° 86,15 + 0,04%¢ 86,36 + 1,26%¢
FB 84,84 + 0,63%4 83,70 + 1,58° 88,70 + 4,13° 81,89 + 0,925¢ 82,22 + 0,67%%¢ 81,87 + 0,04°

FA 34,72 + 5,56 42,11 £2,76 17,95+ 7,13¢ 37,96 + 4,894 27,38 £4,932 40,91 + 3,634
NH-G 85,05 + 2,344 94,29 + 3,33%¢ 52,92 + 1,86%¢ 75,26 + 0,79° 76,65 + 2,574 87,96 + 0,430¢
Quercetina 89,76 + 1,994 96,60 + 2,97° 58,88 +5,27° 75,10 + 6,41° 86,85 + 1,64° 90,55 £ 2,75¢

Nota: NH-G: aminoguanidina (10 mM). Quercetina (100,00 ug mL™"). Concentragdo das amostras 100,00 pg mL™"'. Letras diferentes na mesma coluna
apresentaram diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Fonte: a autora.
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Observa-se que os controles positivos apresentaram valores de inibicdo muito
proximos. Os maiores percentuais de inibicdo foram em 7 dias da glicagdo da frutose-
BSA, seguido da glicoxidagdo frutose-BSA/N-formilquinurenina e frutose-
BSA/quinurenina. As menores inibicdes da aminoguanidina (52,92 + 1,86%) e a
quercetina (58,88 + 5,27%), foram no dia 3 frente a glicoxidagdo da frutose-
BSA/quinurenina. As maiores inibicdes da aminoguanidina (94,29 + 3,33%) e da
quercetina (96,60 + 2,97%), foram no dia 7 frente a glicagdo da frutose-BSA.

Os EH apresentou inibicdo consideravel (>50%) apenas no dia 7 frente a
glicoxidagdo da frutose-BSA/quinurenina (60,29 + 2,57%). Para as demais glicoxidagdes
os resultados aumentaram com o passar dos dias (do dia 3 para o dia 7), porém foram
menores que o controle positivo.

Em relagdo ao EE, no geral os resultados foram melhores em relacao ao EH, sendo
a maior inibi¢do expressa no dia 7 da glicacdo frutose-BSA (83,54 + 0,03%). Mantendo
o padrdo de aumento de inibi¢do com o passar dos dias.

Em relagdo as fragoes, a FAE foi a que apresentou os melhores resultados em
todos os dias e todos os métodos de glicagdo. Sendo o melhor resultado obtido no dia 7
da glicagdo BSA-frutose/quinurenina (93,00 £ 1,79%), mais alto inclusive que o controle
positivo que se manteve por volta da 75% de inibi¢do. Nos demais dias, essa fracao
também teve seus resultados bastante proximos aos controles. A FB também apresentou
resultados consideraveis, bastante proximos aos obtidos pela FAE, sendo também alguns
resultados melhores que os controles positivos em algumas condigdes de teste.

A fracdo que apresentou os menores resultados de inibicdo foi a FA,
permanecendo com resultados abaixo de 50% para todas as condigdes de experimento.

Diante do exposto, pode-se inferir que o EE da M. ibaguensis apresentou atividade
consideravel de inibicdo dos AGEs, e que as fragdes acetato de etila e butanol
apresentaram potente atividade de inibi¢do da glicoxidagao.

Nesse contexto, produtos naturais tém sido avaliados quanto ao potencial de
inibicdo dos AGEs principalmente devido as propriedades antioxidantes muitas vezes
apresentadas por esses compostos, uma vez que o estresse oxidativo estd diretamente
relacionado a formacdo dos AGEs. Além disso, normalmente se destacam por
apresentarem menor toxicidade, pois como ja mencionado, a aminoguanidina, utilizada
anteriormente em ensaios clinicos, teve sua utilizagao descontinuada devido aos efeitos

colaterais provocados.
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Entre os produtos naturais inibidores da formag¢ao de AGEs estdo os polifenois,
polissacarideos, terpenos, vitaminas, alcaloides e peptideos (Khan et al., 2020; Song et
al.,2021).

O trabalho de Piwowar et al. (2019) avaliou a atividade de inibi¢ao dos produtos
de glicoxidacao de 16 compostos fenolicos. Os resultados mostraram que o grupo dos
acidos fenolicos foram melhores inibidores dos produtos de glicoxidagdo. Dentro do
grupo dos elaginatinos, o acido elagico foi mais ativo que as monolactonas. O grupo dos
flavonoides foram os que apresentaram melhores atividades como inibidores da
glicoxidagdo. O galotanino 1, 2, 3, 4, 6-penta-O-galoil-B-D-glucose apresentou inibi¢ao
dos AGEs maior que 50% em diferentes concentragcdes no ensaio com BSA-frutose,
supperando o controlole positivo aminoguanidina (Ma et al., 2015).

O extrato da fruta de roma (Punica granatum) e seus compostos fenolicos, como
a punicalagina, 4cido elagico, 4cido galico, também apresentaram elevado percentual de
inibi¢do da glicagdo BSA-frutose em comparacao com o controle aminoguanidina, ap6s
21 dias de incubagdo (Liu et al., 2014).

Diante do exposto, pode-se inferir que os resultados obtidos no experimento
podem estar relacionados com a presencga dos compostos fenolicos, visto que a atividade
antiglicante de muitos extratos ricos nessa classe de compostos tem sido documentada na
literatura. Em relagdo aos EH, que também apresentaram alguma inibi¢do promissora,
pode-se atribuir aos compostos ndo fendlicos, como terpenos e vitaminas, que
demonstram ser ativos na inibicdo dos AGEs (Khan et al., 2020; Song et al., 2021;
Velichkova; Foubert; Pieters, 2021). Essa diversidade de compostos bioativos nas
diferentes fracdes destaca o potencial da M. ibaguensis como fonte de agentes inibidores

de AGEs.

5.6. Determinacio da atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos e fragdes das folhas de M.
ibaguensis foi realizada pelos seguintes métodos: DPPH, FRAP e ORAC.

O método do DPPH consiste na reacdo do DPPH que ¢ um radical estavel e
apresenta coloracdo roxa, com compostos antioxidantes presentes nas amostras,
representado como AH na Figura 19. A reacdo ¢ acompanhada pela forma¢do do DPPH-
H (2,2-difenil-1-picrilidrazina) de coloragdo amarela medida a 517 nm (Munteanu,

Apetrei, 2021).
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Figura 19 - Reacao do DPPH ao composto antioxidante
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0
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Fonte: adaptado de Muntreanu; Apetrei (2021).

No método FRAP, os compostos antioxidantes promovem a redug¢ao do complexo
de ions férrico (Fe**) a ions ferroso Fe?" sendo este ultimo quelado pela 2.4,6-tri(2-
piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) formando um complexo azul (Fe*/TPTZ), sendo
determinado em 593 nm (Benzie; Strain, 1996), conforme pode ser observado na Figura
20, onde o composto antioxidante ¢ representado por ArOH. A TPTZ ¢ usada como
ligante e a reacdo ocorre em meio acido para manter a solubilidade do ferro. O mecanismo
da reagdo ocorre através de transferéncia de um elétron para o ion férrico no complexo

Fe*"/TPTZ convertendo-o em Fe**/TPTZ (Shahidi; Zhong, 2015).

Figura 20 - Reagdo de reducio do Fe** a Fe** por composto antioxidante
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Fe3"/TPTZ =593 nm FeX"/TPTZ
Incolor Azul

Fonte: adaptado de Muntreanu; Apetrei (2021).
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Ja pelo método ORAC, a capacidade de absor¢ao dos radicais de oxigénio ¢
determinada pela perda da fluorescéncia do indicador fluoresceina quando reage com
radical peroxil. Esse ¢ gerado pela decomposi¢do térmica do AAPH, que inicialmente
produz um carbono radicalar, que reage com oxigénio atmosférico produzindo os radicais
peroxil. Na presenga dos compostos antioxidantes, a intensidade da perda da
fluorescéncia da fluoresceina ¢ inibida (Christodoulou et al., 2022). A reagdo pode ser

observada na Figura 21, onde ArOH representa o composto antioxidante.

Figura 21 - Reacao do método ORAC

NH
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HN\\T)\ .+ FLH* .
0-0 - . + FL
AN O-OH

NH
2 NH,
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HAT

FLL + ArOH FLH + ArO

Fonte: adaptado de Christodoulou et al. (2022).

Para a atividade antioxidante pelo método do DPPH, inicialmente foi avaliado o
percentual de sequestro do DPPH em uma concentragdo Unica, as amostras que
apresentaram valores superiores a 70% de sequestro do DPPH foram avaliadas em
diferentes concentragdes para determinar o valor de ICso. J& os resultados da atividade
antioxidante pelos métodos ORAC e FRAP foram expressos em pmol equivalente de
Trolox por grama de amostra. Os resultados da atividade antioxidante dos extratos e

fragdes das folhas de M. ibaguensis sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Atividade antioxidante das amostras de M. ibaguensis

DPPH! FRAP2 ORAC3
Amostras

(%) sequestro  ICso(ug mL™')  (umol E1/gamostra)  (umol E1/gamostra)

EH 41,09 + 0,82° — 0,00 + 0,00 1196,26 + 99,182P
EE 90,63 +0,78° 4,83 +0,15% 245,18 £17,72*  1640,75 + 127,41°¢
FD 76,29 £0,78° 7,83 +0,02*° 86,97 + 6,65° 2125,24 + 552,544
FAE 94,85+0,78¢ 1,74 +0,07% 654,01 £42,09°  3698,88 + 37,28%¢
FB 95220924 4,66+ 0,14% 317,23 + 8,86 2181,53 + 141,89°
FA 89,25+ 0,65° 151,85 +4,55° 71,30 + 19,94° 1462,12 + 161,26

Quercetina 96,14 +0,26%¢ 0,75 + 0,06>" 808,56 + 1,43¢ 2019,73 +22,80°

AA 98,35+£0,00° 2,14 +0,41° 892,70 + 1,58° 3421,62 + 68,05

Nota:'EH (2500 ug mL™"), EE, fragdes e controles (250 ug mL™); (35 ug mL™1); *(3,65 ug mL~
). AA: acido ascorbico. Letras diferentes na mesma coluna apresentaram diferenga estatistica
significativa (p<0,05).

Fonte: a autora.

O extrato hexanico ndo apresentou boa atividade antioxidante, mesmo tendo sido
avaliado em uma concentracio 10 vezes maior que as demais amostras (2500 ug mL ™).
Nao sendo determinado, portanto o ICso desta amostra. O resultado foi confirmado pelos
métodos FRAP e ORAC.

Os resultados das demais amostras revelaram boa atividade antioxidante. A fracao
acetato de etila (FAE) apresentou uma atividade de eliminagdo de radicais de 94,85%,
que ¢ semelhante a da fracdo n-butanol (FB), mas com um valor de ICso mais baixo (1,74
+ 0,07 pg/mL da FAE, contra 4,66 + 0,14 da FB), tornando fra¢do acetato de etila a
amostra com a maior capacidade antioxidante no estudo. Este resultado também foi
confirmado pelos ensaios FRAP e ORAC, com 654,01 umol E1/gamostra € 3698,88 umol
E1/gamostra da FAE, seguidos pelo extrato etandlico (245,18 = 17,72 E1/gamostra € 1640,75
+ 127,41 E1/gamostra) € fragdo n-butanol (317,23 + 8,86 Et/gamostra € 2181,53 + 141,89
E1/gamostra).

A fracdo aquosa apresentou um valor de ICso mais alto no método DPPH e valores
equivalentes de Trolox mais baixos nos métodos FRAP e ORAC. Apesar dessas
variagdes, as descobertas gerais ressaltam a eficidcia das amostras na prevencdo da
oxidacdo induzida por diferentes métodos antioxidantes.

A atividade antioxidante de algumas espécies de Miconia foi reportada na

literatura. No trabalho de Lima et al., (2020) o extrato metandlico das folhas de M.
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albicans apresentou ICsp = 49,45 pg mL™! no método DPPH e a fracdo n-butanol
apesentou ICso = 7,72 pg mL™'. Neste trabalho, o potencial antioxidante apresentado por
M. albicans foi atribuido a presenca dos compostos fenolicos, uma vez que o extrato
apresentou elevado teor de fenois totais e flavonoides como a rutina e quercetina.

No trabalho de Corréa et al. (2021), o extrato metandlico dos frutos de M. albicans
foi avaliado por trés métodos antioxidantes. O DPPH apresentou ICso = 1,3 + 0,65 mg
mL! e o FRAP 8,15 + 0,30 mmol equivalente Fe*" por g de extrato. No extrato
metanolico dos frutos foram identificados a presencga de flavonoides, glicosideos, acidos
organicos taninos e triterpenos e acidos graxos.

A atividade antioxidante dos extratos das folhas de M. prasina foi avaliada por
quatro métodos. No método DPPH os extratos acetato de etila e metanolico apresentaram
ICso = 34,04 € 7,94 ng mL !, respectivamente. No método FRAP os extratos hexanicos,
acetato de etila e metanol apresentaram 2,66; 3,35 e 15,86 umol equivalente Fe*" por mg
de extrato, respectivamente. A presenga de compostos fendlicos, cumarinas e flavonoides
foi quantificada nos extratos apresentando elevados teores (Oliveira, 2017).

Em varios estudos apresentados, a atividade antioxidante foi relacionada a
presenca de compostos fenolicos, flavonoides, taninos e terpenos, classes de ME cujo
género Miconia possui em grande representatividade. Dessa forma, pode-se inferir que
os tais ME contribuiram para os resultados antioxidante promissores apresentando pela
M. ibaguensis.

Além disso, estudos tém relacionado a capacidade antioxidante de compostos
fendlicos com a capacidade de inibir a formagao de AGEs, visto que esses compostos t€m
a capacidade de capturar os intermedidrios de AGEs, principalmente os mais comuns em
humanos. Eles conseguem se ligar nesses intermedidrios com mais facilidade que a lisina
e arginina, que sao os aminodcidos que mais comumente reagem no processo de glicagao
(Khan et al., 2020). Fazendo com que os resultados obtidos in vitro sejam promissores,

uma vez que, tanto o EE como as fragdes tiveram 6tima atividade antioxidante.

5.7. Anotacao dos metabdlitos especializados de M. ibaguensis
Foi proposta uma estratégia de anotacdo para os compostos presentes no extrato
etanolico (EE) e nas fracdes das folhas de M. ibaguensis, por meio de espectrometria de
massas. Nao ha relatos na literatura de um trabalho sobre a composicao quimica dos
extratos e fragdes das folhas da M. ibaguensis, o que torna este estudo importante e

inédito. Os espectros foram obtidos no modo negativo, com os respectivos valores de
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razao massa carga (m/z) e atribuicao do erro em ppm para esses compostos, conforme a
Equacdo 7. As Figuras 22, 23, 24, 25 e 26 mostram os cromatogramas obtidos em alta
resolugdo para EE, FD, FAE, FB e FA, respectivamente, das folhas de M. ibaguensis,
seguido da Tabela 15, que contém as anotagdes dos compostos. As estruturas dos

compostos anotados estao representadas na Figura 27.

(Equagao 7)

massa experimental — massa exata 6
Eppm = x 10

massa exata

Figura 22 - Cromatograma de ions totais em alta resolu¢do no modo negativo do EE de
M. ibaguensis
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Fonte: a autora.

Figura 23 - Cromatograma de ions totais em alta resolugdo no modo negativo do FD de
M. ibaguensis
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Fonte: a autora.
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Figura 24 - Cromatograma de ions totais em alta resolu¢do no modo negativo do FAE
de M. ibaguensis
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Fonte: a autora.

Figura 25 - Cromatograma de ions totais em alta resolu¢do no modo negativo do FB de
M. ibaguensis
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Fonte: a autora.

Figura 26 - Cromatograma de ions totais em alta resolu¢do no modo negativo do FA de
M. ibaguensis
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tr _ Massa Erro Fragmentos ions Formula . . . ~ A
i [M - H] exata (ppm) (m/z) MS/MS molecular Tentativa de identificacido Amostra Referéncia
20eV: 173,171, EE. FAE Gouveia, Castilho,
1,16 191,0562 191,0561 0,52 127, 109, 93, 87, 85, C7H 1206 Acido quinico (1) ’ ’ 2010; Correa et al.,
FB, FA
59 ’ 2021
10eV: 125,97, 79, o i EE, FAE, Singh et al., 2016;
2,02 169,0137 169,0142 -2,95 9 C7H4Os Acido galico (2) FB Mena ef al., 2012
] . Chang et al., 2019,
3,70  783,0692  783,0686 0,77 30 eV: 300, 481 C34H24022 Pedunculagina (3) EE Fracaseti et al., 2013
4,40 633,0735 633,0733 0,32 30 6;93(;06’9275’ CyH2015 HHDP-galoil-glicose (4) EE Quatrin, 2019
935,0788  935,0796 -0,85 30 eV: 633, 275 Casuarinina (5) ou Singh et al., 2016;
4,42 20 ev, 391 300 C41H28026 Casuarlctlna (6) EE GatIS-CaI’I‘aZZOIll et
467,0367* 467,0362 1,07 275.169, 125 al., 2018
477 183,0297 183,0299 -1,09 10eV:168,124,78  CsHsOs Galato de metila (7) EE Correa et al., 2021;
Singh et al., 2016
25eV: 169, 271, . o Mena et al., 2012;
4,85 483,0794 483,0780 2,90 313 C20H20014 Di-galoil-glicose (8) EE, FAE Quatrin, 2019
25eV: 169, 313, . o Quatrin, 2019; Singh
5,42  635,0915 635,0890 3,93 465 C27H24015 Tri-galoil-glicose (9) EE, FAE etal., 2016
30eV: 617, 465, S Quatrin, 2019; Singh
5,90 787,1008 787,0999 1,14 635, 169 C34H2502: Tetra-galoil-glicose (10) EE, FAE etal., 2016
EE. FD Quintans-Janior et
6,07 197,0457 197,0455 1,01 15eV: 169, 124, 78 CyH 005 Galato de etila (11) F’AE ’ al., 2020; Singh et
al., 2016
939,1102  939,1109 -0,74 -
6,57 . C41H32026 Penta-galoil-glicose (12) EE Quatrin, 2019
469,0529*  469,0506 4,90 15 eV: 393, 300,

169

a[M — 2H]
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tr

Massa

Erro

Fragmentos ions

Formula

i [M-H]" exata (ppm) (m/z) MS/MS molecular Tentativa de identificacido Amostra Referéncia
6,85 6151004 6150992 2,11 306V: 463,300  Cylau0,,  Desidro-galoibHHDP-hexosideo  pp ppp  Singheral, 2016,
(13) Mena et al., 2012
25¢eV: 301, 300, . , Correa et al., 2021;
7,22  463,0899 463,0882 3,67 255, 150 C21H20012 Quercetina-hexosideo (14) EE, FAE Quatrin, 2019
30 eV: 301, 300, . , Quintans-Junior et
7,43  433,0783 433,0776 1,61 271,255 C20H1301, Quercetina-pentosideo (15) EE, FAE al., 2020
7,62 300,9985 300,9990 -1,66 335;/:12723’1?55’ C14HeOs Acido elagico (16) EE, FA Singh et al., 2016
25eV: 315,301, . , Gomes et al., 2020;
7,69 4470952 447,0933 425 300, 285, 271 C21H19014 Quercetina-ramnosideo (17) EE, FAE Oliveira et al., 2020
) Mateucinol-7-O-[6"-O-galoil]- EE, FD, Proposto a partir do
840 627,1738 627,1719 3,02 30eV: 313, 169 C31H3,014 alicopiranosideo (18) FAE composto (20)
8,58 4672156 4672134 4,70 10 eV: 421, 289 C19H34010 Oct-1-en-3-il arabinopiranosil — EE, FAE, MassBank
(1—6) glicopiranosideo (19) FB
Mateucinol-7-O-[4”,6”
9,45 779,1846 779,1829 2,18 30 eV: 465 CisH36015 -di-O-galoil]- EE, FAE Lietal., 2001
glicopiranosideo (20)
) Mateucinol-7-O-[4",6"-O-
078 7771667 7771672  -0.64  S0€Vi463.300, o 0w hexaidroxidifenoil]- EE, FD, Li et al., 2001
275 eXalc ! FAE, FB
glicopiranosideo (21)
10,17 313,1081 313,1081 0 30eV: 271, 192, CisH150s Mateucinol (22) EE, FD Silva et al., 2019
179, 164, 150
11,33 487,3438 487,3429 1,85 30eV: 469 C30H4sOs  Acido triidroxi-urs12en 280oico (23) EE, FD Sakna et al., 2019
12,68 471,3493  471,3480 2,76 - C30Has04 Acido maslinico (24) EE, FD Correa et al., 2021
13,54 4553545 4553531 3,07 - C0Hus03 Acido ursolico (25) EE Sundazrgrlnze’ al.,
14,31 2552329 255,2324 1,96 - Ci6H320, Acido palmitico (26) EE, FD Gomes et al., 2020




Figura 27 - Anotagao dos metabolitos especializados presentes nas amostras de Miconia ibaguensis
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Fonte: a autora
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Pela analise da Tabela 15, pode-se observar que o extrato e as fracdes de M.
ibaguensis foram caracterizados pela presenca de flavonoides, taninos hidrolisaveis,
triterpenoides e acidos fenodlicos.

O composto (1) (tr = 1,16 min; m/z 191,0562) foi anotado como acido quinico,
uma molécula comum entre as amostras analisadas. Além disso, ja foi identificado na
espécie Miconia albicans (Correa et al., 2021). Em relacdo a sua fragmentagdo, algumas
propostas foram encontradas na literatura. A pesquisa de Gouveia et al. (2010), propos
que os fragmentos m/z 173 [M — H — H,O] e m/z 127 [M — H — H.O — HCOOH]
significam perdas sucessivas de agua e acido formico, respectivamente. Os ions
fragmento m/z 85 e m/z 87, provenientes do m/z 173, sdo formados apos uma clivagem

por Retro-Diels Alder (RDA) (Figura 28).

Figura 28 - Proposta de fragmenta¢do do composto (1)
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Fonte: a autora.

O composto (2) (tr = 2,02 min; m/z 169,0137), assim como os compostos (7) (tr
= 4,77 min; m/z 183,0297) e (11) (tr = 6,07 min; m/z 197,0457), foram anotados como
acidos fendlicos, sendo eles acido gélico, galato de metila e galato de etila. O fragmento
caracteristico desses compostos ¢ a eliminagdo de CO» (Santos et al., 2018). No composto
(2), essa perda corresponde ao m/z 125 [M — H — CO2]; em (7), essa perda corresponde
ao fragmento m/z 124, que ocorre ap6s a eliminag¢do da metila que ocorre a partir de uma
cisdo homolitica, gerando o fragmento m/z 168 [M — H — *CH3]” e no composto (11)
ocorrem os fragmentos m/z 125 e m/z 124, a partir do fragmento m/z 169 [M — H —

CH>CH] (Figura 29).
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Figura 29 - Proposta de fragmentacdo para os compostos (2), (7) e (11)
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Fonte: adaptado de Silva (2023).

Os flavonoides sdo uma classe de metabolitos especializados bastante
representativa do género Miconia, conforme relatado no trabalho de revisdo de Cunha,
Cruz e Menezes (2019), correspondendo a 48% dos compostos isolados do género.
Algumas moléculas dessa classe foram anotadas nas amostras da Miconia ibaguensis,
sendo elas: (14), (15) e (17), propostos como quercetina-hexosideo (tr = 7,22 min; m/z
463,0899), quercetina-pentosideo (tr = 7,43 min; m/z 433,0783) e quercetina-ramnosideo
(tr = 7,69 min; m/z 447,0952), respectivamente; e (18), (20), (21) e (22), propostos como
mateucinol-7-0-[6"-O-galoil]-glicopiranosideo (tr = 8,40 min; m/z 627,1738),
mateucinol-7-0-[4”,6”-di-O-galoil]-glicopiranosideo (tr = 9,45 min; m/z 779,1846),
mateucinol-7-O-[4",6"-O-hexaidroxidifenoil]-glicopiranosideo (tr = 9,78 min; m/z
777,1667) e mateucinol (tr = 10,17 min; m/z 313,1081), respectivamente.

Os compostos (20) e (21) ja foram relatadas na espécie Miconia myriantha, cujo
trabalho teve como objetivo realizar o fracionamento guiado do extrato etanolico dos
galhos e folhas da espécie, onde foram encontradas as moléculas mencionadas, bem com

o 4cido eldgico (16) e acido galico (2). Neste trabalho também foi relatada a andlise
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antifingica, onde as moléculas (20) e (16) apresentaram efeitos inibitorios contra a
Candida albicans (Li et al., 2001).

No trabalho de Rodrigues et al. (2008), foi avaliado o efeito do extrato metanolico
das folhas de Miconia cabucu, Miconia rubiginosa € Miconia stenostachya na inibi¢ao
do crescimento de algumas espécies de bactérias e contra o fungo C. albicans. Os
resultados obtidos mostraram que os extratos metandlicos das folhas de M. rubiginosa e
M. stenostachya apresentaram atividade antimicrobiana contra os microrganismos
testados e o estudo fitoquimico desses extratos revelou a presenca de flavonoides em sua
composi¢ao, sugerindo que estes compostos podem ser responsaveis pela atividade
antimicrobiana.

J& no trabalho de Lima et al. (2018), foi avaliado o extrato de acetato de etila de
folhas de Miconia albicans por meio do perfil de inibicdo da proteina tirosina quinase 1B
(PTPIB) para identificagdo de compostos antidiabéticos. Neste estudo, foram
identificados cinco flavonoides ¢ oito triterpenoides com potencial de inibir a proteina.

Em relacdo a proposta de fragmentagdo, os derivados de quercetina apresentam
em comum os ions fragmentos m/z 300 e m/z 301 que correspondem a clivagem

homolitica e heterolitica da molécula para eliminacdo da unidade ramnose (Figura 30).

Figura 30 - Proposta de fragmentacdao do composto (17)
1 1

. ; HO OH
Quercetina-ramnosideo

m/z 447,0952 146 u
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1-H ou 1-H

m/z 300

HO OH

147 u
clivagem homolitica

Fonte: a autora.



87

Foram anotadas algumas moléculas da classe dos taninos hidrolisaveis. De acordo
com Serrano et al. (2009), os taninos hidrolisaveis sdo poliésteres constituidos de uma
unidade glicosidica e 4cidos organicos. Quando o componente acido ¢ o acido gélico,
esses compostos sdo chamados de galotaninos. No entanto, se o grupo ¢ o acido
hexaidroxidifénico (HHDP), os taninos hidrolisaveis sao chamados elagitaninos, ¢ tém a
propriedade de formar 4cido eldgico quando hidrolisados por eliminagdo de agua.

A maioria dos elagitaninos sdo ésteres mistos com HHDP e &cido galico. Esses
compostos tém sido descritos como possuidores de propriedades farmacologicas, tais
como antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatdria, antiaterogénica e anticancerigena
(Lipinska, Klewicka e Sojka, 2014).

Além da pedunculagina (3), representante da classe dos elagitaninos, outras
moléculas dessa classe também foram anotadas, sendo os compostos (4) (tr = 4,40 min;
m/z 633,0735) proposto como HHDP-galoil-glicose; os isomeros (5) e (6) (tr = 4,42 min;
m/z 935,0788) propostos como casuarinina (5) ou casuarictina (6); (13) (tr = 6,85 min;
m/z 615,1004) proposto como desidrogaloil-HHDP-hexosideo.

O composto (3) (tr = 3,70 min; m/z 783,0692) foi anotado como sendo a
pedunculagina, pertencente a classe dos elagitaninos. A proposta de fragmentagdo desta
molécula vai depender de qual hidrogénio sera retirado inicialmente (Figura 31). Se a
desprotonacdo ocorrer do lado esquerdo conforme representado na Figura 30, o
mecanismo inicia com o ataque nucleofilico das hidroxilas fenolicas as carbonilas dos
ésteres, formando o fragmento m/z 301. J4, se a molécula for desprotonada no lado direito,
resultard no fragmento m/z 481 (Lima, 2023). A pedunculagina (3) ¢ formada a partir da
casuarictina (5) através da perda de um grupo galoil.

Ja em relacdo aos galotaninos, cujo componente acido ¢ o &cido galico, foram
anotados os seguintes compostos: (8) (tr = 4,85 min; m/z 483,0794) proposto como di-
galoil-glicose; (9) (tr = 5,42 min; m/z 635,0915) proposto como tri-galoil-glicose; (10)
(tr = 5,90 min; m/z 787,1008) proposto como tetra-galoil-glicose; e (12) (tr = 6,57 min;
m/z 939,1102) proposto como penta-galoil-glicose. A fragmentacgdo caracteristica dessa

classe ocorre com a perda do grupo galoil, conforme apresentado na Figura 32.
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Figura 31 - Proposta de fragmentagdo do composto (3)
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Figura 32 - Proposta de fragmenta¢do do composto (9)
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Em relagdo a presenga dos taninos no género Miconia, o 4cido elagico (16), ja foi
isolado das folhas e galhos de M. myriantha (Li et al., 2001) e identificado nas folhas de
M. minutiflora (Gatis-Carrazzoni et al., 2018). A pedunculagina (3) foi identificada em
M. latecrenata (Gontijo et al., 2019), a casuarictina (6) foi identificada em M. minutiflora
(Gatis-Carrazzoni et al., 2018) e isolada em M. rubiginosa (Rodrigues et al., 2011).

A fracdo acetato de etila (FAE), que apresentou os melhores resultados das
analises bioldgicas, teve como predomindncia a presenca de compostos fenolicos.
Conforme ja discutido nos resultados dos ensaios bioldgicos estes compostos estdo
associados as atividades antifingicas, antibacteriana e antioxidades, corroborando com
as propostas de anotacao.

Em relacdo aos triterpenoides anotados nas amostras, os acidos trihidroxi-urs-12-
en-28-6ico (23) (tr = 11,33 min; m/z 487,3438), maslinico (24) (tr = 12,68 min; m/z
471,3493) e ursodlico (25) (tr = 13,54 min; m/z 455,3545) sdo triterpenoides que nao
apresentaram padrao de fragmentagdo, conforme pode ser observado no apéndice, porém
apresentaram sinais caracteristicos das moléculas desprotonadas nas amostras. Os acidos
maslinico e ursélico j& foram isolados das folhas da espécie Miconia albicans (Lima et
al., 2018). Além disso, no trabalho conduzido por Vasconcelos et al. (2006), os acidos
ursolicos e oleanolico isolados do extrato cloreto de metila apresentaram atividade
analgésica e anti-inflamatoéria, sendo responsaveis pela diminuicao dos mediadores que

causam quadros de inflamagao.

6. CONCLUSOES

Este trabalho apresentou o estudo pela primeira vez da composi¢do quimica da
espécie Miconia ibaguensis, a partir da anotacdo de moléculas presentes em seus extratos
e fracdes, apresentou também os resultados de andlises conduzidas para avaliar sua
atividade bioldgica, sendo testadas as atividades: antifungica, antibacteriana,
antidiabética e antioxidante.

Utilizando o método de extra¢do por maceracdo foi possivel preparar os extratos
hexanico (EH) e etandlico (EE) das folhas da M. ibaguensis. Através do fracionamento
do EE por extracgao liquido-liquido foi possivel obter as fracdes FD, FAE, FB e FA.

Por meio das analises antifngicas e antibacterians o EE e suas fragdes
apresentaram resultados promissores. Onde a FAE apresentou o resultado mais
significativos em relacdo a atividade antifungica contra Candida spp., com CIM na faixa

de 1,95 a 3,90 pg mL™!, sendo a espécie C. glabrata a menos resistente. Ja em relagio a
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atividade antibacteriana, foi observado que as espécies menos resistentes as fragdes das
folhas de M. ibaguensis sdo S. sanguinis e F. nucleatum, sendo observado que apos a
extracdo liquido-liquido realizada no extrato etandlico para obtencdo das fracdes, os
compostos com possivel potencial antibacteriano foram concentrados, sendo as fragdes
FAE e FB, as que apresentaram resultados mais significantes, com CIM na faixa de 25 a
50 ug mL™" para as espécies menos resistentes.

O extrato etanodlico ¢ as fragdes demostraram clevada atividade antioxidante nos
métodos do sequestro do DPPH, FRAP e ORAC, sendo a fracdo acetato de etila a que
apresentou os melhores resultados com 94,85% de inibicdo e ICso de 1,74 pg mL™!, no
método DPPH; 654,01 umol Et1/gamostra N0 método FRAP e 3698,88 pmol E1/gamostra NO
método ORAC.

Em relagdo as andlises de glicoxidagdo, percebeu-se que o método de andlise de
inibi¢do de BSA-frutose foi o que apresentou os melhores resultados para todas as
amotras, sendo a FAE a que melhor inibiu os produtos de glicagdo avancada (AGEs) com
86,66% de inibi¢do. No método BSA-frutose/quinurenina, porém, as fracdes FAE ¢ FB
apresentaram percentuais de inibi¢do maiores que os controles 93,00% e 81,89%,
respetivamente.

Em relagdo aos ensaios de inibicdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase, a EE
foi a que apresentou melhor resultado, 91,22% de inibicao de a-amilase, com ICso de 8,42
nug L' Este resultado pode estar relacionado a presenga dos compostos fendlicos
acrescidos de grupos galoil presentes no EE. Nenhum dos extratos apresentou resultados
satisfatorios para inibi¢do de a-glicosidase.

Em relagdo aos resultados obtidos para o estudo da composi¢do quimica, a
prospeccao fitoquimica que foi realizada via CCD com a utilizagdo de reveladores
especificos para as principais classes de metabolitos especializados, possibilitou a
identificacao de algumas classes de metabolitos especializados presentes nas amostras
como flavonoides, acidos fenolicos e taninos hidrolisaveis.

Posteriormente através de CLAE-(—)-IES-EM foi possivel anotar alguns
metabolitos presentes no extrato etandlico e nas fragdes das folhas da M. ibaguensis,
sendo eles caracterizados pela presenca de flavonoides, taninos hidrolisaveis,
triterpenoides e acidos fendlicos. O potencial bioldgico apresentado pela espécie Miconia
ibaguensis foi atribuido a presenga dos compostos anotados.

A fracdo acetato de etila (FAE), que apresentou os melhores resultados das

analises bioldgicas, teve como predomindncia a presenca de compostos fenolicos e
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flavonoides. Podendo estes compostos estarem associados as atividades antifingicas,
antibacteriana e antioxidades.

Os resultados obtidos neste trabalho apontam informagdes uteis a area de pesquisa
de produtos naturais € vem ao encontro da busca de alternativas mais sustentaveis
propostas pela Organizagao das Nac¢des Unidas (ONU) para o tratamento de doengas que
acometem grande nimero de individuos na sociedade. Além disso, estes resultados
fornecem informacdes valiosas sobre o conhecimento quimico e o potencial bioldgico do
género Miconia, possibilitando a identificacdo de recursos naturais que podem ser

explorados de maneira sustentavel.
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(-)-ESI-EM/EM HHDP-galoil-glicose (4) (m/z 633,0735 [M — H]")
-ESI Product lon (rt: 4,332 min) Frag=175,0V CID@30,0 (633,0628[z=1] -> **) TEE10NEGMSMS20_25_30eV.d
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(-)-ESI-EM casuarinina (5) ou casuarictina (6) (m/z 935,0788 [M — H]")
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(-)-ESI-EM/EM casuarinina (5) ou casuarictina (6) (m/z 935,0788 [M — H]")
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x10 4 |-ESI Product lon (rt: 4,416 min) Frag=175,0V CID@30,0 (935,0619[z=1] -> **) TEE10NEGMSMS20_25_30eV.d
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(-)-ESI-EM/EM casuarinina (5) ou casuarictina (6) (m/z 467,0367 [M — H]")
x10 3 |-ESI Product lon (rt: 4,433 min) Frag=175,0V CID@20,0 (467,0276[z=2] -> **) TEE10NEGMSMS20_25_30eV.d
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(-)-ESI-EM galato de metila (7) (m/z 183,0297 [M — H]")
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(-)-ESI-EM/EM galato de metila (7) (m/z 183,0297 [M — H]")

x10 4 |-ESI Product lon (rt: 4,799 min) Frag=175,0V CID@10,0 (183,0265[z=1] -> **) TEE1ONEGMSMS5_10_15eV.d
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(-)-ESI-EM di-galoil-glicose (8) (m/z 483,0794 [M — H]")

x10 4 |-ESI Scan (rt: 4,859 min) Frag=175,0V TEE1ONEGMS.d
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(-)-ESI-EM/EM di-galoil-glicose (8) (m/z 483,0794 [M — H]")

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 4,852 min) Frag=175,0V CID@25,0 (483,0717[z=1] -> **) TEE1ONEGMSMS20_25_30eV.d
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(-)-ESI-EM tri-galoil-glicose (9) (m/z 635,0915 [M — HJ")
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x10 4
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-ESI Scan (rt: 5,425 min) Frag=175,0V TEE10NEGMS.d
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(-)-ESI-EM/EM tri-galoil-glicose (9) (m/z 635,0915 [M — H]")

-ESI Product lon (rt: 5,472 min) Frag=175,0V CID@25,0 (635,0791 -> **) TEE1ONEGMSMS20_25_30eV.d
465.0576

169.0080 313.0483
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(-)-ESI-EM tetra-galoil-glicose (10) (m/z 787,1008 [M — H]")

-ESI Scan (rt: 5,907 min) Frag=175,0V TEE10NEGMS.d
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(-)-ESI-EM/EM tetra-galoil-glicose (10) (m/z 787,1008 [M — H]")

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 6,074 min) Frag=175,0V CID@30,0 (787,0859[z=1] -> **) TEE10NEGMSMS20_25_30eV.d
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(-)-ESI-EM galato de etila (11) (m/z 197,0457 [M — H]")

x10 ° |-ESI Scan (rt: 6,074 min) Frag=175,0V TEE10NEGMS.d
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(-)-ESI-EM/EM galato de etila (11) (m/z 197,0457 [M — H]")

x10 4 |-ESI Product lon (rt: 6,155 min) Frag=175,0V CID@15,0 (197,0421[z=1] -> **) TEE1O0NEGMSMS5_10_15eV.d
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x10 4

(—-)-ESI-EM penta-galoil-glicose (12) (m/z 939,1102 [M — H]")
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0,5+
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-ESI Scan (rt: 6,573 min) Frag=175,0V TEE10NEGMS.d
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(—-)-ESI-EM/EM penta-galoil-glicose (12) (m/z 469,0529 [M — H]")
-ESI Product lon (rt: 6,557 min) Frag=175,0V CID@15,0 (469,0449 -> **) TEE1ONEGMSMS5_10_15eV.d
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(-)-ESI-EM dehidro-galoil-HHDP-hexosideo (13) (m/z 615,1005 [M — H]")
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(-)-ESI-EM/EM dehidro-galoil-HHDP-hexosideo (13) (m/z 615,1005 [M — H]")

-ESI Product lon (rt: 6,963 min) Frag=175,0V CID@30,0 (615,0899[z=1] -> **) TEE10NEGMSMS20_25_30eV.d
463.0788

615.0880
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(-)-ESI-EM quercetina-hexosideo (14) (m/z 463,0899 [M — H]")

-ESI Scan (rt: 7,223 min) Frag=175,0V TEE10NEGMS.d
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(-)-ESI-EM/EM quercetina-hexosideo (14) (m/z 463,0899 [M — H]")

-ESI Product lon (rt: 7,214 min) Frag=175,0V CID@25,0 (463,0804[z=1] -> **) TEE1TONEGMSMS20_25_30eV.d
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x10

0,8+

0,6+

0,4+

0,2+

(-)-ESI-EM quercetina-pentosideo (15) (m/z 463,0899 [M — H]")
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-ESI Scan (rt: 7,439 min) Frag=175,0V TEE10NEGMS.d
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(-)-ESI-EM/EM quercetina-pentosideo (15) (m/z 463,0899 [M — H]")

-ESI Product lon (rt: 7,231 min) Frag=175,0V CID@30,0 (463,0804[z=1] -> **) TEE1ONEGMSMS20_25_30eV.d
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(-)-ESI-EM é4cido elédgico (16) (m/z 300,9985 [M — HJ")
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(-)-ESI-EM/EM 4cido elagico (16) (m/z 300,9985 [M — H]")

145.0240 173.0214
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e
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-ESI Product lon (rt: 7,633 min) Frag=175,0V CID@30,0 (300,9924[z=1] -> **) TEE10NEGMSMS20_25_30eV.d
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(-)-ESI-EM quercetina-ramnosideo (17) (m/z 447,0952 [M — H]")

x10 4 |-ESI Scan (rt: 7,706 min) Frag=175,0V TEE1ONEGMS.d
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(-)-ESI-EM/EM quercetina-ramnosideo (17) (m/z 447,0952 [M — H]")
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(-)-ESI-EM mateucinol-7-O-[6"-O-galoil]-glicopiranosideo (18) (m/z 627,1738 [M — H]")

x10 4

-ESI Scan (rt: 8,409 min) Frag=175,0V AMOSTRATNEGMS.d

627.1738

343.0471
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(-)-ESI-EM/EM mateucinol-7-O-[6"-O-galoil]-glicopiranosideo (18) (m/z 627,1738 [M — H]")

-ESI Product lon (rt: 8,409 min) Frag=175,0V CID@20,0 (627,1679[z=1] -> **) AMOSTRATNEGMSMS20_25_30eV.d

627.1673
*
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(-)-ESI-EM oct-1-en-3-il arabinopiranosil (1—6) glicopiranosideo (19) (m/z 467,2156 [M — H]")

x10 5
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(-)-ESI-EM oct-1-en-3-il arabinopiranosil (1—6) glicopiranosideo (19) (m/z 467,2156 [M — H]")

x10 4 |-ESI Product lon (rt: 8,601 min) Frag=175,0V CID@10,0 (467,2079[z=1] -> **) TEE1TONEGMSMS5_10_15eV.d
421.2019

34 289.1611 467.2061
*
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(-)-ESI-EM mateucinol-7-0-[4”,6-di-O-galoil]-D-glicopiranosideo (20) (m/z 779,1846 [M — H]")

x10 5 |-ESI Scan (rt: 9,487 min) Frag=175,0V TEE10NEGMS.d
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(-)-ESI-EM/EM mateucinol-7-O-[4”,6”-di-O-galoil]-D-glicopiranosideo (20) (m/z 779,1846 [M — H]")

x10 4 |-ESI Product lon (rt: 9,509 min) Frag=175,0V CID@30,0 (779,1684 -> **) TEE10NEGMSMS20_25_30eV.d
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(-)-ESI-EM mateucinol-7-0O-[4",6"-O-(S)-hexahidroxidifenoil ]-D-glicopiranosideo (21)
(m/z777,1667 [M —H]")

x10 5 |-ESI Scan (rt: 9,787 min) Frag=175,0V TEE10NEGMS.d

6 777.1667
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(-)-ESI-EM/EM mateucinol-7-O-[4",6"-O-(S)-hexahidroxidifenoil]-D-glicopiranosideo (21)
(m/z777,1667 [M — H])

x10 5 |-ESI Product lon (rt: 9,777 min) Frag=175,0V CID@30,0 (777,1539 -> **) TEE10NEGMSMS20_25_30eV.d
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(-)-ESI-EM mateucinol (22) (m/z 313,1081 [M — H]")

x10 4 |-ESI Scan (rt: 10,174 min) Frag=175,0V AMOSTRATNEGMS.d
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(-)-ESI-EM/EM mateucinol (22) (m/z 313,1081 [M — H]")
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x10 4
1,24

0,8+
0,6
0,4+

0,2

-ESI Product lon (rt: 10,185 min) Frag=175,0V CID@30,0 (313,1056[z=1] -> **) AMOSTRATNEGMSMS20_25_30eV.d
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(—)-ESI-EM écido trihidroxi-urs-12-en-28-6ico (23) (m/z 487,3438 [M — HJ")

-ESI Scan (rt: 11,352 min) Frag=175,0V TEE10NEGMS.d
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(-)-ESI-EM/EM A4cido trihidroxi-urs-12-en-28-6ico (23) (m/z 487,3438 [M — H]")

-ESI Product lon (rt: 11,385 min) Frag=175,0V CID@30,0 (487,3339[z=1] -> **) TEE10NEGMSMS20_25_30eV.d

379.2924 393.3199 409.2804

423.3121 443.3504

[

469.3239

487.3337
*

370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 42

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

5 430 435 440 445 450 455 460 465 470 475 480 485 490 495 500 505




(—)-ESI-EM écido maslinico (24) (m/z 471,3493 [M — H]")
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x10 5 |-ESI Scan (rt: 12,833 min) Frag=175,0V TEE10NEGMS.d
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(-)-ESI-EM/EM éacido maslinico (24) (m/z 471,3493 [M — H]")
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-ESI Product lon (rt: 12,457 min) Frag=175,0V CID@30,0 (471,3393[z=1] -> **) TEE10NEGMSMS20_25_30eV.d
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(-)-ESI-EM écido ursolico (25) (m/z 455,3545 [M — H]")
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(-)-ESI-EM/EM 4cido ursélico (25) (m/z 455,3545 [M — H]")

-ESI Product lon (rt: 13,579 min) Frag=175,0V CID@30,0 (455,3439[z=1] -> **) TEE1ONEGMSMS20_25_30eV.d
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L 4

107.1405  313.1330 663.0264 811.9187  1003.2045 1257.0101  1470.0741 1655.7511 1854.7675

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(-)-ESI-EM écido palmitico (26) (m/z 255,2329 [M —H]")

-ESI Scan (rt: 14,315 min) Frag=175,0V TEE10NEGMS.d
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(-)-ESI-EM/EM 4cido palmitico (26) (m/z 255,2329 [M —H]")

-ESI Product lon (rt: 14,316 min) Frag=175,0V CID@25,0 (255,2259[z=1] -> **) TEE1ONEGMSMS20_25_30eV.d
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