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RESUMO

A Microlicia parviflora (Melastomataceae) ¢ uma espécie pouco estudada, mas ha plantas no
género com atividades bioldgicas promissoras relatadas. Sendo assim, no presente trabalho, a
composi¢do quimica e o potencial bioldgico foram avaliados por meio de trés abordagens
distintas. Inicialmente, os 6leos essenciais das folhas, coletadas ao longo de um ano, foram
investigados quanto aos seus potenciais antimicrobianos e tiveram suas composi¢des quimicas
determinadas por espectrometria de massas. Os 6leos evidenciaram atividade antibacteriana
promissora frente a diferentes patogenos da cavidade oral, destacando-se os resultados
inibitdrios obtidos para Porphyromonas gingivalis ¢ Actinomyces naeslundii, com valores de
concentragio inibitéria minima (CIM) de 0,39 pg mL!. Por meio de anélises estatisticas
multivariadas, foi possivel agrupar os 6leos obtidos em diferentes épocas do ano, relacionando-
se a composi¢ao quimica as estagcdes de chuva e seca; também foram avaliados o perfil quimico
e o potencial biologico dos 6leos essenciais das flores, que apresentaram composi¢ao levemente
distinta da das folhas e foram ativos contra as mesmas bactérias. Em uma segunda abordagem,
foram obtidos extratos por maceracao das folhas, flores e galhos utilizando hexano e etanol.
Esses extratos foram testados contra as mesmas bactérias, contra espécies de Candida e contra
0s protozoarios Trypanosoma cruzi € Leishmania infantum. Os extratos hexanicos foram ativos
contra seis das bactérias testadas, com valores de CIM entre 12,5 ¢ 100 pg mL™!, e contra a L.
infantum, com concentracio efetiva (CEso) variando de 0,9 a 3,8 ug mL™'. J4 os extratos
etanolicos dos trés Orgaos e as partigdes mais polares das folhas e galhos foram ativos contra
espécies de Candida, incluindo a espécie multirresistente C. auris, com valores de CIM de 2,93
pg mL'. Por fim, foi realizado um estudo comparativo da composicio quimica de folhas,
flores, galhos e raizes, utilizando técnicas metabolomicas. Com o auxilio da espectrometria de
massas e de andlises estatisticas, foi possivel diferenciar os 6rgdos, mostrando que a
composicao quimica dos galhos e das raizes se assemelha, enquanto a das folhas e das flores ¢
mais distinta. Esses resultados também foram observados por ressonancia magnética nuclear.
Os extratos metanolicos dos quatro 6rgaos foram testados contra fitopatogenos associados a
diferentes cultivares e contra células humanas de cancer colorretal e de prostata. Os extratos
foram ativos em ambos os ensaios, apresentando percentual de inibicdo de 100% contra o
patogeno Phytophthora infestans e contra os dois tipos de c€lulas cancerigenas testadas. Além
disso, o trabalho levou ao isolamento de dois compostos obtidos de orgdos diferentes: a
quercitrina obtida da particdo em acetato de etila das folhas e a tricoumaroil-espermidina obtida

da particdo em acetato de etila das flores. Ambos foram relatados pela primeira vez na espécie



e o derivado fendlico de espermidina, pela primeira vez no género. Este consistiu no primeiro
estudo realizado com outros 6rgdos da espécie, além de ser o primeiro estudo para as atividades
biologicas testadas.

Palavras-chave: metabolomica; 6leos essenciais; antimicrobiano; antiparasitario; anticancer.



ABSTRACT

Microlicia parviflora (Melastomataceae) is a poorly studied species, but plants of the genus
have been reported to exhibit promising biological activities. Therefore, in the present study,
the chemical composition and biological potential were evaluated through three distinct
approaches. Initially, the essential oils from leaves collected throughout one year were
investigated for their antimicrobial potential, and their chemical compositions were determined
by mass spectrometry. The oils exhibited promising antibacterial activity against different oral
pathogens, with the most notable inhibitory results obtained against Porphyromonas gingivalis
and Actinomyces naeslundii, with minimum inhibitory concentration (MIC) values of 0.39 ug
mL!. Through multivariate statistical analyses, it was possible to group the oils obtained at
different times of the year, relating their chemical composition to the rainy and dry seasons; the
chemical profile and biological potential of the essential oils from the flowers were also
evaluated, which showed a slightly different composition from that of the leaves and were
active against the same bacteria. In a second approach, extracts were obtained by maceration of
the leaves, flowers, and branches using hexane and ethanol. These extracts were tested against
the same bacteria, Candida species, and the protozoa Trypanosoma cruzi and Leishmania
infantum. The hexane extracts were active against six of the bacteria tested, with MIC values
ranging from 12.5 to 100 ug mL™!, and against L. infantum, with an effective concentration
(ECso) ranging from 0.9 to 3.8 ug mL!. The ethanolic extracts from the three organs and the
more polar partitions of the leaves and branches were active against Candida species, including
the multidrug-resistant species C. auris, with MIC values of 2.93 pg mL!. Finally, a
comparative study of the chemical composition of leaves, flowers, branches, and roots was
performed using metabolomic techniques. With the aid of mass spectrometry and statistical
analyses, it was possible to differentiate the organs, showing that the chemical composition of
the branches and roots is similar, whereas that of the leaves and flowers is more distinct. These
results were also observed by nuclear magnetic resonance spectroscopy. The methanolic
extracts of the four organs were tested against phytopathogens associated with different
cultivars and against human colorectal and prostate cancer cells. The extracts were active in
both assays, showing 100% inhibition of the pathogen Phytophthora infestans and against both
types of cancer cells tested. In addition, the study led to the isolation of two compounds obtained
from different organs: quercitrin obtained from the ethyl acetate partition of the leaves and
tricoumaroyl-spermidine obtained from the ethyl acetate partition of the flowers. Both were

reported for the first time in the species, and the spermidine derivative was reported for the first



time in the genus. This was the first study conducted on other organs of the species, as well as
the first study to investigate the biological activities tested.

Keywords: metabolomics; essential oils; antimicrobial; antiparasitic; anticancer.
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1 CAPITULO 1-INTRODUCAO

A quimica de produtos naturais ¢ uma area da quimica organica voltada ao estudo de
substancias produzidas por fontes naturais, como plantas, microrganismos ¢ animais. Essas
substancias sdo classificadas como metabolitos especializados (secundarios) e centrais
(primarios); algumas referéncias consideram como produtos naturais apenas os metabolitos
especializados (Buchanan; Gruissem; Jones, 2015; Sharma et al., 2022)

Os metabolitos centrais estao normalmente relacionados a fung¢des primordiais dos seres
vivos, como a fotossintese, a respiracdo, a estrutura celular e tecidual, entre outras. Ja os
metabolitos especializados apresentam uma enorme diversidade entre os seres, mesmo dentro
de um mesmo reino, ou até em niveis taxondmicos menores, como familia ou género; possuem
fungdes diversas e especificas, como propriedades antimicrobianas; defesa contra herbivoros e
acdo inseticida; auxiliam na prote¢do da planta contra a radiagdo UV-vis; atraem seres de
interesse, como polinizadores, entre outras fungdes (Buchanan; Gruissem; Jones, 2015; Sharma
etal., 2022)

O uso e o foco dos estudos sobre essas substincias abrangem diferentes campos.
Produtos naturais podem ser usados na agricultura como pesticidas, herbicidas ou
antimicrobianos (Catani et al., 2022; Godlewska; Ronga; Michalak, 2021); em produtos
cosméticos devido as suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas, entre outras (Liu,
2022), ou como fragrancias, que representam uma aplicacdo mais relacionada aos Oleos
essenciais (Sharmeen et al., 2021). Porém, provavelmente o principal uso e a maior fonte de
pesquisas sdo para fins medicinais (Bernardini et al., 2018; Yuan et al., 2016).

No contexto das pesquisas para fins medicinais, essa area da quimica desempenha um
papel fundamental na descoberta de substancias que servem de base para o desenvolvimento de
farmacos. Um estudo de revisdo conduzido por Newman e Cragg (2020) mostra que 66,7% de
todos os farmacos aprovados pela FDA (Food and Drug Administration) entre 1981 e 2019
estdo relacionados a quimica de produtos naturais, incluindo compostos com estrutura idéntica
a produzida pela fonte natural, ou compostos inspirados em alguma molécula natural, podendo,
por exemplo, ter o grupo farmacoforico idéntico ao natural, porém com modifica¢des
estruturais.

A descoberta de farmacos a partir de plantas estd diretamente ligada ao uso para fins
medicinais que vem desde as civilizagdes mais antigas. Sdo relatados escritos antigos com

tratados médicos para diversas enfermidades utilizando diferentes espécies vegetais



22

relacionados a China Antiga (2700 a.C.), no Egito Antigo (2900 a.C.), e na india (1000 a.C.),
entre outros (Newman; Cragg, 2010).

A utilizagdo de plantas para fins medicinais ainda se faz presente principalmente em
paises economicamente mais frageis, nos quais o acesso a medicamentos ¢ dificultado, como
no continente africano, regido onde estimativas indicam que em torno de 80% da populagdo
utiliza a medicina tradicional (WHO, 2022). Essa pratica também ocorre em paises que
possuem essa tradicdo bastante difundida em sua cultura, como na China, onde a Medicina
Tradicional Chinesa ainda ¢ parte importante do sistema publico de saude (Zhou et al., 2024).

Todo esse conhecimento agregado e difundido ao longo dos anos pelas diversas
civilizagdes, aliado ao avango da ciéncia, especialmente da quimica do carbono; o avango das
técnicas cromatograficas para possibilitar as separagdes e das técnicas de elucidagdo estrutural,
como a espectrometria de massas e a ressonancia magnética nuclear, tornou possivel, nos dias
atuais, o isolamento e a identificacdo dos compostos responsaveis pelo uso farmacoldgico
dessas plantas (Bernardini et al., 2018; Gashaw; Desta; Yaya, 2025).

Sao diversos exemplos de substincias amplamente usadas relacionadas as fontes
naturais. Alguns exemplos classicos incluem a morfina (1), um alcaloide isolado da papoula
(Papaver somniferum), considerado o primeiro composto de origem vegetal isolado e
empregado como farmaco. Desde o seu isolamento, a morfina tem sido amplamente utilizada
na pratica clinica devido a sua potente propriedade analgésica. No contexto da maléria, uma
doenca tropical negligenciada, destacam-se dois exemplos de fairmacos de origem natural. A
quinina (2), isolada das cascas de espécies do género Cinchona, foi utilizada por muito tempo
no tratamento da doenca, porém foi sendo substituida devido a sua toxicidade. Atualmente, a
artemisinina (3), isolada da Artemisia annua, constitui um dos principais agentes antimalaricos.
A artemisinina ainda ¢ produzida por meio da extragdo da Artemisia annua, que permanece
como a principal fonte dessa substancia (Newman, 2022; Qamar et al., 2024). As estruturas

estdo representadas na Figura 1.
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Figura 1 — Compostos isolados de plantas usados como farmacos

Fonte: O autor (2026)

Como ja descrito, hd também compostos inspirados em produtos naturais, como o acido
acetilsalicilico (4), que é um composto sintético, sendo usado ainda atualmente como
analgésico, que foi sintetizado na tentativa de se obter a salicina (5), um composto natural
extraido da casca do salgueiro (Salix alba) (Bernardini ef al., 2018). Alguns compostos também
sdo obtidos por semissintese, como o taxol (6), um farmaco utilizado no tratamento de cancer
de ovario, mama e pulmao, extraido da casca da Taxus brevifolia, porém com baixo rendimento.
Apesar do método de extragdo ainda ser o principal meio de obten¢do do taxol, ele também ¢
produzido a partir de precursores biossintéticos extraidos dos galhos de espécies do género
Taxus, como a 10-desacetilbacatina III (7), ou por meio de precursores produzidos por bactérias
modificadas geneticamente, como Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae e outras

(Gallego-jara et al., 2020). A Figura 2 traz uma representacdo dos compostos.

Figura 2 — Compostos derivados de produtos naturais ou obtidos através de produtos naturais
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Fonte: O autor (2026)
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Neste contexto, o Brasil pode desempenhar um papel fundamental na descoberta de
novas substancias. O pais possui uma tradicdo de uso de plantas para fins medicinais
proveniente dos povos originarios, que empregam inumeras espécies sendo utilizadas para as
mais diversas enfermidades (Dutra ef al., 2016). Além disso, o territorio nacional detém uma
grande biodiversidade, com elevado indice de endemismo e com inimeras espécies ainda nao
estudadas (Ellwanger; Nobre; Chies, 2023; Ferreira; Arcanjo; Peron, 2023). O Cerrado, por
exemplo, ¢ o segundo maior bioma brasileiro em tamanho, porém ¢ o maior em biodiversidade,

sendo considerado a savana mais biodiversa do planeta (Alencar et al., 2020).
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2 CAPITULO 2 - REVISAO DA ESPECIE Microlicia parviflora E DO GENERO

Microlicia

Este capitulo apresenta uma revisdo da literatura sobre a familia Melastomataceae, a
tribo Lavoisiereae, o género Microlicia ¢ a espécie estudada neste trabalho, a Microlicia
parviflora (D.Don) Versiane & R.Romero, abordando aspectos taxondmicos, distribuicao
geografica, a composi¢do quimica de extratos ou 6leos essenciais obtidos dessas espécies, assim

como avaliagdes do potencial biologico desses extratos ou 6leos essenciais.

2.1 Familia Melastomataceae A. Juss

A familia Melastomataceae ¢ uma das mais importantes entre as angiospermas, com
aproximadamente 5.858 espécies, distribuidas em 173 géneros. Essa familia ¢ amplamente
distribuida nas regides tropicais e neotropicais do planeta, especialmente nas 4reas neotropicais,
com 64% das espécies encontradas nas Américas (Ulloa Ulloa ef al., 2022).

No Brasil foram identificadas aproximadamente 1453 espécies, sendo em torno de 929
espécies endémicas no pais, com maior predominancia nos biomas do Cerrado e da Mata
Atlantica, podendo também ser encontradas nas bacias da regido amazdnica (Ulloa Ulloa et al.,
2022).

A familia possui algumas espécies com uso na medicina tradicional, principalmente no
género Miconia, que € o maior da familia com aproximadamente 1.900 espécies (Ulloa Ulloa
et al., 2022). Um estudo de revisdo realizado por da Silva et al., (2022) cita algumas espécies
de Miconia com relatos de uso na medicina tradicional, como a Miconia albicans (canela de
velho) que ¢ utilizada para o tratamento de dores, € a Miconia rubiginosa (capiroquinha),
empregada em infec¢des na garganta. Além disso, devido ao histdrico do uso tradicional, muitas
espécies foram investigadas quanto ao seu potencial bioldgico; segundo o mesmo estudo, as
atividades mais reportadas para o género sdo antimicrobiana, anti-inflamatéria, analgésica,
antiparasitaria e antioxidante.

Além dos estudos sobre as propriedades bioldgicas de espécies da familia, hd também
investigacoes relatando suas composi¢des quimicas. A revisdo feita por Serna; Martinez, (2015)
apresenta as principais classes de compostos isolados em diferentes espécies da familia. No
geral, as espécies de Melastomataceae se caracterizam por serem ricas em compostos fendlicos,
tais como acidos fenolicos, flavonoides, taninos hidrolisaveis e antocianinas. No entanto,

existem estudos que relatam o isolamento de triterpenos e alquil-benzoquinonas.
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Adicionalmente, a revisao de Umamaheswari; Asha, (2025) aponta a presenca de alcaloides,
saponinas e esteroides no grupo, expandindo as classes ja citadas.

Apesar dos trabalhos relatados, esta ¢ uma familia ainda pouco explorada. Um trabalho
de revisdo feito por Cunha; Cruz; Severo Menezes, (2021) sobre o género Miconia, afirma que
apenas 21 espécies do género possuem trabalhos reportados, o que evidencia a escassez de
estudos na familia, mesmo sendo este o género mais estudado € com o maior nimero de

espécies.

2.2 A tribo Lavoisiereae

Atualmente, a tribo Lavoisiereac compreende trés géneros: Rhynchanthera,
Poteranthera e Microlicia, com aproximadamente 270 espécies. O género Microlicia é o maior
da tribo, com aproximadamente 250 espécies (Pacifico; Almeda, 2022).

A tribo passou por uma recente reclassificagdo em nivel de género. Anteriormente, era
composta por sete géneros; além dos trés ja citados, incluia também Chaetostoma, Lavoisiera,
Stenodon e Trembleya. Em um estudo filogenético feito por Versiane et al., (2021), os quatro
géneros foram reclassificados como Microlicia. Assim, a espécie em estudo, antes denominada
Trembleya parviflora (D.Don) Cogn., agora est4 incorporada ao género Microlicia, passando a
se chamar Microlicia parviflora (D.Don) Versiane & R.Romero. Este ¢ o nome que sera
adotado neste trabalho, assim como os nomes atualizados das demais espécies que
anteriormente pertenciam aos géneros citados.

O proprio nome da tribo foi alterado recentemente. O termo Lavoisiereae ja havia sido
usado no passado, entretanto, durante determinado periodo, foi substituido por Microlicieae e,
atualmente, voltou a ser adotado para a tribo (Pacifico; Almeda, 2022). Essa dificuldade de
distin¢do entre os géneros ja era reportada anteriormente, com estudos que buscavam melhores
formas de separar as espécies dentro da tribo. Dentre eles, destaca-se um trabalho cujo foco foi
verificar as diferengas por meio do metabolismo de uma classe especifica de metabdlitos

especializados, os flavonoides (Bomfim-Patricio et al., 2001; Pacifico; Almeda, 2022).

2.3 O género Microlicia

O género Microlicia € o segundo maior dentro da familia, com cerca de 250 espécies.

Sua distribuigdo geografica abrange principalmente regides desde o sul do México até o Brasil

e o Paraguai, com predominancia em regides de campos rupestres e no Cerrado, ambientes que
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abrigam inumeras espécies endémicas nessas regides. Estima-se que em torno de 95% das
espécies sejam endémicas no Brasil, ocorrendo principalmente nos estados de Minas Gerais,
Bahia e Goias, com grande indice de endemismo no estado de Minas Gerais (Pacifico; Almeda,
2022; Penneys et al., 2022).

Em relagdo as espécies com uso na medicina tradicional, ndo foram encontrados relatos
para o género. O Unico uso reportado para o grupo € o das folhas de Microlicia phlogiformis
(antiga Trembleya phlogiformis) como corante amarelo na confeccdo de tecidos de 1a e algodao
(Sa; Senna-valle; Almeida, 2007).

O género Microlicia € pouco explorado quanto a composi¢do quimica e ao potencial
bioldgico. Porém, ha algumas espécies com estudos reportados, tanto em relacdo a composicao
quimica de extratos e Oleos essenciais quanto a atividade bioldgica frente a diferentes

patogenos, incluindo as espécies recentemente incorporadas ao género.

2.3.1 Estudos relacionados a dleos essenciais de espécies de Microlicia

Em relagdo aos 6leos essenciais de espécies de Microlicia, algumas delas possuem
trabalhos reportados quanto a sua composi¢do quimica. A Microlicia graveolens possui dois
trabalhos, em um deles, o 6leo essencial das partes aéreas foi analisado por CG-EM e foram
anotados 13 compostos, sendo o acetato de trans-pinocarveol o composto majoritario,
representando 78,9% da composi¢ao (Toudahl ef al., 2012). Ja no segundo trabalho, foi
realizada a extragdo dos 6leos essenciais em dois diferentes meses, margo e junho, e atribuiu-
se o0 acetato de cis-pinocarveol como composto majoritario, com porcentagens de 83,59% e
76,89%; os autores sugerem que, por se tratar de isdmeros constitucionais, a anotacao no
primeiro trabalho pode ter sido feita de forma incorreta (Seibert et al., 2025).

Outra espécie com dois trabalhos reportados ¢ a M. phlogiformis. Um primeiro trabalho
reportou a obten¢do dos Oleos essenciais das folhas por hidrodestilagdo. A anotacdo por CG-
EM, resultou em um total de 36 compostos, apresentando como majoritarios os seguintes
compostos: alcool oleico (7,76%), acido dodecanoico (4,01%), neril acetona (3,92%) e a-
santaleno (3,72%). Esse perfil metabolico foi considerado mais diversificado quando
comparado com o da M. graveolens (Fernandes et al., 2016). J4 o segundo trabalho verificou a
variacdo da composi¢do quimica desses 6leos em diferentes meses do ano. Foram preparados
12 6leos. Estatisticamente, os 6leos apresentaram diferencgas em relagdo a composi¢do quimica,
variando tanto qualitativamente, na presenca de alguns compostos, quanto quantitativamente,

na maioria dos compostos, inclusive nos majoritarios. Além disso, esse trabalho também
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realizou a extracdo dos Oleos essenciais das flores, apresentando os seguintes compostos
majoritarios: n-heneicosano (33,5%), fitol (12,3%), n-tricosano (8,4%) e acido linoleico (6,1%)
(Fernandes et al., 2017).

A Microlicia crenulata também foi estudada quanto aos seus 6leos essenciais. O
trabalho de Pereira et al., (2015) realizou a extragdao dos 6leos das partes aéreas na estacao
chuvosa e na estagdo seca. Os 0leos apresentaram uma composicao variada, com diferengas
qualitativas e quantitativas entre as duas coletas. Os compostos em maior concentragao foram
o trans-pinocarveol (6,3—8,9%), a-terpineol (3,8—7,5%) e o mirtenal (5,4—7,8%) (Pereira et al.,
2015).

Alguns desses trabalhos citados também verificaram o potencial biologico desses 6leos.
Os oleos obtidos da M. graveolens mostraram-se ativos contra cinco diferentes espécies de
bactérias  Gram-positivas (Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus) com valores de CIM
(concentragdo inibitéria minima) variando de 15,6 a 250 mg mL ! para os 6leos testados na sua
forma livre e de 3,12 a 25 mg mL ! quando testados em nanoemulsdes. O dleo também foi ativo
contra o protozoario Trypanosoma cruzi, com CEsy (concentragio inibitéria) de 2,3 mg mL™!
para o dleo puro e 60,4 para a nanoemulsdo (Seibert et al., 2025).

O dleo essencial da M. crenulata apresentou atividade promissora contra Pseudomonas
aeruginosa, com CIM de 128 pg mL™!. O éleo também apresentou atividade contra os fungos
Aspergillus niger (CIM entre 500 e 1000 pg mL™"), Aspergillus flavus e Saccharomyces
cerevisiae (CIM entre 250 e 500 ug mL ') (Pereira et al., 2015).

2.3.2 Estudo com extratos de espécies de Microlicia e compostos isolados

Em relagdo a extratos de Microlicia, ha também alguns trabalhos reportados, com alguns
deles levando ao isolamento de compostos. O trabalho que compreendeu o maior nimero de
espécies e compostos isolados foi realizado por Bomfim-Patricio et al., (2001). Na tentativa de
verificar as diferentes classes de flavonoides presentes em espécies de trés géneros da tribo
Lavoisiereae, foram preparados extratos hidrometanélicos de 33 diferentes espécies do género
Microlicia e dos extintos Lavoisiera e Trembleya. O trabalho isolou 116 diferentes flavonoides,
sendo 69 flavondis e 47 flavonas, tanto nas formas agliconas quanto nas glicosiladas.

A Microlicia pulcherrima (antiga Lavoisiera pulcherrima) estd entre as espécies
presentes no trabalho de Bomfim-Patricio et al., (2001), no qual 19 flavonoides foram isolados

da espécie. Além disso, em outro trabalho foram isolados do extrato em cloroférmio dos galhos,
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o acido betulinico, a betulina e uma mistura de ésteres de acido ferulico; do extrato etandlico
dos frutos foi isolado o hexadecanoato de hexadecila (Jamal et al., 1997).

Em relagdo a Microlicia hatschbachii, foram isolados dois diterpenos labdanicos do
extrato hexanico das folhas, o acido labd-8(17)-en-15-oico e o acido labd-8(17),13-dien-15-
oico (Cassiano et al., 2014). Da espécie Microlicia laniflora (antiga Trembleya laniflora),
foram isoladas uma flavona, a 5-hidroxi-7,40-dimetoxiflavona, € uma mistura de trés
triterpenos, a a-amirina, f-amirina, ¢ o lupeol (Ventura et al., 2007). Ainda em relagdo a essa
espécie, no trabalho de Bomfim-Patricio et al., (2001), nove flavondis foram isolados.

Da M. phlogiformis, foram isolados dez flavonoides das folhas no estudo realizado por
Bomfim-Patricio et al., (2001). A espécie também possui outro estudo, no qual foi realizada
uma prospecg¢ao dos extratos e particdes utilizando reagentes especificos para diferentes classes
de metabolitos especializados. Os extratos apresentaram em sua composi¢do a presencga de
flavonoides, cumarinas, taninos hidrolisaveis, antraquinonas ¢ saponinas (Fernandes et al.,
2016).

Algumas espécies tiveram trabalhos em que s6 o potencial bioldgico foi avaliado. Os
extratos etandlicos e hexanicos da espécie M. phlogiformis, assim como as particdes obtidas a
partir do extrato etanolico, foram testados contra algumas espécies de fungos e bactérias. As
partigdes em n-butanol, acetato de etila e d4gua foram ativas contra as diferentes espécies de
fungos testadas. Foram testadas espécies dos géneros Candida, Cryptococcus e Trichophyton.
Ja em relagdo as bactérias, os extratos etanodlicos e hexanicos e as parti¢cdes em acetato de etila
e n-butanol foram ativos contra trés espécies: Bacillus cereus, Bacillus subtilis € Micrococcus
luteus (Fernandes et al., 2016).

Os extratos hexanicos da M. hatschbachii apresentaram promissora atividade
antibacteriana contra sete espécies de diferentes géneros testadas, com valores de CIM entre
39,06 e 78,12 ng mL~! e CBM (Concentrag¢io Bactericida Minima) entre 78,12 ¢ 250 pg mL™!
(Cassiano et al., 2014). Um estudo realizado por Cota et al., (2002) testou a atividade
antimicrobiana dos extratos metanolicos de trés espécies, a Microlicia confertiflora (Lavoisiera
confertiflora), a Microlicia cordata (Lavoisiera cordata) e a Microlicia laniflora (Trembleya
laniflora); os extratos foram ativos contra as espécies Micrococcus luteus e Staphylococcus
aureus. Em outro estudo, os extratos das folhas e galhos da M. laniflora também se mostraram

ativos contra as mesmas bactérias (Ventura; De Oliveira; Braga, 2007).
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2.4 A espécie Microlicia parviflora

A espécie em estudo neste trabalho é a Microlicia parviflora (D.Don) Versiane &
R.Romero. E uma espécie da familia Melastomataceae, endémica no Brasil, que se encontra
distribuida nos biomas Cerrado e Mata Atlantica, nos estados da Bahia, do Distrito Federal, de
Goias, de Minas Gerais, do Espirito Santo, do Rio de Janeiro, de Sao Paulo e do Parand, em
vegetacdes do tipo campo de altitude, campo limpo, campo rupestre, florestas pluviais e ciliar
(Baumgratz; Souza; Tavares, 2007; Pacifico; Almeda, 2022).

Microlicia parviflora ¢ um arbusto ou pequena arvore com 1 — 4 m de altura,
apresentando ramos, hipanto e sépalas recobertos por glandulas esféricas. As folhas sdo
pecioladas, de consisténcia cartacea, lanceoladas a espatuladas, com margens inteiras e
revolutas, trés nervuras principais bem evidentes e abundantes glandulas em ambas as faces.
As inflorescéncias sdo terminais ou laterais, organizadas em dicasios. As flores sao pentdmeras
ou hexdmeras, com pétalas brancas a branco-rosadas e estames dimorficos, apresentando
anteras ovadas bicolores: as maiores (antesépalas) sdo vinaceas a avermelhadas, enquanto as
menores (antepétalas) sdo amarelas. O ovario € sipero e os frutos sdo capsulas globosas,
castanhas, com dez costelas (Versiane ef al., 2022). Na Figura 3 encontra-se uma foto da

espécie.

Figura 3 — Espécime de Microlicia parviflora

Fonte: Flora e Funga do Brasil (JBRJ), fotografia de R. Penati (2017). Disponivel em:
https://floradobrasil.jbrj.gov.br/consulta/ficha.html?idDadosListaBrasil=9983. Acesso em: 25 jul. 2026.
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A Microlicia parviflora possui alguns estudos relatados, porém ainda apresenta amplo
potencial a ser explorado, tanto no aspecto quimico quanto no bioldgico. No que diz respeito
aos orgdos vegetativos avaliados, por exemplo, ha registros na literatura cientifica referentes
apenas as folhas.

Em relacdo ao potencial biologico, ha um estudo conduzido por Antinarelli et al.,
(2015), no qual o extrato metanolico das folhas foi avaliado contra diferentes espécies de
Leishmania causadoras de leishmaniose cutanea e visceral na regido amazonica. O referido
estudo apresentou resultados promissores; o extrato se mostrou ativo contra Leishmania
amazonensis, Leishmania braziliensis e Leishmania chagasi, com valores de CEso de 19,7;
17,1; e 83,8 ug mL~!, respectivamente.

Outro trabalho, realizado por Borghetti et al., (2005), avaliou o efeito alelopatico do
extrato aquoso das folhas no crescimento de gergelim (Sesamum indicum). O extrato, na

!, causou inibicdo do crescimento das raizes. Também foi observada

concentracao de 1% v v-
reducdo no crescimento dos brotos em comparacdo com o grupo controle, mas ndo foi possivel
concluir se esse efeito estd diretamente ligado a acdo do extrato no broto ou se € consequéncia
das transformacdes causadas nas raizes.

Quanto a composi¢ao quimica, ha dois trabalhos disponiveis: o primeiro referente aos
6leos essenciais e o segundo voltado ao isolamento de uma classe especifica de metabdlitos
especializados, os flavonoides. No estudo sobre os 0leos essenciais, foi avaliada a variagao da
composi¢do quimica ao longo de um ano. Além disso, autores avaliaram a presenga de algumas
classes de metabolitos especializados nas folhas através de testes colorimétricos, detectando a
presenca de cumarinas, triterpenos, flavonoides e taninos (Farias et al., 2018).

Por fim, o trabalho j& citado, realizado por Bomfim-Patricio et al., (2001), que buscou
comparar diferentes espécies da tribo Lavoisiereae com base nos metabolitos produzidos,
particularmente nas diferentes classes de flavonoides, isolou alguns desses compostos a partir
das folhas de M. parviflora. Foram isolados oito flavonoides, pertencentes a duas diferentes
subclasses. Trés glicosideos de luteolina (flavonas) e cinco flavondis, sendo uma quercetina

aglicona e quatro glicosideos.
2.5 Conclusoes
Todos esses estudos mostram que tanto a familia quanto a espécie em estudo apresentam

um amplo potencial a ser explorado. A familia possui espécies com uso na medicina tradicional

e estudos que evidenciam o potencial bioldgico de alguns representantes; porém, ainda
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apresenta poucos estudos publicados. Por se tratar de uma das familias com maior riqueza de
espécies entre as angiospermas, existe uma vasta quantidade de taxons a serem estudados.

Outro fator importante ¢ o fato dessas plantas serem endémicas ou nativas do Brasil e
principalmente do bioma Cerrado, que ¢ uma regido reconhecida pela sua biodiversidade, com
inimeras espécies importantes na medicina tradicional. Entretanto, o bioma sofre com o
desmatamento, o que cria uma urgéncia em estudar a flora ali presente.

Quanto a espécie estudada, os levantamentos mostram que had lacunas a serem
preenchidas. Apenas um estudo avaliou o potencial bioldgico dos extratos da espécie contra
Leishmania, e o estudo dos 6leos essenciais se restringiu somente ao perfil quimico dos 6leos;
assim, carece de mais estudos em que extratos e 6leos possam ser avaliados quanto ao potencial
bioldgico para outras atividades biologicas. Em relacdo a composi¢do quimica, além dos 6leos
essenciais, um unico estudo realizou o estudo dos metabolitos de extratos, porém voltado
exclusivamente para os flavonoides, carecendo assim de outros estudos que avaliem outras
classes de compostos que possam ser produzidos pela espécie. Além disso, todos os estudos
concentram-se nas folhas, levantando assim a necessidade de que novos estudos avaliem a
composi¢ao quimica e o potencial bioldgico de outros 6rgdos da espécie, podendo assim

também contribuir com a quimiossistematica da espécie.
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3 CAPITULO 3 - AVALIACAO DA INFLUKENCIA DA SAZONALIDADE NA
COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA DOS OLEOS
ESSENCIAIS DE Microlicia parviflora

3.1 Introducio

3.1.1 Oleos essenciais

A defini¢do do que seria um 6leo essencial apresenta algumas divergéncias na literatura,
mas, em geral, trata-se de uma mistura complexa de compostos volateis extraidos de material
vegetal, podendo ser obtida a partir de folhas, flores, galhos ou de qualquer outra parte da planta.
Sao misturas oleosas, incolores ou de coloracdo amarelada, caracterizadas por apresentarem
odores caracteristicos. Algumas defini¢des classificam como 6leo essencial somente produtos
obtidos por destilagdo, seja seca ou aquosa, empregando técnicas como arraste a vapor,
hidrodestilagdo ou destilagdo seca assistida por micro-ondas. Entretanto, consideram como
excecdo a extragdo do oOleo de frutas citricas através de prensagem mecanica. Algumas
referéncias também incluem o produto obtido por enfleurage, que normalmente ¢ empregado
para extrair 6leos de flores. E uma técnica que consiste em colocar as flores em um recipiente
com glicerina ou algum tipo de material graxoso para que os compostos sejam solubilizados
nesse material. Essa técnica, inclusive, ¢ a mais antiga para obtengdo de dleos essenciais
(Asbahani et al., 2015; Dhifi et al., 2016; Sadgrove; Padilla-Gonzalez; Phumthum, 2022;
Shrivastav et al., 2025)

Do ponto de vista biossintético, os compostos que compdem esses Oleos pertencem
principalmente a classe dos terpenos, subdivididos em monoterpenos e sesquiterpenos,
sintetizados pelas vias do 4cido mevaldnico (MVA) e do fosfato de metileritritol (MEP). Além
deles, os Oleos podem conter derivados oxigenados (4lcoois, aldeidos, acidos e ésteres) e
fenilpropanoides, estes ultimos originados pela via do acido chiquimico. De modo geral, essas
moléculas sdo volateis e apresentam baixo peso molecular, comumente menor que 300 Da
(Dhifi et al., 2016; Sadgrove; Padilla-Gonzalez; Phumthum, 2022).

Os o6leos sdo amplamente empregados na industria devido a sua caracteristica de
apresentar odores caracteristicos, sendo bastante utilizados em formulac¢des de perfumes. Eles
também sao utilizados em cosméticos de forma geral, pois, além do cheiro, devido a mistura de

compostos existentes, possuem propriedades de interesse para esse tipo de produto, como agao
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antimicrobiana, antioxidante, protecdo contra radiagdo UV-Vis, entre outras (Sadgrove;
Padilla-Gonzalez; Phumthum, 2022; Sharmeen et al., 2021).

Algumas espécies de Microlicia possuem estudos quanto ao potencial biologico de seus
6leos essenciais, como descrito no Capitulo 2 (pagina 27). Foram reportados estudos quanto ao
potencial antibacteriano, antifungico e antiparasitario desses Oleos, com diversos resultados
promissores. Esses estudos, ainda que realizados somente in vitro, mostram o potencial dos
6leos essenciais de espécies do género frente a diferentes patdogenos. Entretanto, considerando
a quantidade de espécies catalogadas para o género, sdo poucas as que possuem estudos quanto
ao potencial biologico de seus 6leos essenciais, incluindo a Microlicia parviflora, sobre a qual
o0 Unico estudo reportado nao realizou nenhum ensaio biologico (Farias ef al., 2018). Isso mostra
que ha lacunas a serem preenchidas tanto em relagdo a espécie quanto ao género. Assim, esse
capitulo se propde a avaliar a atividade biologica dos 6leos essenciais das folhas e flores da M.

parviflora.

3.1.2 Bactérias da cavidade oral

Infecgdes bacterianas estdo entre as principais causas de doengas em humanos. Apesar
da grande variedade de antibidticos disponiveis, existe uma preocupacdo em relacdo ao
surgimento de cepas resistentes aos antibioticos ja existentes. A Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) considera esse fendmeno como um dos principais problemas de satde da atualidade.
Esse surgimento de espécies resistentes ¢ um processo comum decorrente de mutagdes que 0s
organismos podem sofrer, porém vem se intensificando com algumas praticas humanas, como
o uso incorreto ou indevido de antibioticos, descarte incorreto, uso na agricultura e na pecuaria
de antimicrobianos, entre outros fatores (WHO, 2023a). Assim, a busca por novas substancias
que possam levar ao desenvolvimento de novos antibidticos ou até mesmo de extratos que
possam ser utilizados como fitoterapicos se faz necessaria.

Entre os diversos nichos microbiologicos de interesse para a avaliagdo desses
compostos, destaca-se a cavidade oral, que abriga uma vasta microbiota e representa a segunda
comunidade microbiana mais diversa do corpo humano, com aproximadamente 700 espécies
bacterianas conhecidas. Essas bactérias, assim como outros microrganismos ali presentes,
desempenham um papel importante na protecao da cavidade oral contra patdogenos que podem
causar doencas na regido. Porém, quando em condi¢des de desequilibrio, podem levar ao
surgimento de patdgenos nocivos e acarretar o desenvolvimento de doencas na boca, como

caries, periodontite, abscessos bucais, gengivite, mau halito, entre outras. Essas infec¢des por
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muitas vezes sao consideradas leves, mas causam perda da qualidade de vida e gastos
financeiros, sendo um problema de satide a ser considerado (Rajasekaran et al., 2024).

Além das doengas causadas na cavidade oral, essas bactérias estdo relacionadas ao
surgimento de doengas em outros sistemas do corpo humano. Estudos relacionam o
desequilibrio dessas bactérias ao surgimento de doengas nos sistemas nervoso, cardiovascular
e respiratorio (Peng et al., 2022; Rajasekaran et al., 2024).

Dentre as espécies que serdo avaliadas no presente trabalho, Streptococcus mitis e
Streptococcus mutans estao ligadas diretamente ao surgimento de biofilmes na superficie dos
dentes. Esse biofilme torna o ambiente propicio para a proliferagdo de outras bactérias
causadoras de caries. As espécies Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, diversas espécies de Streptococcus spp., Fusobacterium spp. e
Actinomyces spp. estdo diretamente relacionadas a casos de gengivite, ¢ a Fusobacterium
nucleatum € uma das espécies associadas a periodontites (Rajasekaran et al., 2024).

Como mostrado no Capitulo 2 (pagina 27), os 6leos essenciais de algumas espécies de
Microlicia tiveram resultados promissores contra algumas espécies de bactérias, porém nenhum
6leo foi testado contra espécies presentes na cavidade oral. Entretanto, alguns 6leos de outras
espécies mostraram resultados promissores frente a essas bactérias, como mostra um trabalho
de revisdo feito por Faccin; Leite; Pilati, (2025), o qual realizou um levantamento de estudos

nos quais Oleos essenciais foram testados contra espécies de bactérias da cavidade oral.

3.1.3 Fungos do género Candida

Infecgdes fungicas normalmente ocorrem em pessoas com baixa imunidade, como
idosos e criangas, pessoas que passaram recentemente por transplantes, pacientes com uso
prolongado de antibioticos, soropositivos, entre outros (Reddy; Padmavathi; Nancharaiah,
2022). Normalmente, sdo infec¢des leves como candidiase e outras infecgdes na pele. Mas, em
alguns casos, podem se desenvolver infecgdes mais graves chamadas de infec¢des invasivas,
levando ao 6bito. Ha estimativas de que cerca de 1,6 milhdo de pessoas morram por ano em
decorréncia de infec¢des por fungos (Fang et al., 2023).

As espécies do género Candida sdo as que mais comumente causam infeccdes em
humanos, e a Candida albicans ¢ a mais comum, sendo também parte da micobiota humana. A
maioria das infecgdes causadas por Candida sao consideras leves, como as candidiases genital
e oral, porém, quando em maior desequilibrio, podem causar infec¢des invasivas como a

candidemia, que ¢ uma infec¢@o mais grave ocorrendo no sangue, podendo levar ao ¢bito. Em
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torno de 70% das infec¢des invasivas causadas por fungos estdo relacionadas a espécies de
Candida (Fang et al., 2023; Kaur; Nobile, 2023; Lass-F16rl; Steixner, 2023).

Além disso, assim como as bactérias, ha o problema da resisténcia aos farmacos ja
existentes, o que no caso dos fungos se torna uma problemdtica maior, uma vez que a
disponibilidade de fArmacos para infecgdes fingicas € mais escassa em relagao aos antibioticos,
havendo apenas cinco classes de antifungicos disponiveis, os azois, polienos, equinocandinas,
alilaminas e analogos de pirimidina, a Figura 4 tem exemplos de antifingicos das cinco classes

(Reddy; Padmavathi; Nancharaiah, 2022; WHO, 2023a).

Figura 4 — Exemplos de farmacos utilizados contra infec¢des fungicas

N OH OH
N
N-N
F OH
N
F N HO.,.

H,N™ NN N N

anfotericina B (polienos)

Terbinafina (alilaminas )
OJ\N NH,
H

flucitosina (pirimidina)

caspofungina (equinocandinas)
Fonte: O autor (2026)

Uma espécie multirresistente abordada nesse trabalho ¢ a Candida auris. Essa espécie
caracteriza-se por alto grau de infec¢do e alta letalidade, sendo responsavel por surtos em
ambientes hospitalares. Além da multirresisténcia, outros fatores que fazem com que a C. auris
seja uma espécie de preocupagdo sdo: a dificuldade de identificacdo, que leva a diagndsticos
erroneos, a facilidade de formagao de biofilme e a facil adesdo e dificil remocao em superficies

hospitalares, o que implica no aumento de casos (Lionakis; Chowdhary, 2024).



37

O primeiro caso foi registrado no Japao em 2009. No Brasil foram registrados alguns
surtos relacionados a C. auris: o primeiro caso foi reportado em 2020, ¢ o maior surto foi
registrado em um hospital em Pernambuco entre os anos de 2021 e 2022, com 47 casos
confirmados (de Melo et al., 2023; Jeffery-Smith et al., 2018).

O surgimento de espécies mais invasivas também estd relacionado as mudancas
climaticas. Ao se adaptarem as elevagdes da temperatura, esses fungos acabam se adaptando
também a temperatura do corpo humano. Ha indicios de que, com o avanco do aquecimento
global, esse tipo de problematica se torne mais comum. A C. auris ¢ o principal exemplo de
espécie em que o surgimento pode estar relacionado as mudangas climaticas (Lionakis;
Chowdhary, 2024; Seidel et al., 2024).

Em relacdo a atividade bioldgica de 6leos essenciais contra fungos, ha trabalhos que
mostram a atividade de alguns 6leos essenciais contra diferentes espécies fungicas. Um estudo
de revisdo realizado por Palmeira-de-Oliveira et al., (2009) traz um levantamento das atividades
anti-Candida dos 0leos essenciais mais comumente estudados tanto em relagdo a composigao
quimica quanto a ensaios biologicos, com muitos desses Oleos apresentando valores
promissores em testes feitos in vitro e in vivo. Esse estudo demonstra que 6leos essenciais
podem ser fonte de compostos bioativos contra fungos. Na Tabela 1 estdo relacionados os 6leos

e as atividades levantadas pelo estudo de revisao.

Tabela 1 — Oleos essenciais com atividade contra espécies de Candida

Oleo essencial Plal.lta de CoEnp.o s,tqs Atividade contra Candida
origem majoritario
. Inibicao da germinagdo e
O. virens s
. Carvacrol alongamento de micélio de C.
Oleo de O. vulgare . . ..
\ albicans; efeito fungicida
oregano O. vulgare s cariofileno;
P Ve PP : Boa atividade contra C. albicans
vulgare espatulenol
T. pulegioides T. timol:
. vulgaris ’ Efeito potente; atividade fungicida
Oleo de . carvacrol
. T. zygis
tomilho N
T. mastichina . . ..
. 1,8-cineol Baixa atividade
T. capitellatus
. Concentragdes abaixo do CIM (sub-
Oleo de . .. ~
T. capitata carvacrol CIM) inibem a formagao de tubo
Thymbra e . ..
germinativo; efeito fungicida
M. alternifdlia | terpinen-4-ol Boa atividade
Oleo de M. alternifdlia 1,8-cineol Baixa atividade
melaleuca M. armillaris 1,8.-c1neol; Atividade acentuada
terpinen-4-ol
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mentol;
M x piperita mentona; Atividade potente
1,8-cineol
. L linalol; ..
Oleo de menta | M x piperita M. Atividade moderada
carvona
Amostras com diferencas na
. pulegona; - .
M. cervina ) composi¢ao quimica apresentaram
1somentona Lo
atividades semelhantes
. C. camphora linalol Moderada atividade
Oleo de canela —.
C. verum eugenol Atividade potente
Ol . .
Oleo de cravo S. aromaticum eugenol Atividade potente

da india

Fonte: Adaptado de Palmeira-de-Oliveira et al., (2009)

Em relacdo a oleos de espécies de Microlicia, como relatado no Capitulo 2 (pagina 27),

alguns 6leos foram testados contra diferentes espécies de fungos. O 6leo da M. crenulata foi

ativo contra os fungos Aspergillus niger, Aspergillus flavus e Saccharomyces cerevisiae, porém

se mostrou inativo contra algumas espécies de Candida (Pereira et al., 2015), assim como a M.

phlogiformis que também foi inativa (Fernandes et al., 2016).

3.2 Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram investigar o efeito da sazonalidade no metabolismo

de compostos volateis das folhas de Microlicia parviflora através da obtencdo de Oleos

essenciais e andlises metabolomicas desses Oleos, além de avaliar como a variagdo no

metabolismo influencia o potencial biologico desses 6leos contra fungos do género Candida e

bactérias presentes na cavidade oral. Além disso, o trabalho também se propde a avaliar a

composi¢do quimica e o potencial biologico dos 6leos essenciais das flores de M. parviflora.
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3.3 Procedimentos experimentais

3.3.1 Materiais e reagentes

3.3.1.1 Instrumentacdo

e Trés mantas aquecedoras;

e Trés conjuntos de vidraria do tipo Clevenger;

e Balanga de luz infravermelha para determinagdo da umidade QUIMIS, modelo Kett FD-
600;

e Balanca analitica SHIMADZU, modelo ATX224;

e Cromatdgrafo gasoso Agilent modelo 7890B GC System/5977B GC/MSD;

e Coluna cromatografica Agilent modelo 19091S-433 HP-5ms (30 m x 250 pm x 0.25
pm);

e Termometro higrometro digital da marca Incoterm.

3.3.1.2 Reagentes

e Diclorometano PA — Dinamica.

e Padrido de alcanos (n7 - ns0) — Sigma Aldrich

3.3.2 Procedimento experimental

3.3.2.1 Coleta e identificagdo do material vegetal

As folhas e flores da M. parviflora foram coletadas em Uberlandia—MG, no Parque do
Sabia (18° 54' 28.27" S, 48° 14' 17.94" W). A espécie foi identificada pela professora Dra.
Rosana Romero, curadora do Herbario da Universidade Federal de Uberlandia (HUFU) e
especialista na familia Melastomataceae. Uma exsicata da planta foi depositada no referido
herbario com o numero de registo HUFU 88902.

O acesso ao patrimdnio genético foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimonio Genético ¢ do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o numero

ASFE856.
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As folhas foram coletadas ao longo de 2023, a cada dois meses, iniciando no més de
fevereiro e terminando no més de dezembro. Ja as flores foram coletadas no més de agosto de
2024, periodo de floracdo da espécie. O primeiro 6leo das folhas obtido em fevereiro e foi
denominado EOMP1 e os 6leos obtidos na sequéncia seguem a numeracdo até o dleo de
dezembro, EOMP6. O 6leo das flores foi denominado EOMP7.

As coletas foram realizadas sempre no inicio da manha, por volta das 9 horas da manha.
Os dados de temperatura e umidade do ar foram aferidos no local de coleta com um termo-
higrometro digital da marca Incoterm. A umidade das folhas foi mensurada com uma balanga
termogravimétrica. Para isso, 1 g do material vegetal foi colocado em uma balanga por 15
minutos, com aquecimento a 105 °C. No final, descontou-se a massa de agua evaporada e
obteve-se a umidade do material. Os dados de precipitacdo na regido nas 72 horas anteriores a
coleta foram obtidos na plataforma do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) a partir dos

registros da estacdo automatica de Uberlandia (A507).

3.3.2.2 Obtencdo dos oleos essenciais

Os oleos essenciais foram obtidos por hidrodestilagdo com a utilizagcdo de um aparelho
do tipo Clevenger. No que diz respeito as folhas, em cada més a extracdo foi realizada em
triplicata. Para cada baldo de 2 L, foram utilizados 150 g de folhas frescas e 1,25 L de 4gua
destilada; o sistema foi submetido a aquecimento até que se observasse a ebuli¢do. O processo
ocorreu por quatro horas e, ap6s esse periodo, o 6leo com a agua foi coletado e transferido para
um funil de separacao, onde o dleo foi entdo extraido com diclorometano. Uma solugdo saturada
de NaCl foi utilizada para facilitar a separacao entre o 6leo e a 4gua. A fase organica foi secada
em temperatura ambiente e, apos toda a evaporacao do solvente, os 6leos foram acondicionados
em freezer (Oliveira et al., 2020).

Quanto as flores, a extracdo foi realizada somente uma vez, utilizando-se de 150 g de
flores frescas e 1,25 L de 4gua destilada. O processo de extracao foi similar ao adotado para as

folhas, porém nao foi realizado em triplicata.
3.3.2.3 Analise dos oleos essenciais por CG-EM
Para a identificacdo dos compostos presentes nos 6leos essenciais, as amostras foram

submetidas a uma anélise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Os

6leos, na concentragdo de 5 mg mL™!' em diclorometano, foram injetados em um cromatégrafo
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gasoso da Agilent, modelo 7890B GC System/5977B GC/MSD, utilizando uma coluna
cromatografica da Agilent, modelo 19091S-433 HP-5ms (30 m x 250 um x 0,25 um). A
temperatura do injetor foi de 210 °C e o hélio foi usado como gés de arraste com fluxo de
0,9 mL min!. A corrida teve inicio com o forno a 60 °C, com incrementos de temperatura de 3
°C por minuto durante 62 minutos, até atingir a temperatura de 246 °C. Apds esse tempo, a
temperatura foi mantida constante por mais 30 minutos. Foram injetados 0,2 uL no modo Split
(1:10). A fonte de ionizagdo utilizada foi a ionizagdo por elétrons, que se manteve a 280 °C, e
o analisador do tipo quadrupolo, a 150 °C. Foi empregada energia de colisdao de 70 eV e
utilizado modo scan no intervalo m/z de 35 a 350 u para registro das massas.

Para a anotag@o dos compostos, foi utilizado o software da Agilent, Unknows Analysys;
os espectros foram comparados com a biblioteca NIST 2023, e a anotagdo foi validada
utilizando os indices aritméticos. Estes foram calculados utilizando um padrao de alcanos (n7-
n40), 0 qual também foi injetado sob as mesmas condicdes, seguindo a metodologia proposta

por (Van Den Dool; Kratz, 1963)

Equagdo 1 — TA(x)=100 (n de carbonos do Pz+100((t(x)-t(Pz))/(t(Pz+ 1)-t(Pz) ))

Onde: TA = indice aritmético, x = composto no tempo t, t = tempo de reten¢do, Pz = alcano

anterior ao x € Pz + 1 = alcano posterior ao x.

3.3.2.4 Analise estatistica

As analises estatisticas foram feitas utilizando o software da Agilent, MPP (Mass
Profiler Professional), e foram usados os dados de CG-EM apos a anotacdo realizada no
software Unknows Analysys. Os dados foram normalizados utilizando log2, e um teste
ANOVA foi aplicado utilizando p < 0,05 com fold change de 2. Além disso, o teste de
Benjamini—-Hochberg foi aplicado. Assim, foi possivel obter as analises de PCA (Principal
Component Analysis), HCA (Hierarchical Cluster Analysis) € o heatmap com os compostos
que foram importantes para diferenciar as amostras. Essas andlises foram realizadas somente

para os 6leos obtidos das folhas.
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3.3.2.5 Ensaios antimicrobianos

Os ensaios antifungicos e antibacterianos foram realizados no Laboratério de Ensaios
Antimicrobianos (LEA) da Universidade Federal de Uberlandia.

Os 6leos foram testados contra quatro espécies de Candida, trés das quais sao as mais
comuns em infec¢des humanas: C. albicans (ATCC 28366), C. glabrata (ATCC 15126), C.
tropicalis (ATCC 13803) e a espécie multirresistente C. auris (isolado clinico). Em relagdo as
bactérias, foram testadas sete espécies causadoras de infec¢des na cavidade oral, sendo quatro
aerdbicas: Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus mitis (ATCC 49456),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43717) e Streptococcus sanguinis (ATCC
10556), e trés espécies anaerobicas: Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), Fusobacterium
nucleatum (ATCC 25586) e Actinomyces naeslundii (ATCC 19039).

Para a obten¢ao dos valores de CIM (concentragao inibitéria minima), foi utilizado o
método da microdiluicao em caldo em placas de 96 pogos; o procedimento adotado foi similar
ao descrito por Siqueira et al., (2025).

Para os ensaios antibacterianos, o volume final do pogo foi de 100 puL para as bactérias
aerdbicas e 200 pL para as anaerdbicas. Em cada pogo, foram adicionados o indculo, o caldo
triptona de soja para as bactérias aerdbicas e o caldo Schaedler para as bactérias anaerobicas,
além das solugdes com as amostras dissolvidas em DMSO (dimetilsulfoxido). As concentragdes
nos pogos variaram de 0,195 a 400 pg mL~'. Para as bactérias aerdbicas, a incubagio foi de 24
ha36 °C, e, para as anaerdbias, de 48 a 72 h em camara de anaerobiose a 36 °C. Ap6s o periodo
de incubagio, foram adicionados 30 pL de solugdo aquosa de resazurina a 0,01% m v™'.

As cepas de referéncia Bacteroides fragilis (ATCC 25285) (faixa de CIM = 0,25 —
2 ug mL™") e Bacteroides thetaiotaomicron (ATCC 29741) (faixa de CIM = 0,5 — 4 uyg mL ™)
foram utilizadas para validagdo da técnica com o controle positivo metronidazol (0,0115 a
5,9 ug mL™). Além disso, foram feitos os controles de esterilidade dos caldos, do inéculo, dos
controles, das amostras e do solvente DMSO (1 a 5%)).

Para os ensaios antifungicos, o volume final de cada poco foi ajustado para 200 pL,
contendo o indculo, o0 meio de cultura e as amostras em diferentes concentracoes, variando de
1,46 a 3000 pg mL™". As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h e, apds o periodo de
incubacio, foram adicionados 30 pL de solugdo aquosa de resazurina a 0,02% m v .

O controle da técnica foi realizado utilizando as cepas de referéncia Candida
parapsilosis (ATCC 25285) (faixa de CIM = 0,25"! ng mL—-1) e Candida krusei (ATCC 29741)

(faixa de CIM = 0,25 — 2 pg mL™"), com a anfotericina B como controle positivo nas
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concentragdes de 0,031 — 16 pg mL~!. Também foram realizados os controles de esterilidade

do meio de cultura (caldo RPMI), do in6culo, das amostras e do solvente DMSO (1 a 5%).

3.4 Resultados e discussoes

3.4.1 Condicoes climadticas no dia das coletas.

A cada coleta, foram levantados alguns dados que sdo relatados como responsaveis pelas
alteragdes no metabolismo vegetal, como a temperatura e a umidade do ar, que foram coletados
diretamente no local; a umidade das folhas, que foi aferida em uma balanga termogravimétrica
logo apos a coleta; e o indice pluviométrico obtido através da plataforma do INMET. Os dados
sao apresentados na Tabela 2 — Condi¢des climaticas nos dias de coleta das folhas para preparo

dos Oleos essenciais.

Tabela 2 — Condi¢des climaticas nos dias de coleta das folhas para preparo dos 6leos
essenciais.

Chuva Chuva Chuva
Temperatura  Umidade Umidade das acumulada acumulada nas  acumulada nas
Data o 0 o nas 24 horas 48 horas 72 horas
(°O) do ar (%) folhas (%) . A ) . . .
anteriores a anteriores a anteriores a
coleta coleta coleta
09/02 25,5 70 63,9 0 0 3,2
05/04 24,9 62 61,8 0,8 0 0
05/06 23,3 55 61,7 0 0,8 0,8
08/08 25,4 54 60,3 0 0 0
05/10 28,9 65 66,3 5,2 5,4 5,4
12/12 31,5 67 63,9 18 18 37,4

Fonte: O autor (2026)

3.4.2 Avaliagdo do rendimento e perfil sazonal dos dleos essenciais

A Tabela 3 apresenta a média dos rendimentos dos 6leos para cada més do ano,

considerando as triplicatas realizadas a cada més. O rendimento dos 6leos essenciais foi
r ~ N . 0 -1

expresso em porcentagem de 6leo em relagdo a massa seca do material vegetal (% mm™),

calculada apo6s a correcdo pelo teor de umidade. Os rendimentos dos 6leos essenciais das folhas

nao apresentaram diferenca significativa entre as coletas (ANOVA, teste de Tukey, p > 0,05).
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Para os 6leos essenciais das flores, os resultados sdo apresentados como valores individuais,
uma vez que as extragdes nao foram realizadas em triplicata, impossibilitando o calculo da

média, do desvio padrdo e a realizagdo de analises estatisticas.

Tabela 3 — Rendimento dos 6leos essenciais das flores e folhas da Microlicia parviflora

Amostra

EOMPI EOMP2 EOMP3 EOMP4 EOMPS EOMP6 EOMP7

0,0544 0,0366 0,0324 0,0391 0,0439 0,0484 0.019
+0,048 +£0,0058 +0,0072 +0,0116 +£0,0136 =+0,0059 ’
Nota: EOMP1: 6leo obtido em fevereiro; EOMP2: abril; EOMP3: junho; EOMP4: agosto; EOMPS:

outubro; EOMP6: dezembro; EOMP7: 6leo obtido das flores.
Fonte: O autor (2026).

Rendimento

O o6leo com maior rendimento foi o obtido em fevereiro (EOMP1), com
0,0544% (m m~1), enquanto o menor rendimento para as folhas foi observado em junho
(EOMP3), com 0,0324% (m m™1).

Pode-se tentar relacionar o rendimento as estagdes de seca e chuva na regido onde o
material foi coletado. A Figura 5 traz a média historica do indice pluviométrico dos tltimos 30
anos para a cidade de Uberlandia e a Figura 6 traz o indice pluviométrico do ano de 2023, ano
em que foi realizada a coleta das folhas. Os maiores rendimentos foram em fevereiro (EOMP1)
e dezembro (EOMP6), que sdo meses chuvosos, e em outubro (EOMPS5), que ¢ um més de
transi¢do entre as estagcdes de seca e de chuva. Ja o menor rendimento entre as folhas foi no més
de junho (EOMP3), que ¢ um més de seca, seguido por abril (EOMP2), um més de transi¢do, e
agosto (EOMP4), que também ¢ um més considerado seco. O 6leo das flores (EOMP7) obteve

um rendimento bem inferior quando comparado aos 6leos das folhas.



Figura 5 — Média de indice pluviométrico para a cidade de Uberlandia nos tltimos 30 anos
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Fonte: Adaptado do website Climatempo, acessado dia 05/11/2026. Disponivel em:
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Figura 6 — Indice pluviométrico para a cidade de Uberlandia no ano de 2023

Estacdao: UBERLANDIA (A507)
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Fonte: Disponivel em: https://tempo.inmet.gov.br. Acessado dia 05/11/2026.

3.4.3 Identificacdo quimica por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

(CG-EM)

Os oleos essenciais das folhas e flores foram analisados por CG-EM. Os espectros

obtidos foram comparados com a biblioteca NIST 2023. A Tabela 4 traz a anotacdo dos

compostos, a classe de metabolito especializado, assim como a porcentagem relativa do
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composto em cada amostra, calculada pelo cromatograma de ions totais (TIC) no programa
Unknowns Analysis. A tabela também apresenta o indice aritmético tabelado para cada
composto ¢ o calculado para validacdo da anotagdo, além do fator de correspondéncia (FC),
também obtidos no software Unknowns Analysis. As Figuras 7 a 13 apresentam um
cromatograma de ions totais para cada més de coleta, além do cromatograma dos odleos

essenciais das flores.

Figura 7 — TIC do 6leo essencial obtido no més de fevereiro (EOMP1)
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Figura 8 — TIC do 6leo essencial obtido no més de abril (EOMP2)
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Figura 9 - TIC do 6leo essencial obtido no més de junho (EOMP?3)
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Figura 10 — TIC do 6leo essencial obtido no més de agosto (EOMP4)
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Figura 11 — TIC do 6leo essencial obtido no més de outubro (EOMPS)
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Figura 12 — TIC do 6leo essencial obtido no més de dezembro (EOMP6)
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Figura 13 — TIC do 6leo essencial das flores (EOMP7)
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Tabela 4 — Compostos anotados nos 6leos essenciais das folhas e flores de Microlicia parviflora
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Amostras (%)

tr Nome dos compostos Classe FC IR IR* EOMP1 EOMP2 EOMP3 EOMP4 EOMP5 EOMP6 EOMP7

4,46  (3Z)-Hex-en-1-ol AL 983 857 850 0,019 0,065 0,609

6,48 acido 3-metilvalérico AO 90,2 944 939 0,031 0,025 0,042

9,42 limoneno MH 913 1035 1024 0,042

11,11 oxido de cis-linalol (furanoide) ~ MO 9909 1079 1067 0,1 1,673 1,811 3,654 1,711 0,692

11,73 oxido ~ de trans-linalol MO o5 1 1505 1084 0035 0568  0.569 1,09 0,457 0,184
(furanoide)

12,19 linalol MO 995 1107 1095 0,205 1,624 1,493 2,941 2,499 0,296 0,16

12,36 3,7-dimetilocta-1,5,7-trien-3-ol MO 957 1110 1110 0,088 0,386 0,579 1,211 0,369 0,131

12,79 fenchol MO 979 1121 1114 0,046 0,16 0,201 0,429 0216

13,28  o-canfolenal MO 923 1132 1122 0,029 0,069 0,287 0,069 0,009

13,47 4-acetil-1-metilciclohexeno MO 933 1136 1135 0,014 0,031 0,036 12,45 0,017 0,013

13,66  1-terpineol MO 930 1141 1130 0,02 0,026 0,046 0,076 0,034 0,017

13,88 trans-pinocarveol MO 973 1146 1135 0,101 0349 0,615 1,643 0,583 0,088 0,07

13,90 (3Z)-hexenil-isobutanoato E 85,0 1146 1142 0,185

14,09 B-cis-Terpineol MO 978 1151 1140 0,082 0,096 0,13 0259 0,177 0,085

14,31 2-Furanoacetaldeido MO 912 1156 0,173 0304 0,508 0,207

14,36 cis-ocimenol MO 942 1157 1141 0,069 0,108

1491 trans-ocimenol MO 941 1169 1169 0,169 0,302 0,257 0,127

15,04  borneol MO 961 1174 1165 0,249 0,14 0,897 0,443 0,042

15,55  terpinen-4-ol MO 975 1184 1174 0313 0,499 0,677 1,185 0,734 0,193 0,124
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tr Nome dos compostos Classe FC IR IR* EOMP1 EOMP2 EOMP3 EOMP4 EOMP5 EOMP6 EOMP7
15,87  cimen-8-ol MO 956 1192 1176 0,168 0,169 0,511 0,114
16,19  o-terpineol MO 996 1199 1186 7,172 8,508 10,336 13,07 10,033 2,348 1,407
16,46  (-)-mirtenol MO 975 1205 1194 06 1,033 1,498 2,537 1,342 0,271
17,01  y-terpineol MO " 900 1204 1199 0,33
16,92  verbenona MO 911 1215 1204 0,05 0,154 0,119 0,134
17,20  p-ment-1-en-9-al (isdmero I) MO 967 1221 1217 0,131 0,383 0,504 1,263 0,645
17,29 p-ment-1-en-9-al (isdmero II) MO 933 1224 1217 0,114 0,407 0,423 1,173 0,859 0,546
17,36  trans-carveol MO 90,5 1225 0,513 0,163
17,41  B-ciclocitral MO 90,1 1226 1217 0,25 0,238 0,529 0,105
17,83  nerol MO 903 1236 1227 0,14 0,484 0,32 0,115
19,02  geraniol MO 93,7 1262 1249 0,066 0,138 0,37 0,23 0,32
19,08  B-ciclohomocitral MO 836 1263 1261 0,127 0,139
—Ci -1- i DM
19,10 1 c1clol}exego l1-acetaldeido, ) 92.2 1264 1251 0,086 0258 0,139
2,6,6-trimetil
19,25 Z-2-Decenal A 92,6 1267 1250 0,157 0,182 0,447 0,241 0,167
19,64  4cido nonanoico AO 922 1276 1267 0,072 0,366
20,60  p-menta-1(7),8(10)-dien-9-ol MO 907 1298 1287 0,304 0,113
5 - . MO
20,83 dEi rflfﬁ?ecad‘en 2-ona, 5.9 909 1303 0203 0337 0294 0555 0091 0245
21,08  4.4,8-trimetil-non-7-en-2-ona MO 90,2 1308 0,29 0,955 0,475
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tr Nome dos compostos FC IR IR* EOMP1 EOMP2 EOMP3 EOMP4 EOMP5 EOMP6 EOMP7

22,59 trimetil-1-ciclohexeno-1-etanol DMO 91,0 1343 0,036 0,092 0,05 0,053 0,048

22,86 1a,2,5,5-tetrametil-trans- NOR
la,4a,5,6,7,8-hexa-hidro-6- 91,0 1360 0,01 0,072 0,057 0,171 0,034
cromeno

-di-hi - - DSH

23,38 1,2-di-hidro-1,5,8 5 932 1360 1354 0,038 0,079 0,07 0,135 0,127 0,133
trimetilnaftaleno

23,54  eugenol FP 98,5 1364 1356 0,662 0,354 0,488 0,575 0,225 0,038

23,82 2-undecenal A 93,1 1370 1361 0,107 0,092 0,162 0,077 0,077

25,09  7-epi-sesquitujeno SH 92,9 1399 1390 0,183 0,36 0,234
] PO R

2535  2-butanona,  4-(2,2-dimetil-6- NO 962 1405 1417 0396 0,727 0,544 1,25 0,823 0,394 0,143
metilenociclohexil)

25,79 dodecanal A 91,9 1416 1408 0,202
o R

26,16 4-(2,2-dimetil-6- NO 96,5 1424 1411 0,134 0326 0,188 0,403 0,417
metilenociclohexil)butan-2-ona

26,27  ambrinol SD 948 1427 1415 0317 0,485 0,48 0,928 0,491 0,728

26,40  E-cariofileno SH 99.0 1430 1417 0,201 0,183 0,298 0,538 0,209 0,241 1,137

27,08  trans-o-bergamoteno SH 96,6 1446 1432 0,228 0,626 0,497 0,827 1,637 1,078 0,048
g g b

27,36 1-(2,3-di-hidro-1,1-dimetil-1H 5 91,0 1453 0,071 0,056 0,075 0242 0,325
inden-4-il)etan-1-ona

28,14 oxido de cabreuva C SO 84,0 1471 1466 0,258 0,127

29,03  y-curcumeno SH 98,3 1492 1481 0,163 0,398 0,328 0,325 1,016 0,519

30,14  B-guaieno SH 91,2 1519 1492 1,161 1,647 0,838 1,063 1,765 1,765
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tr Nome dos compostos Classe FC IR IR* EOMPI EOMP2 EOMP3 EOMP4 EOMP5 EOMP6 EOMP7
_ 1-2 3-di- DSO
30,54 1,1,4,5,6-pentametil-2,3-di 1528 1523 1193 3395 2319 3303 3241 2,657 0,714
hidro-1H-indeno
30,83 cis-4a,7,7-trimetil-octa-hidro- DSO
2(1H)-naftalenona 87,7 1535 1,165 3,118 2,485 2,722 1,86 1,984
31,27 5,5,8a-trimetildecalin-1-ona DSO  g97 1546 0333 0,569 0503 0,741 0,336 0,442
32,07 2,4,5,5,8a-pentametil- DSO
4a,5,6,7,8,8a-hexa-hidro-2H- 91,4 1566 0,823 1,291 0,986 1,428 1,149 0,961 0,204
cromeno
32,36 E-nerolidol SO 978 1567 1561 0,709 2,371 2,64 1,791 3,934 2,135 0,638
32,6 benzoato de (z)-hex-3-enila E 88,0 1579 1565 0,160
33,23 o6xido de cariofileno SO 976 1593 1582 0,304 0,453 0,511 0,546 0,694 0,235 2,124
33,51  hexadeceno 943 1601 1588 0,083
34,15 acetato de dodecila E 92.6 1618 1607 0,82
35,06  isoespatulenol SO 924 1641 1623 0,199 0,171 0,177 0,142
35,35 cariofila-4(12),8(13)-dien-5-p- SO 96.4 1649 1639 0.523 0.562 0.453
01 b 9 9 9
35,53 t.-cadinol SO 930 1653 1638 0431 0369 0237 0382 0251 0,436
36,05 a-cadinol SO 90,5 1667 1652 0,846 0,563 0397 0,385 0,301
36,69  l4-hidroxicariofileno SO 91,0 1683 1677 1,008 1,187 0,991 1,032 0,929
39,97  ambrox DDO 971 1771 1756 2,268 2,024 0,979 0,381 1,049 1,787
41,14  drimenona SO 973 1803 1792 2,589 327 2,638 0,646 0,944 2,073 0,339
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Continuagao da Tabela 3 — Compostos anotados nos 6leos essenciais das folhas e flores de Microlicia parviflora

tr Nome dos compostos Classe FC IR IR* EOMP1 EOMP2 EOMP3 EOMP4 EOMP5 EOMP6 EOMP7
42,78 cis-di-hidro-maiorona SO 81,9 1609 1595 0,154 1,192
44,31 (7a-Isopropenil-4,5-dimetilocta-  DDO
hidroinden-4-il)metanol isdmero 91,2 1893 4,798 1,375 1,813 2,736

1

44,49 15,16-dinorlabd-12-eno,  8,13- DO o) 3 1g9¢ 1304 0621 1,097 0,599 0,646 0,735 1,139

epoxi
45,78  hexadecanoato de metila E 91,7 1937 1921 0,755
46,81 14- DSO
oxatriciclo[9.2.1.0','°]tetradecan
o, 2.6.6.10.11-pentametil 91,1 1967 1,161 1,006 0,342 0,316 1,154
(isomero 1)
46,92  esclareolida DO 81,7 2084 2065 0,234
47,21  (7a-isopropenil-4,5-dimetilocta-  DDO
hidroinden-4-il)metanol isomero 89,4 1979 17,466 6,81 11,614 9,614 3,848
2
47,57  (7a-isopropenil-4,5-dimetilocta-  DDO
hidroinden-4-il)metanol isomero 85,8 1990 0,663 0,399 0,425 0,319
3
47,77  14- DSO
101 110
oxatriciclo[9.2.1.0', "Jtetradecan 89,7 1996 4678 452 2755 041 1501 7,04 0,789
0, 2,6,6,10,11-pentametil
(isdbmero ii)
51,28 esclareolida E 938 2105 2095 0,098 0,413

51,49 heneicosano H 92,6 2112 2100 0,071 0,136 0,239 0,15 0,226 0,043 1,678
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Continuagao da Tabela 3 — Compostos anotados nos 6leos essenciais das folhas e flores de Microlicia parviflora

tr Nome dos compostos FC IR IR* EOMPI EOMP2 EOMP3 EOMP4 EOMP5 EOMP6 EOMP7
56,94  (7a-Isopropenil-4,5-dimetilocta- DDO

hidroinden-4-il)metanol isdmero 82,8 2293 6,941

4
58,46  4cido catavico DO 940 2347 2335 0,708 0,32 0,433 4,038 5,186 3,366
60,25 acido 3-metil-5-

(1,2,3.,4,4a,7,8,8a-octa-hidro-
1,2,4a,5-tetrametil-1-naftalenil)-
2-pentenoico

DO 91,8 2390 2372 0,525 0,097 2,184 2,883 2,377

Nota: --: composto ndo identificado na amostras; ri: tempo de reten¢do; FC: Fator de correspondéncia; IR: indice aritmético calculado pela equagdo 1; IR":
indice aritmético tabelado (ADAMS, 2017, Biblioteca Willey online, NIST online ; Os valores numéricos expressam a porcentagem relativa de cada
constituinte volatil obtida via integragdo eletronica de picos no cromatograma de ions totais (TIC); EOMPI : Oleo obtido em Fevereiro/2023 ; EOMP2:
Abril/2023 ; EOMP3: Junho/2023; EOMP4: Agosto/2023 ; EOMPS5: Outubro/2023 ; EOMP6: Dezembro/2023 ; EOMP7: Oleo obtido das flores
(Agosto/2024); AL: Alcool; A: Aldeido; AO: Acido organico; DDO: Derivado de diterpeno oxigenado; DMO: Derivado de monoterpeno oxigenado; DO:
Diterpeno oxigenado; DSO: Derivado de sesquiterpeno oxigenado; E: Ester; FP: Fenil propanoide; H: Hidrocarboneto; MH: Monoterpeno hidrocarboneto;

MO: Monoterpeno oxigenado; SH: Sesquiterpeno hidrocarboneto; SO: Sesquiterpeno oxigenado.
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No total, foram anotados 84 compostos nos 6leos das folhas, com a ocorréncia de
variagOes qualitativas e quantitativas entre as amostras. Ja para as flores, foram anotados 34
compostos.

Em relacdo as classes de compostos, a maioria dos constituintes das folhas foi de
monoterpenos oxigenados, mas também foram anotados compostos pertencentes as classes dos
monoterpenos ndo oxigenados, sesquiterpenos oxigenados e ndo oxigenados e alguns
diterpenos. Além disso, foram anotados alguns compostos de outras classes, com fun¢des
organicas como alcoois, aldeidos, ésteres, cetonas, acidos carboxilicos e hidrocarbonetos. No
6leo das flores, foram encontrados principalmente monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos
oxigenados e ndo oxigenados, além de diterpenos oxigenados e derivados diterpénicos.

Os oleos essenciais das folhas de M. parviflora revelaram a predominancia de o-
terpineol, com teores variando de 2,35 a 13,07%, sendo o composto majoritario em
praticamente todas as épocas de coleta. O composto anotado como (7a-isopropenil-4,5-
dimetilocta-hidroinden-4-il)metanol (isomero II), pertencente a classe dos derivados de
diterpenos oxigenados (DDO), atingiu 17,47% na amostra EOMP1, permanecendo em
concentragdes expressivas nas demais coletas das folhas. Destacam-se, ainda, como
majoritarios no 6leo essencial das folhas, os monoterpenos oxigenados, 6xido de cis-linalol e
linalol, o sesquiterpeno oxigenado, (E)-nerolidol e o diterpeno oxigenado, acido catavico. O
oxido de cis-linalol apresentou valores entre 0,69 e 3,65%, enquanto o linalol variou de 0,16 a
2,94%, sendo observados os maiores teores na coleta realizada em agosto (EOMP4). O
composto (E)-nerolidol foi presente em todas as amostras das folhas, alcancando 3,93% na
coleta de outubro (EOMPS). O 4cido catavico apresentou concentragdes expressivas,
principalmente nas ultimas coletas das folhas (4,04—5,19%).

Em um primeiro estudo com os 6leos essenciais da M. parviflora realizado por (Farias
etal.,2018) o a-terpienol também foi um dos compostos majoritarios, variando de 2,7 a 16,5%.
Outros compostos anotados no primeiro trabalho também foram anotados no trabalho presente,
como o limoneno, linalol, trans-pinocarveol, terpinen-4-ol, a-trans-bergamoteno, (E)-
nerolidol, cariofileno, entre outros (Farias et al., 2018).

O o¢leo essencial das flores (EOMP7) apresentou composicdo distinta das folhas,
caracterizada pela reducao do teor de a-terpineol (1,41%) e pelo aumento de alguns derivados
diterpénicos, como o isomero IV de (7a-isopropenil-4,5-dimetiloctahidroinden-4-il)metanol
(6,94%), acido catavico (3,37%) e 6xido de cariofileno (2,12%). Essa diferenga evidencia uma

variacdo quimica entre os Orgdos vegetais, que estd relacionada as funcdes ecoldgicas
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especificas de folhas e flores, bem como as diferencas na regulacio das vias biossintéticas dos
terpenoides.
Foram propostos mecanismos para alguns dos compostos majoritarios, a fim de

confirmar as anotagdes (Figura 14).

Figura 14 — Proposta de fragmentagdo para alguns compostos majoritarios nos 6leos
essenciais
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Fonte: O autor (2026)

Para o a-terpineol, o ion fragmento m/z 136 ocorre ap6s um rearranjo de hidrogénio e a
perda de uma molécula de agua (H20, 18 u), sequencialmente com a perda de um grupo propil
radicalar, forma-se o ion fragmento m/z 93. O ion fragmento m/z 59 ocorre pela com a perda do
anel hexano, com uma cisdo homolitica entre o anel e o grupo propanol ligado ao anel,
resultando em uma cetona protonada, deste grupo, com um rearranjo de hidrogénio e a perda
de uma molécula de metano, tem-se o ion acilio (m/z 43).

Para o 6xido de linalol, os ions fragmento m/z 59 e 43 sdo formados similarmente ao
demonstrado para o a-terpineol. J& o ion fragmento m/z 111 ¢ formado pela perda de uma

molécula de alcool propilico radical (59 u).
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3.4.4 Avaliacgdo estatistica multivariada da composi¢ao volatil

Com o intuito de avaliar a variacdo da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais das
folhas ao longo do ano, foram realizadas algumas analises estatisticas utilizando os dados
obtidos por CG-EM e a anotagdo realizada pelo software Unknows Analysis.

A Figura 15 traz o mapa de calor (heatmap) indicando os compostos que foram
importantes para diferenciar as amostras. A analise foi realizada utilizando o 6leo EOMP5
(outubro/2023) como referéncia devido ao fato de ser o 6leo com os melhores resultados
bioldgicos, como sera mostrado na proxima se¢ao. Conforme representado na legenda abaixo
da Figura 15, as cores vermelhas indicam que aquele composto, que foi considerado
estatisticamente importante, esta presente em proporgoes maiores na amostra, enquanto as cores
azuis indicam que o composto ou ndo esta presente na amostra ou esta em baixa concentragao
em relacdo ao oleo de referéncia. Ao lado direito esta a anotagcdo dos compostos destacados
pela andlise e, em alguns casos, quando nao foi possivel a identifica¢do a legenda traz o tempo

de retengdo do composto.



Figura 15 — Mapa de calor (heatmap) para os 6leos das folhas da Microlicia parviflora
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Legenda da Figura 15 — Mapa de calor (heatmap) para os 6leos das folhas da Microlicia
parviflora
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Além do heatmap, foi realizada uma analise hierarquica de agrupamentos (HCA) para
que se possa ter uma melhor visao de como os 6leos se agrupam em relagdo a sua composi¢ao

quimica. A Figura 16 traz o dendrograma de HCA obtido para os 6leos.

Figura 16 — Analise de agrupamento hierarquico para os 6leos da Microlicia parviflora
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Fonte: O autor (2026)

Através da HCA, ¢é possivel perceber que o 6leo com composicdo quimica mais

diferente € o 6leo obtido no més de dezembro (EOMP6), e que sua composicao quimica esta
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mais proxima a do més de fevereiro (EOMP1) do que a dos demais meses. J& os 6leos obtidos
em junho (EOMP3) e agosto (EOMP4) foram os mais parecidos entre si. Os meses de junho
(EOMP3) e agosto (EOMP4), na regido onde a coleta foi realizada, sdo os meses mais frios e
secos, enquanto os meses de fevereiro e dezembro sao os meses mais chuvosos, como pode ser
observado na Figura 5 e na Figura 6.

Além da HCA, também foi realizada a analise de componentes principais (PCA) para
obter uma melhor confirmagao da distribuicdo da composi¢do quimica ao longo dos meses. A

Figura 17 traz o gréfico de escores da PCA obtido para os 6leos.

Figura 17 — Analise de componentes principais (PCA) dos 6leos das folhas de Microlicia
parviflora
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Fonte: O autor (2026)

Através da Figura 17, € possivel perceber que, assim como na anélise de HCA, os dleos
essenciais EOMP3 (junho) e EOMP4 (agosto) sdo os mais parecidos em relagdo a composi¢ao

quimica, apresentando maior sobreposi¢ao entre os grupos. Ja o 6leo EOMP2 (abril) também
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se mostrou mais semelhante a esses dois 6leos do que aos demais, porém um pouco mais
proximo ao 6leo EOMP3 (junho), assim como observado na HCA, reforgando que os o6leos
obtidos nos meses de seca foram mais semelhantes.

Na PCA, os 6leos EOMPS5 (outubro), EOMP6 (dezembro) e o 6leo EOMPI1 (fevereiro)
apareceram separados dos demais. Porém, os 6leos obtidos em fevereiro e dezembro estdo mais
proximos entre si do que em relagdo aos demais, principalmente ao se considerar a componente
principal 1 (PC1). Essa relacao também foi observada na analise de HCA, na qual o 6leo obtido
em dezembro se mostrou o mais diferente, porém com leve semelhanga com o OEMP1
(fevereiro). Ambos os 6leos foram obtidos em meses de chuva, porém em épocas diferentes do
mesmo ano, uma vez que todos os 6leos foram preparados em 2023.

Assim, a PCA também demonstra que os 6leos obtidos nos meses chuvosos e secos
ficaram mais agrupados em relacdo a composicdo quimica. O 6leo EOMPS5, que foi obtido no
més de outubro, que compreende uma transi¢ao entre a esta¢ao seca ¢ a estagdo chuvosa, ficou
mais proximo dos 6leos obtidos nos meses de seca, principalmente quando considerada a
componente PC2. Esse resultado foi similar ao observado na HCA, onde esse 6leo apresentou
maior semelhanca a amostra EOMP2, obtida em abril, um més de transi¢do entre as estacoes

chuvosa e seca.
3.4.5 Atividades biologicas dos dleos essenciais.
3.4.5.1 Potencial antibacteriano frente a microrganismos da cavidade oral
Os oleos essenciais foram testados contra sete diferentes espécies de bactérias
relacionadas a doencas na cavidade oral, como carie, periodontite, gengivite, mau halito, entre

outras. Foram testadas trés bactérias anaerdbicas e quatro aerdbicas. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Atividade antibacteriana dos oleos essenciais da Microlicia parviflora.
Amostras Concentracio inibitéria minima (ug mL™)

Anaerobicas Aerdbicas

P. gingivalis  F. nucleatum  A. naeslundii ~ S. mutans  S. mitis  A. actinomycetemcomitans  S. sanguinis

EOMP1 3,12 >400 1,56 12,25 12,25 25 25
EOMP2 1,56 >400 3,12 50 25 50 50
EOMP3 1,56 >400 3,12 12,5 12,5 12,5 25
EOMP4 3,12 >400 1,56 25 25 25 25
EOMPS 0,39 >400 0,39 25 25 25 25
EOMP6 3,12 >400 1,56 12,5 12,5 12,5 25
EOMP7 3,12 >400 1,56 12,5 12,5 25 12,5
Clorexidina 3,68 1,84 1,84 0,92 3,68 0,46 0,92

Notas: -- ndo testado; Clorexidina: Controle positivo; O controle da técnica para as bactérias foi realizado utilizando o controle positivo metronidazol, contra

as cepas de referéncia, Bacteroides fragilis (CIM = 0,74 ug mL™") e B. thetaiotaomicron (CIM 2,95 pg mL™)
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As bactérias mais suscetiveis aos 6leos essenciais foram as bactérias P. gingivalis e A.
naeslundii, apresentando valores de CIM entre 0,39 e 3,12 ug mL!, sendo o melhor valor de
CIM (0,39 pg mL ™), encontrado para o 6leo extraido no més de outubro (EOMPS5). Os 6leos
nao apresentaram atividade contra a bactéria anaerobica F. nucleatum, dentro das concentragdes
utilizadas no protocolo adotado. Em relag@o as bactérias aerdbicas, os 6leos também foram
ativos, porém com valores de CIM relativamente maiores, variando entre 12,25 ¢ 50 ng mL .

Alguns autores consideram a atividade in vitro como forte quando os valores de CIM
sdo inferiores a 100 ng mL~!, moderada com valores entre 100 e 625 pg mL™! e fraca quando
acima de 625 pg mL' (Kuete, 2010; Rios; Recio, 2005; Sezener Kabay et al., 2024).
Considerando esses critérios, os 6leos apresentaram valores de inibi¢ao de forte contra as todas
as bactérias testadas, com excec¢do da F. nucleatum, o que pode, assim, ser considerado como
resultados promissores para os 6leos da espécie. Além disso, os valores obtidos para os 6leos,
principalmente em relacdo as bactérias anaerobicas foram proéximos ou menores que o0s
observados para o padrio clorexidina, reforcando quao promissores foram os resultados
apresentados.

Comparando com os resultados obtidos para outras espécies de Microlicia, nao ha
estudos em relagdo as bactérias da cavidade oral. Porém, algumas espécies foram testadas
contra outras linhagens bacterianas; M. phlogiformis, teve como melhor resultado um valor de
CIM de 1000 ng mL! contra as espécies Bacillus cereus e Micrococcus luteus (Fernandes et
al., 2016). A M. crenulata apresentou CIM de 128 pug mL! contra Pseudomonas aeruginosa
(Pereira et al., 2015). Assim, em comparagdo com outras espécies do género, os resultados
obtidos para a M. parviflora também podem ser considerados promissores e reforcam o
potencial que o género possui de ser investigado.

Em relacdo a composi¢cdo quimica, as atividades bioldgicas podem ser explicadas pelos
compostos presentes nos oleos. O a-terpineol, um dos majoritarios na maioria dos dleos, foi
testado contra algumas espécies de bactérias cariogénicas e periodontopatogénicas. O composto
se mostrou ativo contra algumas das bactérias testadas, incluindo a P. gingivalis, F. nucleatum
e A. actinomycetemcomitans, com valores de CIM variando entre 100 e 800 pg mL™! contra
diferentes cepas de cada uma das espécies. Ainda, no mesmo trabalho, o linalol, outro composto
majoritario no presente trabalho, também se mostrou ativo contra as mesmas bactérias. A
contribuicao desses compostos, assim como a de outros presentes nos 6leos, pode justificar as

atividades observadas.
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3.4.5.2 Potencial antifungico frente a espécies do género Candida

Os oleos foram testados contra trés das espécies de Candida mais comuns em infecgdes

em humanos e contra a espécie multirresistente C. auris. A Tabela 6 traz os resultados obtidos.

Tabela 6 — Atividade anti-Candida dos 0leos essenciais das flores e folhas da Microlicia
parviflora

Concentragio inibitéria minima (ug mL™)

Amostra C. auris C. albicans  C. tropicalis  C. glabrata
EOMP1 750 3000 3000 375
EOMP2 750 3000 3000 3000
EOMP3 750 3000 3000 750
EOMP4 750 3000 3000 375
EOMP5 375 3000 3000 375
EOMP6 750 3000 3000 1500
EOMP7 750 1500 3000 750
Controle -- 0,25 0,12 0,25
positivo

Notas: O controle da técnica foi realizado utilizando o controle positivo anfotericina B, contra as cepas
de referéncia, Candida krusei (CIM = 1,0 pg mL™") e C. parapsilosis (CIM 0,5 ng mL ™)

Fonte: O autor

Os resultados antifingicos ndo foram tdo promissores quanto os antibacterianos,
principalmente em relagdo as espécies C. albicans e C. tropicalis, que apresentaram maior
resisténcia aos 6leos, com CIM de 3000 ug mL™!. Porém, o 6leo EOMP5 mostrou atividade
moderada contra a espécie C. auris, considerando os valores adotados por outros autores,
mencionados acima. Os 0Oleos essenciais testados também apresentaram de moderada a fraca
atividade contra a C. glabrata (Kuete, 2010; Rios; Recio, 2005; Sezener Kabay et al., 2024).

Ao comparar com os resultados obtidos para outras espécies de Microlicia, os 6leos da
M. crenulata foram testados anteriormente contra seis espécies de Candida € ndo apresentaram
atividade contra esses fungos (Pereira et al., 2015). Assim, apesar de os 0leos essenciais da M.
parviflora ndo terem apresentado forte atividade de inibi¢do contra os fungos, os resultados

ainda sao relevantes dentro do género da espécie.
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3.5 Conclusoes

Os oleos essenciais das folhas e das flores da Microlicia parviflora apresentaram fraca
ou moderada atividade contra espécies de Candida, sendo mais ativos contra as espécies C.
glabrata e C. auris. Em relagdo as atividades antibacterianas, os 6leos apresentaram valores
promissores para seis das espécies avaliadas, com os melhores resultados contra as espécies
anaerdbicas P. gingivalis € A. naeslundii, com valores de CIM variando de 0,39 a 3,12
ng mL~! que obtiveram valores de CIM proximos ou menores que o controle clorexidina (3,86
e 1,84 ug mL! respectivamente).

A composi¢do quimica dos 6leos apresentou variagdo ao longo dos meses ¢ variou de
acordo com os meses de seca e chuva na regido de coleta, conforme evidenciado pelas analises
de PCA e HCA. Os compostos majoritarios estiveram presentes em todos os 6leos, porém em
concentragdes diferentes. O 6leo das flores apresentou diferengas em relagdo a sua composi¢ao
quimica quando comparado as folhas, com menos compostos anotados e com diferengas em
relacdo aos compostos majoritarios.

Foi a primeira vez que os 0leos da espécie foram testados em relagao ao potencial
antimicrobiano e este constitui o primeiro estudo sobre o 6leo essencial das flores da M.

parviflora.
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4 CAPITULO 4 - ATIVIDADES ANTIBACTERIANA, ANTIFUNGICA E
ANTIPARASITARIA DOS EXTRATOS DE Microlicia parviflora

4.1 Introducao

4.1.1 Influéncia do método de extragdo na composicdo quimica dos extratos

Como mencionado nos capitulos anteriores, a Microlicia parviflora ¢ uma espécie com
poucos estudos na literatura cientifica sobre sua composi¢ao quimica. Existe um trabalho sobre
6leos essenciais das folhas (Farias et al., 2018), e outro em relagdo ao extrato metandlico das
folhas, embora esse estudo tenha sido voltado a uma classe especifica de metabolitos, os
flavonoides (Bomfim-Patricio et al., 2001).

Os estudos tém se concentrado em um Unico 6rgao da planta, as folhas; entretanto, os
metabolitos podem variar qualitativamente ou quantitativamente em diferentes orgaos. Os
flavonoides, por exemplo, tendem a se acumular mais nas flores e folhas (Ma et al., 2024).
Portanto, estudos abordando diferentes 6rgdos da espécie sdo importantes para um melhor
entendimento do metabolismo da planta, assim como para avaliar o potencial bioldgico de
diferentes partes. Ha plantas na medicina tradicional ou até mesmo fitoterapicos que tém seu
uso limitado a uma parte especifica da planta, devido ao fato de as propriedades serem mais
evidenciadas naquele 6rgao.

Alguns exemplos do uso de 6rgdos distintos sdo: a canela de velho (Miconia albicans),
abordada no Capitulo 2 (pagina 25), em que o cha das folhas ¢ utilizado para combater dores
agudas (da Silva et al., 2022); o fedegoso (Senna macranthera), que possui relatos de uso das
sementes para labirintite e controle da pressdo alta (Magalhdes et al., 2022), o barbatimao
(Stryphnodendron adstringens), cujas cascas do caule e galhos s3o usadas como cicatrizante,
sendo comercializadas como fitoterapicos (Oliveira et al., 2026; Ricardo et al., 2018); e a
copaiba, proveniente de arvores do género Copaifera spp., cujo uso para o tratamento de feridas,
emprega a oleorresina do caule (Ricardo ef al., 2018), entre outros exemplos.

Outro fator que pode influenciar a composi¢do do produto obtido de um organismo
vegetal ¢ o método adotado ao se extrair os metabdlitos. Diferentes processos de extragao
resultardo em uma composicao quimica diferente. (Sun et al., 2025). Existem diversas técnicas
de extragdo, como as técnicas empregadas em compostos volateis, como arraste a vapor e

hidrodestilacdo, técnicas usando solventes organicos, como macera¢do a frio ou o uso de
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ultrassom, micro-ondas ou até mesmo aquecimento para facilitar a extragdo (Abubakar; Haque,
2020).

No capitulo anterior, foi abordado um estudo dos 6leos essenciais da planta, obtidos por
hidrodestilacdo; esse tipo de extracdo resulta em amostras oleosas, com forte presenga de
compostos volateis, de baixa massa molecular, e com grande concentracdo de compostos menos
polares.

Em técnicas como a maceragdo, a escolha do solvente também ira influenciar a
composi¢ao quimica do produto obtido. Solventes menos polares, como o hexano, tendem a
extrair compostos de polaridade baixa, enquanto solventes mais polares, como a agua ou
alcoois, tendem a concentrar compostos mais polares e, no caso dos alcoois, até compostos de
polaridade média (Abubakar; Haque, 2020).

No presente trabalho, foi escolhido o método da maceragao com solvente a frio, sendo
selecionados dois solventes distintos: o hexano, com caracteristicas menos polares, para gerar
um extrato mais concentrado em compostos ndo polares, e o etanol, que ¢ um solvente polar e
¢ considerado um solvente capaz de extrair uma maior variedade de classes de compostos, pois
extrai tanto compostos polares quanto compostos de polaridade média (Abubakar; Haque,

2020; Lee et al., 2024).

4.1.2 Atividades antifungica e antibacteriana

Como ja& abordado, a busca por novas substancias que possam ser utilizadas como
antimicrobianos € uma necessidade constante na sociedade. O surgimento de cepas resistentes
aos farmacos atualmente utilizados € uma problematica contemporanea, com diversos casos €
surtos de cepas resistentes ao redor do mundo, sendo considerado pela OMS um dos principais
problemas de saude da atualidade (WHO, 2023a). Como demonstrado, a quimica de produtos
naturais desempenha um papel relevante na busca por novos compostos que possam ser
utilizados como farmacos ou que sirvam de inspiragao em estudos voltados ao desenvolvimento
de novas moléculas com potencial medicinal (Newman; Cragg, 2020).

A M. parviflora ainda ndo possui estudos quanto a esse tipo de atividade. Porém,
existem espécies na familia e no género que se mostraram promissoras quanto as atividades
antimicrobiana e antifingica. Alguns extratos e particdes das folhas da espécie M. phlogiformis
foram ativos contra fungos dos géneros Candida, Cryptococcus e Trichophyton, bem como
contra as bactérias Bacillus cereus, Bacillus subtilis ¢ Micrococcus luteus (Fernandes et al.,

2016). Os extratos da M. hatschbachii apresentaram resultados antibacterianos promissores
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contra espécies de diferentes géneros, destacando os resultados contra Bacillus cereus e
Enterococcus faecalis, (Cassiano et al., 2014). Os extratos metanolicos das espécies M.
confertiflora, M. cordata e M. laniflora foram ativos contra as espécies Micrococcus luteus e
Staphylococcus aureus (Cota et al., 2002).

Esses estudos mostram que o género possui potencial frente a diferentes patdgenos, mas
também expdem a necessidade de mais estudos, uma vez que poucas espécies foram
investigadas. A M. parviflora ndo possui estudos nos quais seus extratos tenham sido avaliados
quanto ao seu potencial antifingico e antibacteriano, € no género nao ha estudos contra
bactérias da cavidade oral. Assim, neste capitulo serd abordada a avaliagdo do potencial
antifungico contra espécies de Candida, visto que outra espécie do género ja se mostrou ativa
frente a esses patdogenos, e contra bactérias da cavidade oral, o que serd inédito para a espécie
e para o género, ampliando assim os estudos frente a diferentes patogenos para espécies do

género, contribuindo para um melhor entendimento do potencial que o género possa ter.

4.1.3 Doencas tropicais negligenciadas

As doengas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo um conjunto de 20 doencas comuns
nas regides tropicais e neotropicais do planeta, predominantemente nos continentes americano,
asiatico e africano. Essas doencas estao diretamente ligadas a popula¢des mais vulneraveis, nas
quais 0 acesso ao saneamento basico e a dgua tratada ¢é escasso e, principalmente, o contato
com animais vetores transmissores das doengas ¢ frequente. Estima-se que mais de 1 bilhdo de
pessoas sejam afetadas por essas doengas no mundo (Ferreira; de Moraes; Andricopulo, 2022).

As DTNs sdo caracterizadas pela falta de tratamento eficaz para muitas delas e pela
auséncia de novas terapias, frequentemente devido a falta de investimento em pesquisas. Muitas
dessas doencas ndo sdo letais em grande parte dos casos, sendo este um dos fatores pelos quais
nao sao o foco principal de muitas pesquisas, que normalmente priorizam doencas com
letalidade mais elevada. Porém, mesmo ndo possuindo um indice elevado de letalidade, sao
doencas que causam deformidades, comprometendo a qualidade de vida; algumas também,
apesar de ndo causarem o Obito diretamente, causam uma diminui¢do na expectativa de vida
dos infectados (Ferreira; de Moraes; Andricopulo, 2022).

Apesar dessas doencas serem mais comuns nas regides tropicais do planeta, o
aquecimento global vem fazendo com que muitas delas comecem a ser relatadas em regides
onde antes ndo eram. Um levantamento feito por Tidman; Abela-Ridder; De Castafeda, (2021)

mostra estimativas de expansao de doengas tropicais em decorréncia das mudangas provocadas
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pelo aquecimento global. Segundo esses autores, héd potencial para a disseminacao de doengas
como dengue, chikungunya, doenca de Chagas e leishmaniose para regides mais ao norte dos
Estados Unidos, bem como para a expansao da dengue, chikungunya, leishmaniose e
esquistossomose em direcao as areas temperadas da Europa Central. O estudo ainda aponta que
no Nepal, por exemplo, ja ocorre um avanco da dengue, chikungunya e filariose linfatica para
regides mais ao norte do pais, localidades que antes eram livres dessas doengas.

Varias dessas doencas sao comuns no Brasil. Entre os anos de 2016 ¢ 2020, 600 mil
novos casos de DTNs foram registrados e ha estimativas de que em torno de 28,9 milhdes de

pessoas estejam em risco de contrair alguma dessas doengas (Pinheiro et al., 2026).

4.1.3.1 Leishmaniose

A leishmaniose ¢ um conjunto de doengas tropicais negligenciadas causadas por
parasitas do género Leishmania. Esses parasitas sdo capazes de infectar diversos tipos de
animais, como humanos, cachorros, roedores, entre outros. O parasita ¢ transmitido por fémeas
infectadas de algumas espécies de mosquitos do género Phlebotomus (Lodi et al., 2024; WHO,
2023b)

E uma doenca presente nas regides tropicais e subtropicais do planeta. A OMS estima
que por ano ocorram entre 700 mil e 1 milhdo de novos casos. Porém, com o avanco do
aquecimento global, os habitats naturais dos mosquitos transmissores estdo sendo expandidos
para outras regides (Carvalho et al., 2024).

Além de representar uma grande problematica para humanos, a leishmaniose também ¢
uma doenga bastante comum em cachorros, os quais contribuem significativamente para o ciclo
de transmissdo da doenga; estimativas apontam que somente na Europa ha 2,5 milhdes de
cachorros infectados apenas com a espécie L. infantum, causadora da leishmaniose visceral
(Kaempfle; Hartmann; Bergmann, 2025).

A doenca se manifesta de trés diferentes formas: a leishmaniose cutanea, a leishmaniose
mucocutanea e a leishmaniose visceral. E a forma da doenga esta intimamente ligada a espécie
de Leishmania (Lodi et al., 2024). A forma mais comum ¢ a leishmaniose cutanea ¢ a visceral
¢ a forma mais agressiva das trés. Apesar de ser a mais agressiva, a leishmaniose visceral pode
ocorrer de forma assintomadtica, porém, em casos de infec¢do sintomatica, possui uma taxa de
letalidade superior a 95% (Pradhan et al., 2022). Neste trabalho, sera estudada a espécie L.
infantum (também chamada de L. chagasi) que ¢ causadora da leishmaniose visceral em

diversas localidades, incluindo a América do Sul e o Brasil (Sasidharan; Saudagar, 2021)
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Sao poucos os farmacos disponiveis para a doenca, € os existentes possuem uma eficacia
baixa, além de altos custos e de severos efeitos colaterais (Pradhan ef al., 2022). Atualmente ha
sete farmacos disponiveis, sendo o mais utilizado a anfotericina B lipossomal (Figura 18).
Outros farmacos ja foram utilizados ¢ vém sendo descontinuados devido a toxicidade e ao
crescente aparecimento de cepas resistentes. Outra problematica é o fato de as medicacdes
serem intravenosas ou intramusculares, o que demanda injegdes que em certas localidades nao
sao tao faceis de se encontrar. O Unico farmaco via oral ¢ a miltefosina, que possui restri¢des
em mulheres gravidas por ser teratogé€nica. E o farmaco aprovado mais recentemente foi
aprovado ainda em 2006, a paromomicina, porém também possui efeitos colaterais, (Majoor et

al., 2025).

Figura 18 — Farmacos usados para tratamento de leishmaniose
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Fonte: o autor (2026)

Além disso, a doenga ¢ classificada como negligenciada devido ao pouco investimento
em estudos para o seu tratamento, o que torna a necessidade de busca por novas substancias ou
novas terapias para a doenga urgente (Pradhan et al., 2022).

No género Microlicia, a tinica espécie testada contra espécies de Leishmania ¢ a M.
parviflora, que foi testada in vitro contra quatro espécies nas suas formas promastigotas. O
extrato metanolico das folhas se mostrou ativo contra trés dessas espécies, com valores de CEso
de 19,7 pg mL! contra a espécie L. amazonensis, 17,1 ug mL™! para a L. braziliensis e 64 ng
mL! para a L. chagasi, sendo inativo contra a L. major (Antinarelli et al., 2015). Os resultados

foram promissores, 0 que demonstra o potencial da M. parviflora para determinadas espécies
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desse parasita, mas o estudo em questdo ndo realizou nenhuma investigacdo da composi¢ao
quimica desse extrato para tentar, de alguma forma, identificar os compostos responsaveis pela
atividade observada. Entre as espécies testadas, a L. chagasi ¢ causadora da leishmaniose
visceral, enquanto as demais causam a forma cutanea da doenca.

Todos esses fatores mostram a importancia de estudos que busquem alternativas de
tratamento para a doenga. E uma doenga com baixa disponibilidade de farmacos. O farmaco
aprovado mais recentemente foi aprovado ha 20 anos. Os farmacos disponiveis sdo toxicos € o

surgimento de cepas resistentes ¢ uma problematica também para esses patdgenos.

4.1.3.2 Doenga de Chagas

A doenca de Chagas ¢ uma doenca endémica na América, sendo encontrada em 21
paises ao longo do continente. E uma doenca causada pelo parasita Trypanosoma cruzi. O
parasita ¢ transmitido a humanos por um inseto conhecido popularmente como barbeiro, que ¢
um percevejo. Estima-se que em torno de 160 espécies de percevejos da subfamilia Triatominae
sejam responsaveis pela transmissdo do parasita (Cucunubd et al., 2024). Levantamentos
apontam que no mundo existem de 6 a 8 milhdes de pessoas infectadas pelo parasita (Martin-
Escolano et al., 2022).

Outra problematica relacionada a doenga de Chagas ¢ o fato de ser mais comum em
regides pobres desses paises; isso ocorre devido as condigdes de vida dessas pessoas. O tipo de
moradia que essas pessoas possuem € propicio para que o percevejo se aloje, causando assim
uma proximidade entre o vetor e as pessoas em risco; falta de saneamento bésico, e praticas
precarias de higiene, favorecem a contaminacao por outras formas além da contaminagdo pelo
barbeiro; o acesso limitado a cuidados de saude faz com que o diagndstico seja lento ou
inexistente, diminuindo a possibilidade de cura (Cucunuba et al., 2024; Nunes et al., 2024).

O ciclo do parasita também envolve uma série de mamiferos, desde humanos, macacos,
roedores até animais de estimag¢ao como cachorro e gato, entre outros. O ciclo de transmissao
principal ocorre quando o percevejo se alimenta do sangue do humano e, ao se alimentar, pode
liberar fezes ou urina infectadas com parasitas que ai atingem a corrente sanguinea pela ferida.
Outras formas de infec¢do sdo por transfusdo de sangue ou transplante de 6rgao; transmissao
cruzada da mae para o feto; transmissao oral pela ingestdo de comida ou agua contaminada; e,
para outros tipos de animais, pela ingestdo de presas infectadas com o parasita (Cucunubd et

al., 2024; Swett et al., 2024).
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Uma vez que o paciente ¢ infectado, a doenga possui duas fases. A primeira fase,
chamada fase aguda, ¢ normalmente caracterizada por alta parasitemia, tendo como principais
sintomas a febre, cefaleia e diarreia. Apos essa fase, boa parte dos infectados progride para uma
fase assintomadtica, enquanto em torno de 30% desenvolvem a chamada fase cronica, levando a
infec¢do em varios 6rgdos, principalmente no corag@o e no intestino, podendo levar a 6bito,
sendo a cardiomiopatia chagasica a principal causa. A doen¢a de Chagas ¢ a principal causadora
de cardiomiopatia infecciosa no mundo, com aproximadamente 1,2 milhao de pessoas afetadas
(Martin-Escolano et al., 2022; Nunes et al., 2024).

A doenga possui apenas dois fArmacos disponiveis para o tratamento, benznidazol e
nifurtimox (Figura 19), porém ambos sdo farmacos com inumeros efeitos colaterais. Na fase
aguda, a chance de tratamento ¢ maior, porém estima-se que apenas 1% dos pacientes
descubram a doenca nessa fase. Na fase cronica, as chances de tratamento diminuem e muitos

pacientes abandonam o tratamento devido aos efeitos colaterais (Martin-Escolano et al., 2022).

Figura 19 — Farmacos utilizados no tratamento de doenga de Chagas
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Fonte: O autor (2026).

Em relagdo a estudos de espécies de Microlicia contra o parasita 7. cruzi, hd somente
um estudo em que o 6leo essencial da M. graveolens foi testado. Nesse estudo, testaram tanto
o Oleo essencial na sua forma livre quanto em emulsdes de nanoparticulas. O 6leo puro
apresentou um CEs de 60,4 g mL™! e a nanoemulsdo de 2,3 mg mL™! (Seibert et al., 2025).
Sendo assim, nenhum trabalho reportou qualquer avaliacdo de extratos para esse patdgeno,
sendo o estudo presente inédito para o género.

Esses dados mostram a importancia de estudos que busquem novas terapias para a
doenca. Trata-se de uma doenga que, na fase cronica, possui alta mortalidade, possui poucos
farmacos disponiveis e os disponiveis possuem baixa eficacia em casos cronicos, além de serem

tOX1cos.
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4.2 Objetivos

Os objetivos deste capitulo foram avaliar o potencial biologico dos extratos das folhas,

flores e galhos de Microlicia parviflora contra bactérias da cavidade oral, fungos do género

Candida e os protozoarios Trypanosoma cruzi e Leishmania infantum. Além disso, também

analisar a composicdo quimica dos extratos ou particdes mais ativos de cada o6rgdo por

espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida e isolar compostos da amostra mais

ativa a fim de investigar a atividade biologica dos compostos isolados.

4.3 Procedimentos experimentais

4.3.1 Reagentes e equipamentos

4.3.1.1 Instrumentacdo

Balanga de luz infravermelha para determinagao da umidade QUIMIS, modelo Kett FD-
600;

Balancga analitica SHIMADZU, modelo ATX224;

Evaporador rotatorio IKA modelo RV 10 com banho de aquecimento e controle digital;
Liofilizador TERRONI, modelo LS3000;

Espectrometro (GenesysTM 10 S UV-Vis);

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia AGILENT®, modelo Infinity 1260, acoplado
a um Espectrometro de Massas de alta resolu¢do tipo Quadrupole-Time of Flight (Q-
TOF) AGILENT®, modelo 6520 B com fonte de ionizagdo por electrospray (IES);
Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) BRUKER®, modelo
Ascend™ 400 Avance III HD (9,4 Tesla).

4.3.1.2 Reagentes

Solventes utilizados no preparo dos extratos, particdes € na coluna semipreparativa:
hexano, diclorometano, acetato de etila, n-butanol, metanol, etanol. Os solventes foram
de marcas diversas: Synth, Vetec, Merck, Neon. O etanol, o hexano e o acetato de etila

foram destilados para um maior grau de pureza.
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e Acido acético, 4cido sulfurico, e formico também foram de marcas diversas: Isofar, J.
T. Baker, Synth, Merck, Vetec.

e Difenilboriloxietilamina: Sigma-Aldrich;

e Polietilenoglicol-4000: Vetec;

e Anisaldeido: Vetec.

4.3.2 Coleta do material vegetal

As folhas, os galhos e as flores da M. parviflora foram coletados no Parque do Sabia na
cidade de Uberlandia. A espécie foi identificada pela bidloga e professora Dra. Rosana Romero,
especialista na familia Melastomataceae. Uma exsicata foi depositada no herbario da
Universidade Federal de Uberlandia (HUFU), sob codigo de registro HUFU 88902.

O acesso ao patrimdnio genético foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrim6nio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o nimero

ASFE856.

4.3.3 Preparo dos extratos e parti¢oes

4.3.3.1 Preparo dos extratos

O material vegetal foi levado ao Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais (NuPPeN) e
foi colocado para secar em estufa com circulagdo de ar a 35 °C, até que a umidade atingisse
valor menor ou igual a 10%. Para a medicdo da umidade, foi utilizada uma balanga
termogravimétrica, onde 1 g do material vegetal foi colocado na balanga por 15 minutos a
105 °C e ao final, foi descontada a massa de dgua evaporada, obtendo-se a umidade do material.

Os extratos foram obtidos por maceracdo. Para isso, o material vegetal de cada 6rgdo da
planta, seco e triturado, foi colocado em um recipiente fechado e, na auséncia de luz, com o
solvente extrator (hexano) por 48 horas. Foram utilizados 114,70 g de folhas, 142,4 g de galhos
e 12,33 g de flores. Para as folhas e galhos foi usado 250 mL de solvente, e para as flores 50
mL. Posteriormente, o material foi filtrado, o solvente foi evaporado utilizando um evaporador
rotatdrio e o extrato foi obtido. Primeiramente, foram obtidos os extratos hexanicos e, apos a

extracdo, foi utilizado o material remanescente da extracdo com hexano para a obtencao dos
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extratos etanolicos, o volume de etanol para cada 6rgdo foi o mesmo usado para o hexano. Para

cada extrato, o procedimento foi repetido cinco vezes (Figura 20) .

Figura 20 — Fluxograma de preparo dos extratos hexanicos e etandlicos
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Fonte: O autor (2026)
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4.3.3.2 Preparo das particoes a partir dos extratos etanolicos por extra¢do liquido-liquido

O fracionamento com diferentes solventes foi realizado somente para os extratos
etanolicos obtidos das folhas e dos galhos, devido a quantidade de extrato das flores obtido.
Para a obtengdo das particdes, o extrato etandlico foi solubilizado em uma solugdo de
metanol:dgua (9:1). Posteriormente, com auxilio de um funil de extracdo, foi adicionado a
solucdo o solvente extrator, iniciando com diclorometano e, sequencialmente, acetato de etila e
n-butanol, restando ao final a particdo hidrometanolica. Para o extrato etandlico das folhas
foram usados 13 g de extrato e 250 mL da solu¢dao hidrometanolica para solubilizagdo do
extrato, e para o extrato dos galhos foram utilizados 5 g de extrato 150 mL de solvente. Para as
folhas, foi usado 50 mL de solvente extrator para cada extracao e a extragao foi realizada cinco
vezes para cada solvente, ja para os galhos foi usado 25 mL por extracdo. A Figura 21 traz um

fluxograma do particionamento dos extratos.



Figura 21 — Fluxograma da obten¢ao das parti¢des em diferentes solventes por extragdo do

tipo liquido-liquido
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4.3.4 Andlise por CLAE-EM

Os extratos e parti¢gdes mais ativos dos trés 6rgaos foram analisados por espectrometria
de massas. Para isso, as amostras solubilizadas em metanol (5 mg mL™") foram submetidas a
uma analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um espectrometro de massas
da marca Agilent, modelo Infinity 1260, acoplado a um espectrometro de massas de alta
resolucao tipo Quadrupole Time of Flight (Q-TOF) AGILENT®, modelo 6520 B, com fonte
de ionizagao por electrospray (IES). Foi utilizada uma coluna de fase reversa (C18) da Agilent
modelo Zorbax (50,0 x 2,1 mm, 1,8 um). Para a andlise, usou-se um gradiente de 5 a 98% do
solvente B, em 15 minutos, no qual o solvente A foi agua acidificada a 0,1% com acido féormico
e o solvente B foi metanol. Apds esse periodo, a porcentagem de B foi para 100% e mantida
por mais 2 minutos, retornando entdo as condi¢des iniciais em 2 minutos. Os espectros foram
obtidos nos modos positivo e negativo.

Os cromatogramas e os espectros de fragmentacdo foram analisados no software da
Agilent, MassHunter. Para a anotagdo dos compostos, foi considerado o erro de = 5 ppm nos
valores de m/z obtidos em alta resolugdo, utilizando a Equacdo 2. Além disso, os espectros de
fragmentacdo foram comparados com espectros disponiveis em bibliotecas virtuais, como o

MoNa e o Metlin, entre outras, e também com espectros publicados na literatura.

0= (m/zexp— m/z teo

Equagdo 2 Err )x 1x10°

m/z teo
Onde: m/z exp = valor de m/z obtido experimentalmente; m/z teo = valor de m/z calculado no

software ChemDraw
4.3.5 Fracionamento da parti¢do em acetato de etila das folhas

A partigdo em acetato de etila das folhas foi submetida a uma coluna de bancada para
tentativa de isolar compostos presentes na particao. Foi utilizada uma coluna de 75 x 3 cm, com
150 g de Sephadex LH20 como fase estacionaria e o metanol como fase movel. A Sephadex foi
dissolvida no metanol e vertida dentro da coluna de vidro; o volume morto foi calculado em
250 mL, e 1,5 g da partigdo de acetato de etila foram solubilizados e aplicados no topo da fase
estacionaria dentro da coluna de vidro. Posteriormente, a coluna foi eluida com metanol, € o

eluente foi coletado em frascos de vidro na base da coluna. As fragdes foram monitoradas



78

utilizando a cromatografia em camada delgada (CCD). Para isso, foram utilizadas
cromatoplacas de silica gel fixadas em aluminio, e foram usados os reveladores anisaldeido
(anisaldeido-acido sulfurico) e NP/PEG (do inglés natural products-polyethlene glycol
reagent). As fragdes foram reunidas conforme o perfil semelhante entre elas na cromatoplaca.
A fase movel utilizada foi composta por: 2,6 mL de acetato de etila, 10 mL de 4gua, 1,1 mL de

acido formico e 1,1 mL de 4cido acético (Wagner; Bladt, 1996).

4.3.6 Preparo dos reagentes NP/PEG e anisaldeido

Os reagentes NP/PEG e anisaldeido foram preparados de acordo com a metodologia

descrita por Wagner; Bladt, (1996).

4.3.6.1 Preparo do reagente NP/PEG

Foram preparadas duas solu¢des: uma solu¢do 1% (m v ') de difenilboriloxietilamina
(NP) em metanol, denominada A, e uma solugio B contendo 5% (m v ') de polietilenoglicol-
4000 (PEG4000) em etanol. O reagente ¢ preparado misturando 10 mL da solu¢do A e 8 mL da
solucao B. O reagente ¢ borrifado sob a cromatoplaca com o auxilio de um borrifador e a placa

¢ entdo observada em cdmara UV em 254 nm.
4.3.6.2 Preparo do reagente anisaldeido

Inicialmente foi preparada uma solucdo de 5% (v v'!) de anisaldeido em 4cido acético
glacial. Em seguida, foram adicionados, em ordem, 85 mL de metanol e 5,0 mL de acido
sulfurico concentrado. O reagente ¢ borrifado na cromatoplaca e aquecido a 100 °C por
aproximadamente 15 minutos até o aparecimento de manchas.
4.3.7 Atividades antimicrobianas e antiparasitdrias
4.3.7.1 Atividade antifungica e antibacteriana

Os ensaios antifingicos e antibacterianos foram realizados no Laboratorio de Ensaios

Antimicrobianos (LEA) da Universidade Federal de Uberlandia. Os procedimentos adotados e

as espécies testadas foram os mesmos do Capitulo 3, se¢do 3.3.2.5 (pagina 42).
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4.3.7.2 Atividade antitripanossoma e antileishmania

Os ensaios antiparasitarios foram realizados pela Plataforma de Bioensaios para
Triagem de Compostos contra 7. cruzi e Leishmania spp. (RPT11F) da Rede de Plataformas
Tecnoldgicas (RPT) da FIOCRUZ no Laboratorio de Gendmica Funcional de Parasitos (GFP)
no Instituto René Rachou, FIOCRUZ Minas.

4.3.7.2.1 Atividade antitripanossoma

Os ensaios foram realizados de acordo com o protocolo estabelecido por Romanha et al.
(2010). Utilizaram-se cé¢lulas L929 (fibroblastos de camundongo) infectadas com 7. cruzi
da linhagem Tulahuen expressando S-galactosidase de Escherichia coli como gene reporter. O
procedimento foi realizado em microplaca de 96 pocos, em que 4.000 células 1.929 foram
adicionadas a cada poco e incubadas durante a noite. Apos a incubagdo, em cada pogo foram
adicionados 40.000 parasitos na forma de tripomastigotas e incubados por 2 horas. Em seguida,
0 meio contendo parasitos extracelulares foi descartado e foram adicionados 200 puL. de meio
fresco, incubando-se por mais 48 horas para estabilizar a infec¢do. Para verificagdo da
atividade, a diferenca na inibi¢do do crescimento de parasitos na presenca do composto € em
células ndo tratadas foi calculada. Para isso, foram usadas quatro diferentes concentragdes
(12,5; 25; 50 e 100 pug mL™), a solugdio contendo os extratos e particdes foi adicionada aos
pogos com parasitos e incubada por 96 horas. Apos esse periodo, foram adicionados 50 pl de
B-D-galactopiranosideo de clorofenol vermelho (500 uM) e incubados por mais 16 a 20 h, e
entdo a absorbancia foi medida em 570 nm. O CEsg foi calculado por interpolacao linear. Os
ensaios foram realizados em quadruplicata e repetidos ao menos uma vez. Foram realizados os
controles de células ndo infectadas, células infectadas ndo tratadas e células infectadas tratadas

com benznidazol (38 uM), que € o controle positivo, ou tratadas com DMSO 1%.

4.3.7.2.2 Atividade anti-Leishmania

O procedimento adotado foi realizado conforme descrito por Cruz et al., (2024).
Inicialmente, células derivadas da linhagem monocitica THP-1 foram cultivadas em meio
RPMI-1640 (Rowell Park Memorial Institute), suplementado com 10% de soro fetal bovino,
100 U mL"! de penicilina e 100 ug mL™! de estreptomicina. Os mondcitos foram diferenciados

em macréfagos com a adi¢do de 50 ng mL~' de PMA (Forbol 12-miristato-13-acetato). Apos
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72 h de diferenciagdo, os macrdéfagos (5 x 10* células/poco) foram infectados com formas
promastigotas de Leishmania infantum (MHOM/BR/1974/PP75) transfectadas com o gene
tdTomato (Cruz et al., 2024). Apds 4 h de infecgao, os parasitos extracelulares foram removidos
por trés lavagens consecutivas com PBS. Em seguida, as células infectadas foram incubadas
por 72 h em meio RPMI-1640 contendo os extratos ou partigdes nas concentracdes de 25 e 50
png mL™'. A atividade antiparasitaria foi determinada pela reducdo da fluorescéncia emitida
pelos parasitos apos o periodo de incubagdo, utilizando comprimento de onda de excitagao de
554 nm e emissao de 581 nm. Para as amostras que apresentaram atividade antiparasitaria na
triagem inicial, avaliamos a concentracdo efetiva capaz de inibir 50% do crescimento
parasitario (CEso). Os macrofagos infectados foram incubados por 72 h em RPMI-1640
contendo diferentes concentracdes dos compostos (80, 40, 20, 10 ¢ 5 pg mL™!). O CEs foi
determinado pela diminui¢do da fluorescéncia do parasito, na auséncia e presenga dos
compostos, apos 72 h de exposi¢ao, utilizando o leitor de microplacas Varioskan LUX (Thermo
Scientific) com excitagcdo/emissdo de 554/581 nm. Os valores de CEso foram calculados por
regressao ndo linear usando um modelo de inclinagdo variavel (log(concentragdo) versus
resposta) no software GraphPad Prism v8.2.0 (CA, EUA). Foram realizados os controles de
células ndo infectadas, infectadas nio tratadas e tratadas com anfotericina B e DMSO 1%. Os

ensaios foram realizados em quadruplicatas e repetidos em dois experimentos independentes.

4.3.7.2.3 Ensaios de citotoxicidade em macrofagos derivados de células THP-1

As células monociticas THP-1 foram diferenciadas em macréfagos em microplacas de
96 pocgos por 72 h, conforme descrito acima. Em seguida, o meio foi substituido e as c€lulas
foram expostas aos compostos em concentracdes crescentes, iniciando pelo valor de CEso
determinado contra L. infantum. Apds 72 h de incubag@o com os compostos, Alamar Blue foi
adicionado e a absorbancia a 570 e 600 nm foi medida ap6s 4 h. Controles com células nao
tratadas e tratadas com DMSO 1% foram incluidos paralelamente. Os resultados foram
expressos como a diferenga percentual na redugdo entre células tratadas e ndo tratadas. A
concentragdo capaz de inibir 50% da viabilidade celular (CCs) foi determinada. Os valores de
CCso foram calculados por regressdao nao linear usando modelo de inclinagdo variavel
(log(concentracao) versus resposta) no GraphPad Prism v8.2.0. Triplicatas foram processadas
na mesma placa, e os experimentos foram repetidos em triplicata bioldgica. O indice de
seletividade (IS) foi calculado como a razdo entre o valor de CCso obtido no ensaio de

citotoxicidade e o valor de CEso determinado no ensaio de atividade anti-Leishmania.
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4.4 Resultados e discussdes
4.4.1 Rendimento dos extratos

A Tabela 7 traz o rendimento dos extratos hexanicos e etanolicos dos trés 6rgaos da
planta. O rendimento foi calculado considerando a quantidade de material seco usado na

extracao.

Tabela 7 — Porcentagem de extracdo no preparo dos extratos hexanicos e etanolicos

Orgaos de Microlicia parviflora

Amostras
Galhos (142,40 g) Flores (12,33 g) Folhas (114,70 g)
Extrato hexanico 5,890 (4,14%) 0,5015 (4,07%) 17,7148 (15,44%)
Extrato etandlico 10,8982 (7,65%) 0,5837 (4,73%) 16,6312 (14,13%)

Fonte: O autor (2026)

Para as folhas e as flores, o rendimento foi similar para os extratos obtidos em hexano e
etanol, mostrando que a planta € rica tanto em compostos com caracteristicas pouco polares
quanto em compostos com polaridade média ou polares. J& para os galhos, o rendimento do
extrato etandlico foi praticamente o dobro, indicando que esse 6rgdo da planta possui menos

compostos de baixa polaridade.

4.4.2 Rendimento das particoes

Os extratos etandlicos dos galhos e das folhas foram submetidos a parti¢do por extracao
liquido-liquido. Essa etapa consiste em um fracionamento preliminar, no qual os metabolitos
especializados sdo agrupados por afinidade ao solvente empregado na extracdo. Essa etapa
também ¢ importante para tentar atribuir quais classes podem estar relacionadas as atividades
bioldgicas testadas e facilita futuros experimentos de isolamento. O extrato das flores ndo foi
particionado devido ao baixo rendimento (Abubakar; Haque, 2020). A Tabela 8 mostra o
rendimento dessa etapa em porcentagem, baseando-se na quantidade de extrato etandlico usado

no experimento.
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Tabela 8 — Rendimento das extra¢des liquido-liquido
Orgaos de M. parviflora

Galhos! Folhas?

Amostras

Partigdo diclorometano 11211 g(21,93%)  1,9052 g (14,65%)
Particao acetato de etila 0,1612 g (3,15%) 4,8837 g (37,57%)
Partigao n-butanol 0,3636 g (7,12%) 3,0366 g (23,36%)
Particao hidrometanodlica 15295 g(29,93%)  1,8423 g (14,17%)

Nota: ': Foram utilizados 5g do extrato etanolico; *: Foram utilizados 13g do extrato etanolico.

Fonte: O autor (2026).

Nos galhos, os maiores rendimentos foram na fragdo em diclorometano e na
hidrometanélica. Isso mostra que a amostra ¢ composta tanto por compostos com caracteristicas
polares, que nao foram extraidos pelos solventes extratores e permaneceram na fragao
hidrometanolica, quanto por uma parte da composi¢cao menos polar, que acabou sendo extraida
pelo diclorometano.

J& para as folhas, o maior rendimento foi no acetato de etila, mostrando que as amostras

possuem mais compostos de polaridade média, porém menos polares em relagdo aos galhos.

4.4.3 Andlise por CLAE-EM

Os extratos e as particdes mais ativos de cada parte da planta foram analisados por
CLAE-EM, para obter um perfil quimico dos compostos presentes nas amostras. Assim, foram
analisados o extrato etandlico das flores, a particdo em acetato de etila das folhas e a particao
em n-butanol dos galhos. Para a anotagdo, foram considerados erros em ppm de + 5 dos valores
de MS! em alta resolugio; além disso, os espectros de fragmentacdo foram comparados com
espectros em bibliotecas como o MoNa (Mass Bank of North America) e artigos publicados na
literatura, além da proposta de mecanismo de fragmentagdo para alguns dos compostos das
principais classes. A Tabela 9 traz a anotacdo desses compostos. A Figura 22 traz os
cromatogramas de pico base para as trés amostras. As Figura 23 e Figura 24 trazem os

compostos anotados.



Figura 22 — Cromatogramas de pico base para a parti¢ao acetato de etila das folhas (A),
extrato etanolico das flores (B), e parti¢ao n-butanol (C) dos galhos.
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Tabela 9 — Anotacdo dos compostos dos extratos e particdes de Microlicia parviflora

84

tr

Massa

Erro Fragmentos (m/z)

Formula

Anotagao dos

(min) [M—H] exata (ppm) EM/EM molecular compostos Amostra Referéncias
1,22 315,0726 315,0722 1,27 20 eV: 271, 169, Ci3Hi609  Galoil ramnosideo C (Xiong et al., 2021)
153,152,109, 108 (1)
1,23 205,0355 205.0354 0,49 10 eV: 125,99, 81 C7H1007 Acido metilcitrico A, B (Huang et al., 2021)
2) PubChem
1,50 203,0199 203,0197 0,99 10 eV: 185, 159, C7H307 Acido daucico 3) A,B,C  (Lietal,2021), HMDB
141, 125,97, 87, 79,
71, 69
2,05 169,0143 169,0142 0,59 15eV; 125,79 C7HOs Acido galico (4) A,B,C (Singh et al., 2016; Xiong
etal.,2021)
3,22 331,0670 331,0671  —0,30 20 eV: 315, 271, C13H16010 Glucogalina (5) A (Ersan et al., 2016)
229,211, 169, 125
3,11  783,0693 783,0686 0,89 30 eV: 481, 301, C34H24022  Penduculagina (6) A, B (Araujo et al., 2020; Singh
275 etal.,2016)
420 341,0878 341,0878 0,0 15eV: 179, 161 Ci15sHi1809 Acido cafeico A (Abu-Reidah, M et al.,
hexosideo (7) 2015)
440  359,0987 359,0984 0,84 15eV:299, 239, C15H20010 Acido siringico A,B (Taamalli et al., 2015)
211,197,119, 113, hexosideo (8)
59
448  633,0726 633,0733 —1,11 30 eV: 463, 301, C27H22018 HHDP galoil A, B (Singh et al., 2016)
275, 249, 169 hexosideo (9)
231,0510 Nao anotado A B
4,70  183,0298 183,0299  -0,55 15eV: 168, 125, CsH30Os Galato de metila B, C (Singh et al., 2016)
124, 78 (10)
4,88  423,0933 423,0933 0,0 30eV: 313, 169, C19H20011 glicosil A (Araujo et al., 2020; Ersan
151, 125,109 pentaidroxibenzofe etal.,2016)
nona (11)
493  483,0783 483,0780 0,62 30eV: 331, 313, C20H20014 Digaloil glicose A (Singh et al., 2016)
271,211, 169, 125, 12)

124




Continuagao da Tabela 8 — Anotacao dos compostos dos extratos e particdes de Microlicia parviflora
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tr _ Massa Erro Fragmentos (m/z) Foérmula Anotagao dos A
(min) [M-H] exata (ppm) EM/EM molecular compostos Amostra Referéncias
5,13 453,1039 453,1038 0,22 30eV: 313,169, Ca0 H22012 Metoxi- A,B,C  (Abu-Reidah et al., 2015;
151, 125 hidroxifenol-galoil- Singh et al., 2016)
hexose (13)
5,16 467,0364*  467,0362 0,43 20 eV: 391, 301, C41H28026 casuarinina ou A, B (Akande et al., 2022;
275,249, 169, 125 casuarictina (14) Chang et al., 2019;
Quatrin, 2019)
935,0767 935,0796 —3,10 -- C41H28026 casuarinina ou A (Akande et al., 2022;
casuarictina (14) Chang et al., 2019;
Quatrin, 2019)
5,30  447,1507 447,1508 —0,22 15eV: 401, 269, Ci9H18012 benzil-O- A, B,C HMDB®
161, 131, 101 arabinofuranosil-
glicosideo (15)
5,40  385,1139 385,1140 0,26 20 eV: 223, 205, C17H22010 acido sinapinico A (Spinola; Pinto; Castilho,
190, 161 glicosideo (16) 2015)
HMDB!
5,48  635,0885 635,0890 -0,79 30 eV: 465, 313, C27H24018  Trigaloil hexosideo A, B (Singh et al., 2016; Xiong
169 a7 etal,2021)
5,68  431,1922 431,1923 —-0,23 20 eV: 385, 223, Ci9H3008 + Vomifoliol A, B (Rosso et al., 2022,
205,179, 153 HCOOH  hexosideo formiato Spinola; Pinto; Castilho,
(18) 2015)
5,73  387,1670 387,1661 2,32 25eV: 207, 163, CigH2809 Acido tuberonico A, B (Danise et al., 2021)
101, 59 hexosideo (19)
6.06 461,1668 461.1664 0.87 15eV: 415,311, Ci9H28010  primeverosideode A, B, C (Danise et al., 2021)
301, 239,221,191, +HCOOH feniletila formiato
179, 161, 149, 131, (20)
101, 89
6,08 197,0455 197,0457 —1,01 20 eV: 167, 125, CoH100s  Galato de etila (21) A, B (Singh et al., 2016)

124, 78



Continuagao da Tabela 8 — Anotacao dos compostos dos extratos e particdes de Microlicia parviflora

trR _ Massa Erro Fragmentos (m/z) Formula Anotacao dos A .
(min) IM—H] exata (ppm) EM/EM molecular compostos Amostra Referéncias
5,90  509,2237 509,2240  —0,59 25 eV: 463, 331, C21H36011  Oxido de linalool C (Lietal.,2021)
161,131, 112,101, +HCOOH  apiosil hexosideo
71 formiato (22)
463,2544 -- -- 20eV: 417,392, Derivado de acido C
316, 301, 169, 161 elagico (23)
6,26 934,0716* 9340718 0,21  30eV: 1567, 1235, Cs:Hs40s5, Digalloil- A, B (Aaby et al., 2012),
858, 633, 301, 169 tetraHHDP- PubChem®
diglicose ou
agrimoniin (24)
6,93  615,0990 615,0992 —0,32 30 eV: 463, 301, C28H24016 Quercetina-O- A,B,C (Corréa et al., 2021;
300, 271, 255 galoil-hexosideo Quintans-Junior et al.,
25) 2020; Saldanha; Vilegas;
Dokkedal, 2013)
7,04  463,0882 463,0882 0,0 30eV: 317, 316, C21H20012 Miricetina A, B (Araujo et al., 2020;
287,271,179, 151 ramnosideo (26) Syabana et al., 2022)
7,23  609,1456 609,1461 —0,82 30 eV: 447,301, C27H30015 Rutina (27) A, B (Spinola; Pinto; Castilho,
300, 271, 255, 151 2015)
7,44  599,1049 599,1042 1,17 30eV: 447,313, C28H24015 Luteolina galoil B (Khallouki et al., 2017)
285,284, 169 hexosideo (28)
7,53 300,9992 300,9990 0,66 30 eV: 283, 257, C14HsOs  Acido elagico (29) A, B (Singh et al., 2016)
245,229, 201, 185,
173, 145,129, 117,
101
7,74  447,0933 447,0933 0,0 25eV: 301, 300, C21H20011 Quercitrina (30) A,B,C (Corréa et al., 2021;
271,255,151 Saldanha; Vilegas;
Dokkedal, 2013)
8,22  431,0982 431,0984 —0,46 20 eV: 285, 284, C21H20010 Canferol ou A, B (Sakna et al., 2019; Sobeh

255, 227

luteolina
ramnosideo (31)

etal.,2018)
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Continuagao da Tabela 8 — Anotacao dos compostos dos extratos e particdes de Microlicia parviflora

trR _ Massa Erro Fragmentos (m/z) Formula Anotacao dos A .
(min) IM—H] exata (ppm) EM/EM molecular compostos Amostra Referéncias
8,54 301,0350 301,0354 —-1,32 25 eV: 273, 245, Ci5sH1007 Quercetina (32) A, B (Fabre et al., 2002;
179, 151, 121, 107 Quintans-Junior et al.,
2020)
9,36 299,0556 299,0561 —1,67 30 eV: 284, 256 Ci6H1206 Diosmetina ou B (Abu-Reidah, M et al.,
crisoeriol (33) 2015; Ammar et al., 2017)
9,21 461,1085 461,1089 —0,87 30eV: 299, 284 C2H2011 Diosmetina ou A (Chen et al., 2012)
crisoeriol
hexosideo (34)
9,50  343,0459 343,0549 0 25eV: 328, 313, C17H120s acido elagico tri- B (Corréa et al., 2021)
298, 285 metil éter (35)

Nota: * [M — 2H], A = partigao acetato de etila folhas, B = extrato etanélico das flores, C = parti¢do n-butanol dos galhos



88

Figura 23 — Estrutura dos compostos anotados por CLAE-IES-EM/EM nos extratos e parti¢des da Microlicia parviflora.
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Figura 24 — Estrutura dos compostos anotados por CLAE-IES-EM/EM nos extratos ¢
parti¢oes da Microlicia parviflora.
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Para justificar a anotagdo dos compostos, além do erro em ppm para os valores de m/z
em alta resolucdo e da comparagdo dos espectros, também foram realizadas propostas de
fragmentacdo para as principais classes de compostos anotados. A Figura 25 traz uma proposta

de fragmentagdo para o tanino hidrolisavel penduculagina (m/z 783,0693, 4 = 0,89)

Figura 25 — Proposta de fragmentacao para a penduculagina

OH
HO
HO O OHO OH
HOy__ .
10 ) 0"

HO 0

HO

m/z 783 m/z 301 m/z 481

m/z 275

Fonte: o autor (2026)

O ion fragmento m/z 301 ¢ caracteristico de taninos hidrolisaveis e corresponde a uma
unidade de acido elagico, representado na Figura 25. No mecanismo proposto, ele ¢ formado
através de duas transesterificagoes, formando duas lactonas caracteristicas da molécula de acido
elagico, que, com a carga negativa, geram o ion fragmento m/z 301. O ion fragmento m/z 275
também ¢ formado a partir de duas transesterificagdes, porém a segunda transesterificacao ¢
originada a partir do oxigénio da glicose ligada ao grupo HHDP (hexahidroxidifenil).

A Figura 26 traz uma proposta de mecanismo para a quercetina (m/z 301,0350,

=—1,32), um dos flavonoéis anotados nas amostras. Alguns mecanismos sdo caracteristicos de
flavonoides, como o mecanismo de Retro Diels-Alder (RDA), que forma o ion fragmento m/z
151. Uma descarboxilagdo resulta na perda de uma molécula de mondxido de carbono (CO)
formando o ion fragmento m/z 273, e uma segunda perda de CO, apds um equilibrio de

tautomerismo, explica o ion fragmento m/z 245 (Demarque et al., 2016).
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Figura 26 — Proposta de fragmentacdo para a quercetina

o o OH
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Fonte: Adaptado de Demarque et al., (2016.

As principais classes de compostos anotados foram: flavonoides, acidos fendlicos,
acidos organicos, taninos hidrolisaveis, terpenos e fenilpropanoides. Os flavonoides eram
esperados, uma vez que ja haviam sido reportados no trabalho de Bomfim-Patricio et al., (2001),
onde foram identificados oito flavonoides: quercetina, luteolina-7-O-glicosideo, luteolina-7-O-
xilosideo, luteolina-7-O-diglicosideo, quercetina-3-O-glicosideo, quercetina-3-O-xilosideo,
quercetina-3-0-diglicosideo e quercetina-3-O-ramnosil-glicosideo. Assim, nesse primeiro
trabalho, foram identificados flavonoéis e flavonas, sendo praticamente todos glicosideos, com
excecao da quercetina.

No presente trabalho foram identificados 10 flavonoides, sendo que somente a
quercetina e o luteolina-O-glicosideo haviam sido reportados no trabalho anterior realizado por
Bomfim-Patricio et al. (2001). Ainda foram identificados outros trés glicosideos de quercetina;
a luteolina-O-ramnosideo e a miricetina-O-ramnosideo; um flavonol metilado, na sua forma

aglicona e na forma glicosidica, que pode ser a diosmetina ou o crisoeriol, ndo sendo possivel
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distinguir os isdmeros por espectrometria de massas, pois ambos possuem o grupo metoxila no
anel B da estrutura. Os compostos 28 ¢ 31 podem ser respectivamente um galoil-hexosideo e
um rhamnosideo do canferol ou da luteolina, uma vez que os fragmentos provenientes da parte
aglicona dos glicosideos sdo semelhantes. Portanto, ndo ¢ possivel diferencid-los por
espectrometria de massas.

Outra classe de metabolitos especializados anotada no trabalho foi a dos taninos
hidrolisaveis. Essa classe ainda ndo tinha sido reportada para a espécie, porém ja foi encontrada
na familia Melastomataceae, como nas espécies Dissotis thollonii (Nono et al., 2014),
Monochaetum multiflorum (Isaza; Ito; Yoshida, 2004) e Meriania hernandoi (Valverde
Malaver et al., 2019), entre outras. Taninos sdo compostos polifenolicos de alta massa
molecular, em torno de 500 a 3000 Da, e podem ser classificados em dois grandes grupos: os
taninos condensados e os taninos hidrolisaveis. Os taninos hidrolisaveis sdo taninos que sofrem
hidrdlise por acidos fracos e sao divididos em dois grupos: os galotaninos e os elagitaninos. Os
galotaninos, ao serem hidrolisados, resultam em 4cido géalico e acucares; ja os elagitaninos
liberam também o 4cido elagico (Smeriglio et al., 2017).

No presente trabalho foram anotados oito galotaninos, sendo que em alguns casos, como
o m/z 783,0693 (4 = 0,89 ppm), ndo foi possivel s6 por espectrometria de massas precisar qual
dos possiveis isomeros estd presente na planta. Além disso, foram anotados o acido gélico e
alguns derivados, como metilgalato e galoilramnose, e foram anotados o 4cido elagico e dois
derivados: o acido elagico trimetil éter (m/z 343,0459 4 = 0 ppm) e o0 m/z 463,2544, que, pela
presenca dos fragmentos 300,9986, indica se tratar de um derivado do acido elagico (m/z
300,9992 4 = 0,66 ppm).

Além dessas classes de compostos, foram anotados dois fenilpropanoides, o acido
cafeico e o acido sinapinico, ambos glicosideos; dois acidos organicos, o acido metilcitrico e o
acido daucico; e dois terpenos, o 6xido de linalol apiosil hexosideo e o vomifoliol hexosideo.
Todos esses compostos e suas respectivas classes ainda ndo tinham sido reportados para a

espécie em estudo.

4.4.4 Isolamento e elucidacdo do composto 1

A particdo em acetato de etila das folhas foi escolhida para o processo de isolamento de
compostos. Escolheu-se essa amostra com base nos ensaios antifungicos, nos quais diversas
amostras apresentaram resultados promissores, como serd mostrado na proxima secao, € pelo

fato de ser a particdo com maior massa para ser trabalhada, tanto das folhas quanto dos galhos
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(Tabela 8, pagina 82). A fase estacionaria escolhida foi a Sephadex LH20, devido a presenga
de compostos de tamanhos diferentes, como flavonoides agliconas e glicosideos com uma ou
mais unidades de agucar, além da presenga dos taninos hidrolisaveis que possuem tamanhos
variados.

A coluna em Sephadex LH20 da particdo em acetato de etila das folhas, apos a jungao
com o auxilio da CCD e o uso dos reagentes NP/PEG e anisaldeido, gerou 29 fragdes (Al-1 a
A1-29). A fracdo A1-22 apresentou um precipitado amarelo que foi lavado com metanol e
analisado a fim de elucidar a estrutura.

Na cromatoplaca, o composto apresentou apenas uma mancha, que, ao ser revelada com
NP/PEG, apresentou uma coloragdo amarela no visivel que se intensifica ao ser observada na
camara UV em 254 nm. A Figura 27 mostra a cromatoplaca para o composto I no visivel e em

254 nm

Figura 27 — Cromatoplaca do composto 1 revelado com NP/PEG.

Nota: Figura A na cdmera de UV em 254 nm, Figura B no visivel.

Fonte: O autor (2026).

O reagente NP/PEG, de acordo com o livro publicado por Wagner; Bladt, (1996), ¢ um
revelador para a classe dos flavonoides, o nitrogénio presente no composto
difenilboriloxietilamina substitui o oxigénio da carbonila do flavonoide, formando uma imina
que se complexa ao 4&tomo de boro presente na estrutura, € o &tomo de boro se complexa ao
oxigénio da hidroxila vizinha a carbonila. A Figura 28 mostra o mecanismo da reacdo. Vale
ressaltar que o proprio livro indica reagdes positivas para outras classes de compostos, podendo

em algumas situagdes ser um falso positivo para flavonoides.
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Figura 28: Reagao entre um flavonoide e o reagente NP/PEG

Fonte: O autor (2026).

O composto I foi submetido a uma analise por espectrometria de massas por eletrospray
no modo negativo e apresentou os seguintes valores de m/z: 447,0916 e 895,1880, o que indica
a presenga de uma molécula desprotonada [M — H]™ e de um aduto [2M — H]". O m/z 447,0916,
considerando um erro em ppm de + 5, sugere a férmula molecular C21H20011, calculada no
software MassHunter Qualitative Analysis. A Figura 29 mostra o espectro de MS' do composto

I

Figura 29 — Espectro de MS1 do composto I (tr 5,77 minutos).

x10 5 |-ESI Scan (rt: 5.771 min) Frag=175.0V A122ANEGMS.d
4.5+

4] 447.0916

895.1885
3.5+
3
2.5+
2
1.5+
14
0.5+
0-

1343.2872

3 11417191 15883981 17923874 19417518

.

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000

Fonte: O autor (2026). T

O espectro de fragmentacdo em 30 eV (Figura 30) mostrou como pico base o ion
fragmento m/z 300. Além do pico base, ha também o ion fragmento m/z 301, com
aproximadamente 50% da intensidade do pico base, e outros ions fragmento menos intensos,
como os m/z 271,255, 179 e 151, entre outros. Os fragmentos 300 e 301 advém da perda de um
mesmo grupo da estrutura, porém por mecanismos de cisdo homolitica e heterolitica. Sendo
uma perda de 146 u, o que pode indicar a presenca de um agtcar (164 u— 18 u da perda de agua
ao se ligar ao flavonoide). Como, segundo a literatura, a desoxi-hexose mais esperada € a
rhamnose, essa perda pode ser referente a essa estrutura (Lehninger; Nelson; Cox, 2005).

Assim, o composto pode ser um glicosideo. O ion fragmento m/z 151 ¢ caracteristico de
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flavonoides dissubstituidos no anel A, sendo gerado a partir de uma abertura do anel C, advinda

de um mecanismo de Retro Diels-Alder (Figura 31) (Demarque ef al., 2016).

Figura 30 — Espectro de fragmentacdo do m/z 447,0894
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Fonte: O autor (2026).

Figura 31 — Mecanismo de Retro Diels-Alder para um flavonoide
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Fonte: O autor (2026).

Considerando a possibilidade de ser um flavonoide, os ions fragmentos 301 e 300 seriam
a parte aglicona do glicosideo. Esse m/z pode ser o flavonol quercetina, ou isdmeros de posi¢ao
com hidroxilas em posi¢des diferentes no anel B, como a morina, ou alguma flavona como a
tricetina. A formula molecular sugerida C21H20011 pode ser atribuida a um flavonoide com
massa neutra de 302 Da, mais um agticar rhamnose. Na Figura 32 tem-se uma representacao da

estrutura geral de um flavonoide, além dos flavonoides mencionados.
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Figura 32 — Estrutura geral de um flavonoide e possiveis estruturas para o m/z 301 [M — H]"

OH O OH O
Tricetina Morina

Fonte: O autor (2026).

Para a confirmagdo da estrutura, tanto para determinar se realmente se trata de um
flavonoide e qual isomero com massa molecular de 302 Da, quanto para definir a posi¢ao do
acucar, o composto I foi submetido a uma andlise de ressonancia magnética nuclear. Tanto os
espectros 1D de 'H e 13C quanto os espectros em 2D HSQC, HMDB e COSY foram obtidos
para a confirmacdo das posi¢des das hidroxilas e do agucar.

O espectro de '3C apresentou 21 sinais (Figura 33), o que corrobora a possibilidade de
a estrutura ser um flavonoide com uma unidade de rhamnose, sendo 15 da estrutura do
flavonoide mais seis do agucar. Alguns sinais caracteristicos auxiliam na confirmaciao da
estrutura. O sinal em 6 179,36 corresponde a carbonila presente no anel C. Entre 0 157,99 e 0
164,96 tém-se quatro sinais que sdo caracteristicos de carbonos fenélicos. O sinal em 6 17,79
indica a presenca de uma metila, que pode ser da rhamnose; quatro sinais entre 0 71,35 € ¢
73,09 sdo caracteristicos de agucares ou de carbonos sp3 ligados a apenas um atomo de
oxigénio, como uma fung¢do alcool, e tém-se alguns sinais entre 6 94,52 e § 122,94, que sao

uma regido caracteristica de carbonos em anéis aromaticos.



Figura 33 — Espectro de RMN '3C (100 MHz, CD3COCD3) do composto I isolado da particio em acetato de etila das folhas de M. parviflora.
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O espectro de 'H também possui alguns sinais que fornecem dados para confirmar a
estrutura (Figura 34). O simpleto largo em o0 5,52 corresponde ao hidrogénio do carbono
anomérico da rhamnose, ¢ o dupleto em ¢ 0,93 (J = 5,84 Hz) corresponde a metila com
integracao para 3 H. No espectro também ¢ possivel aferir os sinais correspondentes aos
hidrogénios dos anéis aromaticos da estrutura (A e B): os sinais em ¢ 6,26 (d, J= 1,79 Hz); ¢
6,47(d, J= 1,79 Hz),; 6 7,0 (d, J = 8,36 Hz); 0 7,41 (dd, J = 8,36 Hz ¢ 1,80 Hz), 6 7,50 (d, J =
1,80 Hz). As multiplicidades observadas confirmam os padrdes de substituicdo no anel: os
dupletos em 0 6,26 ¢ ¢ 6,47 com J de 1,79 Hz indicam o acoplamento em meta no anel A do
flavonoide, referentes aos hidrogénios 6 e 8, respectivamente. No anel B, o H-6" apresenta um
duplo dupleto, correspondendo a um acoplamento em orto (J = 8,36 Hz) com o H-5" (0 7,02) e
um acoplamento em meta (J = 1,80 Hz) com o H-2’ (6 7,50). A posi¢do em que o agucar esta
ligado ao flavonoide foi confirmada pelo mapa de contorno HMBC; o simpleto largo em ¢ 5,52,
que ¢ correspondente ao hidrogénio do carbono anomérico acopla com o carbono com

deslocamento ¢ 135,84 (C3), conforme mostrado na Figura 35.
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Figura 34 — Espectro de RMN 'H (400 MHZ, CD3;0D) do composto I isolado da parti¢do acetato de etila das folhas de M. parviflora
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Figura 35 — Expansdo do mapa de contorno HMBC, ampliado na regido do H-1".
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Fonte: O autor (2026)

Com todas essas informagdes, conclui-se que o composto I é a quercitrina. Na Tabela
10 estdo os dados dos espectros de RMN, assim como os acoplamentos nos espectros 2D e os
dados reportados na literatura para os sinais de '*C. Os espectros HMBC, HSQC e COSY sem

expansdo estdo no Apéndice B.
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Tabela 10 — Dados de RMN de 'H, '*C, HMBC e HSQC obtidos para a quercitrina e

reportados na literatura

Posi¢io o ppm C é ppm 'H é ppm BC HMBC! COSY!
Cs;D6sO C3:DsO CD;0OD
100 MHZz! 400 MHz! 100 MHz?
OH-5 -- 12,72 s -- C-5, C-6, C-7,C-10
2 158,4 -- 158,7 H-2’, H-6’, H5’
3 135,8 -- 136,1 H-1”
4 179,4 -- 179,4 OH-5, H-6 ¢ H-8
5 163,2 -- 163,1 OH-5, H-6
6 99,5 6,26 d (1,79 Hz) 100,6 OH-5, H-8 H-6
7 164,9 -- 168,3 OH-5, H-8, H-6
8 94,7 6,48 d (1,79Hz) 95,3 H-6 H-8
9 157.,9 -- 159,1 H-8
10 105,8 -- 105,3 OH-5, H-8, H-6
1’ 122,9 -- 123,0 H-5’
2’ 116,7 7,50d (1,80 Hz) 116,2 H-6’, H-5’
3 145,9 -- 146,5 H-2’
4’ 149,4 -- 149.,9 H-2’, H-6’
5’ 116,2 7,02 (8,36 Hz) 116,4 H-6’
6’ 122,6 7,40 dd (8,36 ¢ 1,80 Hz) 122.9 H-2’ H-5’
17 102,7 5,52 sl 103,6 H-2” H-2”
27 71,5 423 sl 72,1 H-17 H-17, H-3"
3” 72,17 3,74 dd (3,15 ¢ 2,21 Hz) 72,0 H-2” H-2”, H-4”
47 73,08 3,38 73,3 H-3” H-5”, H-3”
5” 71,35 3,41 71,9 -- H-6”, H-4”
6” 17,8 0,93 dd (5,84 Hz) 17,7 -- H-5”

Nota: 1: Dados experimentais; 2: (Gopi et al., 2016); sl: simpleto largo; d: dupleto; dd: duplo; du:

dupletos.

Fonte: O autor (2026).
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4.4.5 Ensaios biologicos

4.4.5.1 Atividade antifungica

Os extratos e particdes foram testados contra quatro espécies de Candida, sendo trés
espécies que comumente causam infec¢cdes em humanos e a Candida auris, que € uma espécie
multirresistente, sendo considerada pela OMS uma das espécies emergentes de maior
preocupacgao pela sua alta taxa de mortalidade e facilidade em causar surtos, principalmente em

ambientes hospitalares. A Tabela 11 traz os valores de CIM.
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Tabela 11 — Atividade anti-Candida dos extratos e particdes de Microlicia parviflora

Leveduras (ug mL™)

Amostras C. albicans C. tropicalis C. glabrata C. auris
EHFo 1500 3000 187,5 --
EHFI 750 750 375 --
EHG 1500 3000 375 --
EEFo 11,72 46,88 2,93 2,93
PDFo 93,75 187,5 23,44 46,88

PAEFo 11,72 23,44 1,46 2,93
PBFo 23,44 46,88 2,93 2,93
PHMFo 23,44 187,5 2,93 5,86
EEG 5,86 11,72 1,46 2,93
PDG 46,88 187,5 11,72 375
PAEG 2,93 11,72 2,93 750
PBG 2,93 11,72 2,93 11,72
PHMG 2,93 11,72 2,93 23,44
EEFI1 5,86 11,72 1,46 2,93
Quercitrina 750 3000 375 750
Anfotericina B 0,25 0,12 0,25 -

Nota: --: Néo testado. O controle da técnica foi realizado utilizando o controle positivo anfotericina B,
contra as cepas de referéncia, Candida krusei (CIM = 1,0 ugmL™") e C. parapsilosis (CIM 0,5 pg mL~
1; EHFo: extrato hexanico das folhas, EHFI: Extrato hexanicos das flores, EHG: Extrato hexanico dos
galhos, EEFo: Extrato etandlico das folhas, PDFo: parti¢do diclorometano das folhas, PAEFo: Partigdo
acetato de etila de folhas, PBFo: Particdo n-butanol folhas, PHMFo: Particdo hidrometanolica das
folhas, EEG: Extrato etanélico dos galhos, PDG: Particdo diclorometano dos galhos, PAEG: Partigdo
acetato de etila galhos, PBG: Particdo n-butanol galhos, PHMG: Parti¢do hidrometanolica dos galhos,
EEF]I: Extrato etanolico flores; -- ndo testado;

Fonte: O autor (2026).

Os melhores resultados de atividade anti-Candida foram observados nas amostras mais
polares. Entre os extratos, os etanolicos apresentaram os melhores resultados em relagdo aos
hexanicos. Para as parti¢des, aquelas em acetato de etila, n-butanol e hidrometanolicas foram
mais ativas que as particdes em diclorometano.

De acordo com os valores de CIM a espécie mais suscetivel as amostras foi a C.

glabrata, mas as particdes se mostraram ativas contra todas as espécies testadas, com valores
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de CIM variando entre 1,46 ¢ 11,72 pg mL™". Esses resultados podem ser considerados bastante
promissores pelo fato de que as concentragdes inibitorias estdo abaixo de 100 pg mL~'. Além
disso, os valores encontrados encontram-se proximos ou abaixo do que ¢ considerado promissor
para compostos isolados, que é um valor de CIM de 10 pg mL™! (Kuete, 2010; Rios; Recio,
2005)

Em relacao aos compostos anotados, alguns flavonoides sdo reportados com atividades
antifungicas, um trabalho desenvolvido por Gao; Wang; Zhu, (2016), testou o flavonoide
quercetina contra cepas resistentes de C. albicans resistentes ao fluconazol, o flavonoide
sozinho apresentou valores de CIM baixos (< 200 ug mL ), e fraca atividade na remogdo de
biofilmes, porém, ao ser administrado junto ao fluconazol, apresentou resultados promissores
na remoc¢ao de biofilmes. Em outro trabalho desenvolvido por Souza-Moreira et al., (2019) a
miricetina-3-0-galactosideo e a miricetina 3-O-allopiranosideo apresentaram valores de CIM
promissores contra as espécies C. albicans e C. tropicalis.

Outra classe de compostos que apresenta alguns estudos reportados ¢ a dos taninos
hidrolisaveis. O tanino hidrolisavel casuarinina apresentou valores de CIM promissores contra
duas espécies de Candida, a C. krusei (26 ug mL™") e a C. tropicalis (145 ug mL™!) (Souza-
Moreira et al., 2013).

A quercitrina isolada da particdo em acetato de etila das folhas foi também testada contra
as Candidas. A atividade ndo foi tdo promissora quanto a obtida para extratos e particdes, mas
0 composto se mostrou ativo contra a C. glabrata, C. tropicalis e C. auris, em que o melhor
resultado foi para a C. glabrata, com CIM de 350 pg mL .

O fato dos extratos e particdes serem mais ativos que o composto isolado pode ser
explicado pelo efeito sinérgico ou efeito aditivo e ndo interativo entre os compostos presentes
no extrato ou na particdo. Efeito sinérgico ocorre quando os compostos juntos possuem
atividade maior do que individualmente, ou quando um composto potencializa a acdo
terapéutica do outro, facilitando a distribui¢do, absor¢ao, metabolismo ou excre¢do. Ja o efeito
aditivo ndo interativo ¢ simplesmente quando os efeitos individuais dos compostos se somam,
sem haver nenhuma interacao entre eles. Assim, o composto isolado possui atividade menor,
porém contribui para a atividade do extrato como um todo. Esse sinergismo ¢ interessante ao
se pensar em fitoterapicos, onde extratos de materiais vegetais sdo utilizados como fdrmacos
no lugar de compostos isolados ou sintéticos (Caesar; Cech, 2019; Vaou et al., 2022). Outro
tipo de interacdo que também pode ocorrer efeito antagonico, onde se reduz o efeito dos

compostos em relacao as suas atividades individuais (Vaou et al., 2022).
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Esses estudos mostram que essas classes de compostos presentes nos extratos e fragdes
investigados sdo promissoras como antifingicos e podem estar associadas aos valores de CIM
apresentados neste trabalho com a Microlia parviflora. Para trabalhos futuros, pode se trabalhar
no isolamento de mais compostos para verificar se outros compostos também sao ativos contra

os fungos, ou se algum composto ¢ mais ativo que a quercitrina.
4.4.5.2 Atividade antibacteriana
Os extratos e partigdes de Microlicia parviflora foram testados contra sete diferentes

espécies presentes na cavidade oral, sendo quatro aerobicas e trés anaerobicas. A Tabela 12 traz

os valores de CIM.
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Tabela 12 — Atividade antibacteriana dos extratos e particdes de Microlicia parviflora contra espécies da cavidade oral
Concentracio Inibitéria Minima (ug mL™)

Amostras Anaerdbicas Aerobicas
P. F. A S. S. A. S.
gingivalis nucleatum naeslundii mutans mitis actinomycetemcomitans sanguinis
EHFo 12,5 25 25 50 400 100 25
EHF1 12,5 25 25 100 >400 400 100
EHG 12,5 25 50 100 >400 400 100
EEFo 100 200 400 200 >400 >400 100
PDFo 200 100 200 400 >400 >400 100
PAEFo 100 200 400 200 >400 >400 200
PBFo 200 400 400 400 >400 >400 200
PHMFo 400 400 >400 >400 >400 >400 200
EEG 200 200 400 200 >400 >400 200
PDG 25 >400 3,12 >400 >400 >400 >400
PAEG >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400
PBG >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400
PHMG >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400
EEFI1 100 200 400 400 >400 >400 200
Quercitrina >400 50 200 400 400 400 400
Clorexidina 3,68 1,84 1,84 0,92 1,84 0,23 0,46

Nota: --: Ndo testado, Clorexidina: Controle positivo; O controle da técnica para as bactérias foi realizado utilizando o controle positivo metronidazol, contra
as cepas de referéncia, Bacteroides fragilis (CIM = 0,74 ug mL™") e B. thetaiotaomicron (CIM 2,95 ng mL™"); EH: extrato hexanicos; EE: extrato etanolico;
PD: Particdo diclorometano; PAE: Parti¢do acetato de etila; PB: Partigdo n-butanol; PHM: parti¢do hidrometanolica; F: folhas; FI: flores, G: galhos
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Os extratos hexanicos das trés partes da planta foram as amostras mais ativas, com os
melhores resultados contra as bactérias anaerdbicas, com valores de CIM variando de 12,5 pg
mL! para a bactéria P. gingivalis e de 25 a 50 ng mL™! para as demais bactérias. Contra as
bactérias aerobicas, as amostras também mostraram atividade, principalmente contra a bactéria
S. sanguinis, com valores de CIM variando entre 25 e 100 ug mL™'.

Ao considerar os valores utilizados no Capitulo 3 para classificar uma atividade como
fraca, moderada ou forte (forte < 100 pg mL™!, moderada > 100 e < 625 pg mL™! e fraca quando
acima de > 625 ug mL™"), os valores obtidos para os extratos hexanicos contra a maioria das
bactérias podem ser considerados fortes (Kuete, 2010; Rios; Recio, 2005; Sezener Kabay et al.,
2024).

A particdio em diclorometano dos galhos também apresentou valores de CIM
promissores para duas das bactérias testadas: a 4. naeslundii, com CIM de 3,12 pgmL !, ea P.
gingivalis, com CIM de 25 ug mL!. Para as demais amostras, algumas apresentaram atividade
moderada, como os extratos etanolicos, e outras foram inativas nas concentragdes testadas
(0,195 a 400 pg mL™).

Os oleos foram mais ativos que os extratos, mostrando atividade contra seis das
bactérias testadas, com exce¢do de F. nucleatum. Ja os extratos foram ativos contra menos
espécies, e os valores de CIM, na maioria, foram superiores aos observados para os 6leos.

Em relagdo a extratos de outras espécies do género, nenhuma possui relato de avaliagao
contra bactérias da cavidade oral. Porém, algumas espécies foram testadas contra outras
bactérias. A M. laniflora, a M. confertiflora e a M. cordata foram ativas contra as espécies
Staphylococcus aureus e Micrococcus luteus (Cota et al., 2002). A M. hatschbachii foi testada
contra diferentes bactérias, com resultados promissores em algumas delas, entre elas a
Streptococcus pneumoniae (36,06 pg mL™"). No presente trabalho também se avaliaram trés
espécies do género Streptococcus, com o0s extratos hexanicos, mostrando-se ativos contra a S.
mutans € a S. sanguinis. Em relacdo a S. mitis, apenas o EHFo foi ativo na concentragdo mais
alta testada, que foi 400 pg mL".

Em relagdo a composi¢do quimica, extratos hexanicos sao ricos em compostos de baixa
polaridade, como, por exemplo, terpenos e acidos graxos, entre outros (Lingala; Ghany, 2016;
Sun et al., 2025). Esses compostos tendem a apresentar atividade antibacteriana, devido a
estrutura desses microrganismos. As bactérias Gram-positivas possuem apenas uma espessa
camada de peptidoglicano recobrindo a célula. J& as Gram-negativas possuem trés camadas;
uma membrana externa que ¢ formada por duas camadas, uma interna formada por fosfolipidios

e a externa por lipopolissacarideos, logo apds essa primeira camada tem-se uma de
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peptidoglicano mais fina que em relacdo as Gram-positivas, € a terceira camada ¢ a membrana
interna também formada por fosfolipidios celulares, essas diferengas fazem com que
normalmente as bactérias Gram-positivas sejam mais suscetiveis a compostos com carater
apolar (Silhavy; Kahne; Walker, 2015).

Esses compostos presentes no extrato, como os terpenos, possuem, normalmente,
atividade antibacteriana por apresentarem, em sua estrutura, caracteristicas que favorecem a
interacdo com essas membranas. Os terpenos possuem boa parte da sua estrutura de carater
lipofilica, o que facilita a interagdo com a parte lipofilica dessas camadas, mas também possuem
em suas estruturas fun¢des como alcoois, aldeidos e presengas de duplas ligagdes que facilitam
a interagdo com a parte hidrofilica desses lipidios e com outras estruturas mais polares presentes
nas camadas, causando a perda da integridade destas camadas, levando a perda de func¢des ou
até a morte da célula (Mahizan et al., 2019).

Em relagdo a quercitrina, os resultados variaram em relagdo a particdo em que ela foi
isolada. Em relacdo a algumas espécies, a atividade melhorou, como a F. nucleatum, para a
qual o CIM foi de 200 pg mL ! para a particio e de 50 pg mL ! para a quercitrina. J4 para outras
bactérias, a atividade diminuiu, como a P. gingivalis, que apresentou CIM de 100 pg mL ! para
a particdo, porém a quercitrina ja ndo se mostrou ativa nas concentracdes testadas (0,195 a 400
ug mL™). Porém no geral, o composto se mostrou promissor, sendo ativo contra algumas das

bactérias testadas.

4.4.5.3 Atividades antiparasitarias dos extratos e particoes de Microlicia parviflora

Os extratos e particoes foram testados contra os parasitas Trypanosoma cruzi e
Leishmania infantum, causadores da doenga de Chagas e leishmaniose visceral,
respectivamente. Para os extratos e particdes considerados ativos contra a L. infantum, também
foi feita a citotoxicidade em macrofagos de células de linhagem THP-1. A Tabela 13 traz os
resultados de atividade inibitoria para ambos os parasitas e de CEso, assim como as atividades
citotoxicas em macrofagos. A atividade antiparasitdria foi expressa em porcentagem
considerando a maior concentracdo testada, enquanto o CEso e CCso foi calculado testando os

extratos em diferentes concentracdes
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Tabela 13 — Atividade antiparasitaria dos extratos e particdes de Microlicia parviflora

Amostras Parasitos Citotoxicidade
Atividade CEso Atividade CEso CCso IS
(%)! (ugmL™h) (%)’ (ugmL)  (pgmL™)
EHFo 70,2 75,12 46,11 3,8+£0,6 7354+62 195
EHFI1 30,6 - 73,01 0,9+0,9 365,7+5,8 314
EHG 100 63,02 54,09 3,5+3,0 297,75+3,2 85
EEFo 28,7 - 8,64 - -
PDFo 31,8 - 30,20 - -
PAEFo 32,8 - 28,45 -- -
PBFo 33,3 -- 6,0 - -
PHMFo 34,4 -- 26,87 - -
EEG 29,3 -- 38,59 - -
PDG 69,9 75,43 7,34 - -
PAEG 30,7 - 21,46 -- -
PBG 33,9 - 44,57 7,1 £33 250,55+3,3 35
PHMG 33,7 -- 34,81 - -
EEFI 30,8 -- 24,69 -- -
AmB - - - 0,23+0,007 373+£3,95 1622
Benz -- 3,81 -- -- 2,381

Nota: -- ndo testado ou ndo calculado; 1: Concentragdo testada foi de 100 pg mL™!, 2: Concentragio
testada foi de 50 pg mL™'. EHFo: extrato hex4nico das folhas, EHFI: Extrato hexanicos das flores, EHG:
Extrato hexanico dos galhos, EEFo: Extrato etandlico das folhas, PDFo: particdo diclorometano das
folhas, PAEFo: Parti¢ao acetato de ctila de folhas, PBFo: Particdo n-butanol folhas, PHMFo: Parti¢ao
hidrometandlica das folhas, EEG: Extrato etandlico dos galhos, PDG: Particdo diclorometano dos
galhos, PAEG: Particdo acetato de etila galhos, PBG: Particdo n-butanol galhos, PHMG: Particao
hidrometandlica dos galhos, EEFI: Extrato etandlico flore, AmB: anfotericina B; Benz: Benznidazol

Fonte: O autor (2026).

Os melhores resultados foram obtidos com os extratos hexanicos, entre os quais os dos
trés Orgdos foram ativos contra L. infantum, e os das folhas e dos galhos foram ativos contra o
parasita 7. cruzi. Além dos extratos, a particdo em diclorometano dos galhos foi ativa contra 7.
cruzi € a n-butanol dos galhos contra a L. infantum.

Os indices de seletividade foram calculados em relagdo a L. infantum como a razdo entre

o CEso para o parasita e o0 CCso para macrofagos. Esse pardmetro ¢ amplamente utilizado para
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decidir sobre a continuidade de estudos biologicos para candidatos a farmacos, uma vez que
um alto indice indica que a amostra ¢ mais toxica para o microrganismo testado do que para as
células humanas usadas no ensaio de citotoxicidade. Assim, os resultados podem ser
considerados promissores, sendo um indicativo na continuidade dos estudos na busca dos
compostos bioativos responsaveis pela atividade observada (Koutsoni; Karampetsou; Dotsika,
2019).

No primeiro trabalho realizado por Antinarelli et al., (2015), em que a espécie foi testada
contra espécies de Leishmania, os extratos metandlicos foram ativos contra trés espécies de
Leishmania, incluindo a L. chagasi, que é sinonimo da L. infantum. Os valores de CEso variaram
de 19,7 a 64,0 pg mL!, sendo que para a L. chagasi o CEs obtido foi 64,0 pg mL!. Os valores
de CEso no presente trabalho sdo menores do que os obtidos no trabalho anterior. A explica¢do
da diferenga pode estar relacionada ao tipo de solvente usado; no presente trabalho, os extratos
ativos foram obtidos com hexano, que € um solvente apolar e tem por caracteristica extrair mais
compostos de baixa polaridade. Por outro lado, o metanol ¢ um solvente polar, concentrando
mais compostos polares, porém, por possuir um grupo metila na sua estrutura, pode também
extrair compostos de polaridade média. Além do solvente, outros fatores como a regido onde
foi realizada a coleta, o ano e as condi¢des climaticas do periodo podem também explicar a
diferenca.

Em relacdo a T. cruzi, o unico trabalho de espécies de Microlicia contra esse patdogeno
avaliou o o6leo essencial da espécie M. graveolens, com valores de CEso proximos aos

observados para a M. parviflora.

4.5 Conclusoes

Os extratos hexanicos e etandlicos das flores, galhos e folhas da Microlicia parviflora
mostraram possuir um potencial antimicrobiano promissor. Os extratos etandlicos dos trés
orgaos ¢ as fragdes mais polares (acetato de etila e n-butanol) obtidas dos extratos etandlicos
das folhas e galhos foram ativos contra as quatro espécies de Candida testadas, sendo a C.
glabrata a mais suscetivel aos extratos e as parti¢des, apresentando valores de CIM de 1,46 a
2,93 ug mL™! nas amostras polares. As amostras também foram ativas contra a C. auris, uma
espécie multirresistente, com algumas das amostras apresentando CIM de 2,93 ug mL .

J& os extratos hexanicos foram pouco ativos frente aos fungos testados, porém
apresentaram resultados promissores contra as bactérias da cavidade oral e os dois parasitas

avaliados. Em relagdo aos parasitas, os extratos hexanicos dos trés drgaos apresentaram valores
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promissores de CEso (0,9 — 3,8 ug mL ') contra a Leishmania infantum; a parti¢io em n-butanol
dos galhos também foi ativa, com um CEso de 7,1 pg mL™!. Contra Trypanosoma cruzi, os
valores de CEso foram mais altos, variando de 63,02 a 75,12 ng mL™'. Além disso, as amostras
que foram ativas contra L. infantum apresentaram baixa citotoxicidade contra macréfagos de
células do tipo THP-1, apresentando altos indices de seletividade.

Para as bactérias, dentre as sete espécies testadas, os extratos hexanicos apresentaram
valores promissores contra seis, com valores de CIM entre 25 e 100 pg mL™'. O Streptococcus
mitis foi o mais resistente, sendo inibido apenas pelo extrato hexanico das folhas, porém, na
maior concentragio testada (400 pg mL ™).

Através da espectrometria de massas foi possivel anotar os compostos presentes nas
amostras. Elas mostraram-se ricas em compostos fendlicos, principalmente taninos
hidrolisaveis e flavonoides. Os taninos hidrolisaveis assim como alguns dos flavonoides
anotados estdo sendo relatados pela primeira vez para a espécie. Além disso, o fracionamento
da parti¢do em acetato de etila das folhas levou ao isolamento da quercitrina, um flavonol, que
ainda ndo havia sido reportado para a espécie.

E a primeira vez que sdo conduzidos estudos com outros 6rgios da planta, além dos
extratos estarem sendo testados pela primeira vez contra fungos, bactérias e os parasitas 7. cruzi
e L. infantum. Como perspectiva futura para o grupo, pode-se realizar trabalhos de identificagado
e isolamento dos extratos hexanicos, a fim de descobrir os compostos responsaveis pelas

atividades observadas nesses extratos.
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5 AVALIACAO E COMPARACAO DO POTENCIAL BIOLOGICO E DA
COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS METANOLICOS DE Microlicia

parviflora

5.1 Introducio

5.1.1 Ciéncias omicas e suas aplicagoes na quimica de produtos naturais

As técnicas dmicas, também chamadas de ciéncias Omicas, sdo técnicas analiticas que
permitem o estudo de grandes conjuntos de dados a fim de entender diferencas ou similaridades
entre individuos bioldgicos em um nivel especifico (Dai; Shen, 2022). Sdo técnicas que utilizam
a bioinformatica ou andlises de dados multivariados para tratar esse conjunto expressivo de
dados e obter informagdes refinadas que identificam marcadores para as hipoteses em teste. E
um campo da biologia, que pode ser aplicado desde dados maiores, como o genoma, até
conjuntos de dados relativamente menores, como estudos focados em lipideos ou moléculas
pequenas, como os metabdlitos especializados (Goodacre et al., 2007).

Para cada conjunto de dados diferente, costuma-se usar o nome do conjunto acrescido
do sufixo dmica para diferenciar o tipo de estudo realizado; como, por exemplo, para o genoma
tem-se a genOmica, e outros termos como lipidomica, metabolomica, entre outros (Yan et al.,
2015). Essas técnicas permitem estudos nos quais se avalia como fatores bidticos ou abiodticos
podem interferir em ambientes biologicos, tais como a exposi¢do a um tipo de infecgdo,
incidéncia de luz solar, condigdes climaticas ou a localidade em que o organismo foi exposto
durante o seu crescimento, entre outros fatores. Com esse tipo de abordagem, tem-se a
possibilidade de identificar marcadores quimicos relacionados ao que esta sendo testado; por
exemplo, no caso de exposicdo a uma doenga, ¢ possivel identificar um ou mais marcadores
quimicos que indicam a presenca da infec¢ao (Hasin; Seldin; Lusis, 2017; Lu; Pang; Xia, 2023).

No presente trabalho, sera realizado um estudo de metabolomica. A metabolomica € o
estudo voltado aos metabolitos especializados produzidos por organismos vivos. Normalmente,
utilizam-se técnicas espectrométricas e espectroscopicas para o levantamento dos dados a serem
analisados; as mais comuns sdo a espectrometria de massas, normalmente acoplada a técnicas
cromatograficas como a cromatografia liquida (CL-EM) e gasosa (CG-EM), a ressonancia
magnética nuclear e a espectroscopia no infravermelho, entre outras. A espectrometria de
massas acoplada a cromatografia liquida € a técnica mais amplamente empregada, devido a sua

\

elevada sensibilidade e a maior facilidade no preparo das amostras quando comparada a
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cromatografia gasosa. Nesta ultima, dependendo da natureza da amostra, frequentemente sdo
necessdarias etapas de derivatizagdo antes da analise (Zhao; Zhang; Li, 2018).

Neste trabalho, a técnica escolhida foi a espectrometria de massas acoplada a
cromatografia liquida. O uso de uma técnica cromatografica hifenada ao espectrometro de
massas permite uma melhor investigacdo do perfil quimico da amostra. A separagdo dos
compostos evita a supressao idnica na andlise e permite que moléculas menos abundantes ou
que nado ionizam com facilidade também sejam detectadas, principalmente ao se considerar o
uso de cromatografos com alto poder de separagdo, como os cromatdgrafos liquidos de
ultraeficiéncia (CLUE). Essa técnica também adiciona uma informagao adicional a anélise, que
¢ o tempo de retengdo do composto (tr) (Harrieder et al., 2022).

Ja a espectrometria de massas traz como principais informagdes a possibilidade de
aquisi¢do de dados em alta resolucao com erros dos valores de razdo massa/carga (m/z) em ppm
(partes por milhdo) e os espectros de fragmentagdo (EM/EM), que sdo caracteristicos das
moléculas e muitas vezes auxiliam na diferenciacdo de isomeros, além do uso de diferentes
formas de ionizacdo, como IES (ionizagdo por eletrospray) e APCI (ionizagdo quimica a pressao
atmosférica), entre outras, que podem fornecer informagoes diferentes do perfil quimico da
amostra (Demarque et al., 2016; Scigelova et al., 2011; Steckel; Schlosser, 2019).

Essas técnicas espectrométricas e espectroscopicas permitem a identificagdo de grupos
funcionais caracteristicos de classes de compostos, ou até mesmo a identificagdo, mesmo que
parcial, da estrutura, enquanto as ferramentas estatisticas ou as analises de dados multivariados,
por meio de métodos como PCA (anélise de componentes principais), PLS (minimos quadrados
parciais) e LDA (analise discriminante linear), entre outros, permitem descobrir quais dados,
entre um conjunto gigante de dados, sdo os importantes para diferenciar as amostras nesse
conjunto (Goodacre et al., 2007).

Em relacdo a o6rgaos diferentes das plantas, ha casos em que um 6rgdo especifico destas
¢ o responsavel por uma atividade biologica, como o barbatimao (Stryphnodendron
adstringens), no qual se utilizam as cascas como cicatrizantes (Ricardo et al., 2018), ou
compostos que sdo extraidos de uma parte especifica da planta, como o taxol e a quinina, que
sdo, respectivamente, um anticancer e um antimaldrico extraidos das cascas da Taxus brevifolia
e Cinchona spp. (Gallego-jara et al., 2020; Newman, 2022). Utilizando esse tipo de técnica,
torna-se possivel verificar os compostos ou classes que diferenciam os orgdos e direcionar

estudos futuros em busca dessas moléculas.
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5.1.2 Atividade antibacteriana

Como ja abordado nos Capitulos 3 e 4, as bactérias sdo 0s microrganismos que mais
comumente causam infec¢des em humanos, o que causa diminui¢ao da qualidade de vida, reduz
o tempo de vida das pessoas e, no caso de alguns patégenos, podem levar a 6bito.

Uma problematica a ser considerada em relacdo as bactérias € o surgimento de espécies
resistentes aos farmacos ja existentes. Esse processo de resisténcia ¢ comum e decorre de
mutagdes que esses organismos sofrem ao se multiplicar; porém, atividades humanas tém
intensificado esse processo. A OMS considera este um dos maiores problemas de satide da
atualidade, uma vez que essas cepas sdo dificeis de tratar e, em paises com menos recursos
financeiros, isso torna-se uma problematica maior, pois o acesso a uma variedade de
antibioticos € mais dificil.

Assim, estudos que buscam novas moléculas capazes de atuar como antibacterianos ou
que sirvam de inspiragdo para o desenvolvimento de fAirmacos sdo sempre importantes, ¢ a
quimica de produtos naturais, como j& demonstrado, sempre desempenhou um papel relevante
no surgimento de novos farmacos. Um levantamento feito por Newman; Cragg, (2020), que
traz a origem dos farmacos aprovados pela FDA de 1981 a 2019, mostra que dos antibacterianos
aprovados nesse periodo somente 22% sdo puramente sintéticos, ou seja, sem nenhuma ligagao
com a quimica de produtos naturais. Enquanto isso, os outros 55% ou sdo estruturas
semelhantes as encontradas no organismo de origem (6,8%), ou sdo inspiradas em produtos
naturais (49%), ou seja, podem possuir parte da estrutura semelhante a natural, podendo ser um
derivado de um produto natural, ou a sintese se deu na tentativa de imitar a estrutura de um
composto natural. No levantamento, ainda se tem que 20% s3o vacinas e 2,5% sao
caracterizados no estudo como biologicos, que sdo proteinas e peptideos isolados de organismos
ou células.

Neste capitulo, sera abordada uma avaliagdo da atividade antibacteriana contra bactérias
de diferentes géneros, sendo uma Gram-positivas e outra Gram-negativas, a fim de verificar se
os extratos sdo ativos contra os dois tipos diferentes de patdgenos, uma vez que as estruturas da
parede celular das bactérias que respondem positivamente e negativamente ao teste de Gram

sdo diferentes, e a suscetibilidade as substancias também pode divergir.
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5.1.3 Fungos e outros fitopatégenos no contexto de lavouras

Os fungos, além de serem uma problematica para a saide humana, também provocam
impactos na agricultura, com diversas espécies infectando diferentes tipos de lavouras.
Normalmente, utilizam-se agrotdxicos, ou em termos mais atuais, defensivos agricolas; porém,
muitas dessas substancias sdo toxicas para os humanos que vao consumir os produtos, para os
trabalhadores que tém contato direto ao aplicarem os produtos nas lavouras, e para a fauna e
flora presentes nas regides proximas as lavouras. Adicionalmente, contaminam o solo e lengdis
freaticos, o que leva a contaminagdo de corpos de agua (Pathak ef al., 2022).

Com isso, atualmente também ha um interesse em diminuir a dependéncia de defensivos
agricolas sintéticos, uma alternativa pode ser encontrada em substincias naturais. Alguns
orgaos reguladores, como o europeu, tendem a ser rigidos quanto a substancias que podem ser
utilizadas, e alguns paises que sdo mais permissivos, porém exportam para esses mercados,
também precisam se adequar (Nicastro et al., 2024).

No presente trabalho, os extratos foram testados contra trés patdgenos notdrios em
diferentes culturas: Zymoseptoria tritici, Botrytis cinerea e Phytophthora infestans. O fungo
Zymoseptoria tritici € responsavel pela mancha foliar da septdéria ou septoriose do trigo
(Kalicharan; Fernandez, 2025); o Botrytis cinerea ¢ um fungo que infecta uma variedade de
cultivares, tendo a doenca chamada de mofo cinzento como a mais comum (Kalicharan;
Fernandez, 2025), e o Phytophthora infestans ¢ um oomiceto, que ¢ um tipo de organismo
parecido com fungo, mas ndo ¢ considerado um fungo; normalmente infecta plantagdes de
batata e tomate causando uma doenga chamada requeima, porém também pode ser encontrado
em outros tipos de cultivares (Volynchikova et al., 2022; Wang, 2023).

Essas doencas causam uma enorme perda econdmica, além de colocar populagdes em
risco de desabastecimento. O oomiceto Phytophthora infestans foi responsavel por uma forte
epidemia em batatas nos EUA e na Europa no inicio do século 19, levando a uma forte crise
humanitéria na Irlanda, que tem a batata como seu principal alimento, levando a morte de
aproximadamente 1 milhdo de pessoas e a mais 1 milhdo de emigrantes (Coomber; Saville;
Ristaino, 2024). Estima-se que ocorra uma perda de 10 a 23% da producdo dos principais
cultivares, e ainda uma perda de 10 a 20% pds-colheita, todas relacionadas a infec¢des fungicas
(Stukenbrock; Gurr, 2022). No caso do Zymoseptoria tritici, o fungo € o principal patogeno
relacionado ao trigo, que ¢ o produto de maior producdo mundial presente na dieta de diversas
comunidades no mundo; o fungo ¢é responsavel por perdas que podem variar de 5 a 50% dos

cultivares (Meile et al., 2025; Stukenbrock; Gurr, 2022).



116

Por fim, outro problematico presente nos fungos relacionada a cultivares ¢ a resisténcia
aos antifingicos utilizados, assim como ocorre ¢ ja foi descrita nos capitulos anteriores com
fungos que infectam humanos. Esse ¢ mais um fator que levanta a necessidade de estudos que

busquem novas substancias que sejam capazes de auxiliar no controle dessas pragas.

5.1.4 Cancer colorretal e de prostata

O cancer ¢ um conjunto de doengas caracterizado pelo crescimento descontrolado de
c¢lulas anormais no corpo; essas doengas podem comecar em praticamente todos os tecidos e
orgdos. Porém, os mais comuns em homens s3o no pulmao, prostata, estomago, figado e
colorretal, enquanto em mulheres os mais comuns sao no colo do tutero, tireoide, mama, pulmao
e colorretal.

E um dos principais problemas de satide da atualidade; estima-se que no mundo uma
em cada seis mortes seja causada por cancer e, ao desconsiderar doencas sexualmente
transmissiveis, o nimero sobe para uma em cada quatro (Bray et al., 2024).

No presente trabalho, serdo avaliadas células de cancer do colorretal e de prostata. O
cancer de colorretal, como ja descrito, ¢ um dos mais comuns, sendo o mais comum em homens
e o segundo mais comum em mulheres. Estimativas apontam que ocorrem em torno de 2
milhdes de novos casos anualmente com aproximadamente 900 mil mortes em todo o mundo
(Tonini; Zanni, 2024).

No género Microlicia, ndo hd nenhum estudo em rela¢do a qualquer tipo de cancer;
porém, na familia Melastomataceae, existem alguns estudos; por exemplo, o extrato metandlico
das folhas do Melastoma malabathricum foi capaz de inibir células de cancer de mama, com
Clso de 7,14 ng mL!, e os extratos em cloroformio e metanol das flores apresentaram inibicdo
moderada (Roslen et al., 2014). Em outro estudo, dez espécies de Melastomataceae foram
testadas contra células de linhagem celular de leucemia monocitica aguda, e os extratos
hexanicos de Miconia amoena, Clidemia sericea e Clidemia capitellata provocaram apoptose

nas células dessa linhagem em testes in vitro (Bomfim et al., 2022).
5.2 Objetivos
Os objetivos do trabalho foram diferenciar o perfil metabdlico das folhas, dos galhos,

das flores e das raizes da Microlicia parviflora utilizando a espectrometria de massas e

abordagens metabolomicas, além de comparar o perfil metabolico dos quatro diferentes 6rgaos
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por ressonancia magnética nuclear. Isolar metabolitos secundarios dos extratos de Microlicia
parviflora e determinar suas estruturas por técnicas espectroscopicas, e avaliar o potencial
anticancer dos extratos dos quatro 6rgaos contra células de cancer de ovario e do colorretal,
além do potencial biologico contra fitopatdgenos comuns em plantacdes e o potencial

antibacteriano contra espécies gram-positivas e gram-negativas.

5.3 Procedimentos experimentais

5.3.1 Coleta do material vegetal

As folhas, galhos, raizes e flores da M. parviflora foram coletados no Parque do Sabia
na cidade de Uberlandia. A espécie foi identificada pela bidloga e Professora Doutora Rosana
Romero, especialista na familia. Uma exsicata foi depositada no herbario da Universidade
Federal de Uberlandia (HUFU), sob o codigo de registro HUFU 88902.

O acesso ao patrimonio genético foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrim6nio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o nimero
AC484B1, assim como a guia de remessa para o envio do material para a Alemanha foi

registrada sob o nimero R54AD03.

5.3.2 Secagem e acondicionamento do material vegetal

O material vegetal foi levado ao Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais e seco a
temperatura ambiente. A umidade foi medida até ficar em aproximadamente 10%; apos a
secagem, o material foi acondicionado em frascos de vidro para ser levado para o IPB (Leibniz-

Institut fiir Pflanzenbiochemie), em Halle (Saale), na Alemanha.

5.3.3 Materiais e reagentes

5.3.3.1 Equipamentos

e CLUE da Waters, modelo ACQUITY UPLC I-Class, acoplado a um espectrometro de
massas da ScieX modelo TripleTOF 6600 quadrupole time-of-flight (QqTOF);
e CLAE semipreparativo Shimadzu;

e RMN da Bruker modelo Avance Neo 500 NMR;
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e RMN da Agilent modelo DD2 400 NMR;

e Espectrometro de massas da Sciex modelo API-3200

5.3.3.2 Reagentes

e Solventes utilizados no preparo dos extratos, particdes e na coluna semipreparativa: heptano,
diclorometano, acetato de etila, metanol. Os solventes foram de marcas diversas: o metanol,
heptano e acetato de etila foram destilados para maior pureza. Acetonitrila grau CL-EM foi da
Chromasolv.

e Acido formico: LiChropur

e Difenilboriloxietilamina;

e Polietilenoglicol-4000;

e umbeliferona;

e 4-metilumbeliferona;

e indole-3-acetil-L-valina;

e Anisaldeido;

e MeOH deuterado;

e H,O deuterada;

5.3.4 Anadlise metabolomica

5.3.4.1 Teste do solvente extrator e condi¢oes cromatogrdficas

Para determinar o solvente extrator, foram preparados extratos dos quatro o6rgdos da
planta utilizando somente metanol ou uma mistura de metanol:agua (4:1). O material foi
finamente triturado, e usaram-se 15 mg de cada material vegetal para a realizagao da extragao.
O material foi colocado em um microtubo de 1,5 mL com 1 mL do solvente extrator. O tubo
foi brevemente agitado em um vortex e colocado no banho ultrassonico por 15 minutos; apds
esse periodo, o tubo foi levado a uma centrifuga por 10 minutos a 14000 rpm. O material
sobrenadante foi entdo transferido para o vial de 1,5 mL.

Para a obtencao dos dados de espectrometria de massas, foi usado um uHPLC da Waters,
modelo ACQUITY UPLC I-Class, acoplado a um espectrometro de massas da ScieX modelo
TripleTOF 6600 quadrupole time-of-flight (QqTOF). A fase movel foi composta de agua
ultrapura (A) e acetonitrila (B), ambas acidificadas com 0,1% de 4cido férmico. A corrida
iniciou com 5% de B, permanecendo nessa concentracdo por 1 minuto, e apds esse periodo
empregou-se um gradiente de 5 a 95% por 15 minutos, posteriormente permaneceu em 95%

por mais 1 minuto e retornou as condigdes iniciais em 0,5 minutos. Entre as corridas, foi feito
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o recondicionamento da coluna por 2,5 minutos usando apenas 5% de B. Foi injetado 1 pL de
cada amostra, ¢ o fluxo utilizado foi de 0,4 mL min'. A coluna utilizada foi uma Acquity
UPLC® BEH RP-C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 pum) da Waters.

Para os dados de espectrometria de massas, foi utilizada uma fonte de ioniza¢ao por
eletrospray, modelo ESI-DuoSpray-Ion-Source. Os dados foram coletados no modo DDA
(Aquisi¢do Dependente de Dados), com ions no intervalo de m/z 100 a 3000. Para os
experimentos de TOF EM/EM nos modos positivo e negativo, utilizaram-se um tempo de
acumulo de 150 ms e uma energia de colisao de 45 V. Os parametros de MS foram controlados
pelo software Analyst TF 1.7.1 (Sciex). A avaliacdo dos dados foi realizada utilizando o

software PeakView versdo 2.2 (Sciex).

5.3.4.2 Teste de quantidade de material vegetal utilizado no preparo do extrato

Os extratos foram obtidos conforme o item anterior; entretanto, para cada parte da planta
foram realizadas extragdes com cinco diferentes quantidades de material vegetal. Foram
utilizados 2,5; 5; 10; 15 e 20 mg de material vegetal com 1 mL de metanol grau CL-EM. Cada
extragdo foi realizada em triplicata. Além disso, para controle da técnica, foram adicionados
trés padrdes internos na concentragdo de 20 pmol L™!: umbeliferona, 4-metilumbeliferona e
indole-3-acetil-L-valina.

Os extratos foram entdo submetidos a anélise de CLAE-EM, nos modos positivo e
negativo, nas mesmas condi¢des da etapa anterior. Utilizando o programa MultiQuant da ScieX,
foram obtidos os valores de area dos picos cromatograficos e, no software Excel, foram plotadas
curvas de valores de intensidade por quantidade de material utilizado para verificar a melhor

quantidade de material vegetal a ser utilizada no experimento.

5.3.4.3 Analises de CLAE-EM para realizagdo dos estudos metabolomicos

Os extratos foram obtidos da mesma forma que nos experimentos anteriores, utilizando
15 mg de material vegetal e 1 mL de metanol. Para cada 6rgdo da planta, foram realizadas seis
extracdes diferentes. Além disso, foi preparado um CQ (controle de qualidade), misturando
quantidades iguais (0,1 uL) de cada um dos 24 extratos preparados. O CQ foi injetado 7 vezes
ao longo das inje¢des dos extratos. Também foram injetados 4 brancos entre as corridas. Os
extratos, CQ e brancos, foram entdo injetados no CLAE-EM, para obten¢ao dos espectros, com

modo de ionizagdo negativo e positivo. A ordem das injegdes das amostras foi definida
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aleatoriamente: criou-se uma lista em uma planilha do Excel com as 24 amostras — sete CQ e

quatro brancos — e, no programa, sorteou-se a ordem aleatoriamente.

5.3.4.4 Metabolomica

Os dados foram primeiramente alinhados no software mzMine, onde se obtiveram as
tabelas de features, contendo os valores de m/z, tempo de retengdo e os valores de area para
cada sinal em todas as amostras. Foram usados os seguintes parametros para alinhar os sinais
entre as amostras no modo negativo: maximo de 15 picos por cromatograma e minimo de seis
scans consecutivos. Tolerancia de 0,04 minutos dentro de uma amostra ¢ 0,1 entre amostras.
Intensidade de 1x10° para os dados de MS! e de 2x10? para MS?. A tolerancia de m/z entre os
scans foi de 0,005 Da; 0,0015 Da para ser considerado um mesmo sinal dentro da mesma
amostra e 0,004 Da entre amostras. Também foram usadas algumas bibliotecas gratuitas como
0 MoNA para anota¢do dos compostos presentes.

Com o mzMine foi possivel gerar uma tabela de features que foi utilizada no software
Sirius para anotagdo dos compostos e uma tabela para ser utilizada no software MetabolAnalyst
versao 6.0, onde foram realizadas as analises estatisticas de PCA e HCA, além da obtengao dos

heatmaps que indicam os compostos importantes para diferenciar as amostras.

5.3.5 Comparacgdo dos orgaos de Microlicia parviflora por RMN

5.3.5.1 Escolha do solvente

A primeira etapa foi a escolha do solvente extrator, e foi realizada somente para as
folhas; em um microtubo de 1,5 mL foram adicionados 50 mg do material vegetal e 1 mL do
solvente. Testaram-se apenas metanol e trés diferentes misturas de metanol e dgua, contendo
75, 50 e 25% de agua; todos os solventes usados foram deuterados. A mistura foi agitada
brevemente em um vortex. O tubo foi entdo colocado em um banho de ultrassom por 15 minutos
para a obtenc¢do do extrato. Apos esse periodo, foi centrifugado e 0,6 mL do sobrenadante foi
adicionado ao tubo especifico para analises de RMN.

Os experimentos de 'H foram realizados em um equipamento Bruker modelo Avance
Neo 500 NMR operando a 500,234 MHz para 'H. Os deslocamentos quimicos sdo relatados em
relagio ao TMS ou aos picos do solvente. Nessa etapa, foi realizada somente a andlise de 'H

para verificacdo de qual solvente resultaria em uma melhor extracao.
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5.3.5.2 Obtencao dos espectros de RMN

Os extratos foram obtidos da mesma forma que o experimento anterior, utilizando 50
mg de material vegetal ¢ 1 mL do solvente deuterado preparado com hexametildissiloxano
(HMDSO, 0,062 ppm, RMN de 'H) como padrio interno na concentragio de 0,974 mmol L.
Foi realizada uma extragio para cada 6rgido. Foram obtidos os espectros de 'H e os espectros
2D HSQC ¢ HMDB. Também foi realizado um branco utilizando apenas o solvente com o

padrao interno na analise. Os espectros foram analisados no software MestReNova.

5.3.6 Preparo de extratos para isolamento de compostos

Para esse estudo, foi escolhido trabalhar com as flores, uma vez que o isolamento de
compostos das folhas j& foi abordado no Capitulo 4. O extrato (EHMFI) foi preparado por
maceragdo com ultrassom. O material vegetal foi colocado em um frasco de vidro, juntamente
com o solvente extrator, uma mistura de metanol:agua 4:1. O frasco foi colocado em banho
ultrassom por 15 minutos e, apds esse periodo, o solvente foi filtrado e evaporado. Apos a
primeira extragdo, colocou-se novamente solvente e o material foi deixado em repouso por 24
horas; apds esse periodo, o solvente foi filtrado e evaporado. O processo foi repetido 5 vezes.

Para uma primeira separagdao dos compostos, o extrato foi fracionado com solventes de
polaridade diferente. Para isso, o extrato foi solubilizado em agua e adicionado a um funil de
separacao, onde também foi adicionado o solvente extrator. Foram utilizados sequencialmente
heptano (PHF]I) e acetato de etila (PAEFI), obtendo-se, assim, no final, as parti¢cdes dos referidos

solventes e a parti¢dao. Os solventes foram evaporados e as partigoes liofilizadas.

5.3.6.1 Filtracao em Diaion HP20

A particao aquosa residual da particdo em n-heptano e acetato de etila foi filtrada na
resina Diaion HP20, para retirada dos aguicares presentes e concentragdo dos compostos polares
que ficaram na parti¢do aquosa. A resina foi empacotada em uma coluna de vidro utilizando
agua, e 17 g da amostra foram solubilizados em agua e aplicados sobre a resina. Primeiro, foram
eluidos trés volumes mortos de agua (150 mL), gerando a fracdo aquosa (PAD) e
posteriormente, foram eluidos trés volumes mortos de metanol para a retirada dos compostos

(PMD).
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5.3.7 Isolamento do composto 11

A particdo em acetato de etila foi submetida a uma cromatografia de bancada para uma
tentativa de isolamento dos compostos. Para isso, foi utilizada uma coluna de vidro de 4,5 x 80
cm; como fase estaciondria, foi utilizado Sephadex LH20 e como fase movel, metanol. 3 g da
parti¢ao foram dissolvidos em metanol e aplicados no topo da silica dentro da coluna. O eluente
foi coletado em tubos de ensaio que, posteriormente, foram reunidos através da similaridade
das fragcdes na CCD. As cromatoplacas foram monitoradas em camara UV a 254 ¢ 366 nm, ¢

utilizando o reagente NP/PEG.

5.3.8 Anadlise de RMN para o composto isolado 11

Os espectros de 'H e 13C, assim como os espectros 2D HSQC, HMBC, COSY ¢ NOESY,
foram obtidos em um equipamento da Agilent, modelo DD2 400 NMR, operando a 400 MHz
para 'H e 100 MHz para '*C, usando uma sonda de 5 mm a temperatura ambiente com o
software de espectrometro VNMRJ 4.2A / ChemPack 8.1. Os deslocamentos quimicos sdo

relatados em relagdo ao TMS (RMN de 'H) ou aos picos do solvente.

5.3.9 Ensaios biologicos

O extrato das flores obtido para separacdo dos compostos e as partigdes do extrato
hidrometanélico foram testados para diferentes atividades bioldgicas. Além disso, foram
preparados extratos de cada 6rgdo, utilizando apenas metanol, para testes. Os extratos foram
preparados da mesma forma que os extratos destinados as andlises de CLAE-EM e RMN,
porém com maior quantidade de material vegetal.

Foram analisadas atividades anticancer, in vitro, contra células de cancer de colorretal
e prostata. Também foram avaliados o potencial antifingico contra fungos de lavoura de tomate

e o potencial antibacteriano contra diferentes bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
5.3.9.1 Atividade anticancer
Os extratos e particdes foram testados contra células humanas de colorretal e prostata;

os procedimentos adotados foram semelhantes aos descritos por (Ware et al., 2023).

Primeiramente, as células foram alocadas nos poc¢os de uma placa de 96 pogos, solubilizadas
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em meio RPMI 1640. As células foram deixadas em repouso por 24 horas, para aderirem a
parede do pogo, e apds esse periodo foram adicionadas as amostras nas concentragdes de 0,05
png mL™!' e 50 pg mL™!, e foram colocadas por mais 24 horas sob repouso. Como controle
positivo foi usada a digitonina (100 ug mL™"), que foi considerada como 0% de viabilidade

celular. Apos 48 horas de incubacdo, a viabilidade celular foi medida.

5.3.9.2 Atividade antibacteriana

Os extratos e particdes foram testados contra as bactérias Aliivibrio fisheri (Gram-
negativa) e Bacillus subtilis (Gram-positiva). Foi determinada a inibi¢do do crescimento
bacteriano pelas amostras testadas; os procedimentos foram similares aos adotados por (dos
Santos ef al., 2019). As analises foram realizadas em microplaca de 96 pocos escura. Em cada
poco, foram adicionados 100 uL da solugdo da amostra, em concentragdes de 50 e 500 pg mL~
I €100 puL de meio de cultura contendo as células a serem testadas. As células foram incubadas
por 24 horas, a temperatura de 23 °C com 100% de umidade. Apos esse periodo, foi medida a
luminescéncia, que estd diretamente ligada a densidade de células no poco; o crescimento foi
determinado em comparagdo com o controle negativo, onde sé havia células em 1% de DMSO.
Valores positivos indicam inibicdo do crescimento, e valores negativos indicam que houve
crescimento bacteriano. Foi usado como controle positivo o cloranfenicol na concentragdo de
100 wmol L',

J& para a bactéria B. subtilis, os resultados foram obtidos por ensaio turbidimétrico.
Primeiramente os microrganismos foram incubados por 24 horas, a 37 °C sob agitag¢ao (120
rpm), € apos esse periodo a densidade microbiana foi ajustada para a absor¢ao do meio (612
nm). O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pogos transparente, € nos pogos foram
adicionados 100 uL da solu¢do da amostra, em concentragdes de 50 e 500 ug mL™!, e 100 uL
de meio de cultura contendo as células a serem testadas. As células foram incubadas por 16
horas, a 36 °C sob agitacao (80 rpm), e a absorcao foi lida em 612 nm. O crescimento foi
determinado em comparagdo com o controle negativo, onde s6 havia células em 1% de DMSO.
Valores positivos indicam inibi¢do do crescimento, e valores negativos indicam que houve
crescimento bacteriano. Foi usado como controle positivo o cloranfenicol na concentracao de

100 umol L.
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5.3.9.3 Atividade antifungica

O procedimento foi realizado de forma similar ao adotado por (dos Santos et al., 2019).
Os extratos e fragdes foram avaliados contra duas espécies de fungo, Zymoseptoria tritici e
Botrytis cinerea, e um oomiceto (Phytophthora infestans). Os ensaios foram realizados em trés
diferentes concentragdes, 1, 10 e 100 ug mL!. Os fungos juntamente com as amostras foram
incubados por sete dias; apds esse periodo, o crescimento microbiano foi determinado pela
densidade 6tica em 405 nm. Como controle negativo foi usado DMSO na concentracao de
2,5%, e como controles positivos foram usados os antifiingicos epoxiconazol, terbinafina,

dodina e piraclostrobina nas mesmas concentragoes.

5.4 Resultados e discussoes

5.4.1 Comparacgao dos orgaos da Microlicia parviflora por CLAE-EM

5.4.1.1 Escolha do solvente extrator e parametros cromatogrdficos

Primeiramente, para definir o solvente a ser utilizado, testou-se extrair utilizando apenas
metanol ou uma solugdo de 80% de metanol em é4gua. Os cromatogramas se mostraram
semelhantes para os dois tipos de extratos obtidos, tanto no modo negativo quanto no positivo,
entdo decidiu-se usar apenas metanol pela facilidade de nao precisar preparar a solugdo. Em
relagdo a analise cromatografica, os cromatogramas apresentaram boa separacao dos compostos
ao longo da corrida, entdo mantiveram-se os parametros inicialmente testados. A Figura 36 ¢ a
Figura 37 mostram os cromatogramas dos extratos sobrepostos para cada um dos modos de

ionizagao.
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Figura 36 — Cromatogramas sobrepostos dos extratos em metanol e em solugdo de
metanol:agua (4:1) no modo negativo
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Figura 37 — Cromatogramas sobrepostos dos extratos em metanol e em solucdo de
metanol:dgua (4:1) no modo positivo
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5.4.1.2 Determinag¢do da quantidade de amostra vegetal na extragdo

Para se decidir qual a melhor quantidade de amostra vegetal a ser usada, foram
preparados extratos utilizando cinco diferentes quantidades de amostra vegetal. Foram plotados

graficos de valores de intensidade do pico por concentra¢do para diversos picos em todas as
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amostras a fim de verificar a regido linear, que ¢ a regido onde ainda ndo houve saturacdo do
detector. Para alguns picos, os valores de intensidade ndo aumentavam linearmente a partir de
15 mg, assim, foi escolhida essa quantidade para a realizagdo do experimento. A Figura 38 traz

um dos graficos obtidos do extrato metanolico das flores, para o m/z 615.

Figura 38 — Quantidade de amostra vs intensidade do sinal para o m/z 615
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5.4.1.3 Andlise estatistica

Os dados foram obtidos nos modos negativos e positivo na andlise por espectrometria
de massas. Além dos seis extratos de cada parte da planta, foram injetados sete CQ para o
controle de qualidade da analise. Os extratos também foram preparados com padrdes internos.
No apéndice C encontra-se os cromatogramas de todos os CQ sobrepostos e cromatogramas
extraidos dos trés padrdes internos. A Figura 39 e a Figura 40 mostram os cromatogramas

sobrepostos para os quatro 6rgaos nos dois modos.
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Figura 39 — Cromatogramas dos extratos etanolicos para os quatro 6rgaos no modo negativo
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Figura 40 — Cromatogramas dos extratos etandlicos para os quatro 6rgaos no modo positivo
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Fonte: O autor (2026)

Pelos espectros ¢ possivel perceber que folhas (verde) e flores (vermelho) possuem
picos mais intensos em ambos os modos de ioniza¢do. Essa maior intensidade de picos pode
estar relacionada a maior abundancia de metabdlitos especializados acumulados nesses 6rgaos,
considerando que a extragdo foi realizada empregando a mesma massa de material vegetal e o
mesmo volume de solvente. Ao contrario, raizes e galhos apresentam em geral uma maior

quantidade de macromoléculas estruturais como celulose, hemicelulose e lignina, o que tende
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a reduzir a extragdo de compostos de baixo peso molecular, o que pode explicar o perfil
cromatografico com uma menor quantidade de compostos detectdveis € menos intensos

O extrato das flores concentrou uma maior quantidade de compostos no inicio da corrida
cromatografica, principalmente no modo negativo, regido onde a porcentagem de acetonitrila é
menor ¢ que eluem compostos com maior polaridade, como taninos, acidos fendlicos,
flavonoides, glicosideos entre outros. J4 para as folhas, observa-se também alguns picos
intensos no inicio da corrida, porém ha também uma grande concentracdo do meio para o final
da corrida, regido onde a concentracao de acetonitrila ja estd maior e compostos de carater
menos polar costumam eluir. Também hé a influéncia do modo de ionizagdo, no modo negativo
ha mais picos no inicio da corrida, onde ha compostos que ionizam com mais facilidade nesse
modo, enquanto no positivo ha uma maior concentragdo no final da corrida, onde compostos
como terpenos, acidos graxos tendem a sair e ionizam mais facilmente nesse modo.

Por meio dos dados de espectrometria de massas obtidos, apos o alinhamento feito no
mzMine, foi possivel no MetaboAnalyst obter as analises estatisticas que possibilitam comparar
esses diferentes 6rgaos. A Figura 41 mostra o heatmap obtido para os dados obtidos no modo
negativo. O heatmap mostra os compostos que foram estatisticamente diferentes nos 6rgaos. A
coloracdo vermelha indica que aquele composto estd em maior concentragao naquele 6rgao, e
a cor azul-claro, indica que esta em baixa concentracdo ou ausente. O lado esquerdo da figura
indica as “features”, que sdo o conjunto de dados analiticos que serdo utilizados nas analises
multivariadas, nesse caso, os valores de m/z, tempo de retengdo e a area do pico no

cromatograma. Essas features e as respectivas tabelas foram geradas pelo programa mzMine.
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Figura 41 — Heatmap para os dados de CLAE-EM obtidos em modo negativo
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Os compostos que foram importantes estatisticamente para diferenciar os 0rgaos,
mostrados no heatmap como features, foram anotados para um melhor entendimento das classes
de metabolitos especializados diferentes em cada 6rgdo. Na Tabela 14 estdo as anotagdes feitas
pelos softwares mzMine e Sirius, além de bibliotecas como 0 HMDB e PubChem. Na primeira

coluna estdo o nimero da feature no heatmp junto ao tempo de retengao.
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Sinal/ [IM-H] Massa Erro Tfons fragmentos Formula Anotacio Referéncia
tr (min) exata (ppm) m/z MS/MS1 molecular
13/0,79 466,0253 -- -- 493, 467, 466, -- Tanino hidrolisavel --
457,421, 301
42 /2,18 329,0871 329,0878 —2,13 329,167, 123, 81 C14H1509 Acido vanilico hexosideo (Mena et al.,
2012)
50/2,38 944,08012 -- -- 953, 944, 935, -- Tanino hidrolisavel --
783, 633, 301, 275
54 /2,39 951,07362 -- -- 967, 951, 935, -- Tanino hidrolisavel --
783, 633, 301, 275
58 /2,44 944,08072 -- -- 953, 944, 935, -- Tanino hidrolisavel --
783, 633, 301, 275
61/245 953,0873 953,0902 —-3,02 953, 935, 783, C41H30027 Acido chebulagico (Chang et al.,
633, 301, 275 2019; Wang
etal., 2023)
62/2,43 476,04102  476,0414 0,84 633, 476, 301, C41H30027 Acido chebuléagico (Chang et al.,
275,257,229 2019)
71/2,51 483,04462 -- -- 615, 483, 467, -- Tanino hidrolisavel --
407, 301, 275,
257,229, 201, 169
72 /2,50 967,0936 -- -- 967,935, 301, 275 -- Tanino hidrolisavel --
78 /2,45 483,1099 483,1085 483,327,313, Ca8H200sg Derivado de acido galico --
301, 169, 154,
139, 125
91 /2,65 967,0979 -- -- 967, 935, 633, -- Tanino hidrolisavel -
301, 275
94 /2,56 483,04742 -- -- 615,453, 301, 275 -- Tanino hidrolisavel --
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Continuacdo Tabela 14 — Anotagdo dos compostos marcados como importantes pelo heatmap obtido para os extratos no modo negativo

Sinal/ IM-H]" Massa Erro fons fragmentos Formula Anotacio Referéncia
tr (min) exata (ppm) m/z MS/MS1 molecular
142 /2,46 4852215 4852240 5,15 485, 439, 307 C20H35013 NA --
149/3,12 785,08192 -- -- 936, 785, 633, -- Tanino hidrolisavel --
465, 301, 275, 169
151/3,14 490,0368 629, 490, 481, 301 Tanino hidrolisavel
224 /3,47 615,0965 615,0992 —4.739 615, 463, 301, C28H24016 Quercetina-O-galoil-hexosideo (Corréa et al.,
300, 271, 169 2021)
274/ 3,54 1246,09432 1889, 1246, 935, Tanino hidrolisavel
917, 897, 633,
451, 301
286 /4,05 447,0936 447,0933 0,71 447, 301, 300, C21H20011 Quercitrina (Corréa et al.,
284,271, 255, 2021)
243,227, 151
298 /4,2 579,2105 579,2083 0,35 579, 417, 402, C28H36013 Siringaresinol-hexosideo HMDB ¢
387,371, 181, PubChem
166, 151
307 /4,39 625,1194 625,1199 —-0,80 625, 463, 417, C30H26015 quercetina-O-cafeoil-O- (Goksen,
301, 300, 271, 255 glucosideo 2023)
310/4,38 417,2125 417,2130 -1,19 371, 161, 101 C34H26022  9-hidroxi-7-megastigmen-3-ona- HMDB
+ HCOOH hexosideo
338 /5,09 563,2847 563,2862  —2,66 563,517, 355 C30H44010° Fito esterol-glicosideo --
339/5,12 469,2261 469,2291 —6,39 469, 423, 291, C19H36010 Rodiooctanosideo (Kottun-
161, 131, 101,85 + HCOOH (Rhodiooctanoside) Jasion et al.,
2025)
370/5,9 543,2772 5432811 —7,36 543,497, 377, CaHe209 +  Acido ent-16-B,17-dihidrox-19-
359, 335 HCOOH  kauranoico hexdsideo - isomerol

Continuacao Tabela 14 — Anotagdo dos compostos marcados como importantes pelo heatmap obtido para os extratos no modo negativo
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Sinal/ IM-H]" Massa Erro fons fragmentos Formula Anotacio Referéncia
tr (min) exata (ppm) m/z MS/MS1 molecular
373 /6,05 543,2791 543,2811  —3,68 543,497, 377, C26H200 +  Acido ent-16-B,17-diidroxi-19-
359, 335 HCOOH kauranoico hexdsideo isomero 2
391/6,42 545,2967 545,2965 0.37 545,499, 337, C27H46011 Officinoside D Sirius
291, 261
400/ 6,76 287,2214 287,2228  —4,87 287, 269, 241 Ci16H3204 Acido diidroxihexadecandico (Crescenzi et
al., 2025)
436/7,53 335,2215 335,2228 —3,89 335,317, 291, C2o0H3204 Acido ent-16-B,17-diidrox-19- Sirius
273, 261 kauranoico
439 /7,60 529,3014 529,3018 —0,76 483, 321 CxHa4Os +  Acido graxo furanico-hexosideo
HCOOH
440/ 7,64 313,0716 313,0718 —0,64 313, 298, 283, C17H1406 Velutina Sirius e
270, 255, 227 mzMine
453 /7,78 309,2075 309,2071 1,29 309, 291,247,203  Ci1sH3004 Acido octadecadienoico HMDB
459 /7,83 265,1778 265,221
519/8,91 337,2378 337,319, 275, 221 NA
571/9,52 321,2420 321,2435 —4,67 321,277,275 C20H3403  Acido graxo furanico - isdbmero I  HMDB, Sirius
e mzMinee
593/9,78 321,2434 321,2435 —-0,31 321, 303, 275 C20H3403  Acido graxo furanico - isdbmero 2 HMDB, Sirius
e mzMine
619/10,02 319,2266 319,2279  —4,07 319, 275, 273, C20H3203 Acido 6-6-oxocativico Sirius,
259, 189 mzMine e
Pubchem
621/10,04 365,2321 365,2333  —3,29 365, 319, 275, Acido 6-6-oxocativico + acido
273, 189 formico
640/10,22 321,2426 321,2435 —2,80 321,303,277,275 CaH3403  Acido graxo furénico - isdbmero 3 HMDB, Sirius
e mzMine

Continuagao Tabela 14 — Anotacdo dos compostos marcados como importantes pelo heatmap obtido para os extratos no modo negativo
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Sinal/ IM-H]" Massa Erro fons fragmentos Formula Anotacio Referéncia
tr (min) exata (ppm) m/z MS/MS1 molecular
652 /10,42 321,2430 321,2435 1,56  321,303,277,275  CzH3403 Acido graxo furdnico isdbmero 4 ~HMDB, Sirius
e mzMine
667 /10,52 319,2269 319,2279  -3,13 319, 275, 233 C20H3203 Acido graxo 20:4 ou diterpeno
672 /10,71 323,2571 323,2592 —6,50 323,279, 263, C20H3603 Acido labdandélico cid Sirius e
mzMine
690/11,15 433,2336 4332361 —5,77 433,279,152,79  Cy1H3907P Acido lisofosfatidico mzMine
695/11,25 317,2118 317,2122 —126 317,273,271,257 CaH3003  Acido 16-oxocleroda-3,13E-dien- Sirius e
15-oico. mzMine
759 /13,61 591,2561 -- -- 591, 559, 515 -- NA --

Nota: 1: os ions fragmentos em negrito indicam se tratar do pico base; 2: [M — 2H]*
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As flores e folhas foram os 6rgdos com mais compostos significativos para a
diferenciagdo dos 6rgdos. Para as flores, a maioria dos compostos destacados como importantes
somente naquele orgao foi de taninos hidrolisdveis; alguns taninos nao puderam ser
identificados; porém, o perfil de fragmentagao indica que se trata de um composto dessa classe.
O ion fragmento m/z 301, normalmente seguido do fragmento 275, indica a presenga do grupo
HHDP (4cido hexa-hidroxidifénico) comum nesse tipo de estrutura. Alguns taninos aparecem
como adulto [M — 2H]*", mesmo nio sendo possivel anotar alguns desses taninos, eles foram
atribuidos como esse aduto baseado no perfil isotopico da molécula desprotonada (MS1),
quando se tem um aduto desse tipo, a diferenca de massa entre os isdtopos ¢ em torno de 0,5
Da como mostrado no espectro abaixo (Figura 42) do composto acido chebuléagico (feature 62,

tR 2,43 m/z 476,0410 4 = 0,84 ppm) (Engstrom; Karonen, 2026).

Figura 42 — Espectro de MS1 do 4cido chebulagico (m/z 476,0410 4 = 0,84 ppm)
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Para as raizes, apenas trés dos compostos destacados como relevantes estatisticamente
estavam presentes, a feature 78 (m/z 483,1099), que também estd presente nos galhos e foi
atribuido como derivado de 4cido gélico pela presencga dos ions fragmentos m/z 169 e 125; a
feature 690, que também estd presente nas flores, atribuido como acido lisofosfatidico; e em
menor intensidade a feature 13, que foi atribuido como tanino hidrolisavel.

Alguns flavonoides também foram importantes, como a catequina (98, m/z 289, 4 = —
2,08 ppm) que apareceu exclusivamente nas folhas, além de trés derivados de quercetina que
foram importantes nas folhas e flores (features 224, 286 e 307). Entre eles, a quercitrina (m/z

447,0936, 4 =0,71) que foi o composto isolado no Capitulo 4, além da flavona velutina (440).
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Em relacdo as folhas, muitos dos compostos atribuidos possuem polaridade média para
pouco polares. Por exemplo, a feature 453 que foi identificado somente nas folhas possui tr em
7,78 minutos, regido onde a cromatografia ja se encontra com aproximadamente 50% de
solvente organico. O sinal foi anotado como acido octadecadienoico, um acido graxo (m/z
309,2075, 4 = 1,29).

O sinal 338 foi anotado como fitoesterol glicosilado, a perda de 162 indica a presenga
de uma hexose na estrutura, € o m/z do ion fragmento corresponde a alguns diterpenos, como
corcorisideo B. Porém, nao foi possivel atribuir a estrutura, pois sao compostos mais reportados
no modo positivo ou por CG-EM. Outros compostos também foram atribuidos somente a classe
baseada no m/z e no erro em ppm. Os sinais 370 e 373 foram atribuidos ao aduto de acido
formico do composto acido ent-16-B,17-diidroxi-19-kauranoico-hexosideo. A perda de 46 u,
formando o ion fragmento m/z 497, indica a formacao desse aduto, e a perda de 162 u, formando
o ion fragmento m/z 335, indica a perda de uma unidade de hexose. Além disso, o ion fragmento
m/z 335 foi anotado como &cido ent-diidroxi-19-kauranoico (sinal 436, m/z 335,2215; 4 = —
3,89) pelo software Sirius. Além disso, o erro em ppm do composto glicosilado mais o aduto
de &cido foérmico foi confirmado no software ChemDraw.

Os compostos com m/z 321 (features 640, 621, 593, 571) foram anotados como isdmeros
de acido graxo furadnico. Seu principal fragmento ¢ o ion fragmento m/z 277, causado pela
descarboxilagdo (— 44 u). A feature 439 (m/z 529,3014, 4 = — 0,76) foi anotado como &cido
graxo furanico-hexosideo, a perda de 46 u corresponde ao aduto de &cido féormico, e a perda de
162 u corresponde a unidade de glicose.

Para se obter um melhor entendimento de como os 6rgaos variaram em sua composi¢ao
quimica, também foram obtidos os graficos de HCA (Figura 43) e PCA (Figura 44), utilizando

os dados nos modos negativo e positivo.
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Figura 43 — Anélise de HCA para os extratos metandlicos no modo negativo

20251209_GDI019_VIII_
20251209_GDI019_VIII_
20251209_GDI019_VIII_

\1{5 20251209_GDIO19_VIII_

20251209 _GDI019_VIII_

20251209_GDI018_VIII_

20251209_GDIO19_VI_c
20251209 GDIO19 VI &

— 20251209 GDI019 VI t

L 20251209 GDIO19 VI f

[ 20251209 GDIO19 VI ¢
20251209 GDI019 VI ¢

20251209 GDIO19 VII_
20251209 GDIO19 VII_

[— 20251209 GDI019 VIl

L 20251209 GDIO19 VI

20251209_GDI019 VII_

20251209 GDIO19 VII_

20251209 GDIO19 IX «

20251209 GDIO19 IX &

20251209 GDIO19 IX |
t

20251209 GDID19 IX ¢

20251209 GDIO19 IX_t

20251209 GDI0O19 IX_f

150 100 50

o

Nota: GDIO19_VI: folhas; GDIO19_VII: galhos; GDIO19 VIII: flores; GDIO19 IX: raizes
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A analise de HCA mostra que os galhos e as raizes possuem composi¢cdo quimica mais
similar entre os quatro 6rgaos analisados, mostrando a menor distancia euclidiana. Ja as folhas
e as flores possuem composi¢ao quimica mais similar entre si, porém ndo tdo proxima quanto
os outros dois 6rgdos. Por meio das distancias euclidianas também € possivel perceber que
dentro dos grupos as amostras foram muito proximas em termos de composi¢do quimica. No
modo positivo, o perfil de agrupamento foi semelhante. A figura encontra-se no apéndice C.

Além da HCA, foi realizada uma andlise de PCA (Figura 44) para um melhor

entendimento do agrupamento desses 6rgaos.
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Figura 44 — Anélise de PCA para os extratos metanolicos no modo negativo
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Fonte: O autor (2026).

Pela PCA ¢ possivel perceber que os galhos e as raizes possuem composi¢ao quimica
mais semelhante, tanto ao se considerar a componente PC1 quanto a PC2. Ja as flores e folhas
apresentaram composicdo quimica mais distante dos demais 6rgdos. Porém, apresentaram
alguma semelhancga entre si, principalmente considerando a PC1. Esses dados corroboram o
observado na andlise de HCA, onde os galhos e raizes também foram agrupados, e a menor
distancia euclidiana indica maior similaridade quimica, enquanto flores e folhas foram
agrupadas, porém, com uma maior distancia euclidiana, indicando que nao sdo tao similares
quanto os outros dois 6rgdos. O heatmap também indicava esse comportamento, em que 0s
compostos mais importantes para diferenciar os 6rgdos foram compostos presentes ou nas
folhas ou nas flores e, em alguns casos, em ambos.

No Apéndice C tém-se as figuras da PCA com os CQ (controle de qualidade). Os CQ

se mostraram bem agrupados, o que indica boa reprodutibilidade das anélises. A PCA também
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mostra que o grupo CQ ficou mais préximo as folhas e flores ao se considerar a componente
PC1, porém, pela componente PC2 ficou entre os dois grupos, mostrando que o perfil das
amostras CQ ficou mais proximo a esses dois 6rgaos.

No modo positivo (Figura 45), o perfil de separacao ficou semelhante, porém com
galhos e raizes mais proximos em relacdo a PCA no modo negativo, enquanto folhas e flores
mais separadas, porém com leve semelhanga ao se considerar a componente PC1. Porém, no
modo positivo, os extratos das flores ficaram mais separados do restante das amostras,

principalmente se considerar a componente PC2. A PCA contendo os CQ esta no apéndice C.

Figura 45 — Analise de PCA para os extratos no modo positivo
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Fonte: O autor (2026).
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5.4.2 Anadlise comparativa dos extratos por RMN

Primeiramente, foi determinado qual seria o melhor solvente extrator. Os extratos das
folhas foram obtidos em 100% de metanol e em solugdes metanol:agua de 75%, 50% e 25%. A

Figura 46 mostra os espectros sobrepostos.

Figura 46 — Espectro de RMN de 'H obtidos para os extratos das folhas extraidos em
diferentes solugdes de metanol e dgua
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Pelos espectros ¢ possivel perceber que o extrato obtido apenas com metanol
(GDIO017_a) traz um perfil mais amplo da composicao quimica. Ao se adicionar 4gua na solugao
extratora, acabaram por se concentrar mais sinais na regido entre 3,0 e 4,5 ppm, que ¢ uma
regido caracteristica de agucares, ja os extratos obtidos com mais metanol ou somente metanol,
foi capaz de extrair os compostos nessa regido, mas também se observa um aumento de sinais
ou sinais mais intensos nas regides mais blindadas do espectro (0,5 ¢ 2,0 ppm) e na regido

caracteristica de compostos fenolicos (6,0 e 7,5 ppm).



140

Assim, os extratos foram obtidos apenas com metanol, e a Figura 47 traz os espectros
sobrepostos para os quatro 6rgdos da planta, o espectro do branco, obtido apenas com o

solvente, e o padrao interno HDMSO encontra-se no Apéndice.

Figura 47 — Espectro de RMN de 'H (CD30D, 500 MHz) obtido para as folhas, flores, galhos
e raizes da M. parviflora
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Pela analise do espectro, € possivel perceber que o extrato das folhas se mostrou mais rico
em compostos de baixa polaridade, por possuir mais sinais com alta intensidade na regido entre
0,5 e 2,5 ppm. Regido caracteristica de metilas (CH3), grupo CH>z e CH nao ligados a atomos
eletronegativos, que sdo caracteristicos de terpenos, acidos graxos e outras estruturas similares.
O extrato das flores também apresentou alguns sinais intensos nessa regido, porém menos
intensos do que em relagdo as folhas.

J& o extrato das flores apresentou picos intensos na regido comum a agucares, entre 3,0 e
4,0 ppm, além de vérios sinais na regido comum a carbonos fenolicos (6,0 € 7,5 ppm). Ja os
galhos e raizes apresentaram extratos com sinais menos intensos, o que mostra que sao 0rgaos

em que o rendimento dos extratos ¢ menor que folhas e flores, e as principais regides para os
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galhos foram a regido comum de aglcares e sinais na regido mais blindada do espectro (entre
0,5 e 1,0 ppm), com poucos sinais em outras regides, as raizes apresentaram resultados
similares, porém com sinais menos intensos que os galhos.

Pelos espectros ¢ possivel perceber que os resultados sdo similares aos obtidos por CL-
EM. Os extratos dos galhos e das raizes sdo os mais similares entre si, e as folhas e as flores
apresentam alguma similaridade, porém com a diferenca de que as flores apresentam maior
concentracdo de compostos fendlicos e acticares e as folhas apresentam mais compostos de
baixa polaridade. Também ¢ possivel associar o maior rendimento a flores e folhas do que aos
demais 6rgaos, como foi apontado nos experimentos por CLAE-EM; porém, na espectrometria
de massas, ha também a questdo do tipo de ionizagdo: compostos ionizam de forma diferente a
depender da técnica utilizada. JA o RMN ¢ uma técnica em que ndo ha essa dependéncia, uma
vez que o espectro € baseado na presenga do isétopo 13 do carbono.

Utilizando os mapas de contorno HSQC, ¢é possivel atribuir alguns sinais a algumas
classes de compostos presentes nos extratos. Na Figura 48, tem-se uma expansao do HSQC do
extrato das flores. Os pares de sinais para o 'He °C § 5,39/ 93,54 ppm; 6 5,10 / 6 93,87 ppm
e 0 446 / 0 98,19 ppm correspondem aos carbonos anoméricos de acgucares livres,
respectivamente, sacarose, o-glicose e p-glicose (Goksen, 2023). Como ja discutido,
principalmente o extrato das flores se mostrou rico em aglicares com varios sinais nas regides
entre 0 3,0 € 5,0 ppm. O par de sinais em ¢ 5,24/0 104,16 ppm corresponde a 3-rhamnose ligada
a um flavonoide, como a propria quercitrina isolada no capitulo 4. O par de sinais em 0 4,48 /
0 103,17 ndo pode ser também atribuido a um carbono anomérico, por se tratar de um CHo,

como indicado pela coloracao azul.
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Figura 48 — Expansao do mapa de contorno HSQC do extrato metanolico das flores na regido
entre 0 4,15¢5,50/91 ¢ 110 ppm
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Na Figura 49 tem-se outra expansdo do espectro HSQC das flores. Os sinais em o 6,42
/09433 e 0 6,22 / 0 99,47 correspondem, respectivamente, aos carbonos C6 e C8 de
flavonoides. Os sinais em 0 8,07 /0 131,85 € 0 6,89 / 6 115,74 correspondem a sinais de anéis
aromaticos para substituidos, que podem ser oriundos de flavonoides, como o canferol, que foi
anotado no capitulo 4. Como essa parte da molécula é simétrica, os sinais dos pares de carbonos
2> e 6°, 3’ e 5’ sdo iguais, pois o anel possui livre rotagdo por estar ligado ao anel B do
flavonoide por uma ligagdo simples. No sinal ¢ 8,06 € possivel observar o dupleto formado pelo
acoplamento orto no anel, porém, ampliando a regidio no espectro de 'H, é possivel perceber a
formag¢ao de um duplo dupleto (J = 2,1 e 6,85 Hz), devido ao acoplamento meta (a ampliagdo
encontra-se no apéndice D). Na Figura 49 tem-se a estrutura do canferol e as numeragdes

comumente usadas em flavonoides.
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Figura 49 — Expansao do mapa de contorno HSQC do extrato metanolico das flores na regido
entre 0 5,9 ¢ 8,3/90 ¢ 135 ppm
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Na mesma regido, porém no espectro referente aos extratos das folhas (Figura 50), ¢
possivel atribuir outros sinais caracteristicos de flavonoides, porém dissubstituidos no anel B,
como a quercetina e seus derivados glicosilados. Os sinais ja citados para os carbonos C6, C8,
C2°,C3’,C4’, C5’ e C6’ também estdo presentes, porém € possivel destacar os sinais em o 7,34
/6116,92;07,07/0 115,59 e 7,3 e d 112,90 que sdo correspondentes respectivamente aos
C2’, C5° e C6’, sendo possivel observar o duplo dupleto nos pares sinal de 'H & 7,3,
correspondente ao acoplamento orto (J = 2,2 Hz) com o H5’ e meta com H2’ (J = 8,4). Os

valores de J foram calculados no espectro de 'H que se encontra no apéndice D.
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Figura 50 — Expansdo do mapa de contorno HSQC do extrato metanolico das folhas na regido
entre 0 6,0 € 8,2/90 ¢ 150 ppm
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Usando o mapa de contorno HMBC ¢ possivel atribuir alguns sinais a derivados de acido
galico, ou alguns galotaninos, a regido em torno de 0 110,52, pode ser relacionada ao C1 da
estrutura do 4cido galico ou galoil, enquanto a regido em torno de ¢ 140,76, ¢ correspondente

ao C4, aregido de 0 146,62 aos C3 e CS5 e por fim a regido de 0 166,07, ao carbono carbonilico.
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Figura 51 — Expansao do mapa de contorno HMBC do extrato metanoélico das flores na regido
entre 0 5,3 ¢8,4/0 100 e 180 ppm
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5.4.3 Isolamento e elucidacdo do composto 11

A particdo em acetato de etila das flores foi escolhida para fazer o isolamento de
compostos, devido a presenca de um composto nitrogenado, atribuido pela molécula
desprotonada com m/z par na andlise de espectrometria de massas com ionizagdo por
eletrospray. Como compostos nitrogenados ainda ndo haviam sido reportados para a espécie e
para o género, buscou-se o isolamento do composto.

A coluna em Sephadex gerou 35 fracdes (B1-1 a B1-35), ap6s o monitoramento por
CCD. A fragdo 16 foi analisada por espectrometria de massas e apresentou o m/z 582
(IM — H]") no modo negativo € 606 ([M + Na]") no modo positivo (Figura E1), indicando tratar-
se do composto nitrogenado. A fracdo foi entdo submetida a uma anélise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia para uma tentativa de isolar o composto com tempo de retengao

proximo a 31 minutos. A Figura 52 mostra o cromatograma.
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Figura 52 — Cromatograma da fragdo B1-16
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Os picos mais intensos foram coletados e injetados em um espectrometro de massas, €
0 pico com tg em torno de 30 minutos apresentou o m/z 582 (M — H])"!. Assim, o composto
coletado se apresentou como um po branco, solivel em metanol. Ao ser analisado por CLAE-
EM com ionizagdo por eletrospray, apresentou um unico pico (Figura 53), indicando ser um
composto puro. Em seguida, a amostra foi submetida a analise de RMN de '*C (Figura 54) para

a elucidacao estrutural do composto II.
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Figura 53 — Cromatograma de ions totais no modo negativo para o composto II
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Fonte: O autor (2026).

Figura 54 — Espectro de RMN de '*C (CDsOD, 100 MHz) para o composto II
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Fonte: O autor (2026).

No espectro de '°C, apareceram mais sinais de carbono do que o esperado para as

possiveis formulas moleculares calculadas para o m/z 582 no modo negativo. Utilizando a
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espectrometria de massas ¢ o RMN, foi atribuida ao composto a estrutura do composto
tricoumaroil-espermidina.

O ntimero de sinais observados no RMN de '*C além do esperado, pode indicar a
presenca de uma mistura de isdmeros. A estrutura possui trés ligacdes duplas que podem estar
na configuracdo E ou Z, o que indica a possibilidade de oito diferentes isdmeros ou
diasteredmeros, como, por exemplo, uma estrutura EEE ou ZZZ. Além disso, outro indicio ¢ a
duplicidade de sinais. Na Figura 55, a estrutura estd atribuida as trés duplas na conformacao Z.
A determinagdo da estereoquimica absoluta sé seria possivel com as constantes de acoplamento
no espectro de 'H; porém, como os sinais se sobrepuseram, nio foi possivel essa atribui¢do. O
espectro de 'H encontra-se no Apéndice E.

Um trabalho realizado por Mori et al., (2019) analisou o RMN dos oito isomeros a fim
de verificar as diferengas nos sinais e chegar a uma metodologia para diferencié-los, no trabalho
foi testada a estabilidade desses compostos frente a exposicao a luz, e verificou-se que ocorre
isomerizagdo ao serem expostos a luz. Além disso, no trabalho foi realizada uma corrida
cromatografica com os oito isomeros e alguns coeluiram. Assim, ou foi isolada uma mistura de
isdmeros ou ocorreu isomerizagdo do composto apds o isolamento.

A Tabela 15 traz a tabela com os valores de deslocamento de '*C para o composto
obtidos neste trabalho e os dados reportados na literatura por Yang ef al., (2012), por ser uma
mistura, os sinais correspondentes ao grupo espermidina estdo duplicados, j4 os sinais
correspondentes aos grupos coumaroils estdo descritos como a faixa em que aparecem, uma
vez que sdo esperados até seis sinais para cada um dos carbonos. Na Figura 55 tem-se as

respectivas numeragdes de cada carbono.

Figura 55 — Estrutura do tricoumaroil-espermidina
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Tabela 15 — Dados de RMN '3C obtidos para o tricoumaroil-espermidina

Posicdo 6 ppm 13C 6 ppm H
MeOD MeOD
100 MHz 125 MHz
1 37,92 /38,18 37,9/ 38,2
2 28,88 / 30,65 28,9/30,6
3 45,73 /47,0 45,7 /47,0
4 47,58 / 49,5 47,6 /49,0
5 26,35/27,86 26,3 /27,8
6 27,94 / 28,88 27,9/ 28,0
7 38,89 /40,12 39,9/40,1
1 169,17-170,3 169,2-169,4
2’ 118,14 -118,46 118,2—-118,5
3’ 140,17 -142,18 141,8-144,4
q 127,58 -127,86 127,6-127,9
5’ 130,56 - 130,91 130,6-130,9
6’ 116,74 -116,79 116,7-116,8
7 160,59 - 160,80 160,5-160,7

Fonte: O autor (2026)

Esses compostos sdo relacionados as flores de diversas espécies, principalmente nas
anteras e no polen. Alguns autores acreditam que esses compostos auxiliam na defesa contra
radiacdo Uv-vis, uma vez que eles apresentam absorbancia maxima em 315 — 330 nm,
combinando com flavonois presentes nas flores que absorvem em 354 nm, sdo capazes de ter
prote¢cdo UV-A e UV-B. Também acreditam que possam tornar o pdlen mais atrativo para
polinizadores, atuam na estrutura do pdlen e também auxiliam na prote¢do contra
microrganismos, uma vez que esses compostos ja foram relatados com essas atividades (Vogt,
2018).

No presente trabalho o composto também foi encontrado em maior quantidade nas
flores, e em menor concentracdo nas folhas. Nos galhos e raizes o composto nado foi identificado
como pode ser visto no cromatograma de ion extraido para os quatro 6rgdos (Figura 56). Uma
vez que esses compostos sao normalmente reportados em flores, a presenca do composto nas
folhas pode ser por contamina¢do no manuseio durante o processo de colheita, secagem, uma
vez que as flores sdo pequenas e distribuidas no meio das folhas da espécie como pode ser visto

na Figura 57.
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Figura 56 — Cromatograma de ion extraido para o m/z 584 nos extratos dos quatro érgdos da
Microlicia parviflora

@XIC from 20251209_GDIOS_X_a_pos wiff(sample 1) - 20551208_GDIO19_X_a_pos, Experiment 1, +TOF MS (85 - 2000): 584.280 +/- 0015 Da
I fom 20251208_ 01019V posywisampl 1) - 20251200 GDIOIO VT, Expariment 1, TOF M (85 2000) 584 280410015 Da
@G from 20251209_GDIO1S_VIl_a_pos.wif (sample 1) - 20251209_GDIOIS. Vil_a_pos, B +TOF MS (65-2000).

0 o 0251200-GDIOTG VIS o i e 1) 20581208 GDIOTE VI3 pos. vt 1. ¥TO W 65 2000 584,280 - 0035 o

2.0e6

1.5e6

Intensity

1.0e6

39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79
Time, min

Nota: Vermelho: Extrato das flores; Verde: Extrato das folhas
Fonte: O autor (2026).

Figura 57 — Foto de ramos de Microlicia parviflora (Melastomataceae) em periodo de
floracéo

Fonte O autor (2026)

5.4.4 Atividades bioldgicas

5.4.4.1 Atividade antibacteriana

Os extratos metanolicos e suas particdes foram avaliados contra uma bactéria Gram-
positiva (Bacillus subtilis) e uma Gram-negativa (Aliivibrio fisheri). Os resultados foram
expressos em inibi¢do de crescimento dos microrganismos. Assim, valores proximos a 100%

indicam que a amostra foi capaz de impedir o crescimento (Tabela 16).
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Tabela 16 — Resultados obtidos para avalia¢ao antibacteriana dos extratos de Microlicia
parviflora

Amostras Bacillus subtilis Aliivibrio fisheri
50 pg mL™! 500 pg mL™! 50 pg mL™! 500 pg mL™!
EMF 103 116 37,36 100
EMFI —-56 114 31,44 100
EMG -6 113 21,34 100
EMR -20 5 -1,55 100
EHMF1 -9 109 35,17 100
PHFI 103 97 94,89 100
PAEF1 47 131 29,23 100
PAFI 22 -13 12,49 100
PAD 30 -2 13,47 100
PMD 56 84 12,47 100

Nota: O controle cloranfenicol foi testado nas concentragdes de 1 € 10 umol L™, inibindo 96,16 € 99,94%
respectivamente; EMF: extrato metandlico das folhas; EMG: galhos; EMFI: flores; EMR: raizes;
EHMF]I: extrato hidrometanoélico das flores; PHFI: particdo em heptano das flores; PAEFI: particdo em
acetato de etila das flores; PAFI: parti¢do aquosa das flores; PAD: particdo aquosa apos filtragdo em
Diaion HP20; PMD: particdo metanolica apo6s filtragdo em Diaion HP20.

Fonte: O autor (2026).

Em relagdo a bactéria A. fisheri, na concentragido de 500 pg mL™! todos as amostras
testadas foram ativas, porém na menor concentragdo a amostra mais ativa foi a particdo em
heptano das flores (PHFI), com aproximadamente 98% de inibi¢do. J4 para a B. subtilis, na
menor concentracdo somente o extrato em metanol das folhas (EMF) e novamente a PHFI]
apresentaram alta inibi¢do, ja na maior concentragdo, os extratos das flores e galhos também
apresentaram inibicao proxima a 100% e a particao em acetato de etila (PAEFI).

No Capitulo 4, os extratos e particdes ja haviam apresentado resultados promissores
contra diferentes espécies da cavidade oral; porém, os extratos foram obtidos diferentemente
dos estudados nesse capitulo, em que, no Capitulo 4, os extratos ativos foram obtidos em hexano
e, como ja discutido, normalmente concentram substancias que tendem a ser ativas contra
bactérias devido as caracteristicas da estrutura celular desses microrganismos. No capitulo
presente, os extratos foram obtidos ou em metanol ou em solugdo metanol:agua (8:2), e ainda
assim foram observados resultados promissores, esses resultados reforcam o potencial que a

espécie possui como uma possivel fonte de novos compostos ativos.

5.4.4.2 Inibicdo do crescimento de células de cancer colorretal e de prostata

Os extratos e particdes foram testados contra os dois tipos de células de cancer. Os

resultados sdo apresentados em termos de viabilidade celular, assim, resultados proximos de
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0% indicam que as amostras inibiram o crescimento, ¢ amostra perto de 100% indica que ndo

houve inibi¢ao do crescimento (Tabela 17).

Tabela 17 — Resultados de viabilidade celular para as células de cancer de colorretal e de
prostata

Amostras Cancer de Colo' (%)  Cancer de prostata’ (%)
EMF 43 54
EMF1 37 53
EMG 25 47
EMR 9 28

EHMF1 30 62
PHP 36 47
PAEFI 27 48
PAFI 24 47
PAD 102 98
PMD 0 26

Nota: ': Concentragdo 50 ug mL™'; EMF: extrato metandlico das folhas; EMG: galhos; EMFI: flores;
EMR: raizes; EHMFI: extrato hidrometanolico das flores; PHFI: particio em n-heptano das flores;
PAEFI: particdo em acetato de etila das flores; PAFI: particdo aquosa das flores; PAD: particdo aquosa
apos filtragdo em Diaion HP20; PMD: particdo metanoélica apos filtragdo em Diaion HP20.

Fonte: O autor (2026).

Algumas amostras se mostraram ativas contra as células testadas. Em relacdo aos
extratos metandlicos, o melhor resultado foi do extrato obtido das raizes (EMR), que apresentou
uma viabilidade de 9% para células de cancer colorretal e 28% para as de prostata. Ja em relagado
ao extrato hidrometanolico das flores e parti¢des, todas foram ativas com excecdo da parti¢ao
aquosa residual da extragdo com Diaion HP20 que apresentou viabilidade de 102%. Essa
particdo € esperado ser uma particdo rica em agucares e acidos organicos, o que pode indicar a
fraca atividade, j4 a parti¢do metanolica pos-extragdo com Diaion HP20 foi a mais ativa, essa
fracdo ¢ esperado ser uma fracdo rica em compostos fendlicos que ficaram na fracdo aquosa,
pela espectrometria de massas foi possivel verificar que a fragdo se mostrou rica em derivados
de acido galico, taninos e flavonoides glicosilados, a tabela com a anotacao de alguns dos

compostos ¢ o TIC da amostra estdo no apéndice F.

5.4.4.3 Atividade contra fitopatogenos importantes em lavouras

Os extratos foram avaliados quanto ao potencial biolégico contra espécies causadoras

de doencgas em lavouras de trigo, tomate, batata, entre outros cultivares. Os resultados foram
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dados em inibicdo de crescimento (Tabela 18), assim, valores proximos de 100% indicam
melhor atividade, préximos a 0% ou negativos indicam que a amostra nao foi capaz de impedir

o crescimento dos patogenos.

Tabela 18 — Atividades bioldgicas contra fitopatdgenos

Amostras Zymoseptoria tritici Botrytis cinerea Phytophthora infestans
EMF 59,7 73,7 94,6
EMFI 60,2 39,5 90,8
EMG 57,6 32,9 91,2
EMR 60,5 21,3 93,2

EHMF1 62,1 36,6 86,5
PHFI 46,5 98,7 -50,1
PAEFI 63,2 20,0 79,8
PAFI 60,2 -3,6 86,1
PAD 4,9 -11,4 -14,3
PMD 64,4 12,6 70,7
Terbinafina 82,7 105,5 94,2
Epoxiconazol 75 100,1 21,6
Dodina 97,4 98,3 95,6
Piraclostrobina 91,8 104,7 100

Nota: Concentragdo testadas: 100 ug mL™'; EMF: extrato metanolico das folhas; EMG: galhos; EMFI:
flores; EMR: raizes; EHMFI: extrato hidrometandlico das flores; PHFI: particdo em n-heptano das
flores; PAEFI: parti¢do em acetato de etila das flores; PAFI: parti¢do aquosa das flores; PAD: particdo

aquosa apos filtracdo em Diaion HP20; PMD: parti¢do metanolica apds filtragdo em Diaion HP20

As amostras foram mais ativas contra o oomiceto P. infestans, os extratos das quatro
partes da planta apresentam valores de inibigdo acima de 90%, valores proximos aos controles
testados. Para o fungo B. cinerea, o melhor resultado foi da particdo em hexano (PHFI) obtida
do extrato hidrometandlico, com inibicdo de 98,7%, proxima aos controles utilizados. Em
relagdo ao Z. tritici, a maioria das amostras testadas apresentaram valores em torno de 60% de
inibi¢do, ndo sendo tdo ativas quanto em relacdo aos outros dois patogenos testados.

Espécies de Microlicia ja foram testadas contra fungos, porém os trabalhos foram contra
espécies que infectam humanos, esse € o primeiro trabalho contra espécies relacionadas a

cultivares.
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5.5 Conclusoes

Através de andlises estatisticas como as PCA e HCA foi possivel verificar como os
diferentes 6rgaos variam sua composi¢ao quimica. Em ambas as analises a composi¢ao quimica
das raizes e galhos se mostrou mais semelhante entre si do que em relacdo aos demais 6rgaos,
enquanto folhas e flores apresentaram composi¢ao quimica mais distinta, porém com algumas
semelhangas entre si. Utilizando os dados de RMN dos extratos, também foi possivel tragar
alguns comparativos entre os Orgaos, flores apresentaram uma composicdo mais rica em
acucares e compostos fenolicos, enquanto folhas apresentaram composi¢ao mais rica em acidos
graxos e terpenos que os demais 6rgaos, raizes e galhos apresentaram novamente composi¢ao
quimica similar, porém mais pobre que os demais 6rgaos.

Além da comparacdo dos metabolitos presentes nos diferentes 6rgaos, também foram
realizados ensaios bioldgicos para os extratos metanolicos obtidos similarmente aos extratos
preparados para a metabolomica, e para os extratos e partigdes preparados para o trabalho de
isolamento.

Algumas amostras mostraram potencial antibacteriano, principalmente contra a Bacillus
subtilis, onde o extrato metanolico das folhas e a particio em n-heptano inibiram em torno de
100% o crescimento bacteriano na menor concentracdo testada (50 ug mL™!). Em relagio aos
fitopatdgenos, os melhores resultados foram contra o oomiceto Phytophthora infestans, em que
os extratos metandlicos dos quatro orgdos inibiram o crescimento proximo a 100% na
concentragdo de 100 ug mL™'. Por fim, em relagdo as atividades anticancer, contra células de
cancer colorretal, o extrato metandlico das raizes e uma fragdo rica em taninos hidrolisaveis
foram capazes de inibir o crescimento das células na concentragdo de 50 ug mL .

No trabalho também foi isolada uma mistura de isomeros do tricoumaroil-espermidina
das flores. E a primeira vez que esse composto é reportado para a espécie e para o género. Além

disso, € a primeira vez que a espécie ¢ avaliada para as atividades bioldgicas testadas.
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APENDICE A - CROMATOGRAMAS E ESPECTROS DE MASSAS REFERENTES
AOS OLEOS ESSENCIAIS

Figura A1 — espectro de fragmentagdo para o a-terpineol
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Figura A2 — espectro de fragmentagdo para o 6xido de cis-linalol (furanoide)
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APENDICE B — ESPECTROS DE RMN DA QUERCITRINA

Figura B1 — Mapa de contorno COSY para a quercitrina
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Figura B2 — Mapa de contorno HSQC para o composto 1
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FiguraB3 — Mapa de contorno HMBC para o composto 1
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APENDICE C - IMAGENS REFERENTES AO ESTUDO METABOLOMICO PARA

A MICROLICIA PARVIFLORA

Figura C1 — Cromatograma de ions totais para os CQ no modo negativo
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Figura C3 — Cromatograma de { ions extraidos para os padroes
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Figura C4 — Expansao dos cromatogramas de ion extraido para os padrdes internos
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Figura C5 — PCA com as amostras CQ para os extratos da Microlicia parviflora no modo

negativo
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Figura C6 — PCA com as amostras CQ para os extratos da Microlicia parviflora no modo
positivo
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APENDICE D - ESPECTROS DE RMN PARA O ESTUDO COMPARATIVO DE
DIFERENTES ORGAOS DE Microlicia parviflora

Figura D1 — Espectro de RMN 'H do solvente utilizado no preparo dos extratos com padrio
interno HDMSO
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Figura D2 — Expansio do espectro de RMN 'H do extrato das flores (CD3OD, 500 MHz) na

regido de 9 7,9 - 8,12
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Figura D3 — Expansio do espectro de RMN 'H do extrato das folhas (CDsOD, 500 MHz) na
regido de 0 7,2 — 7,42
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APENDICE E — ESPECTROS REFERENTES AO TRICOUMAOIL-ESPERMIDINA

Figura E1 — Espectro de massas da fracdo B1 - 16
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APENDICE F - DADOS REFERENTES AS FRACOES DOS EXTRATOS

HIDROMETANOLICOS DAS FLORES

Figura F1 — Cromatograma de ions totais para a particao
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Tabela F1 — Compostos anotados para a fragio EMD

tR (min) M -H] Massa Erro Tons fragmentos Formula Anotacio Referencia
exata (ppm) m/z MS/MS molecular
0,39 331,0652 331,0671 —-5,74 331, 271, 211, Ci3Hi16010 Glucogalina Xiong
169, 151, 125
0,40 933.0655 933,0640 1,61 933,915, 871, Ca1H26026 Castagalina Singh
613,493, 301
0,41 487,1175 -- -- 487, 469, 331, -- Derivado de acido --
galico
0,42 1400,0088 -- -- 1867, 1849, 1831, -- Tanino --
1 1400, 933, 915, hidrolisavel
871,613, 301
0,47 483,0767  483,0780 —2,69 483, 331, 313, C20H20014 Digaloil glicose Singh
301, 169, 125
0,48 783,0677 783,0686  — 1,15 783,483,301,275 C34H24022 Penduculagina Singh
1,93 633,0712 633,0733  —3,32  633,463,301,275 Cy7H2018 HHDP galoil Singh
hexosideo
2,16 953,0928 953,0902 2,73 953, 935, 783, C41H30027  Acido chebulagico Wang
633,301, 275
2,78 463,0521 463,0518 0,65 463, 301, 300, C20Hi15013 Acido elagico-
283,272,257, hexosideo

244, 228
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3,12

3,21

3,30

3,34

3,51

3,56

3,78

3,97

934,0717
1870,5002
2
684,0982!
300,9980
609,1457
463,0871

609,1460

447,0944

934,0718

300,9990

609,1461

463,0882

609,1461

447,0933

1567, 1085, 934,
783, 633, 451, 301
- 1870, 1402, 935,
301
- 1067, 984, 301,
275,279, 169
301, 283, 245,
229,201, 173, 145
~0,66 609,301,300,
275, 255
~238 463,301,300,
271,255,243
~0,71 609,315,300,
285,271, 255, 243
2,46 447, 285, 284,
255,227

Cg2Hs54052

C14HeOs

C27H30015

C21H20012

C27H30015

C21H20011

Sanguinina H6 ou

Agrimonina

Tanino

hidrolisavel

Tanino

hidrolisavel

Acido elagico

Rutina

Miricetina
ramnosideo
Miricetina di-

rhamnosideo

Canferol-

hexosideo

Aaby, Engstrom

Spinola

Araujo et al.,
2020; Syabana et
al., 2022

192



193



	Ata de defesa de doutorado Diego Godina Prado (7311421)

