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RESUMO

O género Miconia (Melastomataceae) esta distribuido nos biomas brasileiros, com
grande representatividade no Cerrado. Algumas espécies s&o utilizadas na medicina
popular e apresentam estudos biolégicos e quimicos. Dessa forma, o objetivo do
trabalho foi estudar a composi¢cao quimica e avaliar as atividades antimicrobiana,
antidiabética e antioxidante de nove espécies de Miconia (M. albicans, M. fallax,
M. rubiginosa, M. chamissois, M. affinis, M. stenostachya, M. nervosa, M. elegans e
M. cuspidata). Os extratos hexénicos (EH) e etandlicos (EE) das espécies, assim
como as partigdes diclorometano (PD), acetato de etila (PAE) e n-butanol (PB) de
M. cuspidata, apresentaram atividade antibacteriana contra bactérias da cavidade
bucal, com concentragéo inibitéria minima (CIM) de 100 a 200 ug mL~". Os EE e as
particoes de M. cuspidata apresentaram atividade anti-Candida (CIM < 50 yg mL™).
Os EE e particbes apresentaram elevado potencial antioxidante nos métodos do
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH), capacidade de reducgao do
ferro (FRAP) e sequestro do radical de oxigénio (ORAC). Os EE inibiram a-amilase,
sendo a M. rubiginosa a mais ativa (ICso = 0,74 + 0,01 yg mL™"). A capacidade de
inibicdo da glicoxidagao foi avaliada utilizando albumina sérica bovina (BSA), frutose
e metilglioxal (MGO). Os EE de espécies de Miconia e as PAE, PB e PA de
M. cuspidata, apresentaram valores de inibicdo da glicoxidagao frutose-BSA
superiores a 80,00%. EE da M. rubiginosa (61,11 + 0,47%) e a PB (83,85 £ 1,30%),
foram os mais ativos na inibigdo da glicoxidagdo MGO-BSA. Por meio da analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial com fonte de ionizagao por electrospray (CLAE-IES-EM/EM) dos EE de
espécies de Miconia, foram anotadas diversas classes de compostos, incluido acidos
fendlicos, flavonoides, derivados de acidos graxos, triterpenoides, taninos
hidrolisaveis e condensados. O fracionamento do EH de M. cuspidata levou o
isolamento do esqualeno (l) e do B-sitosterol (ll). O acido corosdlico (lll) e o acido 3[3-
O-trans-p-cumaroil corosoélico (IV) foram isolados da PD e o canferol-3-O-rutinosideo
foi isolado da PB. Algumas espécies de Miconia estdo sendo avaliadas pela primeira
vez em relagdo a essas atividades biolégicas e sobre a composicdo quimica,

contribuindo assim para o conhecimento quimico-farmacolégico do género Miconia.

PALAVRAS-CHAVE: Melastomataceae. Cerrado. Anti-Candida. Antibacteriano.

Inibicdo de AGEs. Diabetes. Compostos fendlicos. Triterpenoides.



ABSTRACT

The genus Miconia (Melastomataceae) is distributed throughout the Brazilian biomes,
with a large presence in the Cerrado. Some species are used in folk medicine and
have been studied biologically and chemically. The aim of this work was to study the
chemical composition and evaluate the antimicrobial, antidiabetic and antioxidant
activities of nine species of Miconia (M. albicans, M. fallax, M. rubiginosa,
M. chamissois, M. affinis, M. stenostachya, M. nervosa, M. elegans and M. cuspidata).
The hexanolic (HE) and ethanolic (EE) extracts of the species, as well as the
dichloromethane (DP), ethyl acetate (EAP) and n-butanol (BP) partitions of
M. cuspidata, showed antibacterial activity against bacteria from the oral cavity, with a
minimum inhibitory concentration (MIC) of 100 to 200 ug mL-'. The EE and partitions
of M. cuspidata showed anti-Candida activity (MIC < 50 yg mL-"). The EE and
partitions showed high antioxidant potential in the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine
(DPPH) radical scavenging, iron reduction capacity (FRAP) and oxygen radical
scavenging (ORAC) methods. The EE inhibited a-amylase, with M. rubiginosa being
the most active (ICso = 0.74 = 0.01 ug mL~"). The ability to inhibit glycoxidation was
assessed using bovine serum albumin (BSA), fructose and methylglyoxal (MGO). The
EE of Miconia species and the EAP, BP and AP of M. cuspidata, showed fructose-BSA
glycoxidation inhibition values of over 80.00%. EE from M. rubiginosa (61.11 £ 0.47%)
and PB (83.85 + 1.30%) were the most active in inhibiting MGO-BSA glycoxidation.
Through the analysis by high-performance liquid chromatography coupled with
electrospray ionization tandem mass spectrometry (HPLC-ES-EM/MS) of the EE of
Miconia species, several classes of compounds were noted, including phenolic acids,
flavonoids, fatty acid derivatives, triterpenoids, hydrolysable and condensed tannins.
Fractionation of the HE of M. cuspidata led to the isolation of squalene (I) and
B-sitosterol (ll). Corosolic acid (lll) and 3B-O-trans-p-coumaroyl corosolic acid (IV)
were isolated from PD canferol-3-O-rutinoside was isolated from BP. Some Miconia
species are being evaluated for the first time in relation to these biological activities
and their chemical composition, thus contributing to the chemical-pharmacological
knowledge of the Miconia genus.

KEYWORDS: Melastomataceae. Cerrado. Anti-Candida. Antibacterial. Inhibition of
AGEs. Diabets. Phenolic compounds. Triterpenoids.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Compostos quimicos sintetizados por organismos vivos, tais como plantas,
animais e micro-organismos, sdo denominados produtos naturais (PNs). Além de
desempenharem fungdes ecoldgicas, como evolugdo, adaptagcéo, desenvolvimento,
defesa e comunicagao, os PNs também podem apresentar diversas propriedades
bioldgicas, contribuindo, assim para a descoberta de novos farmacos e alvos
terapéuticos para o tratamento de doengas (Mathur; Hoskins, 2017; Suresh et al.,
2023).

Os PNs tém fornecido recursos indispensaveis para saude e sobrevivéncia
humana por milhares de anos, com destaque para as plantas medicinais, que tém sido
utilizadas para o tratamento de diversas doengas (Calixto, 2019; Koparde; Rajendra
Chandrashekar; Chandrakant Shripal, 2019). Escritos antigos, como os papiros
chineses e egipcios, descreveram usos medicinais das plantas ha 3000 anos a.C.
Culturas indigenas africanas e americanas usavam e ainda utilizam ervas em rituais
de cura, beneficiando-se do conhecimento das plantas medicinais. Outros exemplos
s&o os importantes sistemas de medicina alternativa, como Siddha e Ayurveda na
india, Kampo no Japao, Medicina tradicional chinesa e Unani no Oriente Médio, que
fazem uso das plantas medicinais e desempenham um papel importante na saude de
muitas pessoas (Ahmad Khan; Ahmad, 2019).

Dessa forma, a medicina tradicional tem uma longa histéria e pode ser definida
como o somatério de conhecimentos, habilidades, praticas baseadas em teorias,
crengas e experiéncias indigenas de diferentes culturas que sao utilizadas na
manutencado da saude, bem como na prevencao, melhora ou tratamento de doencas
fisicas e mentais (OMS, 2000). Na atualidade, estima-se que 80% da populagéo
mundial utilize a medicina tradicional como a principal fonte de cuidado com a saude
e em algumas ocasidées como a unica. Isso ocorre devido ao acesso facilitado as
plantas medicinais, os elevados custos de medicamentos modernos e por serem
culturalmente aceitaveis e confiaveis (WHO, 2013; OMS, 2022b).

As plantas fornecem PNs com diversidade e complexidade estrutural,
resultante de diferentes grupos funcionais e centros assimétricos, permitindo maiores
interacdes com alvos bioldgicos. Isso resulta em diferentes propriedades biolégicas,
frequentemente demostrando eficacia e menor toxicidade em relagdo aos compostos

sintéticos. Dessa forma, as plantas proporcionam estruturas fundamentais para o
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desenvolvimento de farmacos (Koparde; Rajendra Chandrashekar; Chandrakant
Shripal, 2019; Atanasov et al., 2021; Dzobo, 2022).

Essa relevancia € pronunciada durante os anos 1970 — 1980, em que a
descoberta de medicamentos obtidos de PNs alcangcou um pico nas industrias
farmacéuticas ocidentais (Chopra; Dhingra, 2021). Entre os exemplos de farmacos
desenvolvidos a partir de PNs estdo a morfina (1) e a codeina (2) isoladas do 6pio de
Papaver somniferum. A morfina (1) foi o primeiro farmaco utilizado no mundo e
continua sendo 0 mais usado como analgésico para tratar dores intensas. A codeina
€ um analgésico menos potente e atua como supressor da tosse (Brook; Bennett;
Desai, 2017; Chopra; Dhingra, 2021). A aspirina (3) € o farmaco mais utilizado no
mundo, foi sintetizada inspirada na estrutura da salicina (4), um produto natural isolado
das cascas de Salix alba conhecida como salgueiro. Originalmente, foi usada como
antipirético e anti-inflamatério, e além desses efeitos estdo comprovadas suas
propriedades preventivas de doengas cardiovasculares e antiplaquetaria (Montinari;
Minelli; De Caterina, 2019). Outros exemplos incluem os antimalaricos: quinina (5),
isolada das casca de Cinchona spp., artemisinina (6), isolada de Artemisia annua
(Faurant, 2011) e o anti-inflamatdrio colchicina (7), usada para tratar gota que foi
isolada da Colchicum autumanale (Karamanou et al., 2018). Além destes, destacam-
se os farmacos anticancer: taxol (8), isolado do Taxus brevifolia (Gallego-Jara et al.,
2020), vimblastina (9) e vincristina (10), isoladas de Catharanthus roseus (Kumar,
2016) (Figura 1).

Esses sdo exemplos de alguns farmacos que revolucionaram a histéria e
impulsionaram a pesquisa em produtos naturais. Desde entéo, a producgao cientifica
envolvendo a busca por compostos ativos de fontes naturais tem crescido
significativamente. Entre 1960 e 2019, foram publicados mais de 110 mil estudos
relacionados a plantas medicinais. A maioria dessas pesquisas (27,1%) foram nas
categorias: farmacologia, toxicologia e farmacia. A quimica foi a quinta area mais
estudada (8,7%). A China e a india se destacam com a maior quantidade de
publicagdes. Em terceiro lugar, estdo os Estados Unidos, seguido do Brasil (Salmerén-
Manzano; Garrido-Cardenas; Manzano-Agugliaro, 2020).

O avangco nas pesquisas em PNs ¢é de grande relevancia para o
desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que eles foram as bases para a
obtencado da maioria dos primeiros medicamentos e continuam desempenhando um

papel importante.
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Figura 1- Estrutura de farmacos obtidos de produtos naturais e ano de isolamento.
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Fonte: a autora.

Nesse contexto, a revisdo de Newman e Cragg (2020), analisa a origem dos
farmacos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) no periodo de 01/1981
a 09/2019. O trabalho mostrou que dos 1881 farmacos aprovados, 3,8% séo produto
natural inalterado (N). Entretanto, excluindo-se os farmacos sintéticos (S) 24,6%, as
macromoléculas biologicas (B) 18,4% e as vacinas (V) 7,5%, os farmacos restantes
representam 49,2% e foram obtidos inspirados ou derivados de produtos naturais
(Figura 2).

A descoberta de farmacos derivados de PNs n&o se restringe a uma conquista
do passado. Recentemente, novos farmacos aprovados pela FDA foram
desenvolvidos através de fontes naturais. Entre eles, a lefamulina (11), antibacteriano
usado para tratar pneumonia, foi aprovada em 2019, sendo derivada da pleuromutilina
(12), produzido pelo fungo Pleurotus mutilas. O antifungico anidulafungina (13),

aprovado em 2006, € um derivado semissintético de compostos produzidos por
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Aspergillus nidulans (Hof; Dietz, 2009). A moxidectina (14), aprovada em 2018 € um
antiparasitario semissintético da nemadectina (15), produzido por Streptomyces
cyaneogriseus. O anticancer homoharringtonina (16) € um alcaloide isolado da planta
Cephalotaxus harringtonii e foi aprovado em 2012 (Newman; Cragg, 2020; Wang;
Yang, 2020) (Figura 3).

Figura 2- Classificagdo dos farmacos aprovados pela FDA no periodo de 01/1981 a
09/2019, total de 1181 farmacos.

S*/NM 11% V7,5%

S* 3,2%

S/NM 11,5%

N 3,8%
NB 0,8%

ND 18,9%

Nota: S: sintético, ND: derivado de produto natural (normalmente com modificagdo sintética), NB:
produto natural botanico (mistura definida), N: produto natural inalterado, B: macromolécula bioldgica,
V: vacina, S*/NM: feito por sintese total com grupo farmacoférico de produto natural (imitadores de
produto natural), S*: feito por sintese total com o grupo farmacoférico de produto natural, S/NM: farmaco
totalmente sintético (imitadores de produto natural).

Fonte: adaptado de Newman e Cragg (2020).

Apesar dos exemplos de PNs bem-sucedidos, alguns desafios no trabalho com
esses compostos levaram as empresas farmacéuticas a reduzirem os programas de
descoberta de farmacos baseados em PNs no inicio do século XX. Nesse periodo, a
producao de semissintéticos e sintéticos foi considerada vantajosa sobre o isolamento
de PNs, pois normalmente o isolamento conduz a rendimentos baixos, existem
restricdes geograficas das plantas e riscos de extingédo (Suntar, 2019; Atanasov et al.,
2021). Além desses fatores, outras razdes para o interesse em moléculas sintéticas,
foram o desenvolvimento de técnicas avangadas como a quimica combinatéria,
triagem de alto rendimento somado as limitagbes de sintese de PNs devido a

complexidade estrutural (Mathur; Hoskins, 2017).
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Figura 3- (A) Estrutura de farmacos aprovados no século XXI, ano de aprovagéao e
origem. (B) Estrutura de produtos naturais que origina_ram os farmacos.

(A)
'OH
HO
JORGE
H,>N O
Lefamulina (11) é)H
2019:ND Anidulafungina (13) O
2006; ND
@]
COzMe
HO
Homonharringtonina (16)
Moxidectina 2012; N
(14)
2018; ND
(B)

Pleuromutilina (12)
N

Nemadectina (15)
N

Nota: ND = derivado de produto natural, N = produto natural inalterado.
Fonte: a autora.

De fato, o isolamento e caracterizacdo de compostos bioativos ndo sao
processos triviais, pois envolvem diversas etapas. Entre elas, a escolha da planta, a
extracdo dos PNs com solventes de diferentes polaridades, o fracionamento dos
extratos brutos, avaliagdo da atividade bioldgica, uso de técnicas robustas para

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

A integragao dessas tecnologias tem contribuido para o desenvolvimento da
pesquisa em PNs, possibilitando a compreensao da complexidade desses compostos.
Como resultado, observa-se uma aceleragdo na descoberta de novos compostos,
oferecendo perspectivas promissoras para o avango na producdo de novos
medicamentos.

Diante disso, o Brasil se destaca como um vasto campo de estudo para a
pesquisa em compostos bioativos, devido a sua rica diversidade de espécies vegetais,
oferendo uma ampla quantidade de plantas a serem investigadas. O pais detém a
maior biodiversidade do mundo, abrigando 20% do total de espécies espalhadas pelos
seis biomas terrestres: Floresta Amazbnica, Pantanal, Cerrado, Caatinga, Pampas e
Mata atléntica (Biodiversidade, 2022) além da zona costeira e marinha (Mma, 2023).
O Cerrado € o segundo maior bioma depois da Amazbnia, ocupando 23,3% do
territério nacional. Com uma area de quase 2 milhdes de Km?, incide sobre os estados
de Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo,
Bahia, Piaui, Maranhdo, Rondénia, Para, Parana e Distrito Federal. E reconhecido
como a savana mais rica do mundo, abrigando 12.829 espécies de plantas (Cerrado,
2022).

O Cerrado foi considerado hotspot mundial de biodiversidade, que sao regides
altamente biodiversas com alto risco de extingdo (Hofmann et al., 2021). Atividades
como desmatamento para expansao de pastagens e agricultura, desenvolvimento de
infraestrutura e cidades e incentivos para ocupacdo do solo, sdo os principais
impulsionadores na mudanga da cobertura original do solo (Souza-Junior et al., 2020).
No periodo de 1985 e 2021 o Cerrado perdeu 21% de vegetagcdo nativa. Nesse
periodo o crescimento na area ocupada pelo setor agropecuario foi de 45,4%, e

apenas 54,4% do Cerrado é coberto por vegetacao nativa (Mapbiomas, 2022).
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O aumento na intensidade e frequéncia das queimadas nos ultimos anos tem
atingido uma quantidade de area sem precedentes no mundo. No Brasil, o Pantanal e
o Cerrado sao os biomas com maiores focos de incéndio representando uma ameaca
a conservacgao da biodiversidade (Tomas et al., 2021). Como resultado da supresséo
da vegetacao nativa, mudancgas climaticas foram registradas no Cerrado, aumentos
de 2,2 — 4,0 °C nas temperaturas maximas e 2,4 — 2,8 °C nas temperaturas minimas
entre 1961 e 2019. Essa tendéncia podera afetar a quantidade e a duracéo do orvalho
noturno, que é a principal fonte de agua para inumeras espécies de plantas e animais
no Cerrado no periodo de seca (Hofmann et al., 2021). Nos ultimos anos, as perdas
florestais no pais foram pelo menos trés vezes maiores do que a area de restauracao
prometida (Joly et al., 2019).

Dessa forma, torna-se importante a conservacido e a restauracdo da
biodiversidade dos ecossistemas e seus recursos, visto que muitas espécies de
plantas estdo presentes nesses biomas e necessitam ser preservadas devido a
diversidade de compostos bioativos que elas apresentam. Das 250.000 espécies de
plantas terrestres superiores existentes, estima-se que apenas 5 a 15% foram
investigadas em relacdo a composigao quimica e ao potencial farmacolégico, gerando
uma grande perda para o conhecimento devido as ameacas de extincdo da
biodiversidade (Lahlou, 2013).

Diante disso, o presente trabalho propde o estudo bioldgico de nove espécies
de Miconia pertencentes a familia Meslastomataceae: M. albicans, M. fallax,
M. rubiginosa, M. chamissois, M. affinis, M. stenostachya, M. nervosa, M. elegans e
M. cuspidata, bem como o estudo metaboldmico na busca de compostos bioativos.
Essas espécies estdo amplamente distribuidas nos biomas brasileiros, com grande
representatividade no Cerrado (Goldenberg et al., 2022). Além disso, algumas
especies, como a M. albicans conhecida como canela de velho, apresentam amplo
uso na medicina popular, principalmente como anti-inflamatério (Ribeiro et al., 2017).

Estudos sobre o potencial biolégico do género mostram que algumas atividades
ja foram avaliadas, incluido a atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria, antitumoral,
antiparasitaria, entre outras. Em relagdo aos estudos quimicos, ja foram relatados o
isolamento de diversas classes de compostos bioativos como acidos fendlicos,
flavonoides, terpenoides e taninos elagicos (Cunha; Cruz; Menezes, 2019; Silva et al.,
2022; Gandhi et al., 2023). Entretanto, pode-se constatar que, mesmo apresentando

um grande potencial, o género foi pouco estudado. Muitas das espécies selecionadas
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no presente trabalho estdo sendo submetidas aos estudos quimico e bioldgico pela
primeira vez. Dessa forma, esse trabalho contribui para o conhecimento do potencial
farmacoldgico do género Miconia, além de promover a valorizagdo o conhecimento da

biodiversidade no bioma Cerrado.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 MELASTOMATACEAE: O GENERO Miconia

Levando em consideragao a importancia do estudo de plantas na busca por
compostos com potencial biolégico, o presente trabalho propbs o estudo quimico e
biolégico de espécies do género Miconia, que pertencem a familia Melastomataceae.
Essa familia esta entre as dez angiospermas com maior riqueza de espécies no Brasil
(Bfg, 2021). Compreende 173 géneros e 5858 espécies (Ulloa Ulloa et al., 2022), com
a maior riqueza nos neotropicos, sdo 88 géneros e cerca de 3700 espécies
(Michelangeli, 2020). As Melastomataceae ocorrem em todo territério brasileiro, sendo
comumente encontradas em dominios da Amazobnia, do Cerrado, incluindo as
formacgdes de campos rupestres, e da Mata Atlantica (Goldenberg; Baumgratz; Souza,
2012). Economicamente sdo importantes devido a presenga de arvores madeireiras,
possuem plantas frutiferas comestiveis, plantas corantes e sido cultivadas como
ornamentais (Simpson, 2010). Por exemplo, as espécies do género Pleroma
(anteriormente em Tibouchina) sao popularmente conhecidas como manaca e
quaresmeira, comumente utilizadas para ornamentagdo (Meyer; Guimaraes;
Goldenberg, 2010)

No continente americano, a familia Melastomataceae é dividida em duas
subfamilias: Olisbeoideae que nao esta separada em tribos (Stone, 2022), e a
Melastomatoideae, dividida em 18 tribos, incluido a Miconieae, a qual abriga o género
Miconia. Recentemente, 25 géneros de Miconieae foram reduzidos unicamente a
Miconia (Michelangeli et al., 2019; Michelangeli, 2020). Esse género foi segregado por
Cogniaux (1891) em onze secgdes: Jucunda, Tamonea, Adenodesma, Octomeris,
Laceraria, Miconia, Glossocentrum, Chaenanthera, Amblyarrhena, Cremanium,
Chaenopleura. A segao Miconia foi segregada com base na morfologia das folhas e
inflorescéncia, em sete subsecgdes: Aplostachyae, Displostachyae, Impetiolares,
Glomeratiflorae, Stenostachyae, Seriatiflorae e Paniculares.
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Dessa forma, as nove espécies de Miconia estudadas no presente trabalho,
foram escolhidas por estarem taxonomicamente agrupadas na sec¢ao Miconia
(Rezende; Romero; Goldenberg, 2014).

Estudos filogenéticos realizados por Goldenberg et al. (2008), agruparam M.
rubiginosa, M. affinis, M. stenostachya e M. albicans no clado Miconia IV, M.
chamissois foi incluida no grado Miconia V, enquanto M. cuspidata no clado Clidemia.
Posteriormente, Caddah (2013) redefiniu a segdo Miconia baseada em estudos
filogenéticos e propds a nova segédo Discolor Caddah & R. Goldenb composta por
espécies da antiga secdo Glossocentrum. Além da nova secgao Discolor, quatro
subsecgdes sao sugeridas no mesmo trabalho: Albicans, Chrysophylla, Multispicata e
Discolor. As espécies do clado Miconia IV, anteriormente reconhecido por Goldenberg
et al. (2008), foram segregadas nessas subsec¢des. M. albicans e M. stenostachya
foram inseridas na subsecao Albicans. Mais recentemente, o estudo filogenético da
secao Seriatiflorae feito por Meirelles (2015), também inclui M. fallax na subsecéao
Albicans. As espécies selecionadas no presente estudo, foram escolhidas a fim de
verificar as semelhangas e diferencas em termos da atividade bioldgica e da
composi¢cao quimica partindo de um critério filogenético.

Miconia Ruiz & Pavén é o maior género da familia Melastomataceae, com 1057
espécies distribuidas restritamente na América tropical. Ocorre desde o México até a
Argentina, passando pela Coldmbia, Equador, Venezuela Peru, Brasil e Uruguai
(Goldenberg et al., 2013). Recentemente, 583 novos taxons foram transferidos para o
género Miconia (Michelangeli et al., 2019). No Brasil ocorrem 267 espécies, sendo
101 endémicas e 64 estao presentes no Cerrado (Goldenberg et al., 2022). O género
Miconia & taxonomicamente e funcionalmente hiperdiverso, abrangendo uma
variedade de formas de vida que incluem lianas, ervas, epifitas, arbustos, arvoretas e
arvores. Produzem frutos de diversas formas, tamanhos e cores. As espécies de
Miconia sao pioneiras e desempenham um papel importante para estrutura e fungao
dos ecossistemas florestais e néo florestais, além de representarem uma importante
fonte de alimento para varios animais frugivoros (Messeder et al., 2020). Por outro
lado, existem espécies invasoras como M. calvescens que podem alterar habitats
inteiros tornando-os inadequados para a comunidade nativa original. Essa espécie ja
€ uma ameaca de extingdo para espécies nativas no Taiti e Havai e outras ilhas do
Pacifico (Meyer, 1997; Lowe et al., 2000).

Em relacdo aos aspectos morfolégicos e ocorréncia de Miconia, sera
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apresentada uma breve descricdo das espécies estudadas no presente trabalho.
M. albicans (Sw.) Steud. (canela-de-velho) (Figura 4) sao arbustos com até 2,5 m de
altura, ocorrendo desde o sul do México e Antilhas até o Paraguai e o Sul do Brasil.
Podem ser encontradas na Amazobnia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica em
ambientes de vegetacéao litordnea e borda de mata. As folhas sdo discolores (com
cores distintas entre as faces superior e inferior), coridceas (espessas e rigidas), com
ldmina foliar entre 5 — 15 x 2,5 — 6 cm. As flores sdo brancas e os frutos maduros sao
verde-jade (Rezende; Romero; Goldenberg, 2014; Goldenberg, 2016; Goldenberg et
al., 2022).

M. fallax DC. (guamirim-do-cerrado, jacatirdo) (Figura 4) sao arbustos com até
2,0 m de altura, ocorrendo desde o Peru, Venezuela e Guiana até o Paraguai e
Sudeste do Brasil. Podem ser encontradas na Amazénia e no Cerrado em ambientes
secos a moderadamente umidos. As folhas sao discolores, sésseis (fixa diretamente
ao caule), com lamina foliar entre 9 — 13 x 4,5 — 6,5 cm. As flores possuem estames
com filete branco e conectivo amarelo quando jovens, passando a avermelhado nas
flores mais velhas (Rezende; Romero; Goldenberg, 2014; Goldenberg, 2016; Durigan
et al., 2018; Goldenberg et al., 2022).

M. rubiginosa (Bonpl.) DC. (capororoquinha) (Figura 4) sado arbustos ou
arvoretas com até 5,0 m de altura, ocorrendo desde a Costa Rica até a Bolivia e
Sudeste do Brasil. Podem ser encontradas na Amazénia e Cerrado em ambientes de
campo rupestre, vereda, borda de floresta de galeria. As folhas sdo coriaceas e
apresentam indumento  (coberta por tricomas) ferrugineo-avermelhado,
principalmente na face abaxial da lamina foliar, que possuientre 7 -14 x 2,5 -5,0 cm.
As flores s&o brancas e os frutos violaceaos (Ferreira et al., 2013; Rezende; Romero;
Goldenberg, 2014; Goldenberg, 2016; Goldenberg et al., 2022)

M. affinis DC. (pixirica) (Figura 4) sao arvoretas com 3,0 — 6,0 m de altura,
ocorrendo desde América Central até a Bolivia e sudeste do Brasil. Podem ser
encontradas na Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica em ambientes de floresta seca,
ciliar e de galeria. As folhas apresentam face abaxial revestida por tricomas estrelado
e laminas foliares entre 10 — 24 x 3 — 7,5 cm. As flores sdo amarelas e os frutos
avermelhado a roxo (Rezende; Romero; Goldenberg, 2014; Goldenberg, 2016;
Goldenberg et al., 2022).
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M. chamissois Naudin (pixirica-agu, folha-de-bolo) (Figura 4) sdo arbustos ou
arvoretas com até 4,5 m de altura, ocorrendo na Bolivia e no Brasil. Podem ser
encontradas na Amazénia, Caatinga e Cerrado em ambientes umidos e locais
alagados. As folhas s&o coriaceas com formas oval-eliptica, de cor marrom-
avermelhadas quando jovens, com lamina foliar entre 17 — 23 x 5 — 10 cm. As flores
sdo brancas e os fruto sdo bagas de cor avermelhada a roxa (Rezende; Romero;
Goldenberg, 2014; Goldenberg, 2016; Durigan et al., 2018; Goldenberg et al., 2022).

M. stenostachya DC. (guamirim-do-cerrado, papa-terra, canela-de-velha)
(Figura 4) sao arbustos de até 2,0 m de altura, ocorrem desde o sul do México até a
Bolivia e Sul do Brasil. Podem ser encontradas na Amazodnia, Caatinga, Cerrado e
Mata Atlantica em ambientes de campo umido, floresta ciliar e de galeria. As folhas
sao discolores, com face abaxial revestida por indumento estrelado e Iamina foliar
entre 7 — 16 x 3,5 — 7 cm. As flores sdo brancas e as bagas de cor avermelhada a
roxa (Rezende; Romero; Goldenberg, 2014; Goldenberg, 2016; Durigan et al., 2018).

M. nervosa (Sm.) Triana (Figura 4) sdo arbustos de até 3,0 m de altura,
ocorrendo desde Guatemala e Belize até a Bolivia e no Brasil. Podem ser encontradas
na Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica em ambientes de floresta ciliar, de
galeria e locais alagados. As folhas e tricomas sao frequentemente rosados a
purpuros, sendo a lamina foliar de 7 — 25 x 3 — 10 cm. As flores sdo brancas e as
bagas alaranjadas ou rosadas quando jovem e azul quando madura (Rezende;
Romero; Goldenberg, 2014; Goldenberg, 2016).

M. elegans Cogn. (Figura 4) sédo arvoretas de até 2,0 m de altura, restrita ao
Brasil, ocorrendo desde o Para, Mato Grosso, Bahia até Sdo Paulo. Podem ser
encontradas na Amazobnia, Caatinga, Cerrado e Mata atlantica em ambientes de
floresta ciliar, de galeria e floresta pluvial. As folhas sdo subcoriaceas, com face
adaxial das folhas jovens coberta por tricomas estrelados, com lamina foliar ente
15 — 30 x 6 - 12 cm e flores brancas (Rezende; Romero; Goldenberg, 2014;
Goldenberg, 2016; Goldenberg et al., 2022).

M. cuspidata Naudin (pixirica) (Figura 4) sdo arvores de até 8,0 m de altura, &
referida na Flora do Brasil como ndo endémica, apesar dos estudos relatarem sua
ocorréncia restrita no Brasil. Podem ser encontradas na Amazénia, Cerrado e Mata
Atlantica em floresta seca, floresta ciliar, de galeria e savana amazénica. As folhas
sdo concolores, de forma eliptico-lanceoladas, com apice longamente cuspidado, face

abaxial com indumento estrelado e lamina foliar de 5 x 14 cm. As flores sao brancas
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e os frutos purpureos quando maduros (Rezende; Romero; Goldenberg, 2014; Abc,
2022; Goldenberg et al., 2022).

2.1.1 Aspectos biolégicos do género Miconia

As espécies de Miconia apresentam um grande valor na medicina tradicional,
pois sdo utilizadas para tratar diversas doencas. A M. albicans, popularmente
conhecida como canela-de-velho, é a espécie com mais registros de usos medicinais,
sendo amplamente conhecida por suas propriedades analgésicas e anti-inflamatéria
(Tabela 1). O conhecimento popular acerca do uso medicinal dessas espécies é muito
relevante para a pesquisa etnofarmacoldgica, que desempenha um papel crucial na
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos e fitoterapicos (Suntar, 2019). Na
Tabela 1, estdo apresentados os usos populares de outras espécies de Miconia.

Apesar do grande numero de espécies pertencentes ao género Miconia e da
importancia etnofarmacolégica, poucas delas foram avaliadas em relagdo ao seu
potencial bioldgico. O trabalho de revisao realizado por Cunha, Cruz e Menezes
(2019), abrange estudos bioldgicos e fitoquimicos sobre esse género até dezembro
de 2018. Neste trabalho, foram apresentados estudos que avaliaram as atividades
biolégicas de vinte espécies de Miconia incluido as atividades: antibacteriana,
antifungica, tripanocida, antileishimania, esquistomicida, antimalaria, inseticida,
antitumoral, antioxidante, antidiabético, analgésica e anti-inflamatéria.

Em outro trabalho de revisdo, conduzido por Silva et al. (2022), foram
investigados os estudos sobre o potencial biolégico do género Miconia no periodo de
2001 a 2021. A atividade antimicrobiana foi a mais frequentemente relatada nesse
periodo, representando 26% das publicagées. Em seguida estdo as atividades: anti-
inflamatoria e analgésica (15%), citotoxica (15%), antiparasitaria (15%), antioxidante
(15%), antimutagénico (4%) e 10% séo referentes a outras atividades.

Mais recente, foi publicada a revisédo sistematica de Gandi et al. (2023) que
considerou artigos originais com a composi¢cdo quimica definida e mecanismos
terapéuticos avaliados in vitro e in vivo. Os estudos in vivo se concentraram na
avaliacao das atividades analgésica, anti-inflamatoria, antinociceptiva, antioxidante e
anti-osteoartrite. Os estudos in vitro abrangeram atividades como antimicrobianas,
antioxidante, citotdéxica, antimutagénica, anti-inflamatéria,  antinociceptiva,

antiparasitaria, anticancerigena e antiproliferativa.
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Tabela 1- Usos medicinais populares de espécies de Miconia.

Espécie

Nome popular

Uso na medicina
popular

Referéncias

M. albicans (Sw.)

canela-de-

folhas: febre, vitiligo,

(Stalcup, 2000;

velho, banda gastrite, problemas no De Albuquerque
fogo, camacho figado, dor no et al., 2007,
e carrasco estdbmago, diarreia, dor Lisboa et al.,
de dente, artrite, dor 2017; Ribeiro et
nas costas, artrose, al., 2017;
reumatismo, Guarneire, 2018;
analgésico, anti- Sacramento;
inflamatério, Martins Filho;
antioxidante, dor na Dos Reis, 2019;
coluna e bursite Vieira; Azevedo,
galhos: febre e vitiligo 2019)
M. cinerascens folhas: anti-inflamatéria, (Ferreira et al.,
Miq. cicatrizante e calmante  2020)
M. cinnamomifolia  mexerico folhas: resfriados e (Boscolo; Valle,
(DC.) Naudin febres 2008)

M. ferruginata DC.

folhas: doencas de pele

(Borelli, 2018)

M. hyemalis
A.St.-Hil.
& Naudin

bota-branca

folhas: calmante, auxilia
na regulagao dos
batimentos cardiaco,
anti-inflamatoria,
malaria e inflamacéao

(Bieski et al.,
2015; Ferreira et
al., 2020)

M. ligustroides
(DC.) Naudin

pedra-uma

folhas: analgésico,
antimicrobiano,
tripanocida e
cicatrizante

(Ferreira et al.,
2013; Borelli,
2018)

M. mirabilis

(Aubl.) L. O. Wms.

capa-de-xangd

folha e flor: reumatismo

(Stalcup, 2000)

M. rubiginosa

capororoquinha

folhas: inflamacgao de

(Ferreira et al.,

(Bonpl.) DC. garganta 2013; Borelli,
2018)

M. sellowiana folha: calmante, (Ferreira et al.,

Naudin cicatrizante e anti- 2020)

inflamatorio

M. stenostachya
DC.

murtinha

febre, gripe e sistema
respiratorio

(Silvestre, 2015)

M. tiliifolia
Naudin

Bota-vermelha

malaria e inflamacao

(Bieski et al.,
2015)

Fonte: a autora.

Esses trabalhos de revisdo mostram que, nos ultimos anos, houve um grande

interesse sobre o conhecimento do potencial quimico e farmacolégico do género
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Miconia. 1sso pode ser observado através da analise de resultados de publicagbes por
ano na plataforma Web of Scienc™, que mostrou um aumento significativo nas
publicagdes sobre esse género, principalmente no ano de 2018. Esses resultados
demonstram a relevancia do estudo de espécies de Miconia.

Nesse contexto, simultaneamente as duas ultimas revisdes mais atuais, estava
sendo realizado um levantamento dos estudos biologicos relacionados ao género
Miconia, publicados a partir do ano de 2019 até 2023, incluindo estudos de anos
anteriores que nao foram reportados nas revisdes ja publicadas (Tabela 2).

Observa-se que, entre as nove espécies selecionadas para o presente estudo
(M. albicans, M. fallax, M. rubiginosa, M. chamissois, M. stenostachya, M. affinis,
M. nervosa, M. elegans, M. cuspidata), a M. albicans é a que recebeu maior atengéo
em relacdo ao seu potencial biolégico, com énfase principalmente nos estudos
relacionados a atividade anti-inflamatéria e analgésica (Vasconcelos et al., 2003; Lima
et al., 2020; Quintans-Junior et al., 2020; Corréa et al., 2021; Gomes et al., 2021b).
Outras espécies foram pouco investigadas, como a M. affinis, que foi avaliada apenas
quanto a atividade antifungica (Svetaz et al., 2010; Guldbrandsen et al., 2015). A
M. nervosa foi avaliada contra malaria (Lima et al., 2015). A M. cuspidata foi avaliada
quanto a inibicdo da atividade das metaloproteinase de matriz MMP-2 e MMP-9,
atividade citotoxica (Alves, 2016), atividade anticancer (Rosa et al., 2021) e
antineoplasica (Morais, 2016). Para a espécie M. elegans nenhum estudo biolégico foi
encontrado. Dessa forma, torna-se importante o estudo biolégico de espécies do
género Miconia uma vez que elas tém se apresentado como fonte promissora com

grande potencial farmacoldgico a ser investigado.
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Espécie Parte da Extrato/fragao Atividade avaliada Referéncias
planta
M. affinis nao hidroetandlico antifungico (Svetaz et al., 2010)
informado
M. albicans folhas acetato de etila citotoxicidade e ansiolitico (Castro et al., 2022)
folhas hidroetandlico efeito anti-inflamatorio e (Lima et al., 2020)
antioxidante
folhas etanolico anti-artrite e anti-inflamatério (Quintans-Junior et al.,
2020)
frutos metandlico antioxidante, anti-inflamatorioe  (Corréa et al., 2021)
citotoxicidade
Nao fitoterapico em capsulas analgésico e anti-inflamatorio (Gomes et al., 2021b)
informado
folhas aquoso anti-inflamatério, anti- (Dembogurski et al., 2023)
hiperalgésico e toxicidade
folhas hidroetandlico tratamento infeccioso causado (Do Nascimento et al.,
caules fracdo hexanica por chikungunya 2023)
folhas aquoso, etandlico antioxidante, anti-inflamatoria, (Manzano et al., 2022)
fragcdes: cloroférmio, acetato de citotdxica
etila, n-butanol e aquosa
M. burchellii folhas etandlico citotoxica (Cunha et al., 2021)
fragdes: hexano, acetato de etila
e metandlica
M. calvescens folhas cloroférmio muluscicida (Bardédn et al., 2007)
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Espécie Parte da Extrato/fragao Atividade avaliada Referéncias
planta
M. chamissois folhas aquoso antimicrobiana, inibidora da (Gomes et al., 2021a)
tirosinase e
a-amilase e citotoxica
folhas aquoso antioxidante, inibi¢cdo da (Ferreira et al., 2022a)
peroxidacao lipidica
M. cinnamomifolia  folhas etandlico antioxidante (Boscolo et al., 2007)
M. ferruginata folhas aquoso, etandlico citotoxicidade, antibacteriana, (Barroso et al., 2021)
flores antitumoral, tripanocida e
galhos leishimanicida
M. impetiolaris folhas diclorometano, etanol citotoxicidade (Calderodn et al., 2003)
M. latecrenata folhas etandlico antiplasmaodica (Gontijo et al., 2019b)
M. latecrenata folhas diclorometano: antibacteriana (Rodrigues et al., 2020)
metanol (1:1) e aquoso
fracdes: hexano, diclorometano,
acetato de etila, n-butanol e
aquosa
folhas aquoso antioxidante, antibacteriana, (Gontijo et al., 2019a)
antimutagénica
M. lehmannii partes hexanico, diclorometano e antifungica (Nifo et al., 2003)
aéreas metandlico
M. mexicana folhas hexanico, diclorometano e antibacteriano (Garcia et al., 2006)

metanodlico
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Espécie Parte da Extrato/fragao Atividade avaliada Referéncias
planta

M. minutiflora folhas metandlico antimicrobiana (Ferreira et al., 2022b)
caules etanolico citotoxica (Da Silva et al., 2016)
caules etandlico anti-inflamatéria, antinociceptiva (Gatis-Carrazzoni et al.,

e citotdxica 2018)
M. prasina folhas hexanico, acetato de etila e toxicidade, antioxidante e anti-  (Oliveira, 2017)
metandlico inflamatoria

M. reducens nao etandlico antibacteriano (Benitez; Stashenko, 2009)
informado

M. schlimii folhas cloroférmio antiparasitaria (Barrio et al., 2004)

M. rubiginosa partes hexanico, diclorometano e antimicrobiana (Moura, 2006)
aéreas etandlico
partes diclorometano e etandlico antibacteriana (Alves et al., 2008)
aéreas

M. serrulata partes diclorometano, metandlico citotoxicidade (Calderdn et al., 2003)
aéreas

M. willdenowii folhas etandlico, fracao hexanica antileishimania e antimicrobiana (Viegas et al., 2019)
folhas etandlico fragdes: hexanica, esquistomicida (Viegas et al., 2017)

acetato de etila e hidroetandlica

M. albicans folhas extrato ndo informado citotoxicidade (Silva et al., 2023b)

M. cuspidata *fragdes: hexanica, cloroférmica,

M. chamissois* acetato de etila e hidroalcodlica

M. albicans partes etandlico antimicrobiana (Celotto et al., 2003)

M. rubiginosa aéreas

M

. stenostachya
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Espécie

Parte da
planta

Extrato/fragao

Atividade avaliada

Referéncias

. amacurensis
. ciliata

. holosericea
. hypoleuca

. minutiflora
mirabalis
prasina

folhas

hexanico, acetato de etila e
metandlico

antimicrobiana e citotoxica

(Leite, 2016)

albicans
chamissois
cuspidata

folhas

hidroetandlico
fracdes: hexanica, cloroférmica,
acetato de etila e hidroalcodlica

inibicdo da atividade de MMP-2
e MMP-9 e atividade citotoxica

(Alves, 2016)

albicans
ciliata

fallax

amoena
alborufescens

partes
aéreas

acetato de etila

antioxidante e citotdxica

(Bomfim et al., 2020)

albicans

. alborufescens
. ciliata

. ibaguensis

. ligustroides
M. minutiflora

M. stenostachya

S S LR R R R EE R EE R R R

folhas

aquoso

efeito alelopatico

(Dos Santos et al., 2017)

M. ligustroides
M. sellowiana

partes
aéreas

etandlico, hexanico e
diclorometano

tripanocida

(Cunha et al., 2009)
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Espécie Parte da Extrato/fragao Atividade avaliada Referéncias
lanta

M. cuspidata Folhas hidroetandlico anticancer (Rosa et al., 2021)

M. albicans

M. chamissois

M. fallax nao aquoso antiofidico (De Paula, 2009)

M. albicans informado

M. sellowiana

Fonte: a autora.
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2.1.2 Metabolitos especializados do género Miconia e propriedades biologicas

O potencial biolégico apresentado pelas espécies de Miconia é justificado pela
presenca dos metabdlitos especializados (ME). Esses compostos ndo desempenham
um papel direto nos processos de sustentagao e reproducgao da vida do vegetal, como
ganho de energia e fotossintese (Khare et al., 2020; Garagounis; Delkis;
Papadopoulou, 2021). Devido a isso, por muito tempo, foram chamados de
metabdlitos secundarios, agora sao referidos como metabdlitos especializados (ME).
Estimativas mostram que existem mais de 1 milhdo de ME em todas as espécies de
plantas do planeta (Afendi et al., 2012; Fang; Fernie; Luo, 2019). Estudos sobre esses
compostos mostraram que eles ndo sao mais considerados “secundarios”, pois
desempenham um papel significativo na fisiologia e nos mecanismos de defesa das
plantas contra diferentes formas de estresse do ambiente bidtico e abidtico (Wang et
al., 2019; Khare et al., 2020; Garagounis; Delkis; Papadopoulou, 2021). Os ME sé&o
divididos em trés grandes grupos: compostos fendlicos, alcaloides e terpenos (Borrelli;
Trono, 2016).

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

Os compostos fendlicos constituem um grande grupo de ME produzidos pelas
plantas, como mais de 8 mil estruturas diferentes identificadas (Borrelli; Trono, 2016).
Esses compostos estdo envolvidos em diversos processos fisiologicos como
polinizacédo, resisténcia a patégenos e predadores, protegcdo contra os raios UV-Vis e
resisténcia ao estresse abidtico (Borrelli; Trono, 2016; Pratyusha, 2022). Devido a
diversidade estrutural dos compostos fendlicos, eles sdo subdivididos em classes que
vao desde os acidos fendlicos com cadeias simples aos taninos com cadeias
altamente polimerizadas (Borrelli; Trono, 2016). No género Miconia, os compostos
fendlicos representam a maior classe de compostos isolados incluindo &acidos
fendlicos, fenilpropranoides, flavonoides glicosilados e agliconas, hidroquinonas,
lignanas e taninos hidrolisaveis (Tabela 3). Dentre as principais atividades biolégicas
avaliadas para os compostos fendlicos isolados de espécies de Miconia, incluem
citotoxica, antimicrobiana, leishmanicida, antioxidante, antitumoral, antifiUngica e

afinidade de ligacao por aceptores canabinoides (Figuras 5, 6; Tabela 3).
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Tabela 3- Compostos fendlicos isolados em espécies de Miconia e atividade biolégica. continua

Composto isolado

N° do

Parte da

composto planta

Espécie

Atividade
biolégica avaliada

Referéncia

Acidos fendlicos

acido galico (17) folhas M. myriantha Inibicdo de (Li et al., 2001)
protease asparticas
de Candida
albicans
folhas M. cabucu (Rodrigues et al., 2007;
Rodrigues et al., 2008)
folhas M. rubignosa (Rodrigues et al., 2008;
Rodrigues et al., 2011)
Benzoquinonas
2-metoxi-6-heptil-1,4- (18) folhas M. lepidota citotoxicidade (Gunatilaka et al., 2001)
benzoquinona
primina (19) folhas M. willdenowii  antimicrobiana (Viegas et al., 2019)
leishmanicida
Fenilpropandides
B-hidroxipropiova-nillona (20) caule M. affinis (Guldbrandsen et al., 2015)
Flavonoides
apigenin-7-O-glicosideo (21) folhas M. alypifolia antioxidante (Mancini et al., 2008)
canferol (22) folhas M. burchellii (Cunha et al., 2021)
canferol-3-O-3-(6"- (23) folhas M. cabucu (Rodrigues et al., 2007;
cumaroil)-glicopiranosideo Rodrigues et al., 2008)
canferol-3-O-[3- (24) folhas M. rubiginosa (Rodrigues et al., 2011)

galactopiranosideo
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Composto isolado N° do Parte da Espécie Atividade Referéncia
composto planta biolégica avaliada
canferol-3-O-[3- (25) folhas M. burchellii (Cunha et al., 2021)
glicopiranosideo
canferol-3-O-galactosideo  (26) folhas M. alypifolia antioxidante (Mancini et al., 2008)
canferol-3-O-diglicosideo (27) folhas M. alypifolia antioxidante (Mancini et al., 2008)
demetoximateucinol (28) caule M. prasina (Tarawneh et al., 2014)
epicatequina (29) folhas M. rubiginosa (Rodrigues et al., 2008;
Rodrigues et al., 2011)
farrerol (30) caule M. prasina (Tarawneh et al., 2014)
mateucinol (31) folhas M. chamissois  antitumoral (Silva et al., 2019)
folhas M. trailii (Zhang et al., 2003)
galhos
caules M. prasina (Tarawneh et al., 2014)
mateucinol-7-O-3- (32) folhas M. chamissois (Gimenez et al., 2020)
apiofuranosil-(1 — 6)-3- folhas M. trailli (Zhang et al., 2003)
glicopiranosideo galhos
caules M. prasina afinidade de ligacao (Tarawneh et al., 2014)
em receptores
canabindides (CB1
e CB2)
mateucinol-7-0O-[4",6"-O- (33) galhos M. myriantha Inibicao de (Li et al., 2001)
(S)-hexa-hidroxidifenoil]-3- folhas protease asparticas

D-glicopiranosideo

de C. albicans




46

Tabela 3- Compostos fendlicos isolados em espécies de Miconia e atividade bioldgica. continua

Composto isolado N° do Parte da Espécie Atividade Referéncia
composto planta biolégica avaliada

mateucinol-7-0O-[4",6"-di-O-  (34) galhos M. myriantha (Li et al., 2001)

galoil]- B-D-glicopiranosideo folhas

mateucinol-7-O-3-D- (35) galhos M. myriantha (Li et al., 2001)

glicopiranosideo folhas

miconiosideo A (36) galhos M. trailii (Zhang et al., 2003)
folhas

miconiosideo B (37) folhas M. chamissois (Gimenez et al., 2020)
folhas M. trailii (Zhang et al., 2003)
caule
caule M. prasina afinidade de ligacao (Tarawneh et al., 2014)

em aceptores
canabindides (CB1
e CB2)
miconiosideo C (38) caule M. prasina afinidade de ligagdo (Tarawneh et al., 2014)
em aceptores
canabindides (CB1

e CB2)
miricetin-3-0-a- (39) folhas M. rubiginosa (Rodrigues et al., 2008)
ramnopiranosideo
folhas M. cabucu (Rodrigues et al., 2007;
Rodrigues et al., 2008)
miricetin-3-O-B- (40) folhas M. cabucu (Rodrigues et al., 2008)

xilopiranosil-(1—2)-O-a-
ramnopiranosideo
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Composto isolado N° do Parte da Espécie Atividade Referéncia
composto planta biolégica avaliada
pinocembrosideo (41) folhas M. minutiflora (Ferreira et al., 2022b)
pinocembrin-7-O-[4",6"- (42) folhas M. minutiflora (Ferreira et al., 2022b)
HHDP]-B-glicose
quercetina (43) folhas M. albicans antioxidante (Pieroni et al., 2011)
quercetina-3-0O-3- (44) folhas M. cabucu (Rodrigues et al., 2008)
arabinofuranosideo folhas M. rubiginosa (Rodrigues et al., 2011)
quercetina-3-0-a- (45) folhas M. rubiginosa (Rodrigues et al., 2008;
arabinopiranosideo Rodrigues et al., 2011)
quercetina-3-O-[3- (46) folhas M. rubiginosa (Rodrigues et al., 2008;
arabinopiranosideo Rodrigues et al., 2011)
quercetina-3-O-f3- (47) folhas M. rubiginosa (Rodrigues et al., 2008;
galactopiranosideo Rodrigues et al., 2011)
quercetina-3-0O- (48) folhas M. alypifolia antioxidante (Mancini et al., 2008)
galactosideo
quercetina-3-0O-glicosideo (49) folhas M. albicans antioxidante (Pieroni et al., 2011)
folhas M. cabucu (Rodrigues et al., 2007;
Rodrigues et al., 2008)
quercetina-3-0O-a- (50) folhas M. cabucu (Rodrigues et al., 2007;
ramnopiranosideo Rodrigues et al., 2008)
folhas M. rubiginosa (Rodrigues et al., 2008;

Rodrigues et al., 2011)
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Composto isolado N° do Parte da Espécie Atividade Referéncia

composto planta biolégica avaliada
quercetina-3-0-a- (51) folhas M. rubiginosa (Rodrigues et al., 2008;
ramnopiranosil-(1—4)-O-3- Rodrigues et al., 2011)
galactopiranosideo
quercetin-3-O-f3- (52) folhas M. cabucu (Rodrigues et al., 2007;
xilopiranosil-(1 —2)-0O-a- Rodrigues et al., 2008)
ramnopiranosideo
rutina (53) folhas M. albicans antioxidante (Pieroni et al., 2011)
sideroxilina (54) folhas M. ioneura (Pagola et al., 2008)
4’.5,7-tri-hidroxi-6,8- (55) folhas M. ferruginata (Oliveira, 2010)
dimetilflavona
5-hidroxi-7-4’-dimetoxi-8- (56) folhas M. ferruginata (Oliveira, 2010)
metilflavona
5’,5,6-tri-hidroxi-7, 4’- (57) folhas M. ferruginata (Oliveira, 2010)
dimetoxiflavona
5,6,7-tri-hidroxi-4’- (58) folhas M. ferruginata (Oliveira, 2010)
metoxiflavona
5-hidroxi-4’,7- (59) folhas M. cabucu (Rodrigues et al., 2007;
dimetoxiflavona-(6-C-6")- Rodrigues et al., 2008)
5”-hidroxi-3",4”,7"-
trimetoxiflavona
Hidroquinona
miconidina (60) folhas M. willdenowii  leishmanicida (Viegas et al., 2019)
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Tabela 3- Compostos fendlicos isolados em espécies de Miconia e atividade bioldgica. concluséo

Composto isolado N° do Parte da Espécie Atividade Referéncia

composto planta biolégica avaliada
Lignana
schizandrisideo (61) folhas M. rubiginosa (Rodrigues et al., 2011)
Taninos hidrolisaveis
casuarictina (62) folhas M. rubiginosa (Rodrigues et al., 2011)
acido elagico (63) galhos M. myriantha Inibicao de (Li et al., 2001)

folhas protease asparticas
de C. albicans

acido 3’,4’-di-O-metil-3,4- (64) caule M. affinis (Guldbrandsen et al., 2015)
0O,0O-metilelagico
acido 3,4:3’,4’-bis(0O-0O- (65) caule M. affinis (Guldbrandsen et al., 2015)
metilelagico)
acido 3'-0O-metil-3,4-0,0- (66) caule M. affinis (Guldbrandsen et al., 2015)
metilelagico
3,3'-di-O-metil acid-4-O-p-  (67) galhos M. myriantha (Li et al., 2001)
D-xilopiranosideo elagico folhas

Fonte: a autora.
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Figura 5- Estrutura dos compostos fendlicos de 17 a 44 isolados de espécies de Miconia.
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Figura 6- Estrutura dos compostos fendlicos de 45 a 67 isolados de espécies de Miconia.
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Outra classe com grande representatividade no género Miconia, sdo os
terpenos, constituindo a maior classe de ME existentes, abrangendo mais de 80 mil
compostos conhecidos (Christianson, 2017). Os terpenos podem passar por reagdes
de oxigenacéo, hidrogenagao ou desidrogenagao para formar os terpenoides, os quais
se diferenciam dos terpenos por apresentarem grupos funcionais oxigenados (Ninkuu
et al., 2021). Esses compostos desempenham diversas fungbes para as plantas,
atuando como mediadores de interagdes antagbnicas e benéficas entre os
organismos, além de serem defensores contra predadores e patdgenos (Gershenzon;
Dudareva, 2007). Entre as classes mais conhecidas estdo os esteroides, que sao
horménios biossintetizados a partir dos triterpenos e fazem parte das membranas; os
carotenoides que sao pigmentos e agentes fotoprotetores; os monoterpenos que
atuam como feroménios e o0s sesquiterpenos que sao agentes defensivos
(Thulasiram; Erickson; Poulter, 2007).

No género Miconia ja foram isolados diversos terpenoides e fitosterois, o acido
oleandlico (84) e acido ursolico (85) (Figura 7), foram os terpenoides mais
frequentemente isolados, podendo ser observados em diversas espécies de Miconia
(Tabela 4). As atividades biolégicas avaliadas para os terpenoides isolados em
Miconia incluem: atividade tripanocida, antifungica, antibacteriana, inibidor da proteina
tirosina fosfatase tipo 1 (PTP1B), antitumoral, antimicrobiana, quimiopreventiva,
inibidor da catepsina K, antimutagénica, antileishimania (Figura 7; Tabela 4). Além dos
compostos fendlicos e terpenoides, foi isolado de M. burchellii, o derivado de clorofila
éster etilico do feoforbideo A (94) o qual demostrou atividade citotoxica em células
tumorais (Figura 7; Tabela 4).

Em alguns trabalhos, ndo houve avaliacdo das atividades biologicas dos
compostos isolados, enquanto outros ndo tiveram como objetivo o isolamento dos
compostos ativos, mas investigaram a composi¢ao quimica de extratos de espécies
de Miconia por meio de técnicas como a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM), realizando comparag¢des com
padrdes conhecidos. Esses estudos, contribuiram para identificacao e caracterizagao
das principais classes de metabdlitos especializados presentes nas espécies de

Miconia.
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Composto isolado N° do Parte da Espécie Atividade Referéncia
composto planta biolégica avaliada
a-amirina (68) folhas M. albicans (Pieroni et al., 2011)
folhas M. hypoleuca (Leite, 2016)
B-amirina (69) folhas M. hypoleuca (Leite, 2016)
a-amirona (70) folhas M. hypoleuca (Leite, 2016)
3-(E)-p-cumaroil-a- (71) folhas M. albicans (Pieroni et al., 2011)
amirina
acido arjundlico (72) partes M. ligustroides tripanocida (Cunha et al., 2006)
aéreas
raizes M. pilgeriana antifungico (Li et al., 2002)
folhas M. trailii (Zhang et al., 2003)
galhos
acido bartogénico (73) caules M. affinis fungicida (Guldbrandsen et al., 2015)
acido epi-betulinico (74) folhas M. albicans (Pieroni et al., 2011)
acido gipsogénico (75) partes M. stenostachya  antibacteriano (Cunha et al., 2007)
aéreas
partes M. stenostachya  tripanocida (Cunha et al., 2003)
aéreas
acido 2-a-hidroxiursélico  (76) partes M. sellowiana tripanocida (Cunha et al., 2006)

aéreas
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Composto isolado N° do Parte da Espécie Atividade Referéncia
composto planta biolégica avaliada
acido maslinico (77) folhas M. albicans inibidor da PTP1B (Lima et al., 2018)
partes M. sellowiana tripanocida (Cunha et al., 2006)
aéreas
acido 3-O-cis-p-cumaroil  (78) folhas M. albicans inibidor da PTP1B (Lima et al., 2018)
maslinico
acido 3-O-trans-p- (79) folhas M. albicans inibidor da PTP1B (Lima et al., 2018)
cumaroil maslinico
acido miriantico (80) folhas M. trailii (Zhang et al., 2003)
galhos
acido oleandnico (81) partes M. fallax tripanocida (Cunha et al., 2003)
aéreas
acido sumaresinélico (82) folhas M. albicans inibidor da PTP1B (Lima et al., 2018)
partes M. stenostachya  tripanocida (Cunha et al., 2003)
aéreas M. fallax
partes M. stenostachya  antibacteriano (Cunha et al., 2007)
aéreas M. fallax
folhas M. stenostachya (Chan et al., 1992)
3-epi-acido (83) folhas M. albicans inibidor da PTP1B  (Lima et al., 2018)
sumaresindlico
M. stenostachya (Chan et al., 1992)
acido oleandlico (84) partes M. fallax antimutagénica (Resende et al., 2006)
acido ursélico? (85) aéreas
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Composto isolado N° do Parte da Espécie Atividade Referéncia
composto planta biolégica avaliada
partes M. sellowiana tripanocida (Cunha et al., 2006)
aéreas M. ligustroide
partes M. fallax tripanocida (Cunha et al., 2003)
aéreas
folhas M. albicans inibidor da PTP1B (Lima et al., 2018)
partes M. fallax quimiopreventivo (Furtado et al., 2008)
aéreas
partes M. ligustroides antimicrobiana (Cunha et al., 2010)
aéreas
partes M. langsdorffii antileishimania (Peixoto et al., 2011)
aéreas
acido oleandlico (84) pe’lrtes M. rubiginosa antibacteirana (Queiroz et al., 2011)
. o1 aéreas
acido ursolico® (85) partes M. langsdorfii esquistosomicida (Cunha et al., 2012)
aéreas
folhas M. ferruginata antibacteriano (Cunha et al., 2020)
folhas M. ferruginata Inibidor da (Oliveira, 2010)
catepsina K,
antimicrobiano e
antitumoral
folhas M. hypoleuca (Leite, 2016)
folhas M. burchellii (Cunha et al., 2021)
folhas M. albicans? (Pieroni et al., 2011)
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Composto isolado N° do Parte da Espécie Atividade Referéncia
composto planta biolégica avaliada
Urs-12-en-3,11-diona (86) folhas M. hypoleuca (Leite, 2016)
3-hidroxi-urs-12-em-11- (87) folhas M. hypoleuca (Leite, 2016)
ona
acido 3-O-trans-p- (88) folhas M. albicans inibidor da PTP1B (Lima et al., 2018)
cumaroill-2-
hidroxidulcidico
acido epi-ursolico (89) folhas M. albicans (Pieroni et al., 2011)
lupeol (90) folhas M. burchellii (Cunha et al., 2021)
folhas M. hypoleuca (Leite, 2016)
Fitoesterois
B-sitosterol (91) folhas M. ferruginata (Oliveira, 2010; Cunha et al.,
2021)
folhas M. hypoleuca (Leite, 2016)
folhas M. burchellii (Cunha et al., 2021)
estigmasterol (92) folhas M. ferruginata (Oliveira, 2010)
estigmast-4-eno-3,6- (93) folhas M. trailii (Zhang et al., 2003)
diona galhos
Derivado de clorofila
éster etilico do (94) folhas M. burchellii citotoxica (Cunha et al., 2021)

feoforbideo A

Fonte: autora.
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Figura 7- Estrutura dos terpenoides, fitoesterois e derivado de clorofila isolado de espécies Miconia.
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Entre alguns exemplos estao os extratos cloroférmico e metandlico das folhas
de espécies M. cabucu, M. rubiginosa, e M. stenostachya os quais apresentaram
atividade antimicrobiana sendo atribuida a presenga dos compostos: acido galico (17),
um biflavonoide (59) e 11 flavonoides glicosilados (23, 29, 39, 40, 44, 45, 46, 47, 50,
51, 52) que foram isolados, além dos triterpenocides (68, 90) identificados por
cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chama (CG-FID) e CG-EM
(Rodrigues et al., 2008). A atividade antimicrobiana do extrato etandlico das folhas de
M. minutiflora foi atribuida a presencga dos flavonoides isolados (41, 42), bem como a
outros compostos identificados, como terpenos, esteroides e acidos fendlicos (Ferreira
et al., 2022b). Da mesma forma, a atividade citotoxica de diferentes fracdes obtidas
de M. hypoleuca e M. holosericea foi atribuida a presencga dos terpenoides isolados
(68, 69, 70, 90, 91, 85, 84, 86, 87) (Leite, 2016). Os terpenoides (68, 90) identificados
por CG-FID e CG-EM, podem estar relacionados com a atividade antimicrobiana
apresentada pelos extratos (Rodrigues et al., 2008).

A anadlise por CG de M. albicans, M. rubiginosa, M. fallax, M. sellowiana,
M. ligustroides e M. pepericarpa mostrou que essas espécies possuem triterpenoides
e esteroides como a-amirina (68), B-amirina (69), lupeol (90) e B-sitosterol (91), que
foram identificados por comparagcao com padroes e podem ser responsaveis pela
atividade anti-inflamatoria apresentada pelos extratos dessas espécies (Spessoto et
al., 2003; Crevelin et al., 2006). Analise por CG-EM das folhas e flores de M.
ferruginata identificou a presenga de sesquiterpenos, hidrocarbonetos,
fenilpropanoides, alcoois, e compostos fendlicos (Barroso, 2015).

Um estudo sobre a composicdo quimica das folhas de M. minutiflora por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-
EM), revelou a presenca de elagitaninos, acidos triterpénicos e flavonoides
glicosilados, sendo a atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva atribuida a esses
compostos (Gatis-Carrazzoni et al., 2018). Extratos das folhas de M. latecrenata
demostraram atividade antiplasmodica (Gontijo et al., 2019b) e antibacteriana
(Rodrigues et al., 2020) e a presenca de taninos hidrolisados livres e glicosilados, bem
como flavonoides, foi identificada CLUE-EM. Das folhas de M. albicans compostos
polifendlicos foram identificados por CLAE-EM (Lima et al., 2018; Hamann et al.,
2020), juntamente com os flavonoides rutina e quercetina, que foram identificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-

DAD), podendo estar relacionados com a atividade antioxidante e anti-inflamatéria da
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espécie (Lima et al., 2020). Flavonoides e heterosideos também foram identificados
nas folhas de M. chamissois por CLAE-EM (Ferreira et al., 2022a).

Os extratos aquosos e etandlicos das folhas de M. albicans foram avaliados
quanto a citotoxicidade, atividade antioxidante e anti-inflamatéria in vivo. A atividade
apresentada foi atribuida a presenca dos compostos identificados nos extratos por
CLAE-EM, que incluem flavonoides glicosilados e agliconas, acidos fendlicos, taninos
hidrolisaveis e triterpenos (Manzano et al., 2022). Em outro estudo, o extrato aquoso
das folhas de M. albicans nao demostrou toxicidade aguda e reduziu os niveis de
inflamacao em modelo in vivo. A composi¢cao quimica do extrato foi determinada por
CLAE-EM sendo anotada a presenca de taninos elagicos e derivados, flavonoides
glicosilados , triterpenos e megastigmanos (Dembogurski et al., 2023). Além disso, os
extratos hidroetandlicos das folhas e cascas de M. albicans foram avaliados quanto a
capacidade de reduzir a carga viral causada por Chikungunya e aliviar as sequelas
decorrentes da infeccdo. A presenca de flavonoides e acidos triterpénicos, foi
quantificada por CLAE e anotada por CLAE-EM (Do Nascimento et al., 2023).

Nesse contexto, das nove espécies escolhidas para o presente estudo, a
M. nervosa, M. elegans e M. cuspidata, se destacam por terem sido pouco
investigadas quanto ao potencial farmacologico, além de nao apresentarem uma
composi¢cao quimica documentada na literatura, representando uma lacuna
significativa para o conhecimento cientifico. Portanto, torna-se evidente a importancia
do estudo com espécies do género Miconia, dadas suas perspectivas de potencial
bioldgico e a diversidade quimica de moléculas elucidadas, e que ainda nao foram
isoladas. Esse estudo contribuira para o avang¢o do conhecimento tanto em termos
quimicos quanto biolégicos do género Miconia, além de promover a conscientizagéo

da preservacao de espécies presentes no Cerrado.

2.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS

2.2.1 Atividade antimicrobiana

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), a resisténcia antimicrobiana
(RAM) é uma das dez principais ameagas de saude publica global enfrentada pela

humanidade (OMS, 2021). Estima-se que 4,95 milhdes de pessoas morreram em
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2019, com doencgas associadas a RAM. Dentre essas mortes, 1,27 milhdes foi
diretamente atribuido a RAM (Murray et al., 2022).

A RAM é um fendbmeno natural que ocorre quando os micro-organismos sao
expostos a medicamentos. Os mais suscetiveis sdo mortos ou inibidos, enquanto
aqueles que sao naturalmente resistentes ou que adquiriram essa resisténcia, tem
mais chances de sobreviver e multiplicar. Entre os fatores causadores estdo o uso
inapropriado e excessivo de antimicrobianos, a falta de agua potavel, saneamento
precario, prevencao e controle inadequado de infecgdes que podem promover a
disseminagao de micro-organismos, além do uso de antimicrobianos em animais e na
agricultura. A RAM, além de causar mortes e invalidez, resulta em internagées mais
longas e no uso de medicamentos mais caros (Prestinaci; Pezzotti; Pantosti, 2015;
OMS, 2021).

Devido a grande problematica da RAM, o presente trabalho foi delimitado para
avaliar a atividade antibacteriana contra bactérias da cavidade bucal e atividade
antifungica contra espécies de Candida.

As doencas bucais representam um dos problemas de saude mais comuns no
mundo. Os dentes e a boca, sédo integrantes essenciais para os seres humanos,
possibilitando comer, falar, sorrir e socializar. Entretanto, a saude bucal é
frequentemente afetada por diversas formas de doengas bucais, entre elas: carie
dentaria, doenca periodontal, cancer bucal, lesdes em pacientes portadores de AIDS,
doengas de mucosas e glandulas salivares, dores e fissuras orofaciais. Esses
disturbios bucais sdo as doengas cronicas mais comuns na humanidade que causam
grandes impactos na qualidade de vida das pessoas (Jin et al., 2016; Peres et al.,
2019). Além das doencgas na cavidade bucal, os micro-organismos estdo associados
as doengas sistémicas como: cardiovasculares, no sistema digestivo, canceres orais,
de esbfago, de pancreas e colorretal, doenca de Alzheimer, diabetes, artrite
reumatoide e parto prematuro (Pizzo et al., 2010; Lu; Xuan; Wang, 2019; Hamza et
al., 2021; Peng et al., 2022). Os micro-organismos orais afetam o processo das
doencas sistémicas através da resposta inflamatéria causada pela infeccado oral ou
pela colonizagado das bactérias nos tecidos ou érgao do corpo (Peng et al., 2022).
Depois do intestino, na boca reside o segundo maior microbioma em humanos,
proporcionando um ambiente estavel para a sobrevivéncia dos microrganismos (Deo;
Deshmukh, 2019). A cavidade bucal é colonizada por mais de 700 tipos de micro-

organismos, que em condi¢cdes equilibradas desempenham um papel importante na
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saude humana, atuando contra patdgenos, ajuda no metabolismo e protegendo o
corpo da entrada de outros micro-organismos (Aas et al., 2005; Sowmya, 2016).

O presente trabalho avaliou a atividade antibacteriana contra bactérias
anaerobias (Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Actinomyces
naeslundii) e bactérias aerdbias (Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Streptococcus sanguinis). S. mutans é a
bactéria mais comum nos casos de carie, competindo com S. sanguinis. Esses micro-
organismos aderem a superficie dos dentes através da formacéo de biofilme sendo
capaz de metabolizar os agucares, produzindo acidos organicos, que desmineralizam
os tecidos dentarios (Zhu et al., 2018). Na periodontite, ocorre a exposi¢gao constante
do tecido periodontal a comunidade de biofilme ecologicamente em desiquilibrio, que
compromete a integridade dos tecidos de suporte do dente. Entre as espécies
bacterianas participantes da patogénese da doenga periodontal estdo P. gingivalis,
que € o principal agente etiologico da periodontite crénica, A. actinomycetemcomitans,
F. nucleatum e S. sanguinis (Teles et al., 2013; Hajishengallis, 2015; Han, 2015;
Gholizadeh et al., 2017; Zhu et al., 2018).

Além das bactérias, fungos do género Candida sao prevalentes na cavidade
oral e estdo envolvidos no processo de formacao de caries (Lamont; Koo;
Hajishengallis, 2018; Deo; Deshmukh, 2019). Os fungos do género Candida também
causam outras infec¢des denominadas candidiase. Essas infecgbes podem ser
superficiais e afetar regides cutdneas e mucosas, como a candidiase oral e
vulvovaginal, mas também podem ser invasivas e afetar 6érgdos mais profundos
(L6pez-Martinez, 2010; Pappas et al.,, 2018). A Candidiase invasiva € uma das
principais causas de morbidade e mortalidade no mundo (Quindds, 2014) e ocorre
quando 0s micro-organismos encontram oportunidades para romper a barreira
gastrointestinal, o que pode ocorrer apds processos cirurgicos. Assim, eles podem
disseminar-se para a cavidade abdominal e invadir a corrente sanguinea causando a
Candidemia. Com o crescimento excessivo de fungos, surgem as infec¢des
oportunistas em varios érgados como: figado e bago, pulméo, olhos, cérebro e ossos
(Pappas et al., 2018). A maioria das infec¢des invasivas sdo causadas por cinco
espécies de Candida: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei
(Mccarty; Pappas, 2016). No entanto, a C. albicans continua sendo a causadora
predominante de candidemia e candidiase representando 50% dos casos (Quindds,

2014). Aléem dessas espécies, a C. auris € um fungo emergente que tem ameacado a
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saude global. Algumas cepas desse patdégeno sao multirresistentes e dificeis de
serem identificadas, o que leva a uma gestdo inadequada e tem causado surtos em
ambientes de saude (Cdc, 2021).

Diante do exposto, percebe-se que a RAM é um grande problema para o
tratamento de doengas causadas por bactérias e fungos. Existe resisténcia em todas
as classes de antifungicos disponiveis: azoéis, equinocandinas, polienos, analogos de
nucleosideos, alilaminas e tiocarbamatos (Spampinato; Leonardi, 2013; Santos et al.,
2018b). A resisténcia também é observada nas diferentes classes de antibioticos
existentes: B-lactamicos, aminoglicosideos, macrolideos, quinolonas e
fluoroquinolonas, estreptograminas, sulfonamidas, tetraciclinas, nitroimidazois,
glicopeptideos, oxazolidinonas, ansamicinas e lipopeptideos (Ullah; Ali, 2017;
Reygaert, 2018).

Dessa forma, torna-se cada vez mais necessario o estudo focado na busca por
novas substancias que possam ser potencialmente ativas e com baixa toxicidade para
o hospedeiro. Nesse sentido, as plantas tém demostrado uma fonte promissora de
compostos antimicrobianos. Muitas espécies tém sido avaliadas na literatura contra
diversos patdégenos, apresentando resultados antimicrobianos promissores (Palombo,
2011; Madikizela et al., 2013; Ginovyan; Petrosyan; Trchounian, 2017; Carrol et al.,
2020). Veloso et al. (2020) avaliaram a atividade antibacteriana contra bactérias
bucais de diferentes extratos de plantas medicinais brasileiras (juca, canela, malva,
roma, alecrim, macassa, cravo e tamarindo), os quais apresentaram valores de
concentragdo inibitéria minima (CIM) entre 50 e 400 ug mL~". A atividade antifungica
de plantas utilizadas no Brasil também é reportada contra diferentes patdgenos
fungicos (Cruz et al., 2007; Santos; Pereira, 2019; Silva et al., 2020). A atividade
antimicrobiana apresentada pelas plantas esta atribuida a presenca dos ME como:
alcaloides, compostos fendlicos e terpenos que tem apresentado boa atividade
antimicrobiana e na maioria das vezes, baixa citotoxicidade (Silva et al., 2016;
Khameneh et al., 2019; Othman; Sleiman; Abdel-Massih, 2019).

Em relagdo a atividade antimicrobiana no género Miconia, essa foi a atividade
mais avaliada segundo a revisao de Silva et al., (2022). Entre os resultados mais
relevantes, destaca-se o extrato aquoso das folhas de M. chamissois que apresentou
CIM = 78,1 ug mL~" contra C. albicans (Gomes et al., 2021a). Os extratos hexanico,
etandlico e diclorometano das partes aéreas de M. rubiginosa que foram avaliados

frente a oito micro-organismos da cavidade bucal, demonstrando valores de CIM entre
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60 e 200 ug mL~" (Moura, 2006). O trabalho de Leite (2016) que avaliou a atividade
antimicrobiana dos extratos hexanico, acetato de etila e metandlico das folhas de sete
espécies: M. amacurensis, M. ciliata, M. holosericea, M. hypoleuca, M. minutiflora e
M. mirabalis, contra C. albicans e bactérias gram-positivas e gram-negativas, os
melhores valores de CIM foram entre 60 e 500 ug mL~". Os resultados apresentados
por esses estudos motivaram a avaliagdo da atividade antibacteriana e antifungica

das espécies de Miconia estudadas no presente trabalho.

2.2.2 Atividade antioxidante

Os antioxidantes sao definidos como nutrientes que em baixa concentragao,
inibem ou retardam significativamente o processo oxidativo. Esses compostos
protegem o corpo do ataque de espécies reativas (ER) que causam danos celulares
oxidativos resultando em diversas condi¢des patolégicas (Rajendran et al., 2014). Os
organismos aerébios e multicelulares necessitam de O2 para sobrevivéncia, o
metabolismo normal do O2 gera subprodutos que sdo denominados espécies reativas
de oxigénio (ERQO). Essas espécies podem ser radicalares como: superédxido (0O2°7),
hidroxila (*OH), peroxila (RO2°*) e alcoxila (RO*) e ndo radicais como acido hipocloroso
(HOCI), ozonio (O3), oxigénio singlete ('02) e perdxido de hidrogénio (H202). Os néo
radicais, sdo agentes oxidantes ou facilmente convertidos em radicais. Além das ERO,
o corpo também produz as espécies reativas de nitrogénio (ERN) como: éxido nitrico
(NO*), diéxido de nitrogénio (NO2*), peroxinitrito (ONOO™) e 6xido nitroso (N203). O
radical NO® é produzido através da reagdo de quebra da arginina em citrulina,
catalisada pela oxido nitrico sintase indutivel (iNOs). O NO*® apesar de nao ser téo
reativo, é capaz de formar outros intermediarios mais reativos (Ozcan; Ogiin, 2015;
Sies; Berndt; Jones, 2017).

A mitocdndria é a fonte de produgédo de O2°~ que ocorre através da redugéo da
molécula de O2. As enzimas nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH)
oxidase também catalisam a reacao de formagao do ion O2°". A dismutacado do O2*~
catalisada por enzimas superéxido dismutase geram H202 como subproduto. Esse,
pode reagir rapidamente com metais de transicdo como Fe?* (Reagdo de Fenton),
para produzir o radical *OH que oxidara qualquer molécula que esteja proxima. Um
exemplo desse processo € a reagdo em cadeia de peroxidacao lipidica que pode ser
iniciada por *OH (Figura 8). O LH representa um lipideo com hidrogénios alilicos que



64

estdo presentes em acidos graxos poli-insaturados. O H202 ainda pode produzir o
HOCI por meio de mieloperoxidases e o anion cloreto (Navarro-Yepes et al., 2014;
Chen et al., 2020; Forman; Zhang, 2021; Mandal et al., 2022). O ion O2°*~ contribui
para o estresse oxidativo como um precursor de H202 e na formacdo de ONOO~. As
ERO e ERN podem reagir entre si, por exemplo, a formagao de ONOO~ocorre através
da reagao por mecanismos independente de enzimas entre NO® e O2°*~. A espécie
ONOO~ é um forte oxidante capaz de reagir com a maioria das moléculas biolégicas
e causar danos celulares (Martinez; Andriantsitohaina, 2009). O ONOO™ pode ser
protonado formando o acido peroxinitroso (ONOOH), um oxidante ndo radicalar que
gera como produto de decomposicdo o NO2* e *OH (Forman; Zhang, 2021). Na

Figura 8 esta esquematizado as reag¢des para formagao das ERO e ERN.

Figura 8- Reagdes envolvidas na formacao de ERO e ERN e reagao de peroxidagao
lipidica induzida por OH®.
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Fonte: adaptado de Mandal et al., (2022), Forman e Zhang (2021).

Em concentracdes equilibradas, as espécies radicalares sdo benéficas, atuam
contra agentes infecciosos e possuem diversas agdes na fungao celular. Entre essas,

inclui a ativacao de fatores de transcricdo redox-sensiveis que regulam a expressao
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de citocinas pré-inflamatoérias entre outras, atuam na diferenciagao celular e apoptose.
Também atuam na ativagcao de proteinas nas quais as ceélulas respondem a uma
variedade de sinais extracelulares e estresse que promove a sobrevivéncia e
proliferagdo celular (Valko et al., 2007; Burton; Jauniaux, 2011; Rajendran et al.,
2014).

Concentragdes desequilibradas entre substancias pré-oxidantes e
antioxidantes levam ao estresse oxidativo (Valko et al., 2007; Burton; Jauniaux, 2011).
O corpo esta sobre constante ataque oxidativo de ER, elas podem interagir com
lipidios, DNA, RNA, cofatores metalicos e proteinas. Os danos incluem o processo de
envelhecimento, o aumento de mutagdo, apoptose, instabilidade no genoma,
regeneragcdo dos tecidos associada a proliferacdo celular, que podem levar a
carcinogénese. O estresse oxidativo desempenha um papel central na fisiopatologia
de diversas doencas como: neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, Esclerose
lateral amiotrofica e doenca Pribnica), doencas cardiovasculares, insuficiéncia
cardiaca, hipertensdo, hipertensdao pulmonar, aterosclerose, pré-eclampsia,
inflamacéao, resposta imunitaria, sindrome metabdlica e cancer (Valko et al., 2007;
Martinez; Andriantsitohaina, 2009; Rajendran et al., 2014; Liu et al., 2018).

Para o controle dos niveis de ER, o corpo conta principalmente com a agao de
enzimas que estdo presentes nas células e tecidos. Sdo diversas enzimas que
possuem essa fungao, entre elas: catalases, glutationa peroxidase, peroxirredoxina
entre outras (Sies; Berndt; Jones, 2017). Além das defesas enddgenas, outras
estratégias ndo enzimaticas para evitar o estresse oxidativo incluem os antioxidantes
dietéticos, tais como o a-tocoferol (vitamina E) (95), acido ascérbico (vitamina C) (96),
B-caroteno (97), vitamina A (98), vitamina D (99), acido cafeico (100), acido ferulico
(101) (Figura 9), e compostos fendlicos como a quercetina (43) (Figura 5, pagina 50)
(Burton; Jauniaux, 2011; Sies; Berndt; Jones, 2017; Liu et al., 2018).
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Figura 9- Estrutura dos compostos antioxidantes dietéticos.
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Fonte: a autora

Os antioxidantes podem desempenhar o papel protetor contra os radicais livres
por diferentes mecanismos. Por exemplo, as vitaminas E e C previnem ou
interrompem a reagdo em cadeia de propagacgado oxidativa estabilizando radical
gerado. A vitamina A protege os lipideos contra a oxidagdo. Ja os carotenoides
apresentam uma cadeia poli-insaturada conjugada, que confere a esses compostos o
papel importante na protecdo das membranas celulares e lipoproteinas e contra os
radicais peroxila que sdo gerados no processo de peroxidagao lipidica. Em relagao
aos compostos fendlicos, atuam como doadores de hidrogénio estabilizando as ER e
ainda podem atuar como quelante dos metais cobre e ferro, que estao envolvidos no
processo de formacao de radicais livres (Nimse; Pal, 2015; Santos Sanchez et al.,
2019).

Diversos estudos tém demonstrado que as plantas sao fontes proeminentes de
compostos antioxidantes: acidos fendlicos, flavonoides, carotenoides,
fenilpropanoides, cumarinas, lignanas, taninos e vitaminas (Xu et al., 2017; Gulcin,
2020; Borges et al., 2022). As pesquisas mostram que o aumento do nivel de defesa
contra o estresse oxidativo pode prolongar a vida util dos organismos (Nimse; Pal,
2015). Nesse sentido, torna-se importante a avaliagao da atividade antioxidante das
especies de Miconia uma vez que o género apresenta diversas classes de compostos
com potencial antioxidante como pode ser visto na revisdo da composi¢ao quimica de

espécies de Miconia (Secéo 2.1.2, pagina 43).
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2.2.3 Atividade antidiabética

O Diabetes mellitus € um disturbio metabdlico crénico caracterizado pela
hiperglicemia (niveis elevados de glicose no sangue), resultado da deficiéncia ou
insensibilidade a insulina produzida pelo pancreas. O diabetes € classificado em dois
tipos: o Tipo 1 que é autoimune e de inicio precoce, quando o pancreas produz pouca
ou nenhuma insulina, e do Tipo 2 que é ndo autoimune e tem inicio tardio, quando o
corpo se torna resistente a insulina ou ndo produz quantidade suficiente. Existem
outros subtipos reconhecidos como diabetes monogénico (no inicio da maturidade,
jovens ou neonatal), diabetes gestacional e diabetes autoimune de inicio tardio (Cole;
Florez, 2020; OMS, 2022a).

O numero de pessoas com diabetes tem aumentado consistentemente,
afetando cerca de 422 milhdes de pessoas em todo mundo (OMS, 2022a). A doenca
€ umas das 10 principais causas de morte no mundo, com um aumento de 610 mil
em 1990 para 1,37 milhdes de mortes em 2017, correspondendo a um aumento de
125,5 % (Lin et al., 2020). Em 2019, o numero estimado de mortes por diabetes foi de
4,2 milhdes de adultos com idade entre 20 e 79 anos, representando 11,3 % das
mortes por todas as causas. Estima-se que 46,0% (1,9 milhdes) dessas mortes foram
prematuras, ocorrendo em adultos com menos de 60 anos (Saeedi et al., 2020). O
diabetes do Tipo 2 representa 95% dos casos entre as pessoas com a doenga (OMS,
2022a) . Existe uma estimativa, que em 2045 serdo 693 milhdes de pessoas com
diabetes (Cho et al., 2018). Esses dados destacam a importancia dos estudos sobre
essa patologia, na busca de alternativas para o controle do diabetes visando melhorar
a qualidade de vida das pessoas e prevenir mortes prematuras.

Efeitos prejudiciais da hiperglicemia estdo associados a danos de longo prazo
em todo o corpo, afetando os vasos sanguineos grandes e pequenos referidos como
sistemas macrovasculares e microvasculares, respectivamente. As complicacdes
microvasculares incluem: nefropatia, retinopatia, neuropatia diabética e amputacéao de
membros inferiores. Ja as complicagdes macrovasculares estdo relacionadas a
doencas cardiovasculares, acidente vascular cerebral e doenca vascular periférica
(Harding et al., 2019; Cole; Florez, 2020). E importante destacar que essas
complicagbes tendem a ocorrer em conjunto (Cole; Florez, 2020), e as pessoas com
diabetes tém duas vezes mais risco de mortalidade por todas as causas (Yang et al.,

2019). Varios estudos tém associado a progressao do diabetes ao estresse oxidativo
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de forma bidirecional. O estresse oxidativo pode promover o aparecimento do
diabetes, como também exacerba as condi¢gdes da doenca (Asmat; Abad; Ismail,
2016; Ighodaro, 2018). Da mesma forma, o diabetes pode contribuir para o estresse
oxidativo, especialmente em condi¢des de hiperodxia e hiperglicemia, onde a produgéo
de espécies radicalares é acentuada (Burton; Jauniaux, 2011; Ighodaro, 2018).

Dessa forma, uma das abordagens terapéuticas para controlar a hiperglicemia
pos-prandial é através da inibicdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase. A enzima
a-amilase catalisa a hidrélise de ligagdes 1,4-glicana no amido, convertendo-o em
maltodextrinas e oligossacarideos. A digestdo do amido inicia parcialmente na boca,
pela amilase salivar, resultando na degradagao do substrato polimérico em oligdmeros
menores. Quando chegam ao intestino, é hidrolisado em oligossacarideos menores
por isoenzima amilase produzida pelo pancreas. A mistura dos oligossacarideos
menores atravessa a camada da mucosa do intestino, onde s&o hidrolisados em
glicose pela a-glicosidase, podendo, assim entrar na corrente sanguinea (Tundis;
Loizzo; Menichini, 2010; Kaur et al., 2021; Dirir et al., 2022).

O mecanismo de hidrolise dos carboidratos promovido pelas enzimas
hidrolases, ocorre através de uma reacado de substituicdo nucleofilica bimolecular
(Sn2) (Figura 10). O mecanismo catalitico acido/base pode ocorrer com a retencéo da
configuracao do carbono anomérico ou inversao da configuragao. A reacao acido/base
€ auxiliada por dois residuos essenciais, um doador de protons e um nucledfilo ou
residuo de base. No mecanismo que leva a inversdo da configuracdo, o oxigénio
glicosidico é protonado enfraquecendo a ligagao C-O e logo ocorre o ataque do
nucleodfilo HO- promovido pela desprotonagdo da molécula de agua por uma base
residual. No mecanismo que retém a configuragdo, apos o ataque nucleofilico no
carbono anomérico, ocorre a hidrdlise do intermediario covalente, retendo a
configuracao inicial. Independente do mecanismo, as reagcdes envolvem um estado
de transigdo semelhante ao oxocarbénio (Chiba, 1997; Ardévol; Rovira, 2015; Bras et
al., 2018).
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Figura 10- Mecanismos generalizados para hidrélise de glicosideos enzimaticos: (A)
inversao da configuragéo (B) retencao da configuragao.
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Fonte: adaptado de Ardévol e Rovira (2015).

Portanto, a inibigdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase podem suprimir a
digestao de carboidratos retardando a captagcédo da glicose provendo a reducao dos
niveis de acgucar no sangue e hiperglicemia pds-prandial. Os agentes inibidores
enzimaticos mais utilizados sado a acarbose (102), voglibose (103) miglitol (104) e
metformina (105) (Figura 11). Desta forma, os produtos naturais possuem grande
potencial para o desenvolvimento de novos farmacos antidiabéticos, visto que alguns
desses farmacos sao derivados de substancia encontradas na natureza. A metformina
(105) por exemplo, € uma biguanidina derivada da galegina (106), um produto natural
isolado da Galega officinalis (Rena; Hardie; Pearson, 2017). Os farmacos também
possuem origem microbiana, como a acarbose (102), um produto natural obtido a
partir da fermentacao de Actinoplanes sp. (Derosa; Maffioli, 2012). O miglitol (104)
originalmente era obtido por cepas de Bacillus e Streptomyces, e a voglibose (103) é
sintetizada a partir da valiolamina (107), que ¢é isolada do caldo de fermentacéo da
Streptomyces hydroscopicus subsp. (Rios; Francini; Schinella, 2015). Entretanto,
esses farmacos, frequentemente tém apresentando efeitos gastrointestinais
indesejaveis como flatuléncia e diarreia (Derosa; Maffioli, 2012). Por exemplo, o uso

da metformina (105) foi descontinuado em diversos paises devido aos seus efeitos
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colaterais (Rena; Hardie; Pearson, 2017). Dessa foram, torna-se importante a busca

por moléculas com potencial antidiabético que apresentem baixa toxicidade.

Figura 11- (A) Estrutura dos farmacos utilizados para tratar o diabetes. (B) Estrutura
de produtos naturais que originaram os farmacos antidiabéticos.
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Fonte: a autora.

Nesse sentido, as plantas tém se mostrando fontes promissoras na busca por
inibidores enzimaticos. Extratos de diferentes espécies apresentaram potente inibicao
das enzimas a-amilase e a-glicosidase. Compostos fendlicos, terpenos, taninos
elagicos, saponinas, quinonas e alcaloides sao relatados devido ao potencial de
inibicdo dessas enzimas (Tundis; Loizzo; Menichini, 2010; Rios; Francini; Schinella,
2015; Kalita et al., 2018; Xu et al., 2018; Dirir et al., 2022). Na maioria desses estudos,
os extratos ou compostos isolados inibiram a-amilase ou a-glicosidase e algumas
excegdes houve inibicao de ambas.

Além da inibigao das hidrolases enzimaticas, outra estratégia para o tratamento
do diabetes ¢ através da inibigdo dos produtos de glicagéo avangada (AGEs do inglés
Advanced Glycation End-Products). Em condi¢bes hiperglicémicas, a glicagdo nao
enzimatica de macromoléculas resulta na formagéao dos AGEs que desempenham um
papel na patogénese e nos mecanismos das complicagdes do diabetes. O acumulo
de AGEs nas células ativa citocinas inflamatérias que, juntamente com as proteinas
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glicadas, contribuem para o desenvolvimento das complicagdes do diabetes. Os AGEs
estao envolvidos em danos multiplos aos tecidos e 6rgaos em pessoas com diabetes
apos a exposigao prolongada a hiperglicemia (Lee; Yun; Ko, 2022). Eles sdo capazes
de modificar as propriedades e as fungdes de diferentes estruturas bioldgicas,
danificando células e tecidos. Atuam no processo de formagao de radicais livres,
glicacgao intracelular de proteinas comprometendo a fungao celular, formam ligagdes
cruzadas com proteinas e interagdes com receptores celulares, acumulam na matriz
extracelular resultando na reticulagcédo e diminuicdo da complacéncia dos vasos, o que
contribui para o surgimento e progressdao das complicagdes do diabetes (Barbosa;
Oliveira; Seara, 2008; Nenna et al., 2015).

A formacdo de AGEs inicia-se sob condi¢cbes de hiperglicemia ou estresse
oxidativo e pode ser subdividida em trés fases: iniciagdo, propagagao e estagio
avancado (Figura 12). Na fase de iniciagdo ocorre a reagao entre agucares redutores
ou lipideos oxidados com proteinas aminofosfolipidicas ou acidos nucléicos.
Conhecida como reagdo de Maillard, também denominada glicacdo, essa reacéo
ocorre através do ataque nucleofilico no grupo amino proveniente de um aminoacido
como a lisina, ao carbono carbonilico de agucar redutor como a glicose formando uma
carbinolamina intermediaria. Essa carbinolamina sofre desidratacdo, produzindo uma
base de Schiff instavel (imina), dentro de algumas semanas sofre rearranjos
acido/base, levando a formacéo dos produtos de Amadori que sdo mais estaveis.

Na fase de propagagdo, alguns produtos de Amadori sdo convertidos
diretamente em AGEs por processo de oxidacao irreversivel ou hidrélise, enquanto
outros podem ser convertidos em compostos dicarbonilicos ativos, como glioxal,
metilglioxal e 3-desoxiglicosona. Os compostos dicarbonilicos ativos possuem grupos
carbonilas reativos que reagem com grupos aminos acessiveis dando origem aos
AGEs por desidratagao, craqueamento oxidativo ou ciclizagéo. O estagio avancado é
caracterizado por ligagao cruzada intermolecular ou intramolecular heterociclica e
fragmentagao que ocorre em moléculas de proteinas, levando a desnaturacéo e danos
irreversiveis. (Barbosa; Oliveira; Seara, 2008; Anwar et al., 2021; Song et al., 2021,
Velichkova; Foubert; Pieters, 2021; Khalid; Petroianu; Adem, 2022). A glicdlise e a
autoxidagao da glicose, também produzem metilglioxal e glioxal, precursores de
AGEs. As ERO sao geradas paralelamente durante as reagdes que levam a formagao
dos AGEs concorrendo com o estresse oxidativo e os danos as macromoléculas

(Barbosa; Oliveira; Seara, 2008; Torres et al., 2018; Velichkova; Foubert; Pieters,
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2021; Khalid; Petroianu; Adem, 2022).

Figura 12- Esquema geral de formacao dos produtos de glicacao avancada (AGEs).
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Fonte: adaptado de Velichkova, Foubert e Pieters (2021).

Dessa forma, o estudo com foco na descoberta de agentes com propriedades
inibidoras da formacao de AGEs que atuem eliminando radicais livres, inibindo a
formacgao dos produtos de Amadori e prevenindo a progresséo desses intermediarios
a AGEs, é uma estratégia eficaz e beneficia o controle das complica¢des diabéticas
(Anwar et al., 2021).

A inibicdo dos AGEs pode ser determinada pela medida da fluorescéncia
intrinseca em que é possivel detectar mudancgas estruturais no estado nativo de
proteinas. Os valores maximos Amax € a intensidade de fluorescéncia, podem servir
como marcadores na detecgcao de transicbes estruturais na proteina nativa na
presenca de diferentes ligantes (Shamsi et al., 2019).

Apesar da importancia do AGEs devido aos efeitos deletérios que eles podem
causar, ainda nao existem farmacos especificos aprovados. Varios medicamentos

foram testados, mas a maioria foi descontinuada nos testes clinicos. Por exemplo, a
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aminoguanidina € um farmaco com atividade antiglicantes promissoras, reagindo nao
apenas com as proteinas glicadas, mas também com os precursores dicarbonilicos.
Além disso, apresenta potencial no controle de algumas complicagdes do diabetes.
Entretanto, seus beneficios sdo acompanhados por diversos efeitos colaterais tais
como disturbios gastrointestinais, anormalidade da funcdo hepatica, sintomas
semelhantes aos da gripe, anemia, entre outros. Por esses motivos, a aminoguanidina
nao foi aprovada como farmaco, sendo utilizada apenas como um agente terapéutico
protétipo devido a eficacia na inibicdo da glicagcdo (Yamagishi, 2013; Ahmad et al.,
2014). Os agentes inibidores de AGEs mais promissores sao as estatinas, alagebrium
e tiazolidinedionas, no entanto, mais estudos sao necessarios para compreender a
dosagem necessaria e quais pacientes seriam mais beneficiados com esses farmacos
(Nenna et al., 2015; Torres et al., 2018).

Nesse sentido, os compostos presentes nos vegetais com propriedades
antioxidantes e antiglicacdo tem despertado o interesse de pesquisadores. Os
produtos naturais podem fornecer uma base estrutural para o desenvolvimento de
novos inibidores de formacao de AGEs. Diversos compostos provenientes de fontes
vegetais com atividade antioxidante conhecida tém apresentado potencial atividade
inibitéria contra a formacao de AGEs, além de apresentarem baixa toxicidade. Entre
esses compostos destacam-se os polifendis, polissacarideos, terpenoides, vitaminas,
alcaloides e peptideos, que estdo associados a redugao dos niveis de glicose, e a
diminuicdo da resisténcia a insulina (Torres et al., 2018; Anwar et al., 2021; Song et
al., 2021; Velichkova; Foubert; Pieters, 2021).

Dessa forma, os inibidores de glicagcao presentes nas plantas sdo candidatos
promissores para o desenvolvimento de novas terapias contra o diabetes e suas
complicagbes. As espécies de Miconia sdo ricas em compostos polifendlicos e
terpenoides; no entanto, poucos estudos relacionados a atividade antidiabética foram
encontrados. Os extratos etandlicos das partes aéreas de Miconia sp. inibiram as
enzimas a-amilase e a-glicosidase (Ortiz-Martinez et al., 2016), o extrato aquoso das
folhas de M. chamissois apresentou inibicado da a-amilase (Gomes, 2017), o extrato
acetato de etila das folhas de M. albicans foram avaliadas quanto a inibicdo da
proteina-tirosina fosfatase 1B, um alvo para o tratamento do diabetes (Lima et al.,
2018). Assim, no presente trabalho, varias espécies de Miconia foram avaliadas pela
primeira quanto a capacidade de inibigao das enzimas a-amilase e a-glicosidase, bem

como a inibicdo dos AGEs.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Compreender a agao dos compostos quimicos na atividade biolégica dos
extratos das folhas de nove espécies de Miconia e isolar os metabdlitos

especializados da espécie com maior potencial biologico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar os extratos hexanicos e etandlicos das folhas de espécies de Miconia;

¢ Avaliar a atividade antibacteriana e antifungica dos extratos;

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

¢ Avaliar a atividade antidiabética dos extratos através da inibicdo das enzimas
a-amilase, a-glicosidase e inibigdo dos AGEs;

e Identificar a composicdo quimica dos extratos etandlicos por CLAE-IES-
EM/EM;

¢ Fracionar o extrato etandlico da espécie com maior potencial bioldgico e avaliar
as atividades biologicas das partigdes;

e Fracionar as amostras com maiores potenciais biolégicos por técnicas
cromatograficas;

e Caracterizar os compostos isolados;

e Avaliar a atividade biolégica dos compostos isolados.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 INSTRUMENTAGAO

e Balanca analitica SHIMADZU, modelo ATX224;
e Balancga de precisdo BEL ENGINEERING, modelo S2202H;

e Balanca de luz infravermelha para determinacédo da umidade QUIMIS, modelo
Kett FD-600;
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Evaporador rotatério IKA modelo RV 10 com banho de aquecimento e controle
digital;

Liofilizador TERRONI, modelo LS3000;

Lavadora ultra-sénica UNIQUE, modelo USC-750;

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

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

Espectrometro (Genesys™ 10 S UV-Vis);

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia SHIMADZU®, semi-preparativo,
modelo LC—6AD, injecdo automatica, composto por: bombas LC-6AD,
desgaseificador DGU-20A5R, forno CTO-20A, coletor de fragcbes FRC—10A,
auto-injetor SIL-10AF e detectores UV-Vis arranjo de diodo (DAD) SPD-M20A
e evaporativo por espalhamento de luz (ELSD- evaporative light scattering
detector) LT Il (CLAE-DAD 1);

Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) SHIMADZU®, analitico,
injecdo manual, modelo SCL-10A VP equipado com detector UV-Vis SPD-
M10A VP do tipo arranjo de diodo (DAD) (CLAE-DAD 2);

Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia SHIMADZU® semipreparativo, modelo
LC-6AD, injecao manual composto por: degaseificador DGU-20A3, sistema de
bomba binario LC—6AD, coletor de fragdes FRC—-10A, detectores UV-Vis por
arranjo de diodos (DAD), modelo SPD—-M20A) (CLAE-DAD 3);

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia AGILENT®, modelo Infinity 1260,
acoplado a um Espectrdbmetro de Massas de alta resolucao tipo Quadrupole-
Time of Fligh (Q-TOF) AGILENT®, modelo 6520 B com fonte de ionizagdo por
electrospray (IES);

Cromatégrafo Gasoso acoplado ao Espectrometro de Massas AGILENT
TECHNOLOGIES, modelo 7890B GC System/5977B GC/MSD;

Espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) BRUKER®, modelo
Ascend™ 400 Avance Il HD (9,4 Tesla).
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4.2 SOLVENTES E REAGENTES

Solventes utilizados no preparo dos extratos, extracido liquido-liquido e
cromatografia em coluna aberta: hexano, etanol, acetato de etila, n-butanol,
diclorometano e metanol foram de marcas diversas: Synth, Vetec, Merck, Neon.
O hexano, etanol e acetato de etila foram destilados para maior grau de pureza;
Anidrido acético e os acidos: acético, sulfurico, cloridrico e formico também
foram de marcas diversas: Isofar, J. T. Baker, Synth, Merck, Vetec.
Reagentes quimicos: nitrato de bismuto (Isofar), iodeto de potassio
(Chemicals), acido hexacloroplatinico (Vetec), cloreto de potassio (KCI)
(Mallinckrodt), acetato de sddio trihidratado (ECIBRA). Polietilenoglicol 400
(PEG-400), cloreto de aluminio e sulfato cérico pentahidratado foram da Vetec.
Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazina DPPH, difenilboriloxietilamina (NP), 2,4,6-
tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ), 2,2’-azobis-(2-amidinopropano)
di-hidrocloreto (AAPH), fluoresceina, a-(2-cloro-4-nitrofenil)-B-1,4-
galactopiranosilmaltosideo (Gal-G2-a-CNP), 2-(N-morfolino)-etanossulfénico
(MES), cloreto de caélcio (CaCl2), tiocianato de potassio (KSCN), cloreto de
sédio (NaCl), cloreto férrico (FeCls), fosfato dissodico (Na2HPO4), fosfato
monossodico (NaH2POs), 4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (p-NPG), fracao
enriquecida de a-glicosidse (f-AG), albumina bovina (BSA), azida de sddio,
D-(-)-frutose e metilglioxal, foram da Sigma-Aldrich.

Padrbes: quercetina, acido ascoérbico, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico (TROLOX), acarbose e cloridrato de aminoguanidina foram da
Sigma-Aldrich.

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

Solventes deuterado dimetilsulfoxido e cloroférmio foram da Combridge Isotope

Laboratories.

4.3 CROMATOGRAFIA

Cromatografia em Camada Delgada (CCD):

- Silica gel 60 com indicador de fluorescéncia (UV 254 nm), 0,20 mm de espessura,
Macherey-Nagel.

Cromatografia em coluna (CC):
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- Silica gel para cromatografia (63 — 200 um; 70 — 230 mesh didmetro de poro 60 A),
Sigma Aldrich;

- Silica gel flash para cromatografia (40 — 63 ym; 230 — 400 mesh; didmetro de poro
60 A), Sigma Aldrich;

- Resina cromatografica Sephadex™ LH-20 (167 ym em MeOH), GE Healthcare.

e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

- Coluna analitica com fase reversa (C18) Shim-pak CLC-ODS(M)® (150,0 x 4,6 mm;
5 um; 150 A), com sua respectiva pré-coluna.

- Coluna Semipreparativa Phenomenex Luna C18 (250,0 x 10,0 mm, 10 ym).

e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
(CLAE-EM)
- Coluna analitica com fase reversa (C18) Agilent, modelo Zorbax (50,0 x 2,1 mm, 1,8
pum).
e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)
- Coluna cromatografica capilar Agilent, modelo 19091S-433 HP-5ms (5%-fenil)-
metilpolissiloxano (30 m x 250 ym x 0.25 um).

4.4 COLETA, PREPARO DO MATERIAL VEGETAL E DOS EXTRATOS

As nove espécies de Miconia foram coletadas no Cerrado em diferentes locais
no municipio de Uberlandia-MG. As espécies foram identificadas pela professora Dra.
Rosana Romero que € especialista na familia Melastomataceae e acompanhou as
coletas. As coordenadas foram obtidas através do aplicativo “Minhas coordenadas”.
Todas as espeécies ja possuiam exsicatas registradas no Herbario Uberlandense
(HUFU) e foram consultadas (Tabela 5). O projeto foi registrado no sistema nacional
de gestdo do patriménio genético e do conhecimento tradicional associado (SisGen)

com numero do cadastro ASFE856.



Tabela 5- Local da coleta e codigo das exsicatas.
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Espécie Cdédigo da Local Coordenadas
Exsicata

M. albicans HUFU00062324 Reserva do S 18°58°58,17037”
Clube Cacae W 48°17°'47,73527”
Pesca Itorord

M. fallax HUFU00062954 Reserva do S 18°58°58,79393”
Clube Cacae W 48°17°49,0005”
Pesca ltorord

M. rubiginosa HUFU00063838 Reserva do S 18°59'2,03064”
Clube de W 48°17°53,0735”
Cacae
Pesca ltorord

M. chamissois HUFU00062483 Reserva do S 19°00°07,6”
Clube Cacae W 48°1847,3”
Pesca Itorord

M. affinis HUFU00062026 Fazenda S 18°57°24,68038”
Experimental W 48°12°28,80187”
do Gldria

M. stenostachya HUFUO00064044 Fazenda S 18°57°21,3”
Experimental W 48°12’33,0”
do Gléria

M. nervosa HUFU00063617 Zooldégico S 18°54°28,19748”
Municipal W 48°13°41,79454”

M. elegans HUFU00062897 Zooldégico S 18°54°28,19748”
Municipal W 48°13'41,79454”

M. cuspidata HUFU00062810 Zooldgico S 18°54'28,19748”
Municipal W 48°13'41,79454”

Fonte: a autora.

As espécies foram coletadas e levadas para o Nucleo de Pesquisa em Produtos
Naturais (NuPPeN) no Instituto de Quimica da UFU. As folhas foram separadas e
colocadas para secar em temperatura ambiente por aproximadamente 7 dias, sendo
posteriormente pesadas. Durante o periodo de secagem, o teor de umidade das folhas
foi monitorado pelo método gravimétrico através de uma balancga de luz infravermelha.
Uma amostra de 1,0 g das folhas foi colocada na balanga gravimétrica, aquecidas até
105 °C durante 15 mim para determinacdo do teor de umidade. Apds obter essa
informacéao, essa amostra de 1,0 g foi descartada. Quando as folhas atingiram um teor
de umidade abaixo de 10%, assegurando a paralisagao de reagdes enzimaticas e de
degradagao, foram trituradas utilizando um multiprocessador (Figura 13; Tabela 6).

Para obtencao dos extratos das folhas das espécies de Miconia foi realizado o
processo de maceracgao. As folhas secas e trituradas foram colocadas em contato com

o hexano durante 48 horas em temperatura ambiente (Tabela 6). A cada 2 dias o
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solvente foi filtrado e destilado em um evaporador rotatério a pressao reduzida com
banho a 40 °C. Todo o processo foi repetido por 5 vezes e o final foram obtidos os
extratos hexénicos (EH). Ao material vegetal remanescente do EH, foi adicionado o
mesmo volume de etanol e repetido as cinco extracdes para obtencdo dos extratos
etandlicos (EE). A quantidade de solvente adicionada ao extrato variou de acordo com
a quantidade de material vegetal e o tamanho da superficie de contato das folhas apés
serem trituradas. Apds a remogao dos solventes, os EH e EE foram congelados e os

EE foram liofilizados para remocgéao de agua (Figura 13).

Tabela 6- Teor de umidade, quantidade de massa e solvente para o preparo dos

extratos.
Espécie Teor de Massa das folhas Volume de
P umidade (%) secas (g) solvente* (mL)

M. albicans 7,2 22,06 200

M. fallax 8,4 22,09 150

M. rubiginosa 5,2 22,19 100

M. chamissois 7,8 21,20 80

M. affinis 8,6 13,10 50

M. stenostachya 8,5 22,10 100

M. nervosa 59 12,13 50

M. elegans 7,3 28,12 100

M. cuspidata 8,4 334,20 500

Nota: *hexano e etanol.
Fonte: a autora.
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Figura 13- Esquema do preparo dos extratos.

Secagem Teor de Multiprocessador Folhas
das folhas umidade trituradas

Extratos Liofilizagao Evaporador Filtragem Maceragéao
Secos rotatdrio

Fonte: a autora.

4.5. EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DE M. cuspidata

M. cuspidata foi selecionada para o isolamento dos metabdlitos especializados,
pois a espécie foi uma das que apresentaram melhores resultados antimicrobianos,
sendo o primeiro resultado biolégico obtido. Além disso, a escolha da M. cuspidata
baseou-se na falta de estudos sobre sua composicdo quimica relatados na literatura
e na escassez de estudos bioldgicos, que foram critérios determinantes para a selegéo
desta espécie. A extracdo liquido-liquido foi realizada utilizando solventes com
polaridades crescentes para melhor separagao dos compostos (Costa Silva et al.,
2019). O extrato EE seco (25,16 g) foi solubilizado em 300 mL de metanol:agua
(7,5:2,5), filtrado e transferido para um funil de separacéao. A particdo diclorometano
(PD) foi obtida apds adigao de 200 mL de diclorometano, seguida pela extragdo da
fase organica. Esse procedimento foi repetido cinco vezes. Apds a quinta extracao
com diclorometano, a fase hidrometandlica foi adicionado acetato de etila (200 mL) e
o mesmo procedimento foi repetido. A fragdo hidrometandlica resultante foi submetida
ao evaporador rotatério para concentrar a amostra e reduzir o volume de metanol. Em
seguida, obteve-se a particdo n-butanol (PB) adicionando 200 mL de n-butanol,
repetindo o mesmo procedimento e restando a particdo aquosa (PA). Todas as
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particdbes foram concentradas utilizando o evaporador rotatério a pressao reduzida e
banho a 40 °C e submetidas a liofilizagado para remogao de agua. O fluxograma na

Figura 14 ilustra o procedimento de preparo das parti¢coes.

Figura 14- Fluxograma do processo de extragao liquido-liquido do EE da Miconia
cuspidata.

Extrato Etandlico
(25,16 g)

300 mL metanol:agua
(7,5:2,5) filtrado

Diclorometano (5 x 200 mL)
rotoevaporado

particdo diclorometano particdo hidrometanalica
(PD)
Acetato de etila (5 x 200 mL)
rotoevaporado
partic8o acetato de etila particio hidrometandlica
(PAE)
Rotoevaporado
n-butanol (5 x 200 mL)
rotoevaporado
particdo n-butanol (PB) particao aquosa (PA)

Fonte: a autora.

46 PROSPECCAO FITOQUIMICA DAS ESPECIES DE Miconia POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Para detectar as principais classes de metabdlitos especializados presentes
nos extratos das espécies de Miconia, realizou-se uma prospecc¢ao fitoquimica. Os
EH foram solubilizados em hexano, e os EE foram solubilizados em metanol
(1 uyg mL~"). As amostras foram aplicadas em placas comerciais de (CCD) com fase
estacionaria de silica gel e os sistemas de fases moveis foram otimizados para melhor
separagao dos compostos na placa. A fase movel 1 — hexano: acetato de etila (7:3) —
foi utilizada para os EH, a fase mével 2 — acetato de etila:acido formico:acido acético
(10:1,1:1,1) — foi utilizada para os EE. Depois de desenvolvidas, as placas foram
reveladas com os reveladores descritos abaixo, que foram preparados segundo a

metodologia proposta por Wagner e Bladt (1996).
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Deteccdo de alcaloides:

- Dragendorf: uma solucao A foi preparada a partir da dissolugao de 0,85 g de nitrato
de bismuto em 10,0 mL de acido acético glacial e adicionada 40,0 mL de agua
destilada sob aquecimento. Outra solucédo B foi preparada a partir da dissolugcdo de
8,0 g de iodeto de potassio em 30,0 mL de agua. As solugdes A e B foram misturadas
na mesma proporgao produzindo uma solugdo estoque. A solucao reveladora foi
preparada com 1,0 mL da solugéo estoque, 2,0 mL de acido acético glacial e 10,0 mL
de agua. A placa foi revelada e observada a coloragéo laranja amarelada na presenca

de alcaloides.

- lodocloroplatinado: uma solugao A foi preparada contendo acido hexacloroplatinico
(IV) 5% em agua (m v-') e uma solugéo B contendo iodeto de potassio 10% em agua
(m v'). A solugéo reveladora foi preparada com 1,0 mL da solugdo A, 9,0 mL da
solugao B estoque e 10,0 mL de agua. A placa foi borrifada e observada a coloragao

marrom na presenca de alcaloides.

Deteccao de flavonoides:

- NP/PEG: uma solugdo A foi preparada contendo difenilboriloxietilamina (NP)
1% (m v-') em metanol; e uma solugéo B contendo polietilenoglicol-4000 (PEG4000)
5% (m v-') em etanol. A solugao reveladora foi preparada com 10,0 mL da solugdo A
e 8 mL da solugao B e aplicada na placa. Posteriormente a placa CCD foi observada
em camara de luz UV.

- Cloreto de aluminio: foi preparada uma solugdo contendo AICI3 1% (m v~') em
metanol. A placa CCD foi borrifada com o revelador e observada na camara de luz
UV.

Deteccdo de antraquinonas:

- KOH (reagente Borntrager): hidroxido de potassio 5% em etanol. As antraquinonas
revelam com coloragdo vermelhas. Na céamara de luz UV é possivel identificar

antronas (amarela) e cumarina (azul).
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Detectores universais: deteccdo de terpenos, fenilpropranoides, esteroides,

saponinas, flavonoides e proantocianidinas

- Sulfato Cérico: 2,1 g de Ce(S04)2.5H20 foi dissolvido em 15 mL de H2SOs4
concentrado e adicionado a 800 mL de agua (Chaves, 1997). Mistura foi aplicada na

placa e os compostos revelados apresentaram coloragdo marrom.

- Liebermann-Burchard: foi adicionado 5,0 mL de anidrido acético e 5,0 mL de acido
sulfurico concentrado a 50,0 mL de etanol absoluto, sob banho de gelo. A placa foi
borrifada com a solugéo e aquecida a 100 °C por 5 a 10 min e os compostos revelados

ficaram coloridos na placa.

- Vanilina Sulfurica: foi preparada uma solugao A contendo vanilina 1% em etanol
(m v~') e uma solugdo B contendo acido sulfurico 5% em etanol (v v-'). A placa CCD
foi borrifada com a solugdo A seguida da B e aquecida a 100 °C por 5 a 10 min

podendo observar os compostos revelados de diversas cores.

4.7 FRACIONAMENTO DO EXTRATO HEXANICO de Miconia cuspidata

O EH (4,1231 g) foi fracionado utilizando cromatografia em coluna (CC) com fase
estacionaria (FE) silica gel (63—200 um; 70-230 mesh) (313,0 g; 25,0 x 4,5 cm d.i). A
amostra foi solubilizada em uma mistura hexano:diclorometano (8:2), adicionando a
menor quantidade possivel de silica. Apds a secagem do solvente em temperatura
ambiente e sob agitagdo, a amostra aderida a silica foi aplicada na coluna. O sistema
de eluicdo utilizado foi o gradiente, iniciando com hexano (100%), seguido de
hexano:diclorometano  (9,5:0,5) até diclorometano (100%), seguido por
dicloromentano:acetato de etila (9:1) até acetato de etila (100%), seguido por acetato
de etila:metanol (8:2) até 100 % de metanol. Foram coletadas 189 fragbes que foram
aplicadas em placas de CCD e inspecionada em camara com luz ultravioleta (UV 254
e 365 nm) e reveladas com anisaldeido. As fragdes foram reagrupadas de acordo com
a coloragao apresentada nas cromatoplacas, aspectos fisicos e a similaridade do fator
de retencdo (Ry), resultando em 9 fragdes impuras (EHFrA—EHFrl). A Figura 15
apresenta um fluxograma geral do processo de fracionamento em coluna do EH. As
fracOes destacadas foram selecionadas para o refracionamento pois apresentaram
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maiores quantidades de massa, e o perfil fitoquimico na CCD indicou que eram as

fragdes com maiores chances de isolamento.

Figura 15- Fluxograma do fracionamento do EH da M. cuspidata.

EH (4,123 g)

FE: Silica gel (63-200 pm) (313,0 g; 25,0 x 4,5 cm d.i)
FM: hexano (100%); hexano:CH,Cl, (9,5:0,5 até 0:10);
CH,Cl,:ACOEt (9:1 até 0:10); AcCOEt:MeOH (8:2 até 0:10)

EHFrA
(0,297 g)

EHFrB
(0,140 g)

Fonte: a autora.

EHFrC EHFD EHFIE EHF(F EHFrG EHFrH EHFrl
(1,059g) (1.4489) (0044 9) (0,272 g) 0.1910) (0.187 g) (0,297 g)

4.7 1 Fracionamento da EHFrC

A fracdo EHFrC (1,059 g) foi fracionada utilizando CC com FE silica gel flash
para cromatografia (40—63 um; 230—400 mesh) (36,42 g; 22,5 x 2,3 cm d.i). O sistema

de eluicdo utilizado foi o gradiente, iniciando com hexano (100%), seguido por

hexano:acetato de etila (9:1) até 100% de acetato de etila. Foram coletadas 67

fracdes, as quais foram aplicadas em placas de CCD e inspecionadas na camara com

luz ultravioleta (UV 254 e 365 nm) e reveladas com anisaldeido. Das 8 fragdes obtidas

apo6s o agrupamento, apenas a EHFrC17 (16,5 mg) apresentou o perfil de composto

puro, resultando no isolamento do composto I (Figura 16).

Figura 16- Fluxograma do fracionamento do EHFrC da M. cuspidata.

EHFrC (1,06 g)

FE: Silica gel flash (40-63 pm) (36,42 g; 22,5 x 2,3 cm d.i)
FM: hexano (100%); hexano:AcOEt (9:1 até 0:10);

EHFrC1
(7.1 mg)

EHFrC8
(31,5 mg)

Fonte: a autora.

EHFrC10 EHFrc23 EHFrc41 EHFrc47 EHFrC54
(3,1 mg) (2,4 mg) (3,1 mg) (561,4 mg) (146 mg)

Composto |
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4.7.2 Fracionamento da EHFrD

A EHFrD (1,448 g) foi fracionada utilizando CC com FE silica gel flash para
cromatografia (40-63 um; 230—400 mesh) (32,28 g; 22,0 x 2,0 cm d.i). O sistema de
eluicdo utilizado foi o gradiente, iniciando com hexano (100%), seguido por
hexano:acetato de etila (9,9:0,1) até 100% de acetato de etila. Foram coletadas 96
fragdes que foram inspecionadas e reagrupadas por CCD utilizando o revelador
anisaldeido, resultando em 9 fragdes impuras (Figura 17). Dentre essas fragoes,

apenas a EHFrD80 indicou um perfil com maiores chances de isolamento.

Figura 17- Fluxograma do fracionamento da EHFrD de M. cuspidata.

EHFrD (1,448 g)

FE: Silica gel flash (40-63 um) (38,23 g; 22 x 2,0 cm d.i)
FM: hexano (100%); hexano:AcOEt (9,9:0,1 até 0:10);

EHFrD1 EHFrD53 EHFrD82 EHFID&7 EHFID75 EHFrD76 EHFrD79 EHFrD84
(8,9 mg) (56,3 mg) (148,0 mg) (391,3 mg) (109,6 mg) (122,7 mg) (58,8 mg) (83,7 mg)

Fonte: a autora.

4.7.3 Fracionamento da EHFrD80

A subfragao EHFrD80 foi fracionada utilizando CC com FE silica gel flash para
cromatografia (40—-63 um; 230—400 mesh) (34,0 g; 20,0 x 1,5 cm d.i). O sistema de
eluigdo utilizado foi o gradiente, iniciando a FM com hexano:diclormetano (9,5:0,5) até
100% de diclorometano e diclometano:metanol (8:2) até 100% de metanol. Foram
coletadas 78 fragdes que foram inspecionadas e reagrupadas por CCD utilizando o
revelador anisaldeido resultando em 5 fragdes. Dentre essas, apenas a EHFrD80-56
(43,0 mg) apresentou o perfil de composto puro, resultando no isolamento do

composto Il (Figura 18).
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Figura 18- Fluxograma do fracionamento da EHFrD de M. cuspidata.

FE: Silica gel flash (40-63 um) (34,0 g; 20,0 x 1,5 cm d.i)
FM: hexano:diclorometano (9,5:0,5 até 0:10);
diclorometano:metanol (8:2 até 0:10)

EHFrD80-1 EHFrD80-14 EHFrD80-28 EHFrD80-56 EHFrD80-61
(4,3 mg) (2,6 mg) (14,7 mg) (43,0 mg) 37,8 mg
Composto Il

Fonte: a autora.

4.8 FRACIONAMENTO DA PARTICAO DICLOROMETANO de Miconia cuspidata

A PD (1,50 g) foi fracionada utilizando CC com FE silica gel flash para
cromatografia (40-63 um; 230—400 mesh) (73,18 g; 23,0 x 3,5 cm d.i). O sistema de
eluicdo utilizado foi o gradiente, iniciando com hexano (100%) seguido por
hexano:diclorometano (9,5:0,5) até 100% de diclorometano, seguido por
diclorometano:acetato de etila (9,5:0,5) até 100% de acetato de etila, e na sequéncia
acetato de etila:metanol (8:2) até 100% metanol. Foram coletadas 201 fragdes que
foram inspecionadas e reagrupadas por CCD utilizando o revelador anisaldeido,
resultando em 21 fragbes. Dentre essas, a PD174 (3,9 mg) apresentou o perfil de
composto puro, resultando no isolamento do composto Ill (Figura 19). As fragdes
provenientes do fracionamento da PD, contendo substancias mais polares (a partir da
PD153), foram submetidas a analise por CLAE-DAD para verificar o perfil quimico e a

PD164 (136,8 mg), foi selecionada para o fracionamento semi-preparativo (CLAE 3).
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Figura 19- Fluxograma do fracionamento da PD de M. cuspidata.

FE: Silica gel flash (40-63 pm) (73,18 g; 23 x 3,5 cm d.i)
FM: hexano (100%); hexano:diclorometano (9,5:0,5 até 0:10);
diclorometano:acetato de efila:(9,5:0,5 até 0:10); acetato de etila:metanol (8:2 até 0:10)

PD150
(34,4 ma)

PD1 PD8 PD36 PD45 PD64 PDEO
(7.8 mg) (2,1 mg) (28,8 mg) (10,9 mg) (7.7 mg) (41,5 mg)

PD188 PD178 PD174 PD172 PD170 PD188 PD 164 PD160 PD158 PD153
(133,8 mg) (553,9 mg) (3.9 mg) (9,9 mg) (130,0 mg) (26,1 mg) (136.8 mg) (144,8 mg) (25.7 ma) (105,8 mg)

Compesto 1l

PD104 PD119 PD125 PD134
(15,4 mg) (5.4 mg) (6,2 mg) (17,1 mg)

Fonte: a autora.

4.8.1 Fracionamento da PD164

A amostra foi solubilizada em metanol HPLC e filtrada em filtro de seringa com
membrana de politetrafluoetileno (PTFE) 0,45 um. Inicialmente foram injetados
(1 mg mL ") na coluna analitica C18, para avaliar o perfil cromatografico da fracao.
As condi¢cdes cromatograficas na coluna analitica foram: fase movel A (agua
acidificada com acido férmico 0,1% v v~') e fase movel B (metanol HPLC), a eluigdo
em gradiente iniciou com 80 — 100% de B (30 mim), 100% de B (35 min), 100 — 80%
de B (40 mim) e 80% de B (80 min), com fluxo 1 mL mim~" e o volume de injegéo foi
50,0 uL. O método foi otimizado para a coluna semi-preparativa C18. A PD164 foi
injetada (20 mg mL~") sucessivas vezes até o esgotamento. As condigbes
cromatograficas na coluna semi-preparativa foram: fase movel A (agua acidificada
com acido formico 0,1% v v~') e fase moével B (metanol HPLC), eluigdo em gradiente,
80 —90% de B (5 mim), 90 — 100% de B (35 min), 100% de B (40 mim), 100 — 80% de
B (45 mim) e 80% de B (50 min), com fluxo 2 mL mim~! e o volume de injecao foi
200,0 pL. O isolamento foi realizado através da coleta automatizada na saida do
detector com coletor de fragbes. A valvula foi programada para coletar cada pico do
cromatograma de acordo com o seu tempo de retencgéo (fr). Foram coletados os picos
de 0 a 6 os quais apresentaram maiores intensidades no cromatograma em 254 nm.
Na Figura 20, estdo apresentados o cromatograma da PD164 obtido por CLAE-DAD
semi-preparativo, bem como a imagem da programacido de separagao dos picos.
Apods a coleta, todas fragdes foram submetidas a analise por CLAE-DAD no modo

analitico, sendo possivel observar que apenas o pico-5 apresentou perfil de
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substancia pura e massa suficiente para prosseguir com as analises, a fracao foi

identificada como composto IV (PD164-pico5, 2,2 mg).

Figura 20- (A) Cromatograma obtido por CLAE-DAD semi-preparativo em 254 nm da
fracdo PD164. (B) Programacao de coleta da fragcdo PD164 obtido por CLAE-DAD
semi-preparativo em 254 nm.
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Condicdes (CLAE-DAD 3): coluna semi-preparativa C18, gradiente MeOH:H20 com acido férmico 0,1%
80-90% de MeOH (5 min), 90-100% de MeOH (35 min), 100% de MeOH (40 min), 100—80% de MeOH
(45 min), 80% de MeOH (50 min); fluxo 2mL mL-"; volume de injegdo 200 pL.

Fonte: a autora.

4.9 FRACIONAMENTO DA PARTICAO n-butanol de Miconia cuspidata

A PB (1,405 g) foi fracionada utilizando CC com Sephadex™ LH-20 (167 um em
MeOH) (151,54 g; 1 m x 3,0 cm d.i). O sistema de eluicdo utilizado foi isocratico
(MeOH 100%). Foram coletadas 125 fragdes que foram inspecionadas e reagrupadas
por CCD utilizando os reveladores anisaldeido e NP/PEG, resultando em 18 fragbes
impuras (Figura 21). Essas fragdes foram submetidas a analise por CLAE-DAD, para
verificar o perfil quimico e a PB59 (48,8 mg) foi selecionada para o fracionamento

semi-preparativo (CLAE 3).
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Figura 21- Fluxograma do fracionamento da PB de M. cuspidata.

Sephadex™ LH-20 (151,54 g; 1 m x 3,0 cm d.i)
FM: MeOH (100%)

(
PB1 PB13 PB38 PB41 PB44 PB47 PBS52 PB57 PB71
(26,4 mg) (11,7 mg) (34,6 mg) (32,8 mg) (93,4 mg) (108,0 mg) (39.8 mg) (14,7 mg) (75,3 mg)

PB116 PB103 PB100 PB98 PB96
(38,7 mg) (60,6 mg) (37.0 mg) (17,2 mg) (14,2 mg)

PB76
(26,8 mg)

PBY1 PB82
(21,1 mg) (37,5 mg)

Fonte: a autora.

4.9.1 Fracionamento da PB59

A amostra foi solubilizada em metanol HPLC e filtrada em filtro de seringa com
membrana de politetrafluoetileno (PTFE) 0,45 um. Inicialmente foram injetados
(1 mg mL-") na coluna analitica C18, para avaliar o perfil cromatografico da fragéo. As
condigdes cromatograficas na coluna analitica foram: fase mével A (agua acidificada
com acido formico 0,1 % v v-') e fase moével B (metanol HPLC), a eluigdo em gradiente
iniciou com 5 — 35% de B (20 mim), 35 — 100% de B (50 min), 100% de B (55 mim) e
100 — 5% de B (60 min), 5% de B (65 min), com fluxo 1 mL mim~" e o volume de
injecao foi 50,0 pL. O método foi otimizado para a coluna semi-preparativa C18. A
PB59 foi injetada (16,2 mg mL~") sucessivas vezes até o esgotamento. As condigbes
cromatograficas na coluna semipreparativa foram: fase movel A (agua acidificada com
acido formico 0,1 % v v') e fase movel B (metanol HPLC), eluicdo em gradiente,
35 -100% de B (20 mim), 100% de B (25 mim), 100 — 35% de B (30 mim) e 35% de
B (35 min), com fluxo 2 mL mim~" e o volume de injeg&o foi 200,0 uL. O isolamento foi
realizado através da coleta automatizada na saida do detector com coletor de fragdes.
A valvula foi programada para coletar cada pico do cromatograma de acordo com o
seu tempo de retengao (fr). Foram coletados os picos de 0 a 6 os quais apresentaram
maior intensidade no cromatograma em 254 nm. Na Figura 22, estdo apresentados o
cromatograma da PB59 obtido por CLAE-DAD semi-preparativo, bem como a imagem
da programacado de separagdo dos picos. Apos a coleta, todas fagdes foram
submetidas a analise por CLAE-DAD no modo analitico, sendo possivel observar que

apenas o0 pico-6 apresentou perfil de substancia pura e massa suficiente para
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prosseguir com as analises, a fragao foi identificada como composto V (PB59-pico6,
6,5 mg).

Figura 22- (A) Cromatograma obtido por CLAE-DAD semi-preparativo em 254 nm da
fracdo PB59. (B) Programacgao de coleta da fragdao PB59 obtido por CLAE-DAD
semi-preparativo em 254 nm.
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Condigdes (CLAE-DAD 3): coluna semi-preparativa C18, gradiente MeOH:H20 com acido férmico 0,1%
35 -100% de MeOH (20 min), 100% de MeOH (25 min), 100 — 35% de MeOH (30 min), 35% de MeOH
(35 min); fluxo 2mL mL-"; volume de injegdo 200 pL.

Fonte: a autora.

4.10 ANALISE POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Os compostos isolados de M. cuspidata foram submetidos a analise por RMN
utilizando o espectrobmetro da Bruker Ascend™ 400 Avance Ill HD (9,4 Tesla),
operando a 400 MHz ('H) e 100 MHz ('3C). Os experimentos foram realizados a
30 °C, e alguns solventes utilizando o tetrametilsilano (TMS) (dts = 0,00) como
padrdao interno. As amostas foram solubilizados em cloroférmio deuterado,
dimetilssulfoxido deuterado ou metanol deuterado, dependendo da solubilidade.
Foram realizados os seguintes experimentos: RMN de 'H e de '3C, e os experimentos
bidimensionais DEPT 135 (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer),
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence, '"H—'13C), HMBC (Heteronuclear

Multiplebond Coherence, 'H—'3C). Essas analises foram realizadas na Rede de
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Laboratérios Multiusuarios-Santa Monica (RELAM) pelo técnico Dr. Flaysner

Magayver Portela.

4.11 ANALISE POR CROMATOGRAFIA A GAS ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSAS (CG-EM)

Os compostos isolados do EH foram analisados por CG-EM utilizando o
cromatografo Agilent Technologies (7890B GC System/5977B GC/MSD) e coluna
cromatografica capilar Agilent 19091S-433 HP-5ms (30 m x 250 ym x 0.25 ym). A
analise foi realizada pelo o método proposto por Adams (Adams, 2007). As condi¢des
cromatograficas foram: temperatura do injetor de 274 °C, o hélio foi usado como gas
de arraste a uma taxa de fluxo constante de 0,9 mL min~', volume de injegbes de 1
ML. O modo Scan (MS) foi varrido de m/z 35 — 550, com uma contagem de 150 limiar
e atraso de solvente de 3 min. O quadrupolo foi mantido a 150 °C com a fonte de ions
a 280 °C. A temperatura inicial do forno foi programada de 60 °C aumentando a uma
taxa de 3°C min~" até 246 °C, mantendo essa temperatura por 30 minutos. As analises
de CG-EM foram realizadas no Laboratério de Nanobiotecnologia Professor Luiz
Ricardo Goulart Filho do Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal

de Uberlandia (IGEB-UFU) pela pés-doutoranda Dra. Arlene Bispo dos Santos Nossol.

4.12 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA
A ESPECTROMETRIA DE MASSAS SEQUENCIAL COM FONTE DE IONIZAGAO
POR ELECTROSPRAY (CLAE-IES-EM/EM)

Os EE de espécies de Miconia, as particdes e os compostos isolados da
M. cuspidata foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial com fonte de ionizagao por electrospray CLAE-
IES-EM/EM. As amostras foram solubilizadas em metanol HPLC (5 mg mL-" e filtradas
em filtros de seringa com membrana de politetrafluoetileno (PTFE) 0,45 um e injetadas
no cromatografo liquido (marca Agilent modelo Infinity 1260) acoplado a um
espectrometro de massas de alta resolugao tipo Q-TOF da marca Agilent modelo 6520
B, com fonte de ionizagao por electrospray (IES), utilizando coluna Agilent modelo
Zorbax C18 (100,0 x 3,0 mm, 2,7 um). Os parametros cromatograficos para analise
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dos extratos e particdes foram: fase movel (A) composta por agua acidificada com
acido férmico (0,1 % v v') e fase mével (B) metanol com o gradiente iniciando em
10% de B (0 min), 98% de B (0 — 15 min); 100% de B (15 — 17 min), volume de injecéo
foi 0,4 mL min~'. Os parametros de ionizagédo foram: pressdo do nebulizador de 58
psi, gas secante a 8 L min~' a uma temperatura de 220 °C e no capilar foi aplicado
uma energia de 4,5 kVA.

Foram realizadas as andlises de espectrometria de massas sequencial
(EM/EM) em diferentes energias de colisdes (5, 10, 15, 20, 25 e 30 eV), no modo
positivo e negativo para todos os EE de espécies de Miconia e as particbes de M.
cuspidata. A partir do estudo dos fragmentos e da massa de alta resolucéao foi possivel
propor a estrutura dos compostos das amostras bioativas. A férmula molecular
proposta de cada composto foi selecionada de acordo com uma lista sugerida pelo
Software MassHunter® seguindo a mais baixa diferenga entre a massa experimental
e a massa exata, erro em ppm (Equacédo 1) e considerando a equivaléncia de
instauragdes e regra do nitrogénio. As possiveis estruturas foram propostas de acordo
com outros trabalhos na literatura e bancos de dados (Chemspider, Pubchem e
Massbank), analisando sistemas de solventes, tempos de retencédo e espectros de
fragmentacado. As analises de CLAE-IES-EM/EM foram realizadas no Laboratério de
Nanobiotecnologia Professor Luiz Ricardo Goulart Filho do Instituto de Genética e
Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia (IGEB-UFU) pelo pds-doutorando
Dr. Mario Machado Martins.

massa experimental — massa exata

= x 10°® Equacio 1
ppm massa exata quag

4.13 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

As anadlises antibacterianas foram realizadas no Laboratério de Ensaios
Antimicrobianos na Universidade Federal de Uberlandia (LEA-UFU), pela doutoranda
M.a. Mariana Brentini Santiago, com a colaboracéo do professor Dr. Carlos Henrique
Gomes Martins. A atividade antibacteriana foi determinada pelo método da

microdiluicdo em caldo, de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute
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(CLSI) para os microrganismos aerébios (Clsi, 2012a) e para os microrganismos
anaerobios (Clsi, 2012b).

4.13.1 Micro-organismos avaliados

As cepas utilizadas foram provenientes da American Type Culture Collection
(ATCC): Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus mitis (ATCC 49456),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43717), Streptococcus sanguinis
(ATCC 10556), Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), Fusobacterium nucleatum
(ATCC 25586), Actinomyces naeslundii (ATCC 19039).

4.13.2 Preparo das amostras, do indculo e dos controles

Os extratos e particbes foram solubilizados em DMSO na concentragao de
8000 pug mL~" (solugdo estoque). Para os micro-organismos aerdbios, em cada pogo
da microplaca foram acrescentados 125 uL da solugao estoque e 1875 uL de caldo
triptona de soja (TSB), resultando no pogo uma solugdo com concentragéo
500 ug mL-". Para os micro-organismos anaerébios, foram adicionados em cada pogo
162,5 yL da solucdo estoque e 2437,5 pL de caldo Schaedler suplementado,
resultando no poco uma solugéo de concentragao 500 uL mL".

Para o preparo dos inéculos, as culturas dos micro-organismos aerobios foram
crescidas em meio agar triptona e soja enriquecido com 5% de sangue de carneiro
durante 24h e transferidas para uma solugdo salina. Para micro-organismos
anaerobios, foram crescidas em agar Schaedler por 72 h. Os inéculos foram ajustados
a 530 nm em espectrofotdbmetro comparando com a escala de Mc Farland tubo de 0,5
para obter uma concentragdo celular de 1,5 x 108 unidades formadoras de col6nias
(UFC mL-"). Em seguida foram realizadas diluicdes em caldo RPMI até que o inéculo
atingisse 1,2 x 103UFC mL".

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

controles, das amostras e do solvente DMSO (5 a 1%).
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4.13.3 Determinagao da concentracao inibitéria minima (CIM)

Os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar e os materiais
utilizados foram esterilizados. Em placas estéreis de 96 pogos, foram adicionados o
in6culo, o caldo triptoma de soja para bactérias aerdbias e caldo Schaedler para
bactérias anaerdbias e as solugdes das amostras. O volume final em cada poco foi de
100 uL e 200 pL para os micro-organismos aerdbios e anaerdbios, respectivamente.
A concentragdo das amostras nos pogos variou de 400 a 0,195 ug mL~".

As placas com as bactérias aerobias foram seladas com parafilme e incubadas
a 36 °C por 24h em microaerofilia. As placas com bactérias anaerdbias foram
incubadas por 48 a 72h em camara de anaerobiose a 36 °C. Apds o periodo de
incubacao, foram adicionados em cada poc¢o 30 pL de solugdo aquosa de resazurina
a 0,01% m v' para determinar a concentragdo inibitoria minima (CIM) que
corresponde a menor concentragdo dos extratos e particbes capaz de inibir o

crescimento dos micro-organismos.

4.14 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

As analises antifungicas foram realizadas no mesmo local da atividade
antibacteriana com os mesmos colaboradores. A atividade antifungica  foi
determinada pelo método da microdiluicdo em caldo, de acordo com o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (Clsi, 2008)

4.14.1 Micro-organismos avaliados

As cepas utilizadas foram provenientes da American Type Culture Collection
(ATCC): Candida glabrata (ATCC 15126), Candida albicans (ATCC 90028 e ATCC
28366), Candida tropicalis (ATCC 13803), com excegao da Candida auris que € um

isolado clinico.

4.14.2 Preparo das amostras, do indculo e dos controles

Os extratos, particdes e compostos isolados foram solubilizados em DMSO na
concentragdo de 192000 pyg mL~" (solucgdo inicial). Em seguida, as amostras foram
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diluidas com caldo RPMI e acido morfolunapropanosulféonido (MOPS) até a
concentragédo das amostras no pogo atingirem 12000 ug mL™".

Para o preparo dos in6culos, as leveduras foram cultivadas em placas de petri
contendo agar Schaedler por 24 h a 37 °C. Com auxilio de alga de platina esterilizada,
coldénias das leveduras foram transferidas para tubos contendo 2,0 mL de NaCl
(0,85 %). O in6culo foi preparado usando o espectrofotométrico a 530 nm e
comparado com a escala de McFarland tubo de 0,5 para obter o valor de 6 x 106 UFC
mL-'. Em seguida, foram realizadas diluigbes em caldo RPMI até que o indculo
atingisse 1,2 x 105 UFC mL".

Para controle e validagdo da técnica, foram utilizados o controle positivo
anfotericina B nas concentragdes de 0,031 — 16 uyg mL~" e as cepas de referéncia
Candida parapsilosis (ATCC 25285) (Faixa de CIM = 0,25 — 1 yg mL~") e Candida
krusei (ATCC 29741) (Faixa de CIM = 0,25 — 2 ug mL~"). Também foram realizados o
controle de esterilidade do meio de cultura (caldo RPMI), do inéculo, dos controles,

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

4.14.3 Determinagéo da concentracgéo inibitéria minima (CIM)

Os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar e os materiais
utilizados foram esterilizados. Em placas estéreis de 96 pocos, foram adicionados 100
ML do in6culo, o volume final em cada poco foi de 200 uL. A concentragdo das
amostras nos pogos variou de 3000 a 1,46 ug mL~".

As microplacas foram incubadas a 37 °C por 48 h em. Apds o periodo de
incubacao, foram adicionados em cada poc¢o 30 pL de solugdo aquosa de resazurina
a 0,02% m v~' para determinar a CIM, assim como foi feito na avaliagdo da atividade

antibacteriana.

4.15 AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As analises antioxidantes foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e
Biologia Molecular na Universidade Federal de Uberlandia (LaBiBi-UFU), auxiliadas
pelos alunos: Me. Vinicius Prado Bittar, M.a. Ana Luiza Silva Borges e o pos-
doutorando Dr. Allisson Benatti Justino, com a colaboracédo do professor Dr. Foued
Salmen Espindola.
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4.15.1 Método do sequestro do DPPH

A avaliagao da atividade antioxidante dos extratos e particdes foi avaliada pelo
meétodo do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH), segundo o
procedimento de Justino et al. (2020). Os EH (10 mg mL-"), EE e particbes
(1 mg mL~") foram solubilizados em etanol. 75 yL dos extratos e particdes foram
incubados em microplacas de 96 pogos com 225 uL de solugédo metandlica do DPPH
(0,06 mmol L") 30° C, na auséncia de luz durante 30 min. Utilizando o
espectrofotometro foi possivel medir a reducéo da absorbancia da mistura em 517 nm.
O controle foi realizado substituindo o extrato e partigdes por etanol. O branco foi
realizado substituindo a solugdo do DPPH por metanol. A quercetina e o acido
ascorbico foram usados como controle positivo. Para calcular a porcentagem de
atividade antioxidante (AA) que corresponde a porcentagem dos radicais DPPH

eliminados, foi utilizado a Equacgao 2.

Abs controle - (Abs amostra - Abs branco)

Atividade antioxidante (%) = ( ) X100 Equagdo 2

Abs controle

Em que: Abs é absorbancia. O ensaio foi realizado em duplicata e para as amostras
que apresentaram percentual de inibigdo maior que 70% foram realizadas as dilui¢des
com diferentes concentragdes dos extratos e particbes para calcular a concentracao
inibitéria necessaria para sequestrar 50% do DPPH, do inglés “Inhibitory
Concentration” (ICso0). O calculo foi realizado por andlise de regressdo ndo-linear
através do software GraphPad PRISM versao 6 a partir dos resultados de percentual

de inibicdo obtidos.

4.15.2 Método da capacidade de redugao do ferro (FRAP)

O potencial antioxidante dos extratos e particdes foi determinado por meio do
método da capacidade antioxidante de redugéo férrica, do inglés “Ferric Reducing
Antioxidant Power” (FRAP). Neste ensaio, os antioxidantes presentes nas amostras
reduzira os ions férrico Fe3* a ions ferroso Fe?* sendo este Ultimo quelado pela 2,4,6-
tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) formando um complexo azul (Fe?*/TPTZ) (Benzie;
Strain, 1996). As amostras foram solubilizadas em etanol EH (10 mg mL™"), o EE,

particbes e controles (1 mg mL~") e 10 yL foram aplicados nos pogos com 250 uL do
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reagente FRAP que contém tamp&o acetato de sédio (0,3 mol L='; pH 3,6), solugéo
acida de TPTZ (10 mmol L"), solugdo aquosa de cloreto férrico (20 mmol L") na
proporcao de 10:1:1, respectivamente. A essa mistura foi adicionado 25 pL de tampéo
acetato de sddio (0,3 mol L), e a placa foi incubada durante 6 min a 37 °C. Os valores
de absorbancias foram medidos em espectrofotdmetro a 593 nm e a capacidade
antioxidante foi determinada por meio de uma curva analitica construida com acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) em diferentes concentragbes
20 — 1000 uM. As analises foram feitas em duplicata, o acido ascérbico e a quercetina
foram usados como controles e os resultados foram expressos como pmol equivalente

de Trolox por grama de amostra (umol Etrolox/gextrato).

4.15.3 Método do sequestro do radical de oxigénio ORAC

O método da capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC), do
inglés Oxygen radical absorbance capacity, se baseia na inibicdo da oxidagao
induzida pelo radical peroxil, iniciada pela decomposig¢ao térmica do composto 2,2’-
azobis-(2-amidinopropano) di-hidrocloreto (AAPH). O ensaio foi realizado segundo a
metodologia de Prior et al. (2003), modificado conforme descrito por Justino (2020).
A fluoresceina é usada como sonda fluorescente, e a perda da fluorescéncia foi
avaliada ao longo do tempo, na auséncia e presenga de compostos antioxidantes . Os
extratos (100 ug mL~") e partigées (30 ug mL~"), foram solubilizados em etanol. Todos
os reagentes utilizados no ensaio foram preparados em tampéo fosfato (75 mmol L7,
pH 7,0). Inicialmente, 25 pL dos extratos e particdbes foram adicionados a 150 uL de
fluoresceina (8,5 x 10°° mmol L") e incubados a temperatura ambiente por 15 mim.
Em seguida foram adicionados 30 L da solugédo de AAPH (153 mmol L") para iniciar
a reacdo. A intensidade da fluorescéncia foi medida a 37 °C em um
espectrofluorimetro, com excitacao (ex) a 485 nm e emissédo (em) a 528 nm e foi
verificada a cada 1:30 s durante 90 mim. A perda da fluorescéncia foi medida
calculando a area sobre a curva de decaimento da fluorescéncia da amostra pelo
tempo, comparada com uma amostra sem antioxidante. A capacidade antioxidante foi
determinada a partir da curva analitica construida com diferentes concentragées do
de Trolox em diferentes concentragdes 7,81 — 250 yM. O branco foi realizado
substituindo os extratos e particbes por tampao fosfato. A quercetina e o acido

ascorbico foram utilizados como controles positivos. Todas as analises foram
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realizadas em duplicata e os resultados foram expressos em pmol equivalente de

Trolox por grama de amostra (umol Etrolox/gextrato).

4.16 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIDIABETICA

As analises de inibicdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase foram realizadas
no LaBiBi-UFU com auxilio dos alunos: Me. Vinicius Prado Bittar, M.a. Ana Luiza Silva
Borges e o pos-doutorando Dr. Allisson Benatti Justino. As analises de inibicdo da
glicagao foram realizadas com auxilio da mestranda Gabriela Sella Sehnem do

NuPPeN e supervisao do prof. Dr. Foued Salmen Espindola.

4.16.1 Inibicdo da a-amilase

Os extratos e particdes foram avaliados em relacdo a capacidade de inibir a
atividade da a-amilase pelo método cinético modificado, utilizando o substrato a-(2-
cloro-4-nitrofenil)-3-1,4-galactopiranosilmaltosideo (Gal-G2-a-CNP) e uma fragdo de
saliva enriquecida da enzima a-amilase (f-As ) (Santos et al., 2012; Gouveia et al.,
2013).

A f-As foi preparada a partir da coleta de saliva humana pelo método de cuspe,
em seguida foi armazenada a -20 °C por 48 h (parecer do comité de ética n.° 407.597).
Em seguida a saliva foi descongelada e centrifugada a 12000 xg por 1 mina 20° C. O
sobrenadante foi fracionado por coluna de troca ibnica em uma coluna de
Q-Sepharose utilizando como fase moével um tampao contendo 50 mmol L-' de Tris-
HCI (pH 8,0), 10 mmol L=" de EDTA e 10 mmol L~"de EGTA. O volume de exclusdo
da coluna de Q-Sepharose foi dialisado em tampao de bicarbonato de amoénio (50
mmol L', pH 7,0), liofilizado e solubilizado em 50 mmol L' de tamp&o acido 2-(N-
morfolino)-etanossulfénico (MES) contendo 5 mmol L~" de cloreto de calcio 140 mmol
L~" de tiocianato de potassio e 300 mmol L' de cloreto de sodio (pH 6,0).

As amostras dos extratos e partigdes (10 mg mL-") foram solubilizadas em etanol
e 5 L foram incubados com 45 pL da f-As durante 30 mim a 37 °C. A reacéao foi
iniciada pela adicao de 8 uL das amostras com a saliva mais 300 uL do substrato GAL-
G2-aCNP (12 mmol L") e os valores de absorbancias foram medidos a 407nm,
durante 3 mim, com intervalo de 1 mim a 37 °C. O controle foi realizado substituindo

os extratos e particoes por tampao MES. A acarbose foi utilizada como controle
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positivo. Todos os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado foi
apresentado como porcentagem de inibigdo da a-amilase, calculado através da
Equacgdo 3. As equagdes 4 e 5 determinam a atividade enzimatica em U mL~"e %,

respectivamente, e foram utilizadas no calculo da inibigdo (Equacgao 3).

Inibicao da a — amilase (%) = 100 — (Atividade da a — amilase em %) Equagio 3

AAbs
).V .Fd
Atividade da a — amilase — = M
ml EVsl

Equacao 4

__ (Aamostra)

Atividade da a — amilase (%) = 100 Equacido 5

(A controle)’

Em que: AAbs/min = [Abss3-Absi1)/2] € a diferenga de absorbancia por
minuto (Abs = absorbancia; 1 e 3 = minutos); Vr é o volume total da reacao (308 uL);
Vs € o0 volume de amostra (extratos, particdes e enzima a-amilase, 8 yuL); Fd é o fator
de diluicdo da saliva (50); ¢ é o coeficiente de absortividade do Gal-G2-a-CNP; I é o
comprimento do percurso da luz (0,97); A controle é a atividade da a-amilase e A
amostra é a atividade da a-amilase na presencga dos extratos e particoes.

O valor da ICs0 que € a concentragao de amostra necessaria para inibir 50%
atividade enzimatica, foi calculado apenas para as amostras que apresentaram
inibicdo maior que 70%, utilizando as seguintes concentracdes de extrato e particoes:
10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156; 0,078; 0,039; 0,0195 mg mL-'. A determinagao
da ICsofoi realizada por andlise de regressao ndo-linear através do software GraphPad

PRISM versao 6 a partir dos resultados de percentual de inibigao obtidos.

4.16.2 Inibicdo da a-glicosidase

A capacidade de inibicao a-glicosidase dos extratos e particoes foi analisada
utilizando o método modificado com o substrato 4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo
(p-NPG) e uma fragao enriquecida da enzima a-glicosidase (f-AG) (Sigma Aldrich |-
1630) (Toma et al., 2014). Para o preparo da f-AG, 0,1g de pd6 cetbnico de intestino
de rato foi homogeneizado em 3 mL de tampé&o fosfato de potassio (0,1 M; pH 6,8). O
homogeneizado foi centrifugado a 12000 xg por 30 min e o sobrenadante (f-AG) foi
utilizado no ensaio. As amostras dos extratos e particbes (10 mg mL-") foram
solubilizadas em etanol e 15 L foram incubadas com 30 uL de glutationa reduzida
(GSH) (1,5 mM) e 75 pL de f-AG durante 20 mim a 37 °C. A reacéo foi iniciada pela
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adigéo de 50 L da mistura com 220 pL do substrato p-NPG (4 mmol L-') em tampao
fosfato de potassio (0,1 M; pH 6,8) e os valores de absorbancias foram medidos a
405 nm, durante 30 mim, com intervalo de 5 mim, a 37 °C. O controle foi realizado
substituindo os extratos e particdes por tampao fosfato de potassio. A acarbose foi
utilizada como controle positivo. Todos os ensaios foram realizados em duplicata, o
resultado é dado em porcentagem de inibicao da a-glicosidase, calculado através da

Equacao 6.

(ASC controle — ASC amostra)
ASC controle

Inibicao da a — glicosidase = ( >.100 Equacao 6

Em que: ASC controle é a area sob a curva na auséncia dos extratos e particoes, a

ASC amostra é a area sob a curva na presencga dos extratos e particoes.

4.16.3 Inibicdo dos AGEs

4.16.3.1 Inibicdo da glicagao da frutose e albumina sérica bovina (BSA)

Os extratos e particobes foram avaliados em relagcédo a inibicao da glicacao e
oxidagao de proteina, sendo os dois processos referidos como glicoxidacdo. O
procedimento de inibicdo da glicacao da frutose foi realizado através da precipitagao
da proteina adaptado, segundo a metodologia proposta por Sri Harsha e Scarafoni
(2014) e Justino et al., (2018). A albumina sérica bovina (BSA) (100 mg mL™") foi
diluida em tamp3ao fosfato de sédio (200 mmol L', pH 7,4) contendo 0,02% de azida
de sddio como conservante. A frutose foi utilizada como agente glicante, 1250 mM
solubilizados em tampéo fosfato de sédio. Como controle positivo foi utilizada a
aminoguanidina (100 mM) e a quercetina (1 mg mL™") foi utilizada como padrao de
produto natural. Os tubos foram preparados adicionando 200 uL da BSA, 400 uL de
frutose, 200 pL dos extratos, particdes ou controles positivos e por fim, 1200 uL do
tampao fosfato. Como branco foi preparado em tubo contendo apenas tampao e o
controle foi preparado adicionando 200 uL de BSA e 400 pL do agente glicante e 1400
do tampéo fosfato. Em seguida a mistura foi incubada a 37 °C, as leituras foram
realizadas apdés 3 e 7 dias de incubagado. Para cada leitura, foram retiradas uma

aliquota de 500 uL de cada amostra separada em outro tubo e adicionado 500 uL de
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acido tricloroacético 20% (m v-'). Em seguida foram centrifugados a 10000 xg por 10
mim, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 600 uL de tampao
fosfato. Posteriormente foram pipetados 200 uL cada amostra em duplicata nas placas
de 96 pocos para realizar a leitura.

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

Equacao 7.

IAGES (%) = 100 (IF controle — IF amostras) ol & s 7
SU) = (IF controle) ' quagao

Sendo: IF controle é a intensidade de fluorescéncia na auséncia de extratos,
particoes e padrbes. IF amostra a intensidade de fluorescéncia na presenca dos
extratos e particbes ou controle positivo.

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

glicoxidacao foi calculado pela Equacéao 7.

4.16.3.2 Inibicdo da glicagcao do metilglioxal (MGO) e BSA

O procedimento de inibicdo da glicagdo do MGO foi realizado por leitura direta
sem a precipitagao da proteina de acordo com o método modificado de Pawlukianiec
et al. (2020). As amostras foram solubilizadas em etanol (1,6 mg mL~"). A albumina
sérica bovina (BSA) (10,66 mg mL~") foi diluida em tampao fosfato de sddio (200 mmol
L', pH 7,4) contendo 0,02% de azida de sédio como conservante. O metilglioxal
(MGO) foi utilizado como agente glicante 10,66 mM solubilizados em tampé&o fosfato
de sédio. Como controle positivo foi utilizado a aminoguanidina (160 mM) e os padrdes
de produtos naturais quercetina e acido galico (1,6 mg mL-") também foram avaliados.
Os tubos foram preparados adicionando 750 pL da BSA, 750 pyL de MGO, 250 pL dos

extratos, particdes ou controles positivos e por fim, 2500 uL do tampao fosfato. Como
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branco foi preparado em tubo contendo apenas tampao e o controle foi preparado
adicionando 750 pL de BSA e 750 uL do agente glicante e 2750 do tampao fosfato.
Em seguida a mistura foi incubada a 37 °C, a primeira leitura da florescéncia foi
realizada apds 3 dias de incubagao, e as leituras posteriores foram feitas a cada 7
dias durante 28 dias. Para cada leitura, foram retirados 300 uL da mistura e inserido
nas placas de 96 pocgos. O experimento foi realizado em duplicata.

A fluorescéncia especifica da BSA quando se liga ao MGO foi mensurada em
340ex/480em Nm. A porcentagem de inibicdo dos AGEs foi calculada através da
Equacdo 7. Da mesma forma que o experimento da glicagdo da frutose, foram
realizadas as leituras referentes ao processo de glicoxidagao da proteina: ditirosina,
N-formilquinurenina e quinurenina, medindo a intensidade da fluorescéncia das
amostras em 330ex/415em, 325ex/434em, 365ex/480em, respectivamente. O percentual

de inibicao da glicoxidacao foi calculado pela Equagao 7.

4.17 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios antioxidante e enzimaticos foram realizados em duplicata e os
dados foram expressos como média * desvio padrdo. A diferenca entre os dados
obtidos, foi avaliada pelo método da Analise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de
comparagao multipla de Bonferroni. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o GraphPad Prism versao 6.0. Valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS DAS ESPECIES DE Miconia E EXTRACAO
LIQUIDO-LIQUIDO DO EXTRATO ETANOLICO DA M. cuspidata

Os EH e EE das folhas de nove espécies de Miconia foram preparados através
do processo de maceragao utilizando como solventes extratores hexano e etanol.
Métodos convencionais como a maceragao, percolacdo e extragdo por refluxo
apresentam desvantagens como grande volume de solvente e longo tempo de
extracdo. Entretanto, a maceragao é vantajosa na extragao de compostos termolabeis.

Outros métodos mais modernos ou mais ecologicos sao: extracdo por fluido
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supercritico, extragao por liquido pressurizado, extragao assistida por micro-ondas e

extragcdo assistida por ultrassom (Zhang; Lin; Ye, 2018). A Tabela 7, mostra o

percentual (%) de extragdo dos EH e EE de cada espécie de Miconia.

Tabela 7- Percentual de extracdo dos EH e EE das folhas de espécies de Miconia.

Massa obtida de (%) de

Espécies Massa das extrato (g) extragdo
folhas secas () ~ EH EE EH EE

M. albicans 22,06 0,5035 2,0666 2,28 9,37
M. fallax 22,09 0,4740 4,0677 2,14 18,41
M. rubiginosa 22,19 0,3383 3,6016 1,52 16,23
M. chamissois 21,20 0,2314 3,2599 1,09 15,38

M. affinis 13,10 0,1576 0,7655 1,20 5,84
M. stenostachya 22,10 0,4382 2,8221 1,98 12,77
M. nervosa 12,13 0,1813 1,4660 1,49 12,08

M. elegans 28,12 0,3191 2,8024 1,13 9,96
M. cuspidata 334,20 6,7433 37,0075 2,02 11,07

Nota: EH = extrato hexanico, EE = extrato etandlico.

Fonte: a autora.

Devido a quantidade de espécies estudadas no presente trabalho, apenas uma

foi selecionada para o fracionamento por extracao liquido-liquido, a fim de isolar os

metabdlitos especializados. O critério de escolha foi baseado na analise dos

resultados antimicrobianos (seg¢dao 5.5.1, pagina 202), que foram os primeiros

resultados obtidos. A M. cuspidata foi escolhida por apresentar resultados

promissores, disponibilidade vegetal, auséncia de estudos quimicos e poucos estudos

biolégicos relatados na literatura. A espécie ja havia sido coletada em maior

quantidade, e o EE de M. cuspidata foi submetido ao processo de extragao liquido-

liquido com solventes de polaridade crescente. Os percentuais de extracao de cada

particdo estdo apresentados na Tabela 8. A PA apresentou maior percentual de

extracao indicando a presenca de compostos com alta polaridade no EE.
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Tabela 8- Percentual de extracao das partigdes obtidas através da extragao liquido-
liquido do EE das folhas de M. cuspidata.

Particao Massa obtidada (%) de extragao
particao (g)
Diclorometano 3,15 12,52
Acetato de etila 0,86 3,42
n-Butanol 4,26 16,93
Agua 9,32 37,04

Fonte: a autora.

5.2 PROSPECGCAO FITOQUIMICA DAS ESPECIES DE Miconia POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

As espécies Miconia foram submetidas a analise do perfil fitoquimico por CCD,
utilizando diferentes reveladores (Tabela 9). Os EH de espécies de Miconia
apresentaram um perfil semelhante com forte intensidade quando revelados com
reveladores universais, indicando a possivel presenca de terpenos, esteroides e
saponinas. Os EE apresentaram um perfil mais diversificado entre as espécies sendo
possivel revelar a presenca de flavonoides com os reveladores NP/PEG e AICIs. Os
reveladores universais indicaram a presenca de terpenos, esteroides, fendis e taninos.
A presenca de antronas, antraquinonas, cumarinas e alcaloides nao foi revelada dos
extratos de espécies de Miconia. As classes de compostos relevadas na prospec¢ao
fitoquimica, corrobora com a composigao quimica do género Miconia apresentada na

secao 2.1.2 (pagina 43).
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Tabela 9- Prospeccao fitoquimica por CCD dos EH e EE de espécies de Miconia.

i i Antraquinonas, Terpenos, esteroides, saponinas, fenois
Flavonoides Alcaloides antronas, g ’ ’ ’

taninos, flavonoides

cumarinas
Lieber-
Espécies lodocloro Sulfato Vanilina .
NP/PEG AICIs _ Dragendorff KOH mann . _ Anisaldeido
-platinado Cérico sulfurica
Buchard
EH EE EH EE EH EE EH EE EH EE EH EE EH EE EH EE EH EE
M. alb - 4 - 4+ - - — —~ — — + + o+ + o+ + + +
M. fal - 4 - 4 - - — - - - + + o+ + o+ + + +
M. rub - + - + - - - — - — + + + + + + + +
M. cha - 4 - 4+ - - — - - - + + o+ + o+ + + +
M. aff - 4 - 4+ - - - - - - + + o+ + o+ + + +
M. ste - 4 - 4 - - - — - - + + o+ + o+ + + +
M. ner - 4 - 4 - - - — - - + + o+ + o+ + + +
M. ele - 4 - 4+ - - - - - - + + o+ + o+ + + +
M. cus - 4 - 4+ - - - - - - + + o+ + o+ + + +

Nota: M. alb = M. albicans, M. fal = M. fallax, M. rub = M. rubiginosa, M. cha = M. chamissois, M. aff. = M. affinis, M. ste = M. stenostachya, M. nerv = M.
nervosa, M. ele = M. elegans, M. cus = M. cuspidata. (—) ndo revelado, (+) revelado.
Fonte: a autora.
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5.3 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS ISOLADOS DE
M. cuspidata

A M. cuspidata foi selecionada para o estudo de isolamento dos compostos
quimicos, uma vez que nao foram encontrados estudos sobre sua composigcao
quimica na literatura, e ela se destacou como uma das espécies mais ativas nos
ensaios biolégicos avaliados no presente trabalho (sec¢do 5.5, pagina 202). Assim, a
abordagem dos resultados referente ao estudo quimico precedeu os estudos
biolégicos na escrita, uma vez que a discussdao dos resultados bioldgicos foi
fundamentada na composicao quimica. Os compostos de M. cuspidata foram isolados

selecionando-se as amostras mais ativas que incluiram o EH, PD e PB.

5.3.1 Identificagéo estrutural do composto | (esqualeno) isolado do EH

Figura 23- Estrutura do composto I.

28 29 30

esqualeno

Fonte: a autora.

O composto | (EHFrC17, 16,5 mq) (Figura 23), foi isolado do EH de M. cuspidata.
O composto € um oOleo amarelado, e quando aplicado na placa cromatografica,
desenvolvido com 100% hexano e aspergido com o revelador anisaldeido, apresentou
coloragao roxa-azulada indicando ser um composto terpénico com Rr= 0,7 (Figura 24-
A).

O cromatograma de ions totais obtido pela analise por CG-EM mostrou um sinal
com maior intensidade com tr 72,97 min (Figura 24-A). Quando comparado o espectro
de fragmentagao desse sinal com a biblioteca do software NIST 17, foi sugerido com
98,1% de similaridade que o composto | fosse o esqualeno. O espectro de
fragmentacao (Figura 24-B) apresentou o ion molecular [M**] m/z 410 (CsoHso) com
baixa intensidade. Através da analise desse espectro, foi possivel propor o
mecanismo de fragmentacao para formacao dos ions m/z 137 e m/z 69 que ocorre
apos uma clivagem homolitica formando um radical alilico terciario (Figura 25).
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Figura 24- (A) Cromatograma obtido por CG-EM (tr 72,97) e CCD do composto I. (B)
Espectro de massas obtido por CG-EM composto I. (C) Ampliagédo do espectro de
massas na regiao dos ions m/z 69 e m/z 137.
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Fonte: a autora.

Figura 25- Proposta de fragmentagao para o composto .
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Fonte: a autora.

O RMN de 'H do composto | (EHFrC17, 16,5 mg) (Figura 26, Tabela 10),
apresentou sinais caracteristicos de hidrogénios olefinicos, sendo um multipleto com

deslocamento em & 5,00 — 5,07 (6H). Os sinais de hidrogénios metilénicos foram
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observados na regido de 6 1,89 — 2,01 (20H). O simpleto em 6 1,60 (6H) é referente
aos hidrogénios H-1 e H-24 das metilas. O segundo simpleto em & 1,52 (18H) é
referente as demais metilas (H-25, H-30; H-26, H-29; H-27, H-28).

O RMN de ¥C do composto | (Figura 27, Tabela 10), apresentou apenas 15
sinais devido a molécula possuir simetria entre C-12 e C-13. Os sinais de carbono na
regiao de alceno em & 135,45 e 135,24 sao referentes aos C-6, C-19 e C-10, C-15,
respectivamente. O sinal em & 131,59 foi atribuido aos C-2 e C-23. O 6 124,63 foi
atribuido aos C-3 e C-22, o & 124,35 foi atribuido aos C-7 e C-18 e 0 6 124,76 foi
atribuido aos C-11 e C-14. Também foram observados os sinais referentes aos
carbonos metilénicos em & 40,08 (C-9, C-16), 428,62 (C-12, C-13), 527,12 (C-4,
C-21), 6 27,01 (C-8, C-17), e 6 26,03 (C-1, C-24). O sinal em & 18,02 é referente aos
C-25 e C-30 e os sinais 6 16,37 e & 16,34 sao referentes aos C-26, C-29 e C-27,

C-28, respectivamente.

Alguns sinais apresentados pelo RMN de '3C podem estar trocados e mesmo
com mapa de contorno HSQC nado puderam ser definidos inequivocadamente
(Figuras 28, 29; Tabela 11). Entretando, algumas correlagdes puderam ser
observadas como o 41 5,00 — 5,07 (H-3, H-22; H-7, H-18; H-11, H-14) com &c 124,76
(C-3, C-22), d¢c 124,65 (C-7, C-18) e 6¢c 124,63 (C-11, C-14). O 61 1,89 — 2,01 (H-4, H-
21; H-5, H-20; H-8, H-17; H-9, H-16; H-12, H-13) estdo correlacionados com os
8¢ 27,01 (C-4, C-21), 8¢ 40,08 (C-5, C-20; C-9, C-16), 6c 27,12 (C-8, C-17) e 5c 28,04
(C-12, C-13). O 61 1,68 (H-1, H-24) esta correlacionado com &c 26,03 (C-1, C-24).
E o én1 1,60 (H-25, H-30; H-26, H-29; H-27, H-28) esta correlacionado com &c 18,02
(C-25, C-30), 8¢ 16,38 (C-26, C-29), dc 16,34 (C-27, C-28).

O esqualeno é um triterpeno linear precursor comum para a biossintese de
esteroides e triterpenoides. E um dos principais componentes dos lipidios da
superficie da pele, pode ser biossintetizado por animais, plantas, micro-organismos
como leveduras, fungos, cianobactérias e microalgas marinhas. Recebeu esse nome
por ter sido isolado a primeira vez do 6leo de figado de tubardo (Squalus spp.)
(Melo et al., 2016; Senbagalakshmi et al., 2019). Na pele possui propriedades como
emoliente, hidratante e antioxidante (Huang; Lin; Fang, 2009). Além de apresentar
outras atividades biolégicas como efeito cardioprotetor, antibacteriano, antifingico e

anticancer atuando como agente quimiopreventivo e quimioterapico. Uma das
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aplicagdes inovadoras do esqualeno nos ultimos anos € a patente de aplicagdo como
carreador coadjuvante em vacinas (Lozano-Grande et al., 2018). O esqualeno ja foi

isolado dos extratos hexénicos das folhas de M. minutiflora (Ferreira et al., 2022b).
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Figura 26- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3z) do composto |.
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Nota: Os deslocamentos quimicos foram estabelecidos em
CDCls. Fonte: a autora.

relacdo ao padrao interno TMS (5 0,00). O sinal em 3 7,18 é referente a impureza de CHCIs em



Figura 27- Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCI3) do composto .
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Nota: devido & auséncia do sinal do TMS, os deslocamentos quimicos foram estabelecidos em relagéo ao sinal do solvente CDClz em 0 77,36. Fonte a autora.
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Figura 28- Mapa de contorno HSQC do composto |.
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Fonte: a autora.

Figura 29- Mapa de contorno HSQC do composto | ampliado na regiao
516,34 — 5 40,08.
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Fonte: a autora.
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Tabela 10- Sinais de RMN de 'H e de '3C do composto | comparado com esqualeno

segundo a literatura.

OH ppm OH ppm dc ppm dc ppm
Posicao (mult*; J Hz; H) (mult*; J Hz) CDCls CDCIs

CDCI3400 MHz CDCI3700 MHz' 100 MHz 125 MHz2
1-24 1,60 (s; 6H) 1,69 26,03 25,29
2-23 - 131,59 131,43
3-22 5,00-5,07 (m; 6H) 5,11 124,762 124,652
4-21 1,89-2,01 (m; 20H) 2,09 27,01° 26,90°
5-20 1,89-2,01 (m; 20H) 2,00 40,08 39,98¢
6-19 - 135,459 135,309
7-18 5,00-5,07 (m; 6H) 5,13 124,652 124,542
8-17 1,89-2,01 (m; 20H) 2,09 27,12° 27,01°
9-16 1,89-2,01 (m; 20H) 2,0 40,08 39,96°
10-15 - 135,244 135,109
11-14 5,00-5,07 (m; 6H) 517 124,632 124,522
12-13 1,89-2,01 (m; 20H) 2,03 28,04° 28,50°
25-30 1,52 (s; 18H) 1,61 18,02 17,89
26-29 1,52 (s; 18H) 1,61 16,38° 16,26°
27-28 1,52 (s; 18H) 1,62 16,34° 16,21°

Nota: *multiplicidade dos sinais: s = simpleto; m = multipleto. 'Borchman et al., (2013). 2Cursino et al.,
(2009). Letras iguais indicam que os sinais podem estar trocados.
Fonte: a autora.
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Tabela 11- Sinais de RMN de 'H e correlagdes com mapa de contorno HSQC do
composto I.
Posigdo 31 ppm (mult*; J Hz; H) HSQC
CDCI;400 MHz

1-24 1,60 (s; 6H) C-1, C-24
3-22 5,00-5,07 (m; 6H) C-3, C-22
4-21 1,89-2,01 (m; 20H) C-4, C-21
5-20 1,89-2,01 (m; 20H) C-5, C-20
7-18 5,00-5,07 (m; 6H) C-7,C-18
8-17 1,89-2,01 (m; 20H) C-8, C17
9-16 1,89-2,01 (m; 20H) C9, C-16
11-14 5,00-5,07 (m; 6H) C-11, C-14
12-13 1,89-2,01 (m; 20H) C-12, C-13
25-30 1,52 (s; 18H) C-25, C-30
26-29 1,52 (s; 18H) C-26, C-29
27-28 1,52 (s; 18H) C-27, C-28

Nota: *multiplicidade dos sinais: s = simpleto; m = multipleto.
Fonte: a autora.

5.3.2 ldentificagcao estrutural do composto Il (3-sitosterol) isolado do EH

Figura 30- Estrutura do composto Il.

[3-sitosterol

Fonte: a autora.

O composto Il (EHFrD80-56, 43,0 mg) (Figura 30) foi isolado do EH de
M. cuspidata. O composto € um soélido branco, e quando aplicado na placa
cromatografica, desenvolvido com hexano:acetato de etila (6:4) e aspergido com o
revelador anisaldeido, apresentou coloracao roxa-azulada indicando ser um composto
do tipo esteroide ou terpeno com Rs= 0,7. O cromatograma obtido por CLAE-DAD em

245 nm mostrou um sinal em maior intensidade com tr = 38,10 min (Figura 31).
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Figura 31- Cromatograma obtido por CLAE-DAD em 245 nm (tr 38,10 min), espectro
UV-Vis e CCD do composto Il
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Condigbées (CLAE-DAD 1): coluna analitica C18, gradiente MeOH:H20 com &cido férmico 0,1%
5—-100 % de MeOH (30 min), 100% de MeOH (35 min), 100 — 5% de MeOH (40 min), 5% de MeOH
(45 min), C =2 mg mL-", fluxo 1mL min-"; volume de injegdo 50 L. CCD: hexano:acetato de etila (6:4),
revelador anisaldeido.

Fonte: a autora.

A fragdo EHFrD80-56 foi submetida a analise de RMN de 'H e '3C. O RMN de
'H (Figuras 32, 33; Tabela 12) apresentou sinais caracteristicos de esteroides sendo
um multipleto em & 5,34 — 5,35 (1H) referente ao hidrogénio olefinico H-6. O multipleto
em ¢ 3,48 — 3,55 (1H) é referente ao H-3 ligado ao carbono carbindlico. Os sinais de
H das seis metilas foram observados na regido entre 6 0,68 — 1,0 (Tabela 12).

O RMN de '3C do composto Il (Figura 34) apresentou 27 sinais de carbonos
dois sinais em ¢ 32,28 e 6 42,68 de maior intensidade, indicando sinais equivalentes
e sugerindo que o composto tenha 29 carbonos. Os deslocamentos em & 141,13 e
122,06 indicaram a presencga de carbono olefinicos C-6 e C-5, e o sinal em 6 72,16
indicou a presenga de carbono carbindlico C-3 que sao sinais caracteristicos de
esteroides. Os sinais dos outros carbonos foram atribuidos comparados com dados
da literatura e confirmaram que o composto Il € o B-sitosterol (C29Hs500) (Tabela 12).
(Macari; Emerenciano; Ferreira, 1990; Aliba; Ndukwe; Ibrahim, 2018; Majid Shah et
al., 2019; Souza, 2021).
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Figura 32- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do composto II.
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Figura 33- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do composto Il, ampliado na regido § 0,68 - 0,92.
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CDCls. Fonte: a autora.



118

Figura 34- Espectro de RMN de '3C (100 MHz CDCl3) do composto II.
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Fonte: a autora.
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A estereoquimica apresentada no nucleo estrutural do B-sitosterol foi atribuida
mediante a estereoquimica das fusdes dos anéis no processo de biossintese (Dewick,
2012). Os sistemas de anéis de seis e cinco membros podem ser trans-fundidos ou
cis-fundidos. Nos esteroides naturais os anéis A e B podem ser trans ou cis fundidos,
entretanto os anéis B e C sao trans-fundidos e os anéis C e D também sao geralmente
trans-fundidos (Figura 35). Essa conformacédo que é definida pela biossintese dos
anéis, mostra que os carbonos C-18 e C-19 possuem a mesma orientagcao espacial
que o H-8 e sao opostos aos H-9 e H-14. A maioria dos esteroides possuem 0s anéis
trans-fundidos que é proveniente dos hidrocarbonetos os quais sao originados, em
casos de anel cis-fundido, a estereoquimica é especificada no nome do composto. Em
relagdo a estereoquimica de grupos substituintes como o 3-OH no B-sitosterol, sdo
denominados a quando o ataque ocorre na face inferior da molécula e B quando o
ataque ocorre na face superior da molécula. No B-sitosterol o ataque ocorre na face
superior da molécula resultando o grupo OH na posicdo equatorial com a mesma
conformacgao do C-19, C-18 e H-8 (Figura 35) (Dewick, 2012).

Figura 35- Relacdes estereoquimicas dos anéis e grupos funcionais em esteroides.
18

anel A/B cis, aneis B/C e C/D trans

o face inferior
B-sitosterol

Fonte: adaptado de Dewick, (2012).

O B-sitosterol é um fitosterol presente nas membranas das células vegetais de
plantas superiores, e que possui estrutura quimica semelhante ao colesterol presente
nas células de mamiferos (Figura 36). Os fitoesterdis estdo presentes em alimentos

ricos em lipidios como nozes, sementes, legumes e azeite. Estudos in vitro e in vivo,
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tem demostrado que o B-sitosterol apresenta atividades antinociceptiva, ansiolitica,
analgésica, antimicrobiana, anticancerigena, anti-inflamatdria, hipolipemiante,
antioxidante, antidiabética entre outras (Miras-Moreno et al., 2016; Babu; Jayaraman,
2020). O B-sitosterol ja foi isolado nas espécies M. albicans (Macari; Emerenciano;
Ferreira, 1990), M. burchellii (Cunha et al., 2021), M. hypoleuca (Leite, 2016). Em M.
ferruginata foi isolado a mistura de [-sitosterol e estigmasterol (Oliveira, 2010; Cunha
et al., 2017). Através da analise por CG em alta resolugdo com injecao de padrdes foi
identificada a presencga de B-sitosterol nas espécies: M. albicans, M. rubiginosa, M.

fallax, M. sellowiana, M. ligustroides e M. pepericarpa (Crevelin et al., 2006).

Figura 36- Estrutura quimica do (3-sitosterol e colesterol.

[p-sitosterol colesterol

Fonte: a autora.
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Tabela 12- Sinais de RMN de 'H e de '3C do composto Il comparado com
B-sitosterol segundo dados da literatura.
Posigcao o1 ppm OoH ppm dc ppm dc ppm
(mult*; J Hz; H) (mult*; J Hz; H) CDClIs CDClIs
CDCI3400 MHz CDCI3400 MHz'" 100 MHz 125 MHZz'

1 - - 37,63 37,3
2 - - 32,03 31,7
3 3,48 —3,55 (m; 1H) 3,52 (m; 1H) 72,16 71,8
4 - - 42,68 42,3
5 - - 141,13 140,8
6 5,34 -535(m; 1H) 5,35(d: 5,2; 1H) 122,06  121,7
7,8 - - 32,28 31,9
9 - - 50,52 50,2
10 - - 36,87 36,5
11 - - 21,45 21,1
12 - - 40,15 39,8
13 - - 42,68 42,3
14 - - 57,14 56,8
15 - - 24,66 24,3
16 - - 28,59 28,3
17 - - 56,44 56,1
18 0,68 (s; 3H) 0,68 (s, 3H) 12,21 11,9
19 1,00 (s; 3H) 1,01 (s, 3H) 19,40 19,4
20 - - 36,50 36,1
21 0,80 (d; 6,88; 3H)  0,81(d, 6,9;3H) 19,74 19,0
22 - - 34,33 33,9
23 - - 29,55 29,9
24 . - 46,22 45,9
25 . - 26,49 26,1
26 0,82 (d, 7,40; 3H) 0,83 (d; 6,9;3H) 19,14 18,8
27 0,86 (sl; 3H) 0,85(d; 7,4;3H) 20,16 19,8
28 . - 23,45 23,1
29 0,91 (d; 6,56; 3H) 0,92 (d; 6,5;3H) 12,33 12,0

Nota: *multiplicidade dos sinais: s = simpleto; sl = simpleto largo; m = multipleto; d = dupleto. 'Silva et
al., (2023a).
Fonte: a autora.
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5.3.3 ldentificagéo estrutural do composto lll (acido corosdlico) isolado da PD

Figura 37- Estrutura do composto Il

acido corosolico

Fonte: a autora

O composto Il (PD174, 3,9 mg) (Figura 37), foi isolado da fragdo PD de
M. cuspidata. O composto € um soélido branco amorfo, e quando aplicada na placa
cromatografica, desenvolvida com diclorometano:metanol 9:1 e aspergido com o
revelador anisaldeido, apresentou coloracéo roxa-azulada indicando ser um composto
do tipo terpeno ou esteroide com Rr = 0,57. O cromatograma obtido por CLAE-DAD
em 348 nm, mostrou um sinal em tr = 19,03 min (Figura 38).

O RMN de 'H do composto Ill (3,9 mg) (Figuras 40, 41; Tabela 13), apresentou
sinais caracteristicos de triterpenoide. O multipleto em 55,12 — 5,16 ¢é referente ao
hidrogénio olefinico H-12. O sinal em 6 3,40 — 3,45 é referente ao hidrogénio ligado
ao carbono carbindlico H-2 e foi classificado como multipleto e ndo como um duplo
duplo dupleto como indicado na literatura, devido a interferéncia do sinal dos
hidrogénios da agua (56 3,31). O dupleto em & 2,73 (J = 9,35 Hz) é referente ao
hidrogénio carbindlico H-3. Esse valor de constante de acoplamento (J = 9,35 Hz)
indica que o H-2 e H-3 estdo em posi¢des axiais (Silverstein, 2013). Considerando
que as discussodes sobre a estereoquimica da fusao dos anéis e dos grupos adicionais
em esteroides (segao 5.3.2, pagina 114) também sao validas para os triterpenoides,
pode-se confirmar a configuragao dos hidrogénios aH-3 e BH-2 para o acido corosolico
lll, de acordo com a constante de acoplamento e com a biossintese dos triterpenoides
(Figura 39) (Dewick, 2012).
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Figura 38- Cromatograma obtido por CLAE-DAD 348 nm (tr 19,03 min), espectro
UV-Vis e CCD do composto lll.
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Condigdes (CLAE-DAD 2): coluna analitica C18, gradiente MeOH:H20 com &acido férmico 0,1% 35 —
100 % de MeOH (20 min), 100% de MeOH (25 min), 100 — 35% de MeOH (30 min), 35% de MeOHnN(35
min), C =1 mg mL-", fluxo 1mL min-'; volume de injegdo 20 uL. Condigdes CCD: diclorometano:metanol
9:1, revelador anisaldeido.

Fonte: a autora.

Essa configuragao também esta de acordo com a literatura e ndo deve ser
confundida com a configuracdo que aparece em diferentes nomenclaturas para o
acido corosolico Il como acido (2a,3p)-2,3-di-hidroxiurs-12-en-28-o0ico, em que 0s
termos 2a, 3B referem-se a conformacdo das hidroxilas que sao ao contrario dos
hidrogénios (Ali et al., 2007; Xu et al., 2019). O dupleto em 5 2,10 (J = 10,53 Hz) &
referente ao H-18. O simpleto em 5 1,23 é referente aos hidrogénios da metila H-23.
O simpleto em 6 1,04 foi atribuido ao hidrogénio da metila H-27 e simpleto largo em &
0,87 foi atribuido aos hidrogénios metilénicos H-11 e H-7. Os simpletos em & 0,91 e
6 0,92 sao referentes aos hidrogénios das metilas H-25 e H-30, respectivamente. O
dupleto em 6 0,80 (J = 6,42 Hz) é referente ao H-29 e os simpletos em 5 0,74 e 0,70
sdo referentes aos hidrogénios das metilas H-24 e H-26, e o simpleto em & 0,74
também é referente ao H-5. O sinal mais desblindado em & 8,50 é referente & uma

das hidroxilas OH-3 ou OH-2. Os sinais referentes aos hidrogénios da agua (6 3,31) e
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da acetona (5 2,08) sdo referentes a contaminagao durante o processo de preparo da
amostra para andlise. Os valores de deslocamento comparados com literatura,
apresentaram algumas discrepancias devido as diferengas na frequéncia dos

equipamentos e solventes utilizados.

Figura 39- Relagdes estereoquimicas dos anéis e grupos funcionais acido corosolico
M.

[ face superior 0] OH

o face inferior

acido corosodlico

Fonte: a autora.

Através dos RMN de '3C, e algumas correlagdes nos espectros bidimensionais
HSQC e HMBC, foi possivel observar alguns sinais que confirmaram o composto lll
como acido corosolico. No espectro de RMN de '3C foram considerados 31 sinais de
maior intensidade (Figuras 42, 43; Tabela 14). Os sinais em & 206,68 e 30,40 foram

desconsiderados, pois sao referentes a presenca de acetona.



Figura 40- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto IlI.
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Nota: Os deslocamentos quimicos foram estabelecidos em relagdo ao sinal de impureza de "H no DMSO-ds (6 2,50) devido a auséncia do sinal do TMS. O

sinal em & 3,31 é referente aos hidrogénios da agua e o sinal em 6 2,08 é referente aos H de acetona. Fonte: a autora.
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Figura 41- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto lll, ampliado na regiéo § 2,12-0,70 ppm.
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Nota: Os deslocamentos quimicos foram estabelecidos em relagdo ao sinal de impureza de "H no DMSO-ds (5 2,50) devido a auséncia do sinal do TMS. O
sinal em & 3,31 é referente aos hidrogénios da agua e o sinal em & 2,08 é referente aos H de acetona. Fonte: a autora.
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Tabela 13- Sinais de RMN de 'H, do composto Il comparado com acido corosdlico
segundo dados da literatura.

Posicao sgﬁ%rg(;?z(l)t;’nhll-ﬁ 2) (muli:l;‘zlpsz; H) _ (rquliz;rzlplr-?z; H)
CD30D 500 MHz' piridina-ds 400 MHz?
1 — — _
2 3,40 — 3,45 (m) 3,63 (ddd) 4,11 (ddd; 11,2; 9,8;
4,3; 1H)
3 2,73 (d; 9,35) 2,91 (d) 3,42 (d; 9,5; 1H)
4 — — —
5 0,74 (s) - —
6 - — —
7 0,87 (sl)
8-10 -
11 0,87 (sl) - -
12 5,12 -5,16 (m) 5,24 (1) 5,47 (t; 3,4; 1H)
13-15 - — —
16 e 17
18 2,10 (d, 10,53) 2,21 (d) 2,64 (d; 11,2; 1H)
19 - 22 - — -
23 1,23 (s) 1,02 (s) 1,29 (s; 3H)
24 0,74 (s), 0,70 (s) 0,81 (s) 0,78 (s; 3H)
25 0,91 (s) 1,01 (s) 0,99 (s; 3H)
26 0,74 (s), 0,70 (s) 0,85 (s) 1,22 (s; 3H)
27 1,04 (s) - 1,09 (s; 3H)
28 - — —
29 0,80 (d, 6,42) 0,81 (d) 0,98 (d; 6,5; 3H)
30 0,92 (s) 0,97 (s) 1,0 (d; 6,0; 3H)
OH-3ou g5 (s) — -
OH-2

Nota: *multiplicidade dos sinais: s = simpleto; sl = simpleto largo; m = multipleto; d = dupleto; t = tripleto;
ddd = duplo duplo dupleto.'Albuquerque et al. (2020), 2Ali et al. (2007).
Fonte: a autora.



128

Figura 42- Espectro de RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds) do composto .
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Nota: os deslocamentos quimicos foram estabelecidos em relagao sinal do solvente DMSO-ds (8 39,7), devido a auséncia do sinal do TMS.
Fonte: a autora.



Figura 43- Espectro de RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds) do composto lll, ampliado na regido & 47,26 — 16,60.
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Nota: os deslocamentos quimicos foram estabelecidos em relagao sinal do solvente DMSO-ds (8 39,7), devido a auséncia do sinal do TMS.

Fonte: a autora.
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O mapa de contorno HSQC mostrou algumas correlagbes que permitiram
atribuir a posicado dos hidrogénios ligados aos respectivos carbonos. Foram
observadas as seguintes correlagdes: 615,12 — 5,16 (H-12) com ¢ 124,56 (C-12), o
oH 3,40 — 3,45 (H-2) com 8¢ 67,30 (C-2), 0 612,73 (H-3) com 8¢ 82,42 (C-3) (Figura 44,
Tabela 14). O dupleto 6+ 2,10 (H-18) esta correlacionado com &c 52,58 (C-18) e o
simpleto &1 1,23 (H-23) com ¢ 29,00 (C-23). O simpleto em 61 1,04 (H-27) esta
correlacionado com o&c 23,45 (C-27) e simpleto em 61 0,87 (H-11, H-7) esta
correlacionado com &c 23,11; oc 32,66 (C-11, C-7). O simpleto em
o1 0,91 (H-25) correlaciona com &c 16,60 (C-25) e o simpleto em &1 0,92 (H-30) com
dc 21,28 (C-30). O simpleto 61 0,74 (H-5) esta correlacionado com 6¢ 54,91 (C-5). Os
simpletos 0,74; &1 0,70 (H-24, H-26) estao correlacionados com os 17,20; 6c 17,14
(C-24, C-26) (Figura 45, Tabela 14).

Figura 44- Mapa de contorno HSQC do composto lll.
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Fonte: a autora.
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Figura 45- Mapa de contorno HSQC do composto Ill com ampliagéo.
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Fonte: a autora.

As correlagdes do mapa de contorno HMBC permitiram confirmar a estrutura
do acido corosolico, através dos sinais de acoplamento de hidrogénios e carbonos a
longa distancia (Figura 46, Tabela 14). As correlagcbes mais importantes observadas
foram: 81 2,73 (H-3) com &8¢ 17,20 (C-24; 3J) e 5¢ 29,00 (C-23; 3J). A correlagédo do &+
2,73 (H-3) com &c 39,22 na mesma regido do sinal do DMSO, foi importante para
atribuir o deslocamento de C-4 (2J), e a correlagdo com &c 67,30 (C-2; 2J), indicou
corretamente a posi¢ao dos carbonos carbindlicos (Figura 47, Tabela 14). O sinal em
on 1,04 (H-27) esta correlacionado com ¢ 39,69 (C-8) na mesma regido do sinal do
DMSO e foi importante para definir o deslocamento do C-8 que acopla com H-27 (3J).
O 8K 1,04 (H-27) também correlaciona com &c 138,51 (3J) (C-13) (Figura 48, Tabela
14).
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Figura 46- Mapa de contorno HMBC do composto IlI.
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Fonte: a autora.

Figura 47- Mapa de contorno HMBC do composto lll, correlagdes com H-3.
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Fonte: a autora.



133

Figura 48- Mapa de contorno HMBC do composto lll, correlagdes com H-11 e H-27.
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Fonte: autora.
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Tabela 14 - Sinais de RMN de "3C do composto lll comparado com acido corosolico
segundo dados da literatura e correlagbes com os mapas de contornos HSQC e

HMBC. continua

Posicdo &c ppm

oc ppm oc ppm HSQC HMBC

DMSO-ds piridina-d5 CD3OD  &u ppm

100 MHz 150 MHZz' 125 MHz?
1 47,26 47,8 46,9
2 67,30 69,3 68,2 3,40 -3,45 H-3
3 82,42 84,4 83,1 2,73
4 39,22 39,8 39,1 H-3
5 54,91 56,0 55,3 0,74
6 18,20 18,9 18,1
7 32,81 33,8 32,8 0,87
8 39,69 40,3 39,4 H-27
9 47,16 48,6 47,6 H-12
10 37,74 38,4 37,8
11 23,11 249 23,0 0,87 H-12
12 124,56 125,6 125,3 512 -5,16 H-18
13 138,51 139,4 138,3 H-18; H-27
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Tabela 14 - Sinais de RMN de '3C do composto Il comparado com acido
corosolico segundo dados da literatura e correlagbes dos mapas de contornos
HSQC e HMBC. concluséo
Posicdo &c ppm S¢c ppm dc ppm HSQC HMBC
DMSO-ds piridina-d5 CD3OD 61 ppm
100 MHz 150 MHZz' 125 MHZz2

14 41,88 42,9 41,9 H-18;
H-12; H-27

15 27,69 29,3 27,8 H-27

16 24,01 24,0 23,9 H-18

17 47,00 48,2 47,6 H-18

18 52,58 53,1 53,0 2,10 H-12

19 38,692 39,1 39,0 H-18

20 38,632 39,5 39,0 H-18

21 30,40 31,6 30,4

22 36,52 37,5 36,7

23 29,00 29,4 27,9 1,23 H-3

24 17,20 17,1 16,1 0,74; 0,70 H-3

25 16,60 18,1 15,8 0,91

26 17,14 18,3 16,4 0,74; 0,70

27 23,45 24,8 22,7 1,04

28 178,54 180,1 180,2 H-18

29 17,36 17,3 16,2 0,80

30 21,28 22,1 20,1 0,92

Nota: 'Chaturvedula et al. (2013). 2Albuquerque et al. (2020).
Fonte: a autora.

O acido corosolico (lll) € um triterpenoide pentaciclico do tipo ursano derivado
do acido ursélico (96) (Qian et al., 2021). Estudos biolégicos com o acido corosalico
in vitro e in vivo mostraram que ele possui efeito antidiabético melhorando o
metabolismo da glicose, reduzindo a resisténcia a insulina e efeito anti-
hiperlipidémico, diminuindo o colesterol sérico e os triglicerideos (Miura; Takagi;
Ishida, 2012). Outras atividades bioldgicas estdo associadas ao acido corosdlico,
como anti-inflamatdrio, antitumoral, protecdo antioxidante e celular bem como,
antiviral (Qian et al., 2021). Um estudo in vivo mostrou que o acido corosdlico foi capaz
de melhorar a lesdo miocardica aguda em ratos diabéticos, mostrando que o

composto pode ser um alvo para o estudo de doencgas cardiovasculares (Alkholifi et
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al., 2023). O acido corosolico ja foi isolado do extrato diclorometano de M. sellowiana

com o nome acido 2a-hidroxiursélico (76).

5.3.4 Identificagao estrutural do composto IV (acido 33-O-trans-p-cumaroil corosolico)
isolado da PD

Figura 49- Estrutura do composto IV.

acido 3p-O-trans-p-cumaroil corosolico

Fonte: a autora.

O composto IV (PD164-pico5, 2,2 mg) (Figura 49) foi isolado da PD de M.
cuspidata. O composto € um sélido branco amorfo, e quando aplicado na placa
cromatografica, desenvolvido com diclorometano:metanol 9:1 e aspergido com o
revelador anisaldeido, apresentou coloracéo roxa-azulada indicando ser um composto
triterpénico ou esteroide. O cromatograma obtido por CLAE-DAD em 308 nm mostrou
um sinal em tr = 12,49 min (Figura 50). A analise por CLAE-IES-EM em alta resolugao
no modo negativo, mostrou o ion m/z 617,3836 (A -1,94 ppm, C39H540s).

O RMN de "H do composto IV (2,2 mg) (Figura 51, 52; Tabela 15) apresentou
sinais semelhantes ao acido corosolico (composto lll), com aparecimento de novos
sinais na regidao de hidrogénios aromaticos e olefinicos. Desta forma, os sinais de
hidrogénio referentes ao nucleo triterpénico, ndo seréo discutidos novamente (Tabela
15). Os sinais na regiao 6 7,50 — 7,54 mostraram uma correlagédo no mapa de contorno
HSQC, com os carbonos 6 130,30 e 6 144,17 (Figura 53, Tabela 16). Assim, foram
atribuidos como dois dupletos que sairam na mesma regido, o dupleto em & 7,50

(J = 15,94 Hz) é referente ao H-3’ que esta correlacionado com C-3’ em & 144,17.
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Figura 50- Cromatograma obtido por CLAE-DAD 308 nm (tr = 12,49 min), espectro
de UV-Vis e CCD do composto IV.
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Condigbes (CLAE-DAD 1): coluna analitica C18, gradiente MeOH:H20 com acido férmico 0,1% 80—
90% de MeOH (5 min), 90-100% de MeOH (30 min),100% de MeOH (35 min), 100-80% de MeOH (40
min), 80% de MeOH (45 min); fluxo 1mL mL-"; volume de inje¢édo 50 pL. CCD: diclorometano:metanol
(9:1), revelador anisaldeido.

Fonte: a autora.

O dupleto em & 7,52 com (J = 8,64 Hz), é referente ao acoplamento em orto
hidrogénios H-2” e H-6” que estao acoplados com C-2” e C-6” em 6 130,30 (Figura
53, Tabela 16). O dupleto em 6 6,77 (J = 8,64 Hz) é referente ao acoplamento em orto
dos H-3” e H-5" que estado acoplados com C-3” e C-5” em 6 115,94. O dupleto 6 6,36
(J = 15,94 Hz) é referente ao H-2’ indicando que os hidrogénios H-2' e H-3’ séo frans
e 0 H-2' estd acoplado com C-2° em & 115,31 (Figura 53, Tabela 16). O multipleto
0 5,14 é referente ao hidrogénio olefinico do triterpenoide H-12 que acopla com C-12
em 6 124,53, e o multipleto 6 4,50 — 4,52 ¢é referente ao H-3 que acopla com C-3 em
6 83,80. O multipleto em & 3,67— 3,71 foi atribuido ao H-2 acoplando com C-2 em
d 64,96 (Figura 53, Tabela 16).



Figura 51- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto IV.
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Figura 52- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto IV com
ampliagao da regiédo 6 2,13 — 0,70.
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Tabela 15- RMN de "H do composto IV comparado com acido 3B-O-trans-p-cumaroil
corosolico segundo dados da literatura.

1 ppm (mult*; J Hz)

1 ppm (mult*; J Hz; H)

Posigao DMSO-ds 400 MHz DMSO-ds 500 MHz'
1 1.87 = 1,90 (m); 0.97 (s]) 1.87 (m: 1H); 0,96 (m, 1H)
2 367 —371 (m) 368 (m: 1H)

3 450 — 4 52 (m) 451 (d: 9,0; 1H)

p 0,95 (sl) 0,91 (m: 1H)

6 1,42 — 1,56 (m); 0,85 (s) 1,45 (m: 1H); 1,35 (m: 1H)
7 1.42 —1.56 (m): 1.22 ~1,29 (m) 1,25 (m: 2H)

g 1,42 - 1,56 (m) 1,55 (m; 1H)

1(1) 1,87 — 1,90 (m) 1,87 (m: 1H): 1,84 (m: 1H)
12 5.14 (m) 5.14 (il: 3,4; 1H)

13e 14 - -

15 1,80 (m); 1,04 (s) 1,78 (m: 1H): 0,98 (m: 1H)
16 1,87 — 1,90 (m): 1,42 — 1,56 (m) 1,93 (m); 1,53 (m)

17 - -

18 210 (d; 11,8) 211 (d: 11,3)

19 1,42 — 1,56 (m): 0,95 (sl) 0,91 (m; 1H)

20 1,42 — 1,56 (m): 0,95 (sl) 0,91 (m; 1H)

21 1,42 - 1,56 (m); 1,22 — 1,29 (M) 1,41 (m; 2H)

22 1,42 - 1,56 (m) 1,57 (m); 1,53 (m)

23 0,80 (sl) 0,79 (s: 3H)

24 0,85 (s) 0,84 (s: 3H)

25 0,97 (s)) 0,96 (s: 3H)

26 0,76 (s) 0,74 (s: 3H)

27 1,07 (sl) 1,06 (s: 3H)

28 _ _

29 0,82 (d; 6,22) 0,82 (d; 3H)

30 0,92 (sl) 0,91 (s: 3H)

1’ — —

2 6,36 (d: 15,94) 6,38 (d: 15.9; 1H)

3 7,50 (d: 15,94) 7,52 (d: 15,9: 1H)

266 7,52 (d: 8,64) 7,53 (d: 8,8: 1H)

35 678 (d: 8,64) 6,78 (d: 8,8: 1H)

OH-2 4,09 (sl) 4,54 (d: 5,6)

OH-4" 978 (s) 10,00 (s 1H)

Nota: *multiplicidade dos sinais: s = simpleto; sl =

"Mangmool et al., (2021). Fonte: a autora.

simpleto largo; d = dupleto; m =

multipleto;
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Através dos dados de RMN de '3C, DEPT 135 e os espectros bidimensionais
HSQC e HMBC, foi possivel observar algumas correlagdes que confirmaram a
estrutura do composto IV como acido 33-O-tfrans-p-cumaroil corosolico (Tabela 16). O
espectro de RMN de '3C mostrou os sinais ja conhecidos presentes no ntcleo do acido
corosolico e novos sinais na regiao de carbonos aromaticos, olefinicos e de carbonila
(Figuras 54, 55; Tabela 16). O espectro DEPT 135 mostrou que o composto apresenta
8 sinais de carbonos CH2 e o sinal em & 18,06 que nao foi observado no RMN de "3C,
apareceu no DEPT 135 sendo referente ao C-6 (Figura 56, Tabela 16).

As principais correlagdes obtidas no HSQC estdo descritas na Tabela 16
(Figura 57). Através das correlagdes do mapa de contorno HMBC (Figura 58, Tabela
16), foi possivel atribuir as posicdes dos carbonos e hidrogénios do grupo p-trans-
cumaroil. As correlagdes observadas foram: 64 7,50 (H-3’) com &¢ 166,85 (C-1’, 3J),
8¢ 130,30 (C-2”, C-6”; 3J) e &c 115,31 (C-2’; 2J). O &n 7,52 (H-2”, H-6") esta
correlacionado com &8¢ 159,80 (C-47; 3J) e 144,17 (C-3’; 3J). O &1 6,78 (H-3”7, H5”)
correlaciona com 6c 159,80 (C-4"; 2J) e com &c 125,43 (C-17; 3J). O 616,36 (H-2') esta
correlacionado com &c 125,43 (C-17; 3J). O 81 5,14 (H-12) correlaciona com &c 23,12
(C-11; 2J) e com &c 41,90 (C-14; 3J). O 81 4,51 (H-3) correlaciona com 5c 166,85
(C-1’) indicando que o grupo cumaroil esta ligado na posigao C-3 (3J) do triterpenoide.
O mesmo hidrogénio esta correlacionado com &c 64,96 (C-2; 2J), 18,02 (C-24; 3J) e
28,66 (C-23; 3J). A correlagédo do 614,51 (H-3) com 8¢ 39,45 na mesma regido do sinal
do DMSO, foi importante para definir o C-4 (2J) (Figura 58). O sinal em 6+ 1,07 (H-27)
esta correlacionado com 8¢ 40,6 na mesma regido do sinal do DMSO e foi importante

para definir o deslocamento do C-8 que acopla H-27 (3J) (Figura 59).
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Figura 54- Espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) do composto IV.
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Figura 55- Espectro de RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds) do composto IV, ampliado na regido & 48,76 — 16,56.
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Figura 56- Espectro de RMN DEPT 135 do composto IV.

9591
80°LL
0z’LL
208l
9081

€T1e
zL'ee
wee
96°€C

19'12
99'82
£e0e ~
992 —
1ot~
85'8g —
veee
YOIy
08 Ly~
ﬁ.wvw
ve-zs

ocps )

96'v9 —

6L°€8 —

0E'SLL~
€6'5LL 7

€S vel —

62°0€L —

9Lvyl —

96°91
80°LL~
0z'LL—
zo'8L~
90817

T
130

T T
150 140

T
160

T T
10 100 90
ppm

T
120

Fonte: a autora.

Figura 57- Mapa de contorno HSQC do composto IV.
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Figura 58- Mapa de contorno HMBC do composto IV ampliado.
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Fonte: autora.

Figura 59- Mapa de contorno HMBC do composto IV ampliado na regiao do H-27.
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O acido 36-0O-trans-p-cumaroil corosélico IV, também é conhecido como acido
jacumarico. O composto ja foi isolado de Myrtus communis sendo avaliado contra
inibicdo da a-glicosidase (>100 uM) e PTP1B (ICs0= 11,93 uM) que séo alvos para o
tratamento do diabetes (Liang; Staerk; Kongstad, 2020). Outras atividades ja foram
avaliadas como a citotoxicidade contra leucemia, apresentando uma dose efetiva 50
(DEso) de 4,0 ug mL~' (Numata et al., 1989) e contra células de carcinoma colorretal
e de mama (ICso= 6,5 e 6,3 UM, respectivamente) (Lee et al., 2005). O composto foi
isolado a primeira vez em espécies de Miconia, embora outros derivados triterpénicos
ligados ao grupo cumaroil ja tenham sido isolados como: 3-(E)-p-cumaroil-a-amirina
(71), acido 3-O-cis-p-cumaroil maslinico (78) e acido 3-O-trans-p-cumaroil maslinico
(79).

Tabela 16- Sinais RMN '3C e DEPT 135 do composto IV comparado com acido 38-
O-trans-p-cumaroil corosolico segundo dados da literatura e correlagdes HSQC e
HMBC. continua

Posicdo &c ppm dc ppm DEPT HSQC HMBC

DMSO-ds DMSO-ds 135 & ppm
100 MHz  125MHz’

1 47,82 47,62 CH2 1,87-1,90; 0,97

2 64,96 64,78 CH 3,67-3,71 H-3
3 83,80 83,61 CH 4,50-4,52

4 39,69 39,00 C - H-3
5 54,57 54,39 CH 0,95

6 18,06 17,88 CH2 1,42-1,56; 0,85

7 32,66 32,47 CH2 1,42-1,56; 1,22-1,29

8 40,6 41,71 C - H-11; H-27
9 47,00 46,87 CH 1,46-1,56

10 37,66 37,48 C -

11 23,12 22,94 CHz 1,87—- 1,90 H-12
12 124,53 124,35 CH 5,14

13 138,51 138,31 C -

14 41,90 41,71 C — H-12
15 27,67 27,48 CHz 1,80; 1,04

16 23,96 23,78 CHz 1,87-1,90; 1,42-1,56

17 47,05 46,87 C -
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Tabela 16- Sinais RMN "3C e DEPT 135 do composto IV comparado com &acido
3pB-0O-trans-p-cumaroil corosélico segundo dados da literatura e correlagées HSQC
e HMBC. concluséo

Posicio &5cppm  ocppm DEPT HSQC HMBC
DMSO-ds DMSO-ds 135  &ppm
100 MHz __ 125MHz’
18 52,55 52,36 CH 2,10
19 38,662 38,40 CH 1,42-1,56; 0,95
20 38,582 38,48 CH 1,42-1,56; 0,95
21 30,34 30,15 CH2  1,42-1,56; 1,22-1,29
22 36,48 36,29 CH2  1,42-1,56
23 28,66 28,47 CHs 0,80 H-3
24 18,02 17,83 CHs 0,85 H-3
25 16,56 16,38 CHs 0,97
26 17,200 16,88 CHs 0,76
27 23,41 23,23 CHs 1,07
28 178,47 17825  C -
29 17,08P 17,02 CHs 0,82
30 21,23 21,05 CHs 0,92
166,85 166,65 C - H-3’; H-3
2 115,31 11511  CH 6,36 H-3’
3 144,17 143,96  CH 7,50 H-2":6"
17 125,43 12524  C - H-2”,6"; H-
3”57, H-2
' 6” 130,30 130,09  CH 7,52 H-3
¢ 115,94 115,75  CH 6,78
159,80 159,60 C - g-z",e"; H-
5

Nota: Letras iguais indicam que os sinais podem estar trocados.'Mangmool et al. (2021)
Fonte: a autora.
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5.3.5 Identificagéo estrutural do composto V (canferol-3-O-rutinosideo) isolado da PB

Figura 60- Estrutura do composto V.

OH
canferol-3-O-rutinosideo

Fonte: a autora.

As particoes PAE e PB apresentaram relevantes resultados bioldgicos (segao
5.5, pagina 202) entretanto, apenas a PB foi selecionada para o fracionamento devido
a pouca quantidade de massa da PAE. Dessa forma, o composto V (PB59-pico6;
6,5 mg) (Figura 60), foi isolado da PB de M. cuspidata. O composto € um sélido
amarelo amorfo, e quando aplicado na placa cromatografica com silica gel,
desenvolvido com acetato de etila:H20:acido féormico:acido acetico 10:2,6:1,1:1,1 e
aspergido com o revelador NP/PEG, apresentou coloragdo amarela no visivel e na
camara de luz UV-Vis (365 nm) indicando ser um flavonoide com Rr=0,57. O
cromatograma obtido por CLAE-DAD em 254 nm mostrou um sinal em tr = 18,91 min.
O espectro UV-Vis apresentou duas bandas de absorgao caracteristicas de
flavonoides. A banda | (350 nm) é afetada pela conjugacéo entre os anéis C e B
através da ligacao dupla entre C-2 e C-3. A banda Il (263 nm) & afetada pela

conjugacao do anel A e seu padrao de substituicdo (Vihakas, 2014) (Figura 61).
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Figura 61- Cromatograma obtido por CLAE-DAD 254 nm (tr = 18,91 min), espectro
de UV-Vis e CCD do composto IV.
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Condigbes (CLAE-DAD 2): coluna analitica C18, gradiente MeOH:H20 com acido férmico 0,1% 35 —
100% de MeOH (20 min), 100% de MeOH (25 min), 100 — 35% de MeOH (30 min), 35% de MeOH (35
min), C = 1 mg mL-", fluxo 1mL min-'; volume de injecdo 20 pL. Condicdes CCD: acetato de
etila:H20:acido férmico:acido acetico 10:2,6:1,1:1,1; revelador NP/PEG.

Fonte: a autora.

A fracdo PB59-pico6 foi submetida a analise por CLAE-IES-EM/EM em alta
resolugcdo no modo negativo. O espectro em alta resolugdo mostrou o ion molecular
m/z 593,1515 (A 0,5 ppm, C27H30015) (Figura 62-A). Através do espectro de massas
sequencial do ion m/z 593,1515 [M — H]~ foi possivel obter o espectro de massas em
25 eV da PB59-pico6 (Figura 62-B). O ion de fragmento m/z 285 de maior intensidade
representa a clivagem homolitica entre a ligagao glicosidica do canferol e a glicose e
o ion m/z 284 representa clivagem heterolitica. Os ions m/z 255 e m/z 227 séo
sugeridos na literatura como perdas sucessivas de formaldeido (CH20, 46 u) e CO
(28 u), respectivamente que ocorrem a partir do ion m/z 285 (March; Miao, 2004).
Entretanto, ndo foram encontrados ou propostos algum mecanismo de fragmentagao

que justifiquem esses ions. O ion m/z 151 é caracteristico em flavonoides que ocorre
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através da abertura do anel C pelo mecanismo retro-Diels-Alder (RDA) (Demarque et
al., 2016) (Figura 63).

Figura 62- Espectro de massas da PB59-pico 6 (A) EM-ESI m/z 593,1515 [M — H]~
(tr 7,72 min) em alta resolugao (B) EM/EM 25 eV.
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Condicdes CLAE: Coluna C18 (100 mm x 3,0 mm, 2,7 um); fase mével: dgua acidificada com acido
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Fonte: a autora.
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Figura 63- Proposta de fragmentagao para o composto V.
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Fonte: a autora.

O RMN de "H do composto V (6,5 mg) (Figuras 64, 65; Tabela 17), apresentou
sinais caracteristicos de flavonoides e agucares. Na regido de hidrogénios aromaticos
foi observado o dupleto em & 8,08 (J = 8,80 Hz) referente aos H-2' e H-6’ que séo
equivalentes e estdo acoplados em orto com H-3’ e H-5 em & 6,91 (J = 8,80 Hz). O
dupleto em & 6,43 (J = 1,90 Hz) é referente ao H-8 que apresenta um acoplamento
em meta com H-6 em & 6,24 (J = 1,90 Hz). Em relagdo aos sinais na regidao dos
agucares foi observado um dupleto em & 5,14 (J = 7,23 Hz) que é referente ao
hidrogénio do carbono anomérico H-1”. A constante de acoplamento indica que o

H-1" e H-2” estao em posicao axiais. O H-1"" ndo se desdobrou e foi classificado como
simpleto largo em 6 4,54. O dupleto em 5 3,82 (J = 10,56 Hz) é referente ao H-6”, que
sao diasterotopicos por serem vizinhos de um carbono assimétrico C-5". Devido a
isso, ocorre o desdobramento dos sinais, apresentando mais uma correlagdo com o
multipleto 6 3,35 — 3,39.

O espectro de RMN de '3C apresentou sinais caracteristicos de flavonoides
glicosilados (Figuras 66, Tabela 18). O sinal em 5 180,28 é referente a carbonila C-4,
os sinais 6 133,22 e 56 117,01 com maiores intensidades sao referentes aos carbonos
equivalentes C-2’; C-6’ e C-3’; C-5’, respectivamente. Os sinais em 6 69 — 79 indicaram

a presenca de dois glicosideos e o sinal 6 18,75 referente ao C-6"” que € um CHs e
indicou a presenga da ramnose. Os sinais dos demais carbonos foram atribuidos
comparados com dados da literatura (Tabela 18). Através das correlagdes do mapa
de contorno HMBC (Figura 67, Tabela 18), foi possivel confirmar a estrutura do

composto V. O dupleto em 6 5,14 referente ao H-1" esta correlacionado com & 136,37
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referente ao C-3 (3J) indicando a posig¢do da ligagado da glicose com o flavonoide e o

sinal em & 4,54 referente ao H-1"" da ramnose esta acoplado com & 69,43 referente
ao C-6” (3J) da glicose (Figura 68).

O canferol-3-O-rutinosideo V esta sendo relatado no género Miconia pela
primeira vez, embora diversos derivados glicosilados de canferol ja tenham sido
identificados em espécies de Miconia, incluindo M. alypifolia, M. cabucu, M. rubinosa
e M. burchelli (segao 2.1.2, pagina 43). A revisao de Zhou et al., (2023) apresentou
diversos alvos bioldgicos em que o canferol-3-O-rutinosideo tem demostrado potencial
atividade como antiaterosclerética, antidiabética, efeito protetor cerebral,
hepatoprotetor, efeito anticancerigeno, cicatrizante de feridas, efeito cardioprotetor,
atividade antiviral, efeito renoprotetor e antiadipogénico, colocando como um

composto terapéutico multifacetado.
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Figura 64- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD30D) do composto V.
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Figura 65- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD30D) do composto V, ampliado na regi&o 6 1,14 — 5,14
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Tabela 17- Sinais de RMN de 'H, do composto V comparado com canferol-3-O-
rutinosideo com dados da literatura.

Posicdao  &u ppm SH ppm SH ppm (mult*; J Hz)
(mult*; J Hz; H) (mult*; J Hz; H) (DMSO-ds) 400 MHz2
CD30D 400MHz (CDsOD) 300 MHz'

2-5 -

6 6,24 (d; 1,90; 1H) 6,21 (d; 1,9; 1H) 6,22 (d; 2,1)

7 —

8 6,43 (d; 1,90; 1H) 6,41 (d; 1,9; 1H) 6,33 (d; 2,1)

9e10 -

1’ - _ -

2eb 8,08 (d; 8,80 2H) 8,06 (d; 8,8; 2H) 8,19 (d; 8,7)

3eb 6,91 (d; 8,80; 2H) 6,88 (d; 8,8; 2H) 6,92 (d; 8,7)

1” 5,14 (d; 7,23; 1H) 5,12 (d; 7,2; 1H) 5,02 (d; 7,8)

2” 3,41-3,50 (m)

3” 3,41-3,50 (m)

4 3,66 (sl) 3,15-3,90 (m)

5” 3,35-3,39 (m)

6” 3,82 (d; 10,56; 2H)
3,35-3,39 (m)

1 4,54 (sl, 1H) 4,51 (s; 1H) 4,45 (d; 1,8)

2 3,25-3,30 (m) 3,15 -3,90 (m)

3 3,53 (dd; 9,42; 3,34)

4 3,25-3,30 (m)

5 3,41-3,50 (m)

6" 1,14 (d; 6,14; 3H) 0,88 (s; 3H) 1,09 (d; 6,1)

Nota: *multiplicidade dos sinais: s = simpleto; sl = simpleto largo; m = multipleto; d = dupleto; dd = duplo
dupleto. 'Do Nascimento et al., (2018a). 2Akkol et al., (2015).
Fonte: a autora.
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Nota: os deslocamentos quimicos foram estabelecidos em relagdo sinal em & 49,86 referente ao solvente CD30D.
Fonte: a autora.



Figura 67- Mapa de contorno HMBC do composto V.
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Figura 68- Mapa de contorno HMBC do composto V ampliado.
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Tabela 18- Sinais de RMN de '3C do composto V comparado com canferol-3-O-
rutinosideo segundo dados da literatura e correlagdes do mapa de contorno HMBC.

Posicao dc ppm Sc ppm dc ppm HMBC
CD30D CD30D DMSO-ds
100 MHz 75 MHz? 100 MHz?
2 160,29 159,58 155,98 H-2’; H-6’
3 136,37 135,68 134,58 H-1”
4 180,28 179,57 177,23
5 163,95 163,15 162,04 H-6
6 100,86 100,15 98,88 H-8
7 166,95 166,16 163,31 H-8; H-6
8 95,80 98,09 93,98 H-6
9 159,42 158,71 156,82 H-8
10 106,53 105,85 104,79 H-8; H-6
1 123,64 121,00 121,39 H-3’; H-5’
2,6 133,22 132,51 130,76
35 117,01 116,30 113,40 H-2’; H-3’
4 162,34 161,62 160,92 H-3’; H-5’
17 105,44 104,77 102,11
2" 76,63 74,07 74,83
3” 79,02 78,32 75,48
4” 72,95 71,62 69,23
5” 78,08 78,05 77,65
6” 69,43 68,74 67,08 H-1""
1” 103,28 102,58 100,00 H-6”
2" 72,32 72,25 70,89
37 73,17 72,49 72,23
4 74,77 73,62 73,46
5 70,59 69,89 67,88 H-1”
6" 18,75 18,05 18,12

Nota: 'Do Nascimento et al., (2018a). 2Akkol et al., (2015).
Fonte: a autora.
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5.4 ANOTACAO DOS COMPOSTOS PRESENTES NOS EE DE ESPECIES DE
Miconia e particbes de M. cuspidata por CLAE-IES-EM/EM

Os EE das nove espécies de Miconia e as particdes de M. cuspidata foram
analisados por CLAE-IES-EM/EM, e os cromatogramas de pico base (BPC) foram
obtidos no modo positivo e negativo. Como os cromatogramas no modo negativo
apresentaram maiores quantidades de ions (Figuras 69 — 72), a anotacgéao foi realizada
nesse modo. Para a anotacdo dos compostos, foram selecionados os EE e as
particoes que apresentaram as melhores atividades biolégicas (segcdo 5.5,
pagina 202), as quais foram os EE de M. fallax, M. rubiginosa, M. affinis, M. cuspidata,
e as PAE e PB provenientes de M. cuspidata. A Tabela 19 apresenta os compostos
anotados e as amostras nas quais foram encontrados, enquanto as Figuras 74 — 77
mostram a estrutura destes compostos. Os espectros EM-IES-EM/EM dos compostos
anotados estao apresentados no Apéndice A.

As particdes PAE e PB apresentam um perfil quimico semelhante ao EE de M.
cuspidata (Figura 73). A anotagdo dos compostos presentes nessas amostras foi
realizada mediante a comparacédo dos ions m/z e dos ions fragmentados com os
compostos presentes no EE de M. cuspidata e nos EE das outras espécies analisadas.

A analise por CLAE-IES-EM de algumas espécies de Miconia sao apresentadas
na literatura: os extratos etandlico (Quintans-Junior et al., 2020), aquoso
(Dembogurski et al., 2023), acetato de etila (Lima et al., 2018), aquoso e etandlico das
folhnas de M. albicans (Manzano et al., 2022). O extrato hidroalcoolico das folhas e
caules (Do Nascimento et al., 2023) e o extrato metandlico dos frutos de M. albicans
(Corréa et al., 2021). O extrato etandlico (Gontijo et al., 2019b), aquoso (Gontijo et al.,
2019a) e as fragdes ativas de M. latecrenata (Rodrigues et al., 2020). O extrato aquoso
das folhas M. chamissois (Ferreira et al., 2022a; Silva et al., 2023b) e o extrato
metandlico das folhas de M. minutiflora (Gatis-Carrazzoni et al., 2018). Nesses
trabalhos foram anotados principalmente compostos fendlicos incluido acidos
fendlicos, flavonoides, taninos hidrolisados, proantocianidinas e triterpenos. A
composi¢cao quimica das espécies M. fallax, M. rubiginosa, M. affinis e M. cuspidata
estdo sendo estudadas por CLAE-IES-EM/EM pela primeira vez.
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Figura 69- Cromatogramas de pico base (BPC) dos EE de M. albicans, M. fallax e
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Condicdes CLAE: Coluna C18 (100 mm x 3,0 mm, 2,7 um); fase mével: dgua acidificada com acido
formico (0,1% v v-') (A) e metanol (B), com o gradiente: 10% de B (0 min), 98% de B (0 — 15 min); 100%

de B (15
Fonte: a

— 17 min).
autora.
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Figura 70- Cromatogramas de pico base (BPC) do EE de M. chamissois, M. affinis, e
M. stenostachya obtidos por (—)-CLAE-IES—EM.
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Condigdes CLAE: Coluna C18 (100 mm x 3,0 mm, 2,7 um); fase movel: agua acidificada com acido
formico (0,1% v v-') (A) e metanol (B), com o gradiente: 10% de B (0 min), 98% de B (0 — 15 min); 100%
de B (15— 17 min).

Fonte: a autora.
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Figura 71- Cromatogramas de pico base (BPC) do EE de M. nervosa, M. elegans, e

M. cuspidata obtidos por (-)-CLAE-IES—EM.
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Condigdes CLAE: Coluna C18 (100 mm x 3,0 mm, 2,7 um); fase movel: agua acidificada com acido
formico (0,1% v v=') (A) e metanol (B), com o gradiente: 10% de B (0 min), 98% de B (0 — 15 min); 100%

de B (15
Fonte: a

— 17 min).
autora.
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Figura 72- Cromatograma de pico base (BPC) das particdes de M. cuspidata obtidos por (—)-CLAE-IES—EM.
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Nota: PD = particao diclorometano. PAE = particdo acetato de etila. PB = particdo n-butanol. PA = particdo aquosa. Condi¢gdes CLAE: Coluna C18 (100 mm x
3,0 mm, 2,7 ym); fase moével: agua acidificada com &cido férmico (0,1% v v-') (A) e metanol (B), com o gradiente: 10% de B (0 min), 98% de B (0 — 15 min);
100% de B (15 — 17 min).
Fonte: a autora.



Figura 73- Sobreposi¢cao dos cromatogramas de pico base (BPC) do EE e das particdes de M. cuspidata obtidos por
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Condigdes CLAE: Coluna C18 (100 mm x 3,0 mm, 2,7 um); fase movel: agua acidificada com acido férmico (0,1% v v-') (A) e metanol (B), com o gradiente:
10% de B (0 min), 98% de B (0 — 15 min); 100% de B (15— 17 min).

Fonte: a autora.
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Tabela 19- Anotacédo dos compostos presentes nos EE de (2) M. fallax, (3) M. rubiginosa, (5) M. affinis, (9) M. cuspidata, PAE9 e
PB9, por CLAE-IES-EM/EM. continua

R (m/z) Massa Erro Fragmentos Férmula Proposta de Espécies Referéncias
[M - H]- exata (ppm) (m/z) EM/IEM molecular identificagao de Miconia
e particoes
1,16  191,0568 191,0561 3,66 20 eV: 173, C7H120es acido quinico (1082 2, 3,5, 9, (Gouveia;
127,109, 93, PAE9, PB9 Castilho, 2010;
85 Corréa et al.,
2021)
1,31 173,0458  173,0455 1,73 10 eV: 155, C7H100s acido chiquimico 2,5,9, (Nurazah et al.,
137, 111, 93, (109)° PAE9, PB9 2017)
73
2,06 169,0148 169,0142 3,55 15 eV: 125, C7HeOs acido galico (17)° 2,3,5,9, (Singh et al.,
97,79, 69 PAE9, PB9 2016; Corréa et
al., 2021)
2,10 609,1271 609,1250 3,45 20 eV: 441, C1sH1407  (epi)galocatequin— 2 (Jaiswal;
423, 305, (epi)galocatechina Jayasinghe;
177,125 (110)@ Kuhnert, 2012;
Escobar-Avello et
al., 2019)
2,52 783,0685 783,0686 -0,13 30 eV: 481, C34H24022  pedunculagina 3,5,9, (Singh et al.,
301, 275 isdbmero | (111)¢ PAE9, PB9 2016; Gontijo et
al., 2019a)
933,0634  933,0640 0,64 30 eV: 631, C41H26026  2-O-galoilpunicalina 3,5, 9 (Singh et al.,
451, 301 isébmero | (112)® 2016)
466,02897 466,0283 1,28 20 eV: 457,
425, 301, 275
2,94 305,0667 305,0667 0,00 20 eV: 261, C1sH14O7  (epi)galocatequina 2 (Escobar-Avello et
221, 219, isomero | (113)f al., 2019)
179, 167,

137, 125
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Tabela 19- Anotacédo dos compostos presentes nos EE de (2) M. fallax, (3) M. rubiginosa, (5) M. affinis, (9) M. cuspidata, PAE9 e
PB9, por CLAE-IES-EM/EM. continua

R (m/z) Massa Erro Fragmentos Férmula Proposta de Espécies Referéncias
[M - H]- exata (ppm) (m/z) EM/IEM molecular identificagao de Miconia
e particoes
3,51 783,0680 783,0686 -0,76 30 eV: 481, C34H24022  pedunculagina 3,5,9, (Singh et al.,
301, 275 isébmero 1l (114)¢ PAE9, PB9 2016; Gontijo et
al., 2019a)
961,0878 — - 30 eV: 915, - n.i 3,9, PAE9, -
871, 613, PB9
569, 489, 301
480,0426Fr — - 15 eV: 467,
457, 301,
275, 249
3,75 593,1308 593,1301 1,18 20 eV: 467, C30H26013  (epi)galocatequina— 2, 3 (Escobar-Avello et
425, 407, (epi)catequina (115)¢ al., 2019)
305, 303 289,
177,125
4,09 933,0624 933,0640 -1,71 30 eV: 631, Ca1H26026  2-O-galoilpunicalina 9, PB9 (Singh et al.,
451, 301 isébmero 1l (116)° 2016)
466,0283° 466,0283 0,00 20 eV: 450,
425, 301, 275
4,22 469,0049 469,0047 0,43 30 eV: 425, C21H10013  dilactona de acido 9, PAEY, (Da Silva et al.,
407, 379, valoneico (117)® PB9 2018)
299, 300,
301, 275
633,0752 633,0733 3,00 30 eV: 301, C27H22018  galoil HHDP glicose 3,5,9,PB9 (Menaetal.,
275, 169 (118)¢ 2012; Singh et al.,
2016)
593,1316  593,1301 2,53 20 eV: 467, C30H26013  (epi)catequina—(epi) 2,3 (Escobar-Avello et
441, 423... galocatequina (119)¢ al., 2019)
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Tabela 19- Anotacédo dos compostos presentes nos EE de (2) M. fallax, (3) M. rubiginosa, (5) M. affinis, (9) M. cuspidata, PAE9 e
PB9, por CLAE-IES-EM/EM. continua

R (m/z) Massa Erro Fragmentos Férmula Proposta de Espécies Referéncias
[M - H]- exata (ppm) (m/z) EM/IEM molecular identificagao de Miconia
e particoes
4,22 593,1316  593,1301 2,53 ....305, 289, C30H26013  (epi)catequina—(epi) 2,3 (Escobar-Avello et
287,125 galocatequina (119)¢ al., 2019)
4,22 897,1888 897,1884 0,44 15 eV: 729, CasH38020  (epi)galocatequina— 2,3 (Escobar-Avello et
711, 609, (epi)galocatequina— al., 2019)
591, 305, 169 (epi)catequina (120)¢
441 285,0615 2850616 -0,35 20 eV: 153, C12H140s  acido di-hidroxiben- 2,5,9, (Bartsch et al.,
152, 109, 108 zoico pentosideo PAE9, PB9  2010; Mekky et
(121)° al., 2015)
935,0792 935,0796  -0,43 30 eV: 873, Ca1H28026  casuarictina (62) ou 3,5,9, (Singh et al.,
783, 633, casuarinina isdbmero | PAE9, PB9 2016; Gatis-
571, 481, (122)° Carrazzoni et al.,
301, 299, 275 2018)
467,0367° 467,0362 1,01 25 eV: 301,
275,169, 125
4,57 953,0906 953,0902 0,42 - C41H30027  acido chebulagico 9, PB9 (Moilanen;

e H .
476,0413° 476,0417 084  — (123) ggﬁﬁﬁlﬁ?éo13)
865,1999 865,1985 1,62 - C4sH3sO18  (epi)catequina—(epi) 3 (Escobar-Avello et

catequina—(epi)cate al., 2019)
quina isébmero |
(124)¢
4,67 3050670 305,0667 0,98 20 eV: 261, C1sH1407  (epi)galocatequina 2,3 (Escobar-Avello et
219, 179, isomero Il (125)f al., 2019; De
167, 165, 125 Moura Martins et

al., 2020)
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Tabela 19- Anotacédo dos compostos presentes nos EE de (2) M. fallax, (3) M. rubiginosa, (5) M. affinis, (9) M. cuspidata, PAE9 e
PB9, por CLAE-IES-EM/EM. continua

R (m/z) Massa Erro Fragmentos Férmula Proposta de Espécies Referéncias
[M - H]- exata (ppm) (m/z) EM/IEM molecular identificagao de Miconia
e particoes
4,69 1153,2604 1153,2619 -1,30 — CeoHs50024  tetramero de 3 (Ben Said et al.,
. ) d
576,1286° 5761273 2,26 20 eV: 449, (epi)catequina (126) 2017)
407, 287,
151,125
4,70 183,0298 183,0299 -0,54 20 eV: 168, CsHsOs galato de metila 3,5,9, (Singh et al.,
124,78 (127)¢ PAE9, PB9 2016; Corréa et
al., 2021)
4,79 289,0718 289,0718 0,00 20 eV: 245, C1sH140e  catequina (128)f 2,3 (Mena et al.,
203, 187, 2012; Nascimento
151, 137, et al., 2020)
125, 123, 109
499 577,1367 577,1351 2,77 20 eV: 451, C30H26012  (epi)catequina- 2,3 (Sobeh et al.,
425, 407, (epi)catequina 2018)
289, 125 isdmero | (129)¢
5,07 325,0933 325,0929 1,23 10 eV: 163, C1sH180s  acido p-cumarico 3 (Abu-Reidah et
145,119 hexosideo (130)° al., 2015)
512 881,1957 881,1935 2,50 20 eV: 729, Cs5H3s019  (epi)catequina—(epi) 2 (Tala et al., 2013)
577, 303 catequina—(epi)galo-
catequina (131)¢
514 9350782 935,0796  -1,49 30 eV: 633, Ca1H28026  casuarictina (62)°ou 3,5, 9, (Singh et al.,
301 casuarinina isbmero  PAE9, PB9  2016; Gatis-
467,0373F 467,0362 2,35 20 eV: 391, Il (122)° Carrazzoni et al.,
301, 275, 2018; Medic et al.,
169, 125 2021)
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Tabela 19- Anotacédo dos compostos presentes nos EE de (2) M. fallax, (3) M. rubiginosa, (5) M. affinis, (9) M. cuspidata, PAE9 e
PB9, por CLAE-IES-EM/EM. continua

R (m/z) Massa Erro Fragmentos Férmula Proposta de Espécies Referéncias
[M - H]- exata (ppm) (m/z) EM/IEM molecular identificagao de Miconia
e particoes
532 865,1994 865,1985 1,04 30 eV: 739, CasH38018  (epi)catequina—(epi) 2,3 (Escobar-Avello et
695, 577, catequina—(epi) al., 2019)
413, 287, 125 catequina isémero |l
(132)¢
539 483,0798 483,0780 3,73 25eV: 331, C20H20014  digaloil hexosideo 5 (Mena et al.,
313,169, 125 (133)° 2012)
635,0910 635,0898 1,89 30 eV: 483, C27H24018  trigaloil glicose 5,9, PAE9, (Hooi Poay; Sui
5,42 465, 423, isdmero | (134)¢ PB9 Kiong; Cheng
313, 295, 169 Hock, 2011; Singh
et al., 2016)
544  1441,3191 1441,3253 -4,37 - C75He2030  pentamero de 3 (L6pez-Cobo et
(epi)catequina (135)¢ al., 2016)
720,16217  720,1590 4,30 25eV: 577,
449, 423,
407, 289,
287, 245,
179, 161, 125
5,54 785,0851 785,0843 1,02 30 eV: 633, C34H26022  telimagrandina | 5,9, PAE9, (Singhetal.,
475, 465, (136)° PB9 2016)
301, 275
392,0388° 392,0385 0,76 15 eV: 316,
301, 169, 125
562 289,0719  289,0718 0,35 20 eV: 245, CisH1406  epicatequina (29)f 2,3 (Mena et al.,
221, 203, 2012; Nascimento
187, 151, et al., 2020)
137, 125,

123, 109
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Tabela 19- Anotacédo dos compostos presentes nos EE de (2) M. fallax, (3) M. rubiginosa, (5) M. affinis, (9) M. cuspidata, PAE9 e
PB9, por CLAE-IES-EM/EM. continua

R (m/z) Massa Erro Fragmentos Férmula Proposta de Espécies Referéncias
[M - H]- exata (ppm) (m/z) EM/IEM molecular identificagao de Miconia
e particoes
573 387,1664  387,1661 0,77 20 eV: 207, C18H2809  glicosideo de acido 3,5,9,PB9 (Sousaetal.,
163, 101, 89, tuberénico (139)" 2017; Marzouk et
59 al., 2018)
584 6350896 635,0898 -0,31 30 eV: 483, C27H24018  trigaloil glicose 3,5,9, (Hooi Poay; Sui
465, 423, isémero Il (140)¢ PAE, PB9 Kiong; Cheng
313, 295, 169 Hock, 2011; Singh
et al., 2016)
593 787,1023 787,0999 3,05 30 eV: 635, C34H28022  tetragaloil glicose 5, PAE9 (Singh et al.,
617, 573, (141)° 2016)
465, 403,
313, 169
599 593,1535 593,1512 4,08 30 eV: 503, C26H28014  apigenin-6,8-di-C- 3 (Llorent-Martinez
474, 473, hexosideo (Vicenin-2) etal., 2015)
383, 353 (142)
6,07 197,0450 197,0455 -2,54 20 eV: 169, CoH100s5 galato de etila (143)° 3,5, 9, (Singh et al.,
125,124, 78 PAE9, PB9  2016; Quintans-
Junior et al.,
2020)
6,32 937,0955 937,0953 0,21 30 eV: 785, C41H30026  pterocarinina C 5,9, PAE9, (Hooi Poay; Sui
635, 483, 301 (144)° PB9 Kiong; Cheng
468,0445° 468,0440 1,02 15 eV: 392, Hock, 2011)
301, 275, 169
6,33 631,0961 631,0941 3,17 30 eV: 479, C28H24017  miricetin-O-galoil- 2 (Pereira et al.,
316 hexosideo (145) 2017)
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Tabela 19- Anotacédo dos compostos presentes nos EE de (2) M. fallax, (3) M.rubiginosa, (5) M.affinis, (9) M. cuspidata, PAE9 e
PB9, por CLAE-IES- EM-EM/EM. continua

R (m/z) Massa Erro Fragmentos Férmula Proposta de Espécies Referéncias
[M - H]- exata (ppm) (m/z) EM/IEM molecular identificagao de Miconia
e particoes
6,33 577,1367 577,1351 2,77 20 eV: 531, C30H26012  (epi)catequina—(epi) 2, 3 (Escobar-Avello et
425, 411, catequina isébmero Il al., 2019)
407, 331, (146)°
289, 125
6,40 387,12908 - - 30 eV: 313, — n.i 5, PAE9, -
169, 151, 124 PB9
6,47 939,1130 939,1109 2,24 - C41H32026  pentagaloil glicose 5 (Singh et al.,
(147)° 2016)
469,0533° 469,0518 3,20 20 eV: 393,
317, 301,
275, 169, 125
6,62 6891775 - — 25 eV: 301 - n.i 5,9, PB9 —
6,75 479,0837  479,0831 1,25 30 eV: 317, C28H24017  miricetin-O- 2 (Ersan et al.,
316, 287, 271 hexosideo (148) 2016)
6,77 335,0414  335,0409 1,49 10eV:183, CisH1209  digalato de metila 5,9, PAE9, (Xiongetal.,
124 (149)° PB9 2021)
6,89 615,0992 615,0992 0,00 30 eV: 463, C2sH24016  quercetina-O- 2,5,9, (Quintans-Junior
313, 301, 300 galoil-hexosideo PAE9, PB9 et al., 2020;
151 (150) Corréa et al.,
2021)
7,02 597,1842 597,1825 2,86 30 eV: 579, C27H34015  floretin- 3',5'-Di-C- 3 (Lu et al., 2018)
552, 489, glicosideo (151)«
477, 387,
357, 315 249,

161, 108
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Tabela 19- Anotacédo dos compostos presentes nos EE de (2) M. fallax, (3) M. rubiginosa, (5) M. affinis, (9) M. cuspidata, PAE9 e

PB9, por CLAE-IES- EM-EM/EM. continua

R (m/z) Massa Erro Fragmentos Férmula Proposta de Espécies Referéncias
[M - H]- exata (ppm) (m/z) EM/IEM molecular identificagao de Miconia
e particoes

7,02 477,0682  477,0675 1,47 30 eV: 315, Ca2sH24013  acido metil elagico 9, PB9 (Xiong et al.,
300, 169, 89 hexosideo (152)¢ 2021)

7,07 463,0896  463,0882 3,02 30 eV: 317, C21H20012  miricetin-O- 2 (Syabana et al.,
316, 271, 178 ramnosideo (153) 2022)

7,10 447,0946  447,0933 2,91 30 eV: 285, C21H20011  canferol-O-hexosideo 3 (Ghareeb et al.,
284 (154) 2018)

7,19 463,0896 463,0882 3,02 30 eV: 301, C21H20012  quercetin-O- 3,5 (Ghareeb et al.,
300, 271, hexosideo (155) 2018)
255

7,24 609,1460 609,1461 -0,16 30 eV: 463, C27H30016  rutina* (53) 3,5,9, (Fraternale et al.,
343, 300, PAE9, PB9  2015; Quintans-
301, 271, Junior et al.,
179, 151 2020)

7,37 599,1059 599,1042 2,83 30 eV: 463, C28H24015  miricetin-O-ramnosil- 2 Proposto a partir
316, 315, acido protocatecuico do (153)!
171,169 (156)

7,42 599,1043 599,1042 0,12 30 eV: 447, C28H24015  canferol-O- galoil- 9, PAEY, (Xiong et al.,
313, 285, glicopiranosideo PB9 2021)
284, 241, (157)
169, 125

7,47 433,0788  433,0776 2,77 20 eV: 301, C20H18011  quercetin-O- 2,5 (Garcia et al.,
300 pentosideo (158) 2021)

7,57 6151010 615,0992 2,93 25 eV: 463, CasH23016  miricetin-O-galoil- 2 (Santos et al.,
317, 151 ramnosideo (159) 2018a)

300,9985  300,9990 -1,66 30 eV: 284, C14H60s acido elagico (63)° 5,9, PAE9, (Mena etal,

257, 245... PB9 2012; Fraternale

et al., 2015)
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Tabela 19- Anotacédo dos compostos presentes nos EE de (2) M. fallax, (3) M. rubiginosa, (5) M. affinis, (9) M. cuspidata, PAE9 e
PB9, por CLAE-IES-EM/EM. continua

R (m/z) Massa Erro Fragmentos Férmula Proposta de Espécies Referéncias
[M - H]- exata (ppm) (m/z) EM/IEM molecular identificagao de Miconia
e particoes
7,57 300,9985 300,9990 -1,66 ...229, 201, C14HeOs acido elagico (63)¢ 5,9, PAE9, (Mena etal,
185, 173, 145 PB9 2012; Fraternale
et al., 2015)
7,65 447,0937 447,0933 0,89 30 eV: 315, C21H20011  isoramnetin-O- 9, PAE9, (Li et al., 2016)
314, 301, pentosideo (160) PB9
300, 284,
271, 255, 227
7,68 447,0941 447,0933 1,79 25 eV: 343, C21H20011  quercetin-O- 2,3,5 (Llorent-Martinez;
301, 300, ramnosideo (161) Gouveia; Castilho,
271, 255, 2015)
179, 151
7,72 593,1512 593,1512 0,00 30 eV: 447, C27H30015  canferol-O- 9, PAE9, (Loyola et al.,
327, 285, rutinosideo (162) PB9 2021)
284, 255, 151
7,92 417,0838 417,0827 2,64 25 eV: 285, C20H18010  canferol-O- 2,3,PAE9 (Lietal, 2016)
284, 255, 227 pentosideo isbmero |
(163)
8,10 417,0837  417,0827 2,40 30 eV: 285, C20H18010  canferol-O- 3 (Li et al., 2016)
284, 255, 227 pentosideo isoméro Il
(164)
7,97 461,0728 461,0725 0,65 25 eV: 328, C21H18012  acido 3,3'-Di-O-metil 9, PAE9, (Singh et al.,
313 acido elagico 4'-O- PB9 2016)
xilopiranosideo (165)°
8,10 613,1560 — - 30 eV: 467, — n.i 5,9, PAE9, -
313, 299, 169 PB9
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Tabela 19- Anotacédo dos compostos presentes nos EE de (2) M. fallax, (3) M. rubiginosa, (5) M. affinis, (9) M. cuspidata, PAE9 e
PB9, por CLAE-IES-EM/EM. continua

R (m/z) Massa Erro Fragmentos Férmula Proposta de Espécies Referéncias
[M - H]- exata (ppm) (m/z) EM/IEM molecular identificagao de Miconia
e particoes
8,27 627,1381 - - 30 eV: 613, — n.i 5 -
491, 343,
329, 313,
169, 151, 125
593,1863 - - 25 eV: 300, - n.i 9, PAE9, -
285 PB9
8,37 475,1246 475,1246 0,00 30 eV: 313, C23H24011  canferol dimetil éter 5 (Barros et al.,
312 hexosideo (166) 2013)
8,51 301,0362 301,0354 2,66 25eV: 273, CisH1007  quercetina (43) 2,3,5 (Abu-Reidah et
243,179, al., 2015)
151, 121,107
8,55 467,2135 467,2134 0,21 15 eV: 421, C19H34010  oct-1-en-3-il 2,5,9,PB9 MassBank'
289, 161 arabinopiranosil
(1—6)
glicopiranosideo
(167)
8,72 285,0407  285,0405 0,70 30 eV: 199, CisH100e  luteolina (168) 3 (Cen et al., 2016)
175, 151,
133, 107
8,86 459,1251 459,1257 1,30 25 eV: 296, C23H24010  4',5,7-tri-hidroxi-6,8- 2 (Oliveira, 2010)
297 dimeltilflavona-7-0O-
hexosideo** (169)!
8,67 763,1496 - - 30 eV: 301 — n.i 59, PAE9 -
8,75 573,2189 - - 30 eV: 421, - n.i 2,5,9, -
289, 185, PAE9, PB9

169, 151, 124
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Tabela 19- Anotacédo dos compostos presentes nos EE de (2) M. fallax, (3) M. rubiginosa, (5) M. affinis, (9) M. cuspidata, PAE9 e
PB9, por CLAE-IES-EM/EM. continua

R (m/z) Massa Erro Fragmentos Férmula Proposta de Espécies Referéncias
[M - H]- exata (ppm) (m/z) EM/IEM molecular identificagao de Miconia
e particoes
8,83 329,0304  329,0303 0,30 20 eV: 314, C16H100s  acido dimetil elagico 5,9, PAE9  (Xiong et al.,
299, 271 (170)¢ 2021)
9,08 817,3980 - - 30 eV: 655 — n.i 9, PAE9, -
PB9
9,25 6271733 627,1719 2,23 30 eV: 475, C31H32014  mateucinol-7-O-[6"O- 5, 9, PAE9, Proposto a partir
313, 169 galoil]-glicopiranosi-  PB9 do composto (34)!
deo (171)™
9,25 269,0451 269,0455 -1,49 30 eV: 227, C15H100s5 apigenina (172)' 3 (Llorent-Martinez;
151, 117 Gouveia; Castilho,
2015; Cen et al.,
2016)
9,37 653,20937 653,2087 0,92 15 eV: 607, C29H36014  mateucinol 7-O- 9, PAE9, (Zhang et al.,
313 CH202 apiofuranosil(1—6)- PB9 2003; Gimenez et
glicopiranosideo* al., 2020)
(32)"
9,38 327,0159 - - 20 eV: 311, — n.i 2 -
283, 240
9,48 779,1852 779,1829 2,95 30 eV: 627, CssH3sO18  mateucinol-7-O- 5,9, PAE9, (Lietal., 2001)
465, 313, 169 [4",6"-di-O-galoil]- PB9
glicopiranosideo*
(34)"
9,65 285,0413  285,0405 2,81 30 eV: 257, CisH1006  canferol (22) 3 (Cen et al., 2016)
217,199,
173, 151,

133, 107
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Tabela 19- Anotacédo dos compostos presentes nos EE de (2) M. fallax, (3) M. rubiginosa, (5) M. affinis, (9) M. cuspidata, PAE9 e
PB9, por CLAE-IES-EM/EM. continua

R (m/z) Massa Erro Fragmentos Férmula Proposta de Espécies Referéncias
[M - H]- exata (ppm) (m/z) EM/IEM molecular identificagao de Miconia
e particoes
9,60 327,2178  327,2177 0,30 30 eV: 311, C1sH3205  acido-13-0x0-9,10-di- 3, 5, 9, (Llorent-Martinez;
291, 239, hidroxi-octadaca-11- PAE9, PB9  Gouveia; Castilho,
229, 211, enodico (173)" 2015; Park et al.,
171,137, 85 2016)
9,80 777,1685 777,1672 1,67 30 eV: 463, CssH34018  mateucinol-7-O- 5,9, PAE9, (Lietal, 2001)
301 [4",6"-O-hexahidro- PB9
xidifenoil]-glicopi-
ranosideo* (33)™
10,03 695,3980 - - 25 eV: 487 - n.i 2,9, PAE9, -
PB9
10,28 503,3386  503,3378 1,56 30 eV: 485, C30H480s  derivado de 2,3,5 PubChems
453 triterpenoide
549,34479 549,3433 2,55 - C30H4s0s  pentaciclico | (174)
CH202
10,35 297,0777 297,0768 0,67 30 eV: 282, C17H140s  4'5,7-tri-hidroxi-6,8- 2 (Oliveira, 2010)
255, 179, dimeltilflavona
135, 117 isdmero I* (55)
10,53 793,1655 — - 25eV: 775, — n.i 5,9, PAE9, -
749, 435, PB9
298, 272, 247
10,68 807,1804 - - 30 eV: 789, — n.i 5,9, PAE9, -
775, 747, PB9
443, 298
10,82 695,3987 - - 25 eV: 487 — n.i 2,9, PAE9, -

PB9
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Tabela 19- Anotacédo dos compostos presentes nos EE de (2) M. fallax, (3) M. rubiginosa, (5) M. affinis, (9) M. cuspidata, PAE9 e
PB9, por CLAE-IES-EM/EM. continua

R (m/z) Massa Erro Fragmentos Férmula Proposta de Espécies Referéncias
[M - H]- exata (ppm) (m/z) EM/IEM molecular identificagao de Miconia
e particoes
11,01 313,1088  313,1081 2,24 20 eV: 298, C18H180s mateucinol* (31)™ 5,9, PAE9 (Silva et al., 2019)
271,192,
179, 164, 135
11,13 749,4478 749,4482 -0,5 - C41HeeO12  derivado de saponina 2 Pubchems
triterpénica isoméro |
795,45479 7954536 1,38 15 eV: 749 C41HesO12  (175)
CH202
11,16 485,3273  485,3272 0,21 30 eV: 409, C30H4605  derivado de 3,5,9, Pubchems
339, 230, 128 triterpenoide PAE9, PB9
pentaciclico Il
isdbmero | (176)
11,16 531,33229 531,3327 -0,94 20 eV: 485, C30H4605  derivado de 3,5,9, Pubchems
441 CH202 triterpenoide PAE9, PB9
pentaciclico Il
isbmero | (176)
11,26 297,0779  297,0768 3,70 30 eV: 282, C17H140s  4'5,7-tri-hidroxi-6,8- 2 (Oliveira, 2010)
281, 253, dimeltilflavona
225, 117 isdbmero II* (177)
11,40 487,3427  487,3429 -0,41 - C30H4s0s5  derivado de 2,3,5,9, Pubchems
triterpenoide PAE9, PB9
533,34749 533,3484  -1,87 10 eV: 487 C30H480s5 pentaciclico Il (178)
CH202
11,71 311,0931 311,0925 1,93 30 eV: 296, C1sH1605  5-hidroxi-7-4'- 2 (Oliveira, 2010)
267,183 dimetoxi-8-

metilflavona* (56)
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Tabela 19- Anotacédo dos compostos presentes nos EE de (2) M. fallax, (3) M. rubiginosa, (5) M. affinis, (9) M. cuspidata, PAE9 e
PB9, por CLAE-IES-EM/EM. continua

R (m/z) Massa Erro Fragmentos Férmula Proposta de Espécies Referéncias
[M - H]- exata (ppm) (m/z) EM/IEM molecular identificagao de Miconia
e particoes
11,89 485,3291 485,3272 3,91 - C30H4605  derivado de 2,5 Pubchems
triterpenoide
pentaciclico Il
isémero Il (179)
12,18 633,3815 - - 30 eV: 571, - n.i 2,3,5,9, -
469, 385, PAE9, PB9
163, 145, 117
12,18 721,36809 721,3652 3,88 20 eV: 675, Cs3Hs6014  gingerglicolipidio A 2,9, PAE9, (Ismail etal.,
415, 397, 277 CH202 (180)° PB9 2019)
12,32 795,45549 795,4536 2,26 15 eV: 749 C41HeeO12  derivado de saponina 2 Pubchems
CH202 triterpénica isbmero |l
(181)
12,38 471,3475  471,3480 -1,06 - C30H4804  derivado de 2,3,5,9, Pubchems
triterpenoide PAE9, PB9
517,3520¢ 517,3535 -2,89 10 eV: 471 C30H480s4  pentaciclico IV
CH202 isbmero | (182)
12,60 361,2066 - - 15 eV: 121, — n.i 2,3,5 -
58
12,86 471,3493 471,3480 -1,06 - C30H4s04  derivado de 2,3,5,9, Pubchems
triterpenoide PAE9, PB9
517,35539 517,3535 -2,89 10 eV: 471 CsoH4804  pentaciclico IV
CH202 isbmero 1l (183)
13,11 469,3331 469,3323 2,76 — Cs0H4604  derivado de 2 Pubchems
triterpenoide
515,33929 515,3378 2,72 10 eV: 469 C30H4604  pentaciclico V (184)

CH202




178

Tabela 19- Anotacédo dos compostos presentes nos EE de (2) M. fallax, (3) M. rubiginosa, (5) M. affinis, (9) M. cuspidata, PAE9 e
PB9, por CLAE-IES-EM/EM. concluséo

R (m/z) Massa Erro Fragmentos Férmula Proposta de Espécies Referéncias
[M - H]- exata (ppm) (m/z) EM/IEM molecular identificagao de Miconia
e particoes
13,23 617,3835 617,3848 -2,10 — Cs9H5406  derivado de 2,3,5,9, Pubchems
triterpenoide PAE9, PB9
pentaciclico VI (185)
13,36 277,2174  277.2173 0,36 - C1sH3002  acido linolénico 2,3,59 (Gomes et al.,
(186)" 2020)
13,50 455,3540 455,3531 1,98 - C30H4803  derivado de 2,3,5,9, Pubchems
triterpenoide PAE9, PB9
pentaciclico VII (187)
13,50 501,35789 501,3585 -14 30 eV: 455 C30H480s3
CH202
13,86 279,2336  279,2330 2,15 - C1sH3202  acido linoleico (188)" 2, 3,5,9 (Gomes et al.,
2020)
14,31 255,2327  255,2330 -1,75 - C16H3202  acido palmitico (189)" 2, 3,5,9 (Gomes et al.,
2020)
15,57 283,2640 283,2643 -1,06 - C18H3602 acido estearico (190)" 3,5, 9 (Gomes et al.,
2020)

Nota: Tr: tempo de retencdo. Espécies: (2) M. fallax; (3) M. rubiginosa; (5) M. affinis; (9) M. cuspidata. Particdes: (PAE9) particdo acetato de etila de M.
cuspidata; (PB9) particdo n-butanol de M. cuspidata. Pm/z [M — 2H]-?; 9aduto de acido féormico (CH20z); *isolado na espécie; **aglicona isolada na espécie.
Classe de compostos: 2ciclitol (Figura 74); Pacido cicloexenocarboxilico (Figura 74); cacidos fendlicos (Figura 74); %aninos condensados (Figura 74);
eelagitaninos (Figura 77); fflavan-3-ol (Figura 76); 9galotaninos (Figura 77); "acido oxo monocarboxilico (Figura 74); flavona (Figura 76); iflavonois (Figura 75);
kchalcona (Figura 74); 'glicosideo de acido graxo (Figura 74); ™flavanona (Figura 76); "derivado de acido graxo (Figura 74); °glicolipideo (Figura 74); tProposto
pela autora a partr de outro composto anotado. 'MassBank disponivel em: https://massbank.eu/MassBank/ SsPubchem disponivel em:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/.

Fonte: a autora.
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Figura 74- Estrutura dos taninos condensados e de outras classes de compostos anotados por CLAE-IES-EM/EM em espécies de
Miconia, PAE9 e PB9 de M. cuspidata.
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Fonte: a autora.
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Figura 75- Estrutura dos flavonéis anotados por CLAE-IES-EM/EM em espécies de Miconia, PAE9 e PB9 de M. cuspidata.
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Figura 76- Estrutura dos flavan-3-6is, flavonas e flavanonas anotados por CLAE-IES-EM/EM em espécies de Miconia, PAE9 e PB9
de M. cuspidata.
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Figura 77- Estrutura dos taninos hidrolisaveis anotados por CLAE-IES-EM/EM em espécies de Miconia, PAE9 e PB9 de
M. cuspidata.
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Foi realizada uma proposta de fragmentacdo para algumas classes de
compostos anotados nos EE de espécies de Miconia e nas PAE e PB de M. cuspidata.
Entretanto, os valores de m/z nos espectros EM/EM estao diferentes do m/z para o
composto na legenda em todas as figuras (78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98,
100). Isso ocorre devido ao espectro EM/EM nao ser em alta resolugao, e o m/z da
legenda sdo os mesmos da Tabela 19 (pagina 164) em alta resolugao, levando em
considerando o menor erro na anotagao.

O composto (108) (tr 1,16 min; m/z 191,0568) foi anotado como acido quinico,
um ciclitol que esta presente em todas as amostras analisadas. Os fragmentos m/z
173 [M — H - H20]- e m/z 127 [M — H — H20 — HCOOH]- foram propostos com perdas
sucessivas de agua e acido formico, respectivamente. O ion fragmento m/z 85
[M — H — H20 — C3H40s3] foi proposto a partir do m/z 173 (Gouveia; Castilho, 2010)
(Figuras 78, 79).

Figura 78- (-)-EM/EM-IES do composto (108), m/z 191,0568 em 20 eV.
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Fonte: a autora.
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Figura 79- Proposta de fragmentagao do composto (108) anotado por CLAE-IES-

EM/EM
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Fonte: a autora.

O composto (109) (tr 1,31 min; m/z 173,0458) foi anotado como acido

chiquimico, um acido cicloexenocarboxilico intermediario da via do chiquimato. A

presenca desse composto foi observada em todas as espécies, com excecao da

M. rubiginosa. Os fragmentos observados m/z 155 [M—H-H20]-, m/z 137
[M—-H -2H20]", mz111 [M —H - H20 — CO2]- e m/z 93 [M — H — H20 — CO2- H20]~

correspondem a perdas sucessivas de agua e eliminacdo de CO:2 (Nurazah et al.,

2017) (Figuras 80, 81).

Figura 80- (-)-EM/EM-IES do composto (109), m/z 173,0458 em 10 eV.
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Figura 81- Proposta de fragmentagao do composto (109) anotado por CLAE-IES-
EM/EM.
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Seis acidos fendlicos foram anotados nos EE e particbes de espécies de
Miconia. Os compostos: (17) (tr2,06; m/z 169,0148), (127) (tr4,70; m/z 183,0298) e
(143) (tr 6,07; m/z 197,0450) s&o respectivamente o acido galico, galato de metila e
galato de etila. O fragmento caracteristico desses compostos € a eliminagao de CO:
(Dos Santos et al., 2018). No composto (17), corresponde ao m/z 125 [M — H — CO2]~
no (127) essa perda corresponde ao fragmento m/z 124, que ocorre apds a
fragmentagdo do m/z 168 [M — H— *CHs]~ e no composto (143) ocorrem os fragmentos
m/z 125 e m/z 124, a partir do fragmento m/z 169 [M — H — CH2CH_2]~ (Figuras 82 A —
B, 83).

Figura 82- (—)-EM/EM-IES dos compostos: (A) (17) m/z 169,0148 em 15 eV; (B)
(127) m/z 183,0298 em 20 eV; (C) (143) m/z 197,0450 em 20 eV.
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Figura 83- Proposta de fragmentagao para os compostos (17), (127), (143),
anotados por CLAE-IES-EM/EM.
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Fonte: a autora.

Outros compostos fendlicos anotados foram os compostos (121), (130) e (149).
O composto (121) (tr 4,41 min; m/z 285,0615) foi anotado como acido di-
hidroxibenzoico pentosideo. Os fragmentos m/z 153 e m/z 152 foram propostos por
meio da clivagem heterolitica e homolitica da ligagao entre o carbono anomérico da
pentose e o oxigénio do acido di-hidroxibenzoico, respectivamente. Os fragmentos
m/z 109 e m/z 108 séao referentes a descarboxilagdo dos ions fragmento m/z 153,
m/z 152 respectivamente (Figuras 84, 85) (Bartsch et al., 2010).
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Figura 84- (-)-EM/EM-IES do composto (121), m/z 285,0615 em 20 eV.
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Fonte: a autora.

Figura 85- Proposta de fragmentagao para o composto (121) anotado por
CLAE-IES-EM/EM.
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Fonte: a autora.

O composto (130) (tr 5,07 min; m/z 325,0933), foi anotado como acido
p- cumarico hexosideo e esta presente exclusivamente na M. rubiginosa. O fragmento
m/z 163 [M — H — CeH1005]~ € referente ao acido p-cumario apds a perda da hexose
(162 u). O composto (149) (tr 6,77 min; m/z 335,0414), foi anotado como digalato de
metila. O fragmento m/z 183 [M — H — C7H404]~ é referente a perda do grupo galoil
(152 u) pelo mecanismo semelhante ao quinona metideo (QM), que ocorre em
proantocianidinas (Figuras 86, 87) (Gu et al., 2003).
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Figura 86- (—-)-EM/EM-IES do composto (149), m/z 335,0414 em 10 eV.
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Fonte: a autora.

Figura 87- Proposta de fragmentagao para o composto (149) anotado por
CLAE-IES-EM/EM.
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Fonte: a autora.

O acido quinico (108), acido galico (17), galato de metila (127) e o acido p-
cumarico ja foram identificado nos frutos de M. albicans (Corréa et al., 2021). O galato
de etila (143) foi identificado nas folhas de M. albicans (Quintans-Junior et al., 2020).
O acido galico (17) ja foi isolado dos galhos e folhas de M. myriantha (Li et al., 2001).

Outra classe de compostos anotada nas espécies de Miconia foram os taninos
condensados (110, 115, 119, 120, 124, 126, 129, 131, 132, 146, 135) que incluem
dimeros, trimeros, tetrdmeros e pentameros. A presenca desses compostos esta
restrita nos EE das espécies M. fallax e M. rubiginosa. Os compostos
(epi)galocatequin—(epi)galocatequina (110) ({r 2,10 min; m/z 609,1271) e
(epi)catequina—(epi)galocatequina (119) (tr 4,22 min; m/z 593,1316) apresentaram o

fragmento m/z 441 referente a clivagem do anel C através do mecanismo RDA. O
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fragmento m/z 423 é justificado a partir do m/z 441 apés eliminagao de uma molécula
de H20 (18 u). O mesmo mecanismo ocorre no composto (epi)galocatequina—
(epi)catequina (115) (tr 3,75 min; m/z 593,1308) e nos isbmeros de (epi)catequina-
(epi)catequina (129 e 146) (tr 4,99 e 6,33 min; m/z 577,1367). O ion fragmento m/z
425 ¢ formado através do mecanismo RDA no anel C com perda sequencial de H20
(18 u) formando o ion fragmento m/z 407. Outro fragmento caracteristico em taninos
condensados € a clivagem dos monémeros através do mecanismo QM, que gerou os
fragmentos m/z 305 nos compostos (110 e 119) e m/z 289 nos compostos (115, 129,
146) (Figuras 88 A — D, 89) (Gu et al., 2003).

Figura 88- (—)-EM/EM-IES dos compostos: (A) (110) m/z 609,1271 em 25 eV; (B)
(115) m/z 593,1308 em 20 eV; (C) (119) m/z 593,1316 em 20 eV; (D) (129 e 146)
m/z 577,1367 em 20 eV.
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Figura 89- Proposta de fragmentagao para os compostos (110, 115, 119, 129, 146)
anotados por CLAE-IES-EM/EM.
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Fonte: a autora.

Os flavonoides representam a maior classe de metabdlitos especializados
anotadas nos EE de espécies de Miconia e particbes PAE9 e PB9. Estdo separados
em flavonois (145, 148, 150, 153, 154, 155, 53, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162,
163, 164, 166, 43, 22), flavan-3-6is (113, 125, 128, 29), flavonas (142, 168, 169, 172,
55, 77, 56) e flavanonas (171, 32, 34, 33, 31).

Entre os flavonois foi possivel anotar a aglicona (43) como quercetina (tr 8,51;
m/z 301,0362) e uma série de derivados glicosideos de quercetina (150, 155, 53, 158,
160, 161). Os derivados glicosideos apresentaram em comum os ion fragmentos
m/z 301 e m/z 300 que correspondem a aglicona quercetina, quando ocorre a clivagem
heterolitica e homolitica, respectivamente. Um exemplo desse mecanismo foi
demostrado com a rutina (53) (tr 7,24; m/z 609,1460). O ion fragmento m/z 463
evidenciado no composto (53), refere-se a perda da ramnose e o ion m/z 151 que é
caracteristico dos flavonoides, é formado através da clivagem do anel C através do
mecanismo RDA. O ion fragmento m/z 343 foi proposto a partir do ion m/z 463, como

resultado de uma clivagem interna da glicose (Figuras 90, 91) (Li et al., 2016).
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Figura 90- (-)-EM/EM-IES do composto (53), m/z 609,1460 em 30 eV.
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Fonte: a autora.

Figura 91- Proposta de fragmentagao para o composto (53) anotado por
CLAE-IES-EM/EM.
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Fonte: a autora.

Outra aglicona anotada foi o canferol (22) (tr 9,55; m/z 285,0413) juntamente
com uma série de derivados glicosideos de canferol (154, 157, 162, 163, 164, 165).
Os ions fragmentos m/z 285 e m/z 284 s&o caracteristicos dos heterosideos de
canferol, referem-se a aglicona quando ocorre a clivagem heterolitica e homolitica,
respectivamente. O composto (166) anotado como canferol dimetil éter hexosideo (tr
8,37; m/z 475,1246) se difere dos demais glicosideos devido a presenga do grupo
metil éter formando os fragmentos m/z 313 e 312 apds a perda da hexose. Ainda sobre

os flavondis, foram anotados os derivados glicosilados e miricetina (145, 148, 153,
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156, 159). Os ions fragmentos m/z 317 e m/z 316 sao caracteristicos dos heterosideos
de miricetina, referem-se a aglicona quando ocorre a clivagem heterolitica e
homolitica, respectivamente. O composto (145) anotado como miricetin-O-galoil-
hexosideo (tr 6,33; m/z631,0961) também apresenta o ion m/z 479, referente a perda
do grupo galoil que ocorre pelo mecanismo QM semelhante aos taninos condensados
(Gu et al., 2003). O composto (156) anotado como miricetin-O-ramnosil-acido
protocatecuico foi proposto a partir do composto (153) miricetin-O-ramnosideo, em
que a diferenga de massa entre os compostos foi atribuida a uma ligacdo com o acido
acido protocatecuico.

A rutina (53) ja foi isolada das folhas de M. albicans. Derivados glicosideos de
canferol foram isolados de M. alypifolia (Mancini et al., 2008). Derivados glicosideos
de quercetina, canferol e miricetina ja foram anotados em M. albicans (Quintans-Junior
et al., 2020; Corréa et al., 2021; Manzano et al., 2022).

Os flavan-3-6is e as flavonas anotados, estdo restritos aos EE das espécies
M. fallax e M. rubiginosa. O composto (29) anotado como epicatequina (tr 5,62;
m/z 289,0719), ja foi isolado nas folhas de M. rubiginosa (Rodrigues et al., 2011). A
catequina (128) (tr 4,79; m/z 289,0718) foi anotada com menor tempo de retengao
que a epicatequina (29), comparando com o tr de padrdes da literatura (Mena et al.,
2012). Entre as flavonas anotadas, estao a apigenina (172) (tr 9,25; m/z 269,0451) e
o glicosideo apigenin-6,8-di-C-hexosideo (Vicenin-2) (142) (tr 5,99; m/z 593,1315)
cujo derivado ja foi anotado nas folhas de M. chamissois (Ferreira et al., 2022a). Os
isbmeros (55 e 177) refere-se ao composto 4',5,7-tri-hidroxi-6,8-dimeltilflavona
(tr 10,35; 11,16; m/z 297,077) que ja foi isolado nas folhas de M. ferruginata (Oliveira,
2010), assim como o composto (56) anotado como 5-hidroxi-7-4'-dimetoxi-8-
metilflavona (tr 11,71; m/z 311,0931).

As flavanonas anotadas estao restritas aos EE de M. affinis, M. cuspidata e
particdes PAE9 e PB9 de M. cuspidata. A aglicona (31) anotada como mateucinol (tr
11,01; m/z 313,1088), ja foi isolada das folhas de M. chamissois (Silva et al., 2019).
Os compostos (171, 32, 33, 34) sao glicosideos derivados do mateucinol (31). O
composto mateucinol-7-O-[4",6"-di-O-galoil]-glicopiranosideo (34) (tr 9,48; m/z
779,1852) ja foi isolado em M. myriantha (Li et al., 2001). O fragmento m/z 627 do
composto (34) refere-se a perda do galoil pelo mecanismo QM. O fragmento m/z 465
foi proposto pela autora e ocorre a partir do ion m/z 627 em que ocorre com a liberagéao

da glicose formando uma nova ligacao entre o mateucinol e o galoil. O fragmento m/z



195

169 refere-se ao acido galico quando ele esta desprotonado, esse também é um
fragmento do composto (171). O fragmento m/z 313 foi proposto a partir do m/z 465
que se refere a aglicona mateucinol, esse também & um fragmento comum nos
compostos (171), (32) e (34) (Figuras 92, 93). O composto (171) m/z 627,1733 foi
proposto pela autora a partir do (34) m/z 779,1852, com uma unidade a menos do
grupo galoil. O composto (32) (tr 9,37; m/z 653,2093) foi identificado como um aduto
de acido formico [M — H + HCOOH] e o ion fragmento m/z 607 representa a perda do
aduto (46 u).

Figura 92- (-)-EM/EM-IES do composto (34), m/z 779,1852 em 30 eV.
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Fonte: a autora.
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Figura 93- Proposta de fragmentagao para o composto (34) anotado por CLAE-IES-
EM/EM.
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Fonte: a autora.

A segunda maior classe de compostos anotados nos EE de espécies de
Miconia e particbes de M. cuspidata sao dos taninos hidrolisaveis. Esses compostos
sdo divididos em galotaninos, que sdo formados por acido galico e por um carboidrato,
geralmente a glicose, que sao liberados no processo de hidrélise, e os elagitaninos,
que também produzem o acido elagico no processo de hidrolise (Smeriglio et al.,
2017). Os galotaninos anotados (133, 134, 140, 141, 147) estdo restritos
principalmente a espécie M. affinis. Os elagitaninos (111, 112, 114, 116, 117, 118, 62,
122,123, 136, 144, 63, 152, 165, 170) foram predominantemente anotados na espécie
M. cuspidata e as particdes PAE9 e PB9. Nao foram anotadas a presenca dessa
classe de compostos no EE de M. fallax.

Os isbmeros (134 e 140) anotado como trigaloil glicose (tr 5,42; 5,84; min; m/z
635,0910) pertence a classe dos galotaninos. O espectro de fragmentagdo mostrou
ions fragmentos caracteristicos de perdas do grupo galoil, que foi proposto por
mecanismo QM (Figura 94, 95) (Gu et al., 2003).
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Figura 94- (-)-EM/EM-IES dos compostos (134 e 140), m/z 635,0910 em 30 eV.
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Figura 95- Proposta de fragmentagao para os compostos (134 e 140) anotado por
CLAE-IES-EM/EM.
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Fonte: a autora.

min; m/z 783,0685), que pertencem a classe dos elagitaninos. A proposta de
fragmentagao para o ion m/z 301, ocorre inicialmente com o ataque nucleofilico das
hidroxilas fendlicas nas carbonilas dos ésteres, formando duas lactonas com
fragmento m/z 301, se a molécula for desprotonada do lado esquerdo. Se a molécula
estiver desprotonada no lado direito forma o fragmento m/z 481 com a liberagéo da

molécula de glicose ligada aos grupos galoil (Figuras 96, 97) (Lima, 2023). A
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penduculagina (111 e 114) é formada a partir da casuarictina (62) através da perda

de um grupo galoil.

Figura 96- (-)-EM/EM-IES dos compostos (111 e 114), m/z 783,0685 em 30 eV.
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Figura 97- Proposta de fragmentagao para os compostos (111 e 114) anotado por
CLAE-IES-EM/EM.
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Fonte: a autora.

Os isdbmeros (112 e 116) foram anotados como 2-O-galoilpunicalina (tr 2,52;
4,09; min; m/z 933,0634). Nesses compostos, o fragmento m/z 301 que se refere ao
acido elagico, estd internalizado na estrutura do elagitanino. A proposta de
fragmentagdo para os isbmeros 112 e 116 foi feita pela autora, que consiste no
rompimento da ligagdo C-C mediante a captura de um H das hidroxilas fendlicas dos
grupos galoil. Se a carga negativa estiver sobre os grupos galoil o fragmento m/z 631
€ formado. O fragmento m/z 451 foi proposto a partir do ion fragmento m/z 631 com
as perdas neutras de 150 u (C7H204) e 30 u (CH20) (Figuras 98, 99).
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Figura 98- (-)-EM/EM-IES dos compostos (112 e 116), m/z 933,0634 em 30 eV.
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Figura 99- Proposta de fragmentagao para os compostos (112 e 116) anotado por
CLAE-IES-EM/EM.
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Fonte: a autora.

O composto (63) foi anotado como acido elagico (tr 7,57; min; m/z 300,9985),

o fragmento m/z 284 [M — H — *OH]- é uma perda radicalar de uma hidroxila, os
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m/z 257 [M - H - CO2]- e m/z 229 [M - H — COJ, correspondem a perdas sucessivas
de COz2e CO. O ion fragmento m/z 185 é formado a partir da enolizagdo do m/z 257 e
perda consecutiva de COz2e CO (Figuras 100, 101). Os mecanismos de fragmentagao
para o composto 63 foram propostos pela autora com base na literatura que sugerem
as moléculas eliminadas para formacéao dos ions fragmentos (Yan et al., 2014) .

Em relagéo a presencga dessa classe de compostos no género, o acido elagico
(65), ja foi isolado das folhas e galhos M. myriantha (Li et al., 2001) e identificado nas
folhas de M. minutiflora (Gatis-Carrazzoni et al., 2018). A pedunculagina (111) foi
identificada em M. latecrenata (Gontijo et al., 2019a), a casuarictina (62) foi
identificada em M. minutiflora (Gatis-Carrazzoni et al., 2018) e isolada em

M. rubiginosa (Rodrigues et al., 2011).

Figura 100- (-)-EM/EM-IES do composto (63), m/z 300,9985 em 30 eV.
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Figura 101- Proposta de fragmentagao para o composto (65) anotado por
CLAE-IES-EM/EM.
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Os compostos (174, 175, 176, 178, 179, 181, 182, 183, 184, 185, 187) sao
derivados de triterpenoides pentaciclicos. E uma classe de composto comumente
isolada em espécies de Miconia (Tabela 4, pagina 53), por isso foram sugeridos na
anotacdo. A auséncia de fragmentacdo na analise por CLAE-IES-EM/EM
impossibilitou a anotagcdo das moléculas que possuem uma variedade de isbmeros.

Entre outras classes de compostos anotadas em espécies de Miconia, incluem
a chalcona floretin-3',5'-Di-C-glicosideo (151) (tr 7,02 min; m/z 597,1842), presente no
EE de M. rubiginosa. O acido oxo mocarboxilico anotado como glicosideo de acido
tuberénico (139) (tr 5,73 min; 387,1664), que apresentou os fragmentos m/z 207
referente a perda da glicose e o fragmento m/z 163 [M — H — CeH1206 — CO2]~ que
ocorre a partir do m/z 207, seguido de uma descarboxilagdo. O glicolipido
gingerglicolipidio A (180) (fr 12,18 min; m/z 721,3680), foi anotado como aduto de &cido
férmico [M—H + HCOOH], e o ion m/z 675 representa o composto (180). O fragmento
m/z 397 ocorre com a clivagem do éster na molécula liberando o derivado de acido
graxo. O (glicosideo de acido graxo (167), foi anotado como oct-1-en-3-il
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arabinopiranosil (1—6) glicopiranosideo (fr 8,55 min; m/z 467,2135), apresentou-se
como aduto de acido férmico [M — H + HCOOH]~ e o ion fragmento m/z 421 representa
o composto (167). O fragmento m/z 289 corresponde a perda da glicose e o fragmento
m/z 161 refere-se a perda do derivado de acido graxo a partir do m/z 289. Os
mecanismos para essas fragmentagdes sdo semelhantes aos descritos anteriormente
e, por isso, ndo foram demostrados. Os compostos (173, 186, 188, 189, 190) sao
derivados de acido graxo comumente encontrado em plantas.

A anotagéo dos compostos presentes nas espécies de M. fallax, M. rubiginosa,
M. affinis, M. cuspidata e particdes de M. cuspidata mostrou a presencga de diversos
compostos fendlicos incluindo acidos fendlicos, flavonoides, taninos condensados,

taninos hidrolisaveis e triterpenoides.

5.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS

5.5.1 Atividade antimicrobiana dos extratos de espécies de Miconia, particbes e

compostos isolados de M. cuspidata

Devido ao alarmante problema da resisténcia antimicrobiana, avaliou-se a
atividade antibacteriana e antifungica dos extratos de espécies de Miconia e das
particoes de M. cuspidata. Os resultados foram expressos pela concentragao inibitoria
minima (CIM), obtida pelo método da microdiluigdo em caldo, utilizando a resazurina
como indicador redox. A resazurina possui coloracdo azul na forma oxidada, nao
fluorescente; na presenga de células metabolicamente ativas, pode ser reduzida a
resorufina, uma substancia fluorescente rosa (Figura 102) (Teh et al.,, 2017; Van
Rensburg; Laubscher; Rautenbach, 2021).

Figura 102- Reacao de reducéo da resazurina.
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Fonte: adaptado de Van Rensburg et al. (2021).
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Os valores CIM para os EH e EE de espécies de Miconia contra bactérias da
cavidade bucal e fungos encontram-se na Tabela 20. Alguns estudos na literatura
caracterizam o potencial biolégico de amostras antimicrobianas de acordo com os
valores de CIM. Segundo Rios e Recio (2005) extratos com CIM <100 uyg mL~'e
compostos isolados com CIM <10 yg mL~"! sdo considerados de grande interesse. De
acordo com Holetz et al. (2002) extratos com valores de CIM <100 ug mL~" sdo
considerados com boa atividade antimicrobiana, valores de CIM entre 100 — 500 ug
mL-" moderada, valores de CIM entre 500 — 1000 ug mL~" fracos, e acima de 1000 ug
mL-" inativo. Kuete (2010) considerou valores de CIM <100 pyg mL-' como
significantes, valores de CIM entre 100 — 625 ug mL-' moderados, e atividade fraca
para CIM >625 ug mL~".

Diante dessas classificacdes e observando os valores de CIM obtidos para as
espécies de Miconia, considera-se, de uma forma geral, que a atividade antibacteriana
contra as bactérias da cavidade bucal foi moderada, com valores de CIM variando
entre 100 — 400 yg mL-".

Entre as bactérias cariogénicas, a S. sanguinis foi a mais suscetivel aos EH e
EE de M. rubiginosa, M. chamissois, M. affinis M. stenostachya, M. nervosa,
M. elegans e M. cuspidada, e aos EE de M. albicans e M. fallax, com valores de CIM
entre 100 — 200 yg mL-'. Entre as bactérias anaerdbias, a P. gingivalis foi a mais
suscetivel aos extratos EH e EE de M. chamissois e M. stenostachya, e ao EE das
demais espécies com valores de CIM entre 100 — 200 ug mL™".

Em relagdo a atividade antibacteriana das particbes da M. cuspidata, a PAE
apresentou valores de CIM menores que o EE para todas as bactérias cariogénicas
(CIM 100 — 200 yg mL~"). Nao houve melhora na atividade para outras particbes. Em
relagdo as bactérias anaerdbias, as particdes PD, PAE e PB apresentam moderada
atividade contra P. gingivalis e a PB contra F. nucleatum com valores de CIM = 200

pg mL~". Entretanto ndo houve melhora na atividade em relagdo ao EE (Tabela 21).



Tabela 20- Valores de CIM (ug mL~") referentes a atividade antimicrobiana dos extratos de espécies de Miconia.
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CIM (ug mL™")

Micro- Amostras
organismos M. albicans M. fallax M. rubiginosa M. chamissois M. affinis M. stenosta- M. nervosa M. elegans M. cuspidata Con_tl_'ole

chya positivo

EH EE EH EE EH EE EH EE EH EE EH EE EH EE EH EE EH EE

Bactérias
cariogénicas
S. mutans >400 400 >400 >400 400 400 >400 200 >400 200 400 >400 >400 400 >400 400 400 200 0,9222
ATCC 25175
S. mitis >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 1,8442
ATCC 49456
A. actinomy- >400 >400 >400 >400 >400 >400 400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 0,230
cetemcomitans
ATCC 43717
S. sanguinis 400 200 400 200 200 200 200 200 100 200 100 100 200 200 100 200 100 100 0,461
ATCC 10556
Bactérias
anaeroébias
P. gingivalis >400 200 400 200 400 200 200 100 400 100 100 100 >400 100 >400 100 400 100 -
ATCC 33277
F. nucleatum >400 400 400 400 400 400 200 400 400 400 400 400 400 200 400 200 400 400 -
ATCC 25586
A. naeslundii >400 400 400 >400 400 400 100 400 >400 400 400 >400 >400 400 400 400 400 400 -
ATCC 19039
Fungos
C. glabrata >3000 2,93 >3000 2,93 3000 1,46 >3000 1,46 >3000 1,46 >3000 23,44 3000 2,93 >3000 2,93 >3000 1,46 -
ATCC 15126
C. albicans >3000 23,44 =>3000 11,72 =>3000 2,93 >3000 11,72 >3000 5,86 >3000 187,5 =>3000 11,72 3000 11,72 >3000 5,86 -
ATCC 28366
C. tropicalis >3000 93,75 =>3000 46,88 3000 11,72 >3000 93,75 >3000 23,44 >3000 =>3000 =>3000 46,88 =>3000 46,88 =>3000 23,44 -
ATCC 13803

Nota: Controle positivo: 2Clorexidina. — ndo obtido. O controle da técnica para bactérias anaerdbias 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 ug mL-"). O controle da técnica no ensaio antifingico foi utilizado o anfotericina B contra
as cepas C. krusei (CIM = 1,0 yg mL~") e C. parapsilosis (CIM = 0,5 ug mL™").

Fonte: autora.
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Tabela 21- Valores de CIM (ug mL™") referentes a atividade antibacteriana dos
extratos e particoes de M. cuspidata.

CIM (ug mL™)
Micro- Amostras
organismos EH EE PD PAE PB PA Controle
positivo

Bactérias
cariogénicas
S. mutans 400 200 >400 100 >400 >400 0,9222
ATCC 25175
S. mitis >400 >400 >400 100 >400 >400 1,8442
ATCC 49456

A. actinomy- >400 >400 >400 200 >400 >400 0,2302
cetemcomitans

ATCC 43717

S. sanguinis 100 100 >400 400 400 >400 0,4612
ATCC 10556

Bactérias

anaerobias

P. gingivalis 400 100 200 200 200 >400 -
ATCC 33277

F. nucleatum 400 400 >400 >400 200 >400 -
ATCC 25586

A. naeslundii 400 400 400 >400 >400 >400 -
ATCC 19039

Nota: Controle positivo: 2Clorexidina. — : ndo obtido. O controle da técnica para bactérias anaerdbias
foi realizado utilizando o controle positivo metronidazol, contra as cepas de referéncia Bacteroides
fragilis (CIM = 0,74 ug mL-") e B. thetaiotaomicron (CIM = 1,48 ug mL-").

Fonte: a autora.

A atividade antifungica contra espécies de Candida, mostrou que os EE das
espécies apresentaram forte atividade contra todas as leveduras com valores de CIM
menores que 100 ug mL~", exceto o EE de M. stenostachya contra C. tropicalis (CIM
>3000 pug mL™") (Tabela 20). As espécies M. fallax, M. nervosa e M. elegans
apresentaram os mesmos valores de CIM contra C. glabrata, C. albicans e C. tropicalis
(CIM 2,93; 11,72; 46,87, respectivamente). A C. glabrata foi a mais suscetivel aos EE,
sendo a Unica a apresentar um valor de CIM 1,46 ug mL~" frente a M. chamissois,
M. rubiginosa, M. affinis e M. cuspidata. A C. albicans foi mais suscetivel ao EE de
M. rubiginosa (CIM 2,93 ug mL~") e a C. tropicalis foi a menos suscetivel com maiores
valores CIM, sendo a M. rubiginosa a amostra mais ativa (CIM 11,72 ug mL™").

Em relacdo a atividade antifungica das partigdes de M. cuspidata, os resultados
encontram-se na Tabela 22. Como o EE da M. cuspidata esta entre os mais ativos

entre as espécies de Miconia, ele foi selecionado juntamente com as particdes e os
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compostos isolados lll, IV e V, para serem avaliados contra C. auris (Tabela 22). Essa
€ uma levedura emergente multirresistente que pode causar infecgbes invasivas
graves (Ademe; Girma, 2020). O EE de M. albicans apresentou atividade promissora
contra C. auris com CIM = 23,44 ug mL~"'. Esse valor foi equivalente ao apresentado
contra C. tropicalis. As PAE e PB apresentaram valores de CIM melhores que o EE
contra C. tropicalis (CIM 5,86 ug mL~"). Ndo houve melhora na atividade anti-Candida
para outras particdes, embora tenham apresentado valores de CIM promissores
considerado uma boa atividade. Em relagdo aos compostos isolados, os valores de
CIM variaram entre 200 e 400 yg mL~" que sdo consideradas atividades fracas para

compostos isolados.

Tabela 22- Valores de CIM (ug mL~") referentes a atividade antifingica dos extratos,
particdes e compostos isolados de M. cuspidata.

CIM (ug mL™)
Amostras C. glabrata C. albicans C. tropicalis C. auris
ATCC 15126 ATCC 28366 ATCC 13803 Isolado clinico

EH > 3000 > 3000 > 3000 -

EE 1,46 5,86 23,44 23,44

PD 11,72 93,75 500 93,75

PAE 5,86 5,86 5,86 46,88

PB 23,43 5,86 5,86 46,88

PA 11,72 11,72 46,88 46,88

1 >400 >400 400 400

v >400 >400 >400 400

\' >400 >400 200 400
Nota: No controle da técnica foi utilizado anfotericina B contra as cepas C. krusei (CIM = 1,0 yg mL-")
e C. parapsilosis (CIM = 0,5 ug mL="). lll = &cido corosdlico. IV = acido 3B-O-trans-p-cumaroil corosolico.

V = canferol-3-O-rutinosideo.
Fonte: a autora.

O trabalho de Alves et al. (2021) prop6s uma classificagao para os valores de
CIM de moléculas orgénicas sintéticas revisadas na literatura contra espécies de
Candida. Valores de CIM menores do que 3,515 ug mL~" foram considerados com
bioatividade muito forte, CIM entre 3,516 e 25 ug mL~" bioatividade forte, CIM entre 26
e 100 ug mL~" bioatividade moderada, CIM entre 101 e 500 ug mL~" bioatividade fraca;
CIM entre 500 e 2000 pg mL~' muito fraca, CIM maior do que 2000 pg mL-' sem

atividade. Diante dessa classificacdo, observa-se que os compostos isolados
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apresentaram atividade fraca contra espécies de Candida, entretanto, os EE de
espécies de Miconia apresentaram valores de CIM menores do que 23,44 ug mL™
contra que é considerada uma bioatividade forte para compostos orgéanicos sintéticos,
demostrando que os EE de espécies de Miconia possuem alto potencial anti-Candida.

Algumas atividades antimicrobianas ja foram reportadas na literatura para os
compostos isolados de M. cuspidata. O esqualeno | apresentou atividade de inibigdo
da viruléncia de S. aureus inibindo a biossintese de estafiloxantina, tornando a
bactéria mais suscetivel a eliminacdo imunologia e ataque oxidante, além da
prevencado da formacgao de biofilme (Sri Charan Bindu; Mishra; Narayan, 2015). A
atividade fungicida do esqualeno | foi avaliada contra C. albicans, C. glabrata,
C. tropicalis e C. haemulonii por halo de inibicdo (10 — 19 mm) (Bhat et al., 2023). O
B-sitosterol Il foi avaliado contra diversas bactérias com valores de CIM variando entre
12,5 e 25,0 uyg mL=" e contra C. krusei (CIM = 25 ug mL-") (Odiba et al., 2014). O acido
corosolico lll foi avaliado contra diversos fungos incluindo C. albicans, C. glabrata e
C. tropicalis apresentando CIM >200 ug mL~" (Shin; Kim, 2016). O canferol-3-O-
rutinosideo V foi avaliado contra C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis e
C. parapsilosis resistente ao fluconazol com valores de CIMso = >500; 250; 125; >500
ug mL-', respectivamente (Do Nascimento et al., 2018b). Os resultados apresentados
para os compostos lll e V na literatura corroboram como os dados apresentados no
presente trabalho, indicando uma fraca atividade anti-Candida para esses compostos.
Diante desses resultados, sugere-se que a atividade apresentada pelos extratos e
particoes de M. cuspidata esteja associada ao efeito da interagcdo dos compostos
presentes nos extratos ou algum outro composto especifico que nao foi isolado.

Essa afirmagao baseia-se na atividade antimicrobiana relatada na literatura
para outros compostos anotados nas espécies de Miconia analisadas por CLAE-IES-
EM/EM. Por exemplo, os polifendis apresentam atividade antibacteriana contra um
grande espectro de bactérias. Esses compostos possuem atividade antibacteriana por
diferentes modos de ag¢ao, sdo capazes de suprimir os fatores de viruléncia bacteriana
como inibicdo de enzimas, neutralizagcdo de toxinas, interacdo com a membrana
citoplasmatica, supressao da formacgao de biofilme e efeito sinérgico com antibioticos
(Abreu; Mcbain; Simdes, 2012; Aldulaimi, 2017; Miklasinska-Majdanik et al., 2018;
Tako et al., 2020).

No trabalho de Shahzad et al. (2015), diversos compostos fendlicos que
também estao presentes nas espécies de Miconia, foram avaliados contra patdgenos
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causadores da periodontite e apresentaram valores de CIM entre
2,4 e >2500 yg mL~". Em relagéo a estrutura-atividade, foi constatado o aumento da
atividade antimicrobiana com o aumento do numero de grupos OH ligado ao anel
aromatico, e a posigao desse grupo também refletiu nos valores de CIM. Entre os
flavonoides, foi observado que agliconas apresentaram maiores atividades que seus
glicosideos.

Os taninos hidrolisaveis sdao uma classe de compostos com bastante
representatividade no género Miconia. Esses compostos também estdo presentes na
Punica granatum (roma), a qual tem apresentado resultados promissores contra
bactérias da cavidade bucal, na prevencado da formacao de carie e de biofilme sendo
associada aos taninos e outros compostos fendlicos (Gulube; Patel, 2016). Extratos
nanoencapsulados ricos em compostos fendlicos de roma promoveram efeito eficiente
como enxaguante bucal usado como agente antiplaca dental (Esawy et al., 2019).

Além dos compostos fendlicos, triterpenoides isolados de espécie de Miconia
foram avaliados contra bactérias da cavidade bucal. O acido ursdlico, acido oleandlico,
acido sumaresinodlico e acido gipsogénico juntamente com uma mistura do acido
ursolico e acido oleandlico, acido maslinico e acido 2-a-hidroxiursolico, foram
avaliados contra micro-organismos bucais e apresentaram valores de CIM entre 30 e
200 yg mL~"(Cunha et al., 2007).

Os compostos fendlicos também estdo relacionados com a atividade anti-
Candida. Os valores de CIM para diversos acidos fendlicos, flavonoides e taninos sao
reportados na literatura contra espécies de Candida (Martins et al., 2015; Teodoro et
al., 2015; Al Aboody; Mickymaray, 2020). Flavonoides apresentaram valores de CIM
entre 1,9 e >83 uyg mL~" contra C. glabrata (Salazar-Aranda et al., 2015). O acido
elagico foi identificado nas espécies de Miconia e juntamente com outros compostos
fendlicos foi avaliado contra espécies de Candida apresentando valores de CIM entre
0,125 e 0,5 ug mL~". O ensaio de cinética de morte mostrou que acido elagico possui
efeito fungistatico contra C. albicans e C. auris. Avaliagdo do mecanismo de agao
mostrou que o composto provoca danos a parede celular fungica, entretanto o
composto nao apresentou inibigdo da formacgao e biofilme. Analise in vivo mostrou que
o acido elagico apresenta potencial anti-infecioso contra a patogenicidade de
C. albicans e C. auris (Possamai Rossatto et al., 2021).

@) flavonoide mateucinol-7-0O-[4”,6”-O-(S)-hexa-hidroxidifenoil]-p-D-

glicopiranosideo (33) e o acido elagico (63) isolado de M. myriantha inibiram a
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protease aspartica secretada por C. albicans que atuam como fatores de viruléncia
(ICs0=8,4 e 10,5 pM, respectivamente) (Li et al., 2001).

Em relagdo aos estudos reportados na literatura sobre a atividade
antimicrobiana de espécies de Miconia, em alguns casos foram determinadas as CIM
e outros avaliaram a atividade antimicrobiana através das medidas de halo de inibicao.
As espécies M. rubiginosa, M. albicans e M. stenostachya foram avaliadas contra
varias bactérias e contra C. albicans por halo de inibi¢do. Na concentragdo de 300 mg
mL-", os extratos apresentaram halo de inibigdo entre 10,7 + 0,58 e 20,7 + 1,15 mm
(Celotto et al., 2003).

No estudo de Rodrigues et al. (2008) foram avaliadas as espécies M. cabucu,
M. stenostachya e M. rubiginosa contra diversas bactérias com valores de CIM entre
1,5 e >10 mg mL~". As atividades foram atribuidas a presenca de terpenos e
flavonoides presentes nos extratos. Outros estudos antibacterianos, com bactérias
diferentes das avaliadas no presente trabalho foram encontrados.
M. rubiginosa apresentou valores de CIM = 250 — 450 yg mL~! (Alves et al., 2008) e
CIM =2 — 8 mg mL~" (Queiroz et al., 2011).

Os extratos de M. ligustroides nao apresentaram boa atividade contra as
bactérias avaliadas (CIM = 625 —>1000 ug mL™"), entretanto os triterpenoides isolados
como acido ursodlico (CIM = 20 yg mL") e acido oleandlico (CIM = 80 ug mL-") foram
ativos contra Bacillus cereus (Cunha et al., 2010).

O extrato aquoso de M. latecrenata foi avaliado contra Staphylococcus aureus
e Escherichia colli (1500 ug mL-"), os halos de inibigdo variaram entre 11,5 + 1,4 e
23,5 + 1,0 sendo a atividade atribuida principalmente a presenca de taninos (Gontijo
et al., 2019a). A mesma espécie foi avaliada contra S. aureus e Pseudomonas
aeruginosa (CIM = 0,3 — 2,5 mg mL™"), sendo a atividade atribuida a presenga de
derivados de acidos elagicos e quercetina (Rodrigues et al., 2020). O extrato
metandlico de M. ferruginata rico em flavonoides, foi avaliado frente a 15 bactérias e
apresentou valores de CIM > 500 ug mL~" (Barroso et al., 2021).

Diversas espécies de Miconia foram avaliadas contra espécies de Candida. O
extrato cloroférmico de M. cabucu e metandlico de M. stenostachya e M. rubiginosa,
apresentaram CIM = 1,5; 7,5; > 10 mg mL~", respectivamente (Rodrigues et al., 2008).
A fragdo hexanica de M. willdenowii foi avaliada contra C. albicans, C. glabrata e
C. tropicalis e foi determinado o valor de ICso = 125 ug mL~" (Viegas et al., 2019). O

extrato metanolico de M. minutiflora apresentou CIM = 2,5 mg mL~" contra C. albicans
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(Ferreira et al., 2022b). O estudo de Leite (2016) avaliou sete espécies de Miconia
(M. prasina, M. amacurensis, M. holosericea, M. hypoleuca, M. ciliata, M. minutiflora,
M. mirabilis), os extratos hexanicos, acetato de etila e metandlico apresentaram
valores de CIM entre 0,5 e 16 mg mL-" contra C. albicans. O extrato aquoso de M.
chamissois apresentou CIM = 78,1 yg mL™" (Gomes et al., 2021a), e o extrato
diclorometano apresentou CIM > 8 mg mL~" contra C. albicans (Garcia et al., 2006).
Os extratos hexanico, etandlico e diclorometano de M. rubiginosa foram avaliados
contra S. sanguinis, S. mutans, S. mitis e C. albicans com valores de CIM entre 60 e
200 yg mL~" (Moura, 2006). O extrato de M. affinis foi avaliado contra C. albicans com
CIM = 500 yg mL~" e foi inativo contra C. tropicalis (Svetaz et al., 2010).

Esses resultados mostram que as espécies M. albicans, M. rubiginosa, M.
chamissois, M. affinis e M. stenostachya ja tiveram alguma avaliagdo antimicrobiana
relatada na literatura, as demais espécies (M. fallax, M. elegans e M. cuspidata), estao
sendo avaliadas pela primeira vez e apresentaram um potencial antifungico relevante.

Diante do exposto, pode-se concluir que as espécies de Miconia sao fontes
promissoras de compostos antimicrobianos e os extratos etandlicos apresentam

potencial relevante anti-Candida.

5.5.2 Atividade antioxidante

Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de espécies de Miconia foi
realizada por trés métodos: sequestro do DPPH, FRAP e ORAC. O método do DPPH
consiste na reagdo do DPPH que é um radical estavel e apresenta coloragao roxa,
com compostos antioxidantes presentes nas amostras. A reacdo € acompanhada pela
formacao do DPPH-H (2,2-difenil-1-picrilidrazina) de coloragdo amarela medida a 517
nm (Figura 103) (Munteanu; Apetrei, 2021).
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Figura 103- Reagdo do DPPH com composto antioxidante.

QN NO, O.N NO,
\QEN. ArOH ArQ’ \@NH
NO; | v NO, |
SAS SRS
DPPH’ DPPH-H

A 517 nm

Nota: ArOH representa um composto antioxidante.
Fonte: adaptado de Munteanu et al. (2021).

As reacgdes envolvidas nos experimentos antioxidantes com DPPH podem
ocorrer por dois mecanismos: reagao de transferéncia de um atomo de hidrogénio
(HAT) ou transferéncia sequencial de elétrons por perda de proéton (SPLET). O
resultado € o mesmo, embora a cinética da reagao seja diferente, sendo o mecanismo
HAT mais lento (Figura 104) (Liu, 2010; Munteanu; Apetrei, 2021).

Figura 104- Mecanismos de reagao do DPPH com compostos antioxidantes.

ArOH + DppH" _HAT of  A/0" | DPPH-H
H* 1L_ H* T +
H

SPLET

ArO- + pppgt ——» ArO® + DPPH"

Nota: ArOH representa um composto antioxidante.
Fonte: adaptado de Liu (2010).

No método FRAP, os compostos antioxidantes promovem a reducdo do
complexo de ions férrico (Fe3*) ao complexo ferroso (Fe?*) de coloragdo azul sendo
determinado em 593 nm. A TPTZ é usada como ligante e a reagdo ocorre em meio
acido para manter a solubilidade do ferro. O mecanismo da reag¢ao ocorre através de
transferéncia de um elétron para o ion férrico no complexo Fe3*/TPTZ convertendo-o
em Fe?*/TPTZ (Figura 105) (Shahidi; Zhong, 2015; Munteanu; Apetrei, 2021).



212

Figura 105- Reagao de redugdo do ion Fe3* por um composto antioxidante.

ArQH ArOH

3+/ \/

.

Fe 3‘_|erTZ F52+JrTPTZ
A 583 nm

Nota: ArOH representa um composto antioxidante.
Fonte: adaptado de Munteanu et al. (2021).

No método ORAC, a capacidade de absor¢cdo dos radicais de oxigénio é
determinada pela perda da fluorescéncia do indicador fluoresceina quando reage com
radical peroxil. Esse € gerado pela decomposicao térmica do AAPH, que inicialmente
produz um carbono radicalar, que reage com oxigénio atmosférico produzindo os
radicais peroxil. Na presenca dos compostos antioxidantes, a intensidade da perda da
fluorescéncia da fluoresceina € inibida. O mecanismo da reacéo é através do HAT
(Figura 106) (Christodoulou et al., 2022).

Figura 106- Reacgdes de formacgao dos radicais peroxil, reagdo com fluoresceina e
com antioxidantes.

HNRJ( %LNH 37oC 2HNYL+N2

NH2 NH;
: HN
2 ““YL L2002 Yi—o-
NH2 NHZ

Radical peroxil

NH, NHQO‘OH
Radical peroxil Produto nao fluorescente
FL* + ArOH HAT FLH + ArQO*®

Nota: ArOH = representacdo de um composto antioxidante.
Fonte: adaptado de Christodoulou et al. (2022).
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Para a atividade antioxidante pelo método do DPPH, inicialmente foi avaliado o
percentual de sequestro do DPPH em uma concentragdo unica, as amostras que
apresentaram valores superiores a 90% de sequestro do DPPH foram avaliadas em
diferentes concentra¢des para determinar o valor de ICso (Tabela 23). Os extratos
hexanicos de M. chamissois e M. stenostachya apresentaram maiores percentuais de
sequestro do DPPH (82,36% e 65,94%, respectivamente) sem diferenca estatistica
significante com os controles positivos. Entretanto, esse percentual foi atingido
utilizando uma concentragdo muito maior (2500 ug mL-") que a dos controles (250 ug
mL-") e por isso ndo foi determinado o ICso para os EH. Os EE apresentaram elevado
percentual de sequestro do DPPH, apenas a M. affinis apresentou diferenga
estatistica significante com os controles positivos, embora o resultado ainda seja
expressivo (90,93%). Os valores de ICso foram promissores, as espécies M.
rubiginosa, M. affinis e M. cuspidata nao apresentaram significancia estatistica com
os controles positivos. A M. stenostachya apresentou maior valor de ICso = 38,2 + 0,98

ug mL~" sendo considerada neste método, a menos antioxidante.

Tabela 23- Atividade antioxidante dos extratos de espécies de Miconia pelo método

do DPPH.
DPPH
Amostras (%) sequestro ICs0 (g mL™")
EH EE EE
M. albicans 12,62 + 2,042¢ 94,27 + 0,3029h 20,12 + 6,022
M. fallax 36,72 + 17,672Pdef 95 39 + 0,52baceh Q44 + 0,200cf
M. rubiginosa 54,52 + 2,44b¢d, 95,76 + 0,00%249h 6,14 + 0,04°P !9
M. chamissois 82,36 + 16,16%419 95,55 + 0,30¢abgh 14 52 + 0,269
M. affinis 44,77 + 6,962 90,93 + 0,37%2f 7,72 £ 0,330f9
M. stenostachya 65,94 + 10,399"9 93,9764 + 0,60>9" 38,2 + 0,98°
M. nervosa 22,98 + 1,762 f 91,30 £ 0,75%ah 11,95 £ 0,180
M. elegans 6,21 + 2,64¢ 93,32 + 0,152h 12,44 + 0,28°f
M. cuspidata 53,06 + 5,77f 92,36 + 0,302" 6,07 £ 0,01%9
Quercetina 97,38 + 0,149 97,38 + 0,149h 1,00 + 0,009
Acido ascérbico 94,95 + 2,879 94,95 + 2,87" 1,03 + 0,059

Nota: Concentragdo das amostras: EH (2500 yg mL-"), EE e controles (250 ug mL-"); Letras
diferentes na mesma coluna apresentaram diferenca estatistica significativa (p < 0.05).
Fonte: a autora.



214

Os resultados da atividade antioxidante pelos métodos ORAC e FRAP foram
expressos em pmol equivalente de Trolox por grama de amostra (Tabela 24). Os EH
apresentaram baixa capacidade de redugido do ion Fe3*. Os EE apresentaram
diferenca estatistica significativa com os controles positivos, sendo o método que
expressou menor atividade antioxidante, as espécies mais expressivas foram
M. cuspidata, M. rubiginosa e M. fallax (204,54 + 4,43; 192,01 £ 22,15; 181,05 £ 15,51
pmol ET/gamostra, respectivamente). Em relagdo ao método ORAC, os EH
apresentaram elevada atividade antioxidante, as espécies M. rubiginosa, M.
chamissois e M. cuspidata apresentaram valores sem diferenca estatistica
significativa com os controles positivos. Essa atividade pode ser justificada pela
presenca de compostos antioxidantes de menor polaridade presentes no EH como o
triterpeno esqualeno | isolado na espécie M. cuspidata. Os EE apresentaram elevada
atividade antioxidante sem diferengca estatistica significativa com os controles
positivos, exceto a M. rubiginosa (1108,89 + 62,96 umol ET/gamostra).

Em relacéo as particbes de M. cuspidata, no método DPPH, apresentaram o
percentual de sequestro do DPPH sem diferencga estatistica significativa com o EE e
os controles positivos. As particobes PAE, PB, PA apresentaram maior potencial
antioxidante com melhores valores de ICso em relagéo ao EE sem diferenca estatistica
significativa com os controles positivos. A atividade antioxidante da PD foi suprimida
com valor de ICso maior que do EE. No método FRAP, a particdo PB apresentou uma
melhora sutil na atividade (275,03 + 24,37 ymol ET/gamostra), €mbora sejam valores
com diferenga estatistica significante ao controle positivo. No método ORAC, os
resultados apresentados pelas particdes ndao foram comparados com os extratos,
porque os experimentos foram realizados separados com uma concentragdo menor
devido ao elevado potencial antioxidante das particdes. A PAE foi a mais antioxidante
(3795,5 £ 133,2 ymol ET/gamostra) sSem diferencga estatistica significante com o controle

positivo (Tabela 25).



Tabela 24- Atividade antioxidante dos extratos de espécies de Miconia pelos métodos FRAP e ORAC.

FRAP' ORAC?
Amostras (umol ET/gamostra) (mmol ET/gamostra)
EH EE EH EE

M. albicans 0,00 £ 0,00 77,66 + 2,223.c¢ 626,25 + 8,942 1223,27 + 1,232bc
M. fallax 3,40 +£0,432 181,05 + 15,510b.4f 775,12 + 15,302P 1176,64 + 0,412bc
M. rubiginosa 2,94 + 0,212 192,01 + 22,15b4f 935,03 + 182,092b.cd 1108,89 + 62,962
M. chamissois 0,00 £ 0,00 115,42 + 15,5104f 1009,54 + 103,422>¢d  1206,56 + 1,4420c
M. affinis 0,00 + 0,00 154,42 + 8,86°f 869,46 + 224 51abc 1144,62 + 47,763
M. stenostachya 5,37 £ 0,212 49,47 + 6,65° 823,63 + 52,483P 1126,90 + 15,103°
M. nervosa 4,46 + 0,642 149,72 + 6,65"¢4 695,02 + 3,082 1149,12 + 30,912
M. elegans 3,85+ 1,932 115,26 + 11,082¢4f 754 93 + 60,492° 1163,14 + 15,612°
M. cuspidata 4,16 £ 0,212 204,54 +4,43° 1079,91 £ 13,35P¢d 1126,10 £ 2,672P
Quercetina 923,70 £+ 1,63> 923,70 + 1,639 1246,36 + 9,04¢d 1246,36 + 9,045°

Acido ascorbico 948,79 + 1,68¢

948,79 + 1,689

1297,20 + 57,319

1297,20 £ 57,31¢

Nota: Concentragédo das amostras: 'EH (350 ug mL-"), EE e controle (35 ug mL-"); 2EH, EE e controle (12,2 ug mL-").
Letras diferentes na mesma coluna apresentaram diferencga estatistica significativa (p < 0.05).

Fonte a autora.
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Tabela 25- Atividade antioxidante dos extratos de M. cuspidata e parti¢gdes pelos
métodos DPPH, FRAP e ORAC.

Amos- DPPH' FRAP2 ORAC3
tras (%) sequestro ICso (ug L) (Hmol (Mmol

ET/ gamostra) ET/ gamostra)
EH 53,06 £ 5,772 - 416 £ 0,212 -
EE 92,36 + 0,30P 30,98 £ 0,162 204,54 + 4,43 -
PD 86,83 + 11,24> 156,76 + 42,51 256,23 + 33,23P¢ 1577,5 + 237,12
PAE 94,94 + 0,71° 2,67 +0,082 215,51 + 2,22b¢ 3795,5 + 133,20
PB 92,29 + 2 45P 3,73 +0,252 275,03 £ 24,37°¢ 2561,2 + 67,5¢4
PA 96,88 + 0,16° 3,72 + 0,062 242 14 £ 13,29b¢ 29456 + 142,69
Quer. 97,38 + 0,14b 1,00 + 0,002 923,70 + 1,634 3371,8 £ 217,504
Ac. Asc. 94,95+ 2,87P 1,03 £ 0,052 948,79 + 1,68 3742,6 + 189,0P

Nota: 'EH (2500 yg mL-"), EE partigdes e controles (250 ug mL-"); 2EH (350 yg mL-"), EE, particdes e
controle (35 pug mL-"); 3 (3,65 pug mL-"). Quer.= quercetina; Ac. Asc.= &cido ascérbico. — : ndo obtido
Letras diferentes na mesma coluna apresentaram diferenca estatistica significativa (p < 0.05).

Fonte a autora.

A atividade antioxidante de algumas espécies de Miconia é reportada na
literatura. O extrato hidroetandlico das folhas de M. albicans foi avaliado por seis
métodos antioxidantes, entre eles DPPH e o FRAP. O extrato apresentou ICs0 = 33,86
ug mL~" no método do DPPH. No método FRAP, o resultado foi expresso em umol
equivalente de sulfato ferroso (FeSO4) por g de extrato seco e apresentou valor
373,60 + 11,14 na concentragdo de 1 yg mL-'. Esse resultado foi superior ao
apresentado pelo controle Trolox 71,6 = 2,0 umol equivalente FeSO4 por g de extrato
seco. No presente trabalho, o resultado foi expresso de forma diferente, mas é
possivel inferir que o EE de espécies de Miconia teve atividade antioxidante inferior
aos controles positivos. No trabalho de Lima et al., (2020), o potencial antioxidante
apresentado por M. albicans foi atribuido a presenca dos compostos fendlicos, uma
vez que o extrato apresentou elevado teor de fendis totais e flavonoides como a rutina
e quercetina. O extrato metandlico das folhas de M. albicans apresentou ICso = 49,45
ug mL~' no método DPPH e a fragdo n-butanol apesentou ICso = 7,72
ug mL-', sendo a atividade atribuida aos compostos fendlicos como flavonoides e
terpenos glicosilados isolados da fragéo n-butanol (Pieroni et al., 2011).

No trabalho de Corréa et al. (2021), o extrato metandlico dos frutos de
M. albicans foi avaliado por trés métodos antioxidantes. O DPPH apresentou
ICs0=1,3 £ 0,65 mg mL~' e o FRAP 8,15 £+ 0,30 mmol equivalente Fe?* por g de



217

extrato. No extrato metandlico dos frutos foram identificados a presengca de
flavonoides, glicosideos, acidos organicos taninos e triterpenos e acidos graxos.

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

Os extratos acetato de etila de cinco espécies (M. albicans, M. ciliata, M. fallax,
M. amoena e M. alborufescens) apresentaram entre 8,30 — 51,66 % de sequestro do
DPPH (Bomfim et al., 2020). O extrato aquoso de M. chamissois apresentou ICso = 2,9
+ 0,1 ug mL~" pelo mesmo método (Gomes et al., 2021a).

Em varios estudos apresentados, a atividade antioxidante foi relacionada com
a presencga dos compostos fendlicos. Essa classe possui grande representatividade
nas especies de Miconia estudadas. A relacdo da estrutura com a atividade
antioxidante de alguns compostos fendlicos, é reportada na literatura. Nos acidos
hidroxibenzoicos a atividade antioxidante é afetada pela posicdo e o grau de
hidroxilagdo. O acido 4-hidroxibenzoico (192) (monoidroxibenzoico) apresentou
atividade antioxidante fraca enquanto acido 3,5 diidroxibenzoico (193) apresentou
forte atividade antioxidante no método do DPPH. Além disso, foi constatado maiores
atividades nos compostos com hidroxilagdo em meta. A adicdo de uma hidroxila ao
acido galico (17) na posigao para diminuiu a atividade do composto se comparado ao
3,5 diidroxibenzoico (193). O acido quinico (108) (Figura 74, pagina 179), n&o
apresentou atividade antioxidante, podendo ser justificada pela auséncia do anel

aromatico (Figura 107) (Moazzen et al., 2022).

Figura 107- Estruturas dos acidos hidroxibenzoicos.

O.__OH O. _OH O._-OH
HO OH HO OH
OH OH
(192) (193) (17)

Nota: Fonte: a autora.
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Em relacdo aos flavonoides, trés critérios foram propostos para explicar o
comportamento antioxidante desses compostos, sendo conhecidos como critérios de
Bors. O primeiro é a presenga de um grupo catecol no anel B (Bors 1) que aumenta a
estabilidade do radical formado. O segundo € a presenca da ligacdo dupla entre C-2
e C-3 combinadas com o grupo oxo em C-4 no anel C (Bors 2). O terceiro é a presenca
de grupos OH nas posi¢cbes C-3 e C-5 que interagem com o grupo oxo C-4 por
ligacbes de hidrogénio (Figura 108) (Bors et al., 1990). Esses critérios tém sido
utilizados nos mais variados estudos de relacdo estrutura-atividade, utilizando
diferentes métodos antioxidantes (Platzer et al., 2021; Platzer et al., 2022). Outro fator
evidenciado € a supressao da atividade antioxidante devido a presenca de glicosideos
(Moazzen et al., 2022).

Figura 108- Critérios de Bors para atividade antioxidante de flavonoides.

Fonte: a autora.

Os elagitaninos também estdo associados a atividade antioxidante
apresentada por esses compostos. Os extratos hidroalcéolicos e fracdo acetato de
etila de geopropolis produzidos por abelhas Melipona fasciculata ricos em taninos
elagicos e glicosideos de galoil, apresentaram potente atividade antioxidante pelo
método do DPPH. O &cido elagico (63) e o acido galico (17) apresentaram I1Cso = 1,20
e 1,83 uyg mL~", respectivamente (Dutra et al., 2014). O extrato hidroetandlico de Trapa
quadrispinosa é constituido por quase 90% de galotaninos e elagitaninos e apresentou
atividade antioxidante no método DPPH, superior ao acido ascérbico usado como
controle ICs0= 0,94 e 2,18 ug mL~", respectivamente (Liang et al., 2020). O elagitanino
punicalagina isolado das cascas da roma (Punica granatum) apresentou ICso= 1,9 ug
mL~" e o} acido tanico (padréao comercial) apresentou
ICs0= 1,3 ug mL~", no método DPPH (Oudane et al., 2018).
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As proantocianidinas, sao compostos fendlicos com notavel atividade
antioxidante. Estudos tem reportado que elas sdo capazes de aumentar a capacidade
antioxidante celular e modelar vias de sinalizagcao associadas a resposta ao estresse
oxidativo que esta associado ao desenvolvimento de doencas (Yang et al., 2018).
Uma fracdo enriquecida de dimeros, trimeros, tetrameros e pentadmeros de
proantocianidinas foi avaliada quanto a atividade antioxidante pelo método DPPH (ICso
=5,4+1,0 uyg mL~"), ORAC (12 283 pmol trolox eq g ~') e FRAP (2438 umol trolox eq
g ") (Justino et al., 2019).

Dessa forma, pode-se inferir que os compostos fendlicos contribuiram para os
resultados antioxidante promissores apresentando pelas espécies de Miconia. Além
disso, as espécies M. rubiginosa, M. affinis, M. stenostachya, M. nervosa, M. elegans
e M. cuspidata foram avaliadas em relagdo ao potencial antioxidante pela primeira

VezZ.

5.5.3 Atividade de inibicdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase

Uma das estratégias para o tratamento do Diabetes tipo 2, bem como redugao
das complicacbes da doenca, € através da inibicido das enzimas a-amilase e
a-glicosidase. Esse processo pode retardar a liberagdo de glicose proveniente de
carboidratos complexos, modulando o aparecimento da hiperglicemia pds-prandial
(Dirir et al., 2022). No ensaio de inibicdo da a-amilase, foi utilizado como substrato o
oligossacarideo Gal-G2-a-CNP de coloragéao branca que € hidrolisado em 2-cloro-4-
nitrofenol (CNP) de coloracdo amarela e galactopiranosilmaltosideo (Gal-G2)
(Figura 109) (Zhang et al., 2022).

Figura 109- Reacao do substrato Gal-G2-a-CNP catalisada pela enzima a-amilase.

CH,OH CH,OH CH,OH
OH__4 0 0 Cl
OH 0. ¢<OH J@E&
0 o) NO,
OH OH OH
Gal-G2-¢-CNP
0Gal-G2-0-CNP OH
Cl Cl
+ H,0 o-amilase Gal-G2 +
N02 NOZ

Fonte: adaptado de Zhang et al. (2022).
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No ensaio de inibigdo da a-glicosidase, foi utilizado como substrato o p-NPG de
coloragao branca que é hidrolisado formando D-glicose e p-nitrofenol de coloragéo
amarela (Figura 110) (Zhang et al., 2020b).

Figura 110- Reacao do substrato p-NPG catalisada pela enzima a-glicosidase.

OH
o
HO
HO
OH OH
0 OH
+ H,0 a-glicosidase Ho 0 +
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NO, CMOH NO;
p-NPG p-nitrofenol

Fonte: adaptado de Zhang et al. (2020b).

Diante da necessidade por novos agentes inibidores das hidrolases, com
menos efeitos colaterais que os farmacos existentes e devido a relevancia dos
produtos naturais com atividades de inibicao das hidrolases, os extratos de espécies
de Miconia e as particdes de M. cuspidata foram avaliados frente a inibicdo das
enzimas a-amilase e a-glicosidase. As amostras que apresentaram percentual de
inibicdo > 80% foram avaliadas para determinar os valores de ICso (Tabela 26). Os EH
nao inibiram a a-amilase. Os EE, com exceg¢ao da M. albicans (44,47 + 0,87 %)
apresentaram elevado percentual de inibicdo. A M. rubiginosa e M. cuspidata nao
apresentaram diferenga estatistica significativa com acarbose, utilizada como controle
positivo (ICso = 92,91 £ 0,34; 93,58 + 1,01; 96,35 £ 0,75 %, respectivamente). Os
valores de ICso foram muito promissores para varias espécies, sem diferenca
estatistica significativa com a acarbose (M. fallax, M. rubiginosa, M. nervosa, M.
elegans e M. cuspidata), apresentando valores de ICso menores do que 10 uyg mL™".
Em relagéo a inibicdo da a-glicosidase, o EH de M. fallax apresentou percentual de
inibicdo sem diferenga estatistica com acarbose (58,90 + 1,24 e 77,58 *+ 3,73%,
respectivamente), entretanto o valore de 1Cso ndo foi calculado para o EH de M. fallax
devido a inibicdo ter ficado proxima a 50%. Os EE ndo apresentaram inibigao
satisfatoria da a-glicosidase. Na metodologia utilizada no experimento de inibigdo da
a-glicosidase utiliza-se uma fracdo enriquecida da enzima, mas existem outras
enzimas na composicao. Dessa forma, o proprio controle positivo apresenta um

percentual de inibigdo mais baixo para a a-glicosidase.
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a-amilase’ a -glicosidase?

Amostras % de inibigao ICs0 (g L") % de inibigao
EH EE EE EH EE
M. albicans 0,00 £ 0,00 44,47 + 0,872 — 40,22 + 7,472 16,61 + 8,302
M. fallax 0,00 £ 0,00 88,18 +1,69* 1,29 +0,152 58,90 + 1,242 0,00 + 0,00
M. rubiginosa 0,00 £ 0,00 92,91 £ 0,34%4 0,74 £ 0,012 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
M. chamissois 0,00 £ 0,00 88,51 + 0,68 13,71 £4,92b¢4 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
M. affinis 4,73 +3,382 89,86 +0,00°°¢ 16,93+0,64°¢ 0,00+ 0,00 0,00 £ 0,00
M. stenostachya 0,00 = 0,00 82,77 + 1,01 13,94 + 4,234 0,00 £ 0,00 7,31 £ 2,322
M. nervosa 3,72 +1,01° 89,86 + 0,96°¢ 6,08 + 0,06%>c4 0,00 + 0,00 12,62 + 10,292
M. elegans 4,39 + 1,692 91,55 + 1,01°¢! 517 +0,232P 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
M. cuspidata 10,47 + 0,342 93,58 + 1,01 8,70 £ 0,182>cd 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
Acarbose?® 96,35+ 0,75 96,35+ 0,75 0,12 £ 0,012 77,58 £3,73> 77,58 + 3,73°
Nota: Concentragdo das amostras: ' EH e EE (26 pg mL™"). 2(231,4 yg mL-") 3Acarbose (2,6 uyg mL-"); — : ndo obtido; Letras diferentes na mesma coluna

apresentaram diferenca estatistica significativa (p < 0.05).
Fonte: a autora.
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Em relacdo as particbes de M. cuspidata, com excecdo da PD, todas as
particdes apresentaram elevado percentual de inibigdo da a-amilase, as particdes
PAE e PB nao apresentaram diferenga estatistica significativa com o EE e a acarbose.
A PAE apresentou ICso de 9,64 + 0,05 uyg mL~" sem diferencga estatistica significativa
com o EE. Entretanto, as particbes PB e PA apresentaram valores de |Cso superiores
a PAE indicando uma menor atividade. As partigdes nao apresentaram inibicdo contra

a a-glicosidase (Tabela 27).

Tabela 27- Atividade inibitoria das enzimas a-amilase e a-glicosidase dos extratos e
particoes de Miconia cuspidata.

a-amilase’ a-glicosidase?

Amostras

(%) sequestro  1Cso (ug mL™") (%) sequestro
EH 10,47 £ 0,342 - 0,00 £ 0,00
EE 93,58 + 1,014 8,70+ 0,182 0,00 £ 0,00
PD 38,15+3,85¢ — 0,00 £ 0,00
PAE 93,00+ 0,8>¢ 9,64 + 0,052 14,17 £ 1,112
PB 95,5+0,60% 17,39+0,72° 0,00+ 0,00
PA 89,35+0,85 1591+1,12° 1535+1,112

Acarbose? 96,35+0,75° 0,12+ 0,01 77,58 + 3,73

Nota: Concentragdo das amostras: 'EH e EE (26 ug mL-"). 2EH e EE (231,4 yg mL~"). 3Acarbose (2,6
Mg mL-"); — : ndo obtido. NA = ndo alcangado; Letras diferentes na mesma coluna apresentaram
diferencga estatistica significativa (p < 0.05).

Fonte: a autora.

Existem poucos estudos na literatura sobre o potencial antidiabético de
especies de Miconia, sobretudo em relacdo a atividade de inibicdo das enzimas
a-amilase e a-glicosidase. O extrato etandlico das partes aéreas de Miconia sp. foi
avaliado em relagao a inibicdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase (ICso = 28,23 +
23,15 e 1,95 + 0,15 yg mL™", respectivamente), esses resultados foram melhores que
o controle positivo acarbose (Ortiz-Martinez et al., 2016).

O extrato aquoso das folhas de M. chamissois apresentou percentual de
inibicdo da a-amilase de 87,11 + 0,32 % (1000 yg mL~" mantida até 125 yg mL~") e o
valor de ICso de 15,06 + 1,02 ug mL~", proximo ICso da acarbose de 9,20 + 1,29
ug mL=". O perfil fitoquimico da espécie indicou a presenga de compostos fendlicos
como flavonoides incluindo rutina, isoquercitrina e derivados da vitexina (Gomes et al.,
2021a).
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Em relagéo aos compostos isolados em M. cuspidata, o acido corosolico lll tem
sido avaliado por diferentes métodos na literatura e apresentado potencial atividade
antidiabética (Cannarella; Garofalo; Calogero, 2023). O estudo in vivo mostrou que
30 minutos apdés a administragdo oral, o composto atua diretamente no intestino
delgado inibindo a hidrdlise da sacarose em glicose (Takagi et al., 2008). No trabalho
de Ni et al., (2019), o acido corosolico lll apresentou inibicdo da a-glicosidase de
maneira ndo competitiva (ICso = 1,35 x 105 mol L-"). Em outro estudo, o &cido
corosoélico apresentou inibicdo da a-amilase (IC=31,2 £ 3,4 uM) e a-glicosidase (ICso
=17,2 £ 0,9 uM) (Zhang et al., 2017). Um estudo clinico mostrou que a ingestao do
acido corosolico por individuos pré-diabéticos, melhorou o metabolismo da glicose,
especialmente a sensibilidade pds-prandial a insulina (Hibi et al., 2022). O acido 3f3-
O-trans-p-cumaroil corosélico IV foi avaliado quanto a inibicdo da a-glicosidase
(ICs0> 100 uM) (Liang; Staerk; Kongstad, 2020). Ja no trabalho de Hwang et al., (2023)
o composto inibiu a a-glicosidase com ICso = 28, 43 £ 2, 76 pM. Esses compostos
foram isolados da PD de M. cuspidata, e essa classe de compostos foi anotada nos
EE de espécies de Miconia, mostrando que as espécies possuem compostos bioativos
para o tratamento do diabetes.

Os compostos fendlicos séo a principal classe de compostos anotados nos EE
de espécies de Miconia e das particbes PAE e PB de M. cuspidata que apresentam
atividade inibitéria da a-amilase. Esses compostos tém apresentado resultados
promissores como inibidores de hidrolases glicosidicas. Alguns aspectos estruturais
sao relevantes para a inibicdo da a-amilase por compostos fendlicos, por exemplo, a
substituigcao de hidrogénio por galoil nas posi¢cdes C-3 demostrou aumentar a inibicao
da a-amilase de catequinas, resultante das ligagdes de hidrogénio adicionais entre os
grupos hidroxila presentes no galoil com os residuos cataliticos da a-amilase. Em
relacdo aos flavonoides, os grupos hidroxila nas posi¢des 5, 7 e 4’ sdo mais ativos
que substituidos por H e OCHs. A metoxilacdo e a metilagcdo diminuem o niumero de
doadores e aceptores de ligagao de hidrogénio que sao importantes para a interagéao
com a enzima. Outra caracteristica importante na atividade de flavonoides, é a ligagéo
dupla entre C-2 e C-3 conjugada com a carbonila em C-4 promovendo a
deslocalizagao de elétrons dos anéis C e A e C e B, permitindo a interagao -1 com
os residuos aromaticos nos sitios ativos da a-amilase. A glicosilagdo de flavonoides
diminui a inibicao enzimatica devido ao efeito de impedimento estéricos que limitam a

entrada dos flavonoides no sitio ativo da a-amilase. Em relagdo aos taninos
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hidrolisaveis, sabe-se que o grupo galoil € importante para atividade, quando ele esta
livre (ligado apenas ao éster), mostraram uma inibicdo mais forte da a-amilase. O
galoil livre, pode entrar no sitio catalitico interagindo de forma n&o covalente com os
residuos cataliticos. Dessa forma, tanto a quantidade de grupos galoil quanto a
flexibilidade molecular, sdo importantes para a inibicdo da a-amilase por compostos

fendlicos com grupo galoil (Figura 111) (Xiao et al., 2013; Sun; Wang; Miao, 2020).

Figura 111- Critérios estruturais que potencializam a inibicao da a-amilase por
compostos fendlicos.
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Fonte: adaptado de Sun et al. (2020).

Diversos compostos anotados nos EE de espécies de Miconia, e nas particoes
PAE e PB de M. cuspidata, atendem aos critérios apresentados acima e podem ter
contribuido para atividade inibitéria das hidrolases glicosidicas. Os flavonoides
glicosilados foram os principais compostos anotados. Embora seja observado que a
glicosilacado pode diminuir a atividade, muitos compostos apresentam um grupo galoil
ligado aos agucares (33, 34, 145, 150, 159, 157, 156), o que pode contribuir para a
atividade dos flavonoides glicosilados. A presencga do grupo galoil tem sido atribuido
a uma melhoria na inibicdo enzimatica (Sun; Warren; Gidley, 2019). Além disso, os
flavonoides anotados apresentam outros critérios relevantes para a atividade como os
flavonodis e flavonas que possuem uma dupla ligagao ente C-2 e C-3 conjugada com
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a carbonila em C-4. A presenca de elagitaninos e galotaninos com o grupo galoil livre
que também é um critério relevante para atividade, foi anotada nas espécies de
Miconia.

O trabalho de Aleixandre et al. (2022) avaliou a inibicdo da a-amilase de nove
acidos fendlicos em diferentes condigdes. Entre eles, o acido galico (17), anotado nas
espécies de Miconia, apresentou valores de ICso entre 4,35 e 13,69 mM (Aleixandre
et al., 2022). O canferol 3-O-rutinosideo V isolado da PB de M. cuspidata, apresentou
inibicdo da a-glicosidase (ICso = 19,36 + 2,43 yM) (Habtemariam, 2011). No trabalho
de Hua et al., o canferol 3-O-rutinosideo V apresentou inibicdo da a-amilase (ICso =
0,09 + 0,02 uM) e da a-glicosidase (ICso0 = 35,43 £ 4,99 uM).

Dessa forma, pode-se inferir que a atividade de inibicdo da a-amilase pelas
espéecies de Miconia pode estar relacionada a presenga dos compostos fendlicos. As
especies apresentam compostos bioativos inibidores das hidrolases. Além disso,
apenas a M. chamissois ja havia sido relatada na literatura quanto a inibicdo da

a-amilase, sendo o estudo inédito para as outras espécies.

5.5.4 Atividade de inibicdo dos produtos de glicagdo avancga (AGEs)

5.5.4.1 Inibicdo da glicacao frutose-BSA

Devido ao desenvolvimento das complicagdes do diabetes que sdo promovidos
por AGEs, outra estratégia para o tratamento do diabetes é através da inibigdo da
glicacao de proteinas. Para os ensaios de inibicado dos AGEs, foi utilizada a albumina
sérica bovina (BSA) que possui alta homologia de sequéncia (76%) com a albumina
sérica humana e € amplamente utilizada em experimentos de glicagdo. A albumina é
uma proteina que facilmente sofre glicagdo e oxidagao in vivo, devido a elevada
concentragdo plasmatica, meia-vida longa e elevado teor os residuos de cisteina,
lisina e arginina que sao suscetiveis a glicagao (Arasteh et al., 2014). A frutose foi
utilizada como agente glicante, por ser entre 8 e 10 vezes mais reativa que a glicose,
na formagao dos produtos de AGEs (Gugliucci, 2017).

Utilizando o mesmo experimento de inibicdo da glicagado frutose-BSA, foi
possivel determinar os niveis de inibicdo da glicoxidacédo. Alguns AGEs sao formados
por uma combinacgao de glicacado e oxidacao, que podem ser referidos coletivamente

por glicoxidagéo (Pawlukianiec et al., 2020). Os adutos de oxidagéo de proteinas sao
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um subconjunto de AGEs, e em concentragbes adequadas podem atuar como
biomarcadores viaveis do processo de glicoxidagao incluindo: ditirosina (194),
N-formilquinurenina (197) e quinurenina (198) (Figura 112). A ditirosina é formada
através da oxidagdo da tirosina e apresenta fluorescéncia em 330ex/415em. A
N-formilquinurenina e a quirunenina séo formadas a partir da oxidagao do triptofano e
a intensidade da fluorescéncia €& medida em 325ex/434em, 365ex/480em nm,
respectivamente (Sadowska-Bartosz; Galiniak; Bartosz, 2014; Anwar et al., 2018;
Kehm et al., 2021). No ensaio de inibi¢do da frutose-BSA n&o foram determinados os
percentuais de inibicdo da ditirosina devido a interferéncias nos valores de

fluorescéncia em seu comprimento de onda.
Figura 112- Estrutura dos biomarcadores formados através da glicoxidagao de

proteinas.
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Fonte: a autora.

Sendo assim, o presente trabalho avaliou a capacidade de inibi¢do da glicagao
frutose-BSA, bem como a formagao dos produtos de glicoxidagao (quinurenina, N-
formilquinurerina,) pelos EH e EE de espécies de Miconia e particdbes de M. cuspidata.
Os valores foram obtidos em percentual de inibicdo da glicoxidagéo (Figuras 113, 114;
Tabela 1B, 2B; Apéndice B) em 3 e 7 dias. Como controle positivo foi utilizado a
aminoguanidina e a quercetina foi utilizada como padrao de produto natural.

Observa-se que a aminoguanidina e quercetina apresentaram valores de
inibicdo muito préximos. Os maiores percentuais de inibicdo foram em 7 dias da
glicagao da frutose-BSA, seguido da glicoxidagao frutose-BSA/N-formilquinurenina e
frutose-BSA/quinurenina. As menores inibigbes da aminoguanidina (52,92 + 1,86%) e
a quercetina (58,88 £ 5,27%), foram no dia 3 frente a glicoxidagdo da frutose-
BSA/quinurenina. As maiores inibigbes da aminoguanidina (94,29 + 3,33%) e da

quercetina (96,60 * 2,97%), foram no dia 7 frente a glicagdo da frutose-BSA.
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Os EH de algumas espécies apresentaram inibicdes consideraveis (>50%)
(Figura 113; Tabela 1B; Apéndice B). Por exemplo a inibicdo da glicagao frutose-BSA
no dia 3 de M. stenostachya (6) (55,71 + 2,21%), M. nervosa (7) (60,79 + 1,47%), no
dia 7 a inibigdo da M. albicans (56,58 + 0,20%) e M. rubiginosa (3) (59,95 £ 1,38%). A
M. albicans (1) (71,96 £ 3,57%) e M. rubiginosa (3) (69,82 + 0,80%) apresentaram
inibicdo da glicoxidacao frutose-BSA/quinurenina préximo aos controles positivos em
7 dias. As mesmas espécies foram melhores inibidoras da glicoxidagdo frutose-
BSA/N-formilquinurenina em 7 dias, M. albicans (1) (60,69 + 2,79%) e M. rubiginosa
(3) (62,57 £ 1,35%), entretanto menores que o controle positivo.

Em relacéo aos EE de espécies de Miconia, no geral foram melhores inibidores
da glicoxidagdo em relacdo aos EH (Figura 113; Tabela 1B; Apéndice B). Com
excegao da M. affinis (5), M. stenostachya (6), M. nervosa (7) e M. cuspidata (9), todos
os EE apresentaram maior (%) de inibicdo da glicacdo frutose-BSA no dia 7.
Entretanto, a maior inibi¢cao foi expressa por M. nervosa (7) (94,37 + 4,60%) no dia 3.
Os EE apresentaram baixa inibigdo da glicoxidagao frutose-BSA/quinurenina no dia 3,
entretanto os valores foram promissores no dia 7 destacando as espécies mais ativas:
M. albicans (1) (77,45 + 7,64%), M. rubiginosa (3) (79,54 £ 1,42%), M. chamissois (4)
(83,26 £ 3,13%), M. affinis (5) (94,66 £ 3,10%), M. nervosa (7) (91,25 £ 0,20%),
M. elegans (8) (80,29 £ 0,42%) e M. cuspidata (9) (97,20 + 2,20%), com (%) de inibicao
superior aos controles positivos. Os EE apresentaram maior inibigdo da glicoxidagao
da frutose-BSA/N-formilquinurenina no dia 7, com excecado da M. affinis (5) e M.
nervosa (7), que apresentaram maiores inibicées no dia 3 (91,71 e 88,32 £ 3,32%,
respectivamente). As espécies com maiores (%) de inibicao da glicoxidagao da
frutose-BSA/N-formilquinurenina no dia 7 foram: M. cuspidata (9) (90,47 + 1,00%) e
M. affinis (5) (89,95 + 1,75%).

As particbes de M. cuspidata foram analisadas juntamente com o EH9 e EE9
da espécie (Figura 114; Tabela 2B, Apéndice B). A PD apresentou baixo percentual
de inibicdo da glicoxidagao entre (9,09 + 1,97 — 43,63 + 0,08%). As particoes PAE
(89,95 + 1,95%), PB (91,38 + 0,86%) e PA (86,20 £ 0,01%) apresentaram maior
inibicao glicagao futose-BSA no dia 3. As partigbes apresentaram baixo (%) de inibigao
da glicoxidagao frutose-BSA/quinurenina dia 3, entretanto as particdes PAE (90,12 +
0,37%), PB (87,64 £ 4,08%) e PA (85,73 + 3,08%), foram mais ativas que o controles
positivos no dia 7. Na glicoxidagao da frutose-BSA/N-formilquinurerina, as particbes
PAE (88,23 £ 1,13%), PB (88,64 +0,11%) e PA (86,74 £ 0,01%) apresentaram elevado



228

(%) de inibicdo no dia 3, entretanto houve uma diminuigdo da glicagéo no dia 7, mas
que manteve as particbes com valores promissores.

Diante do exposto, pode-se inferir que os EE de espécies de Miconia
apresentaram potente atividade de inibicdo dos AGEs, com destaque para o EE de
M. albicans, M. nervosa, M. rubiginosa, M. chamissois, M. affinis, M. elegans,

M. cuspidata e suas particoes PAE, PB e PA.
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Figura 113- Percentual de inibicdo da glicoxidacao Frutose-BSA dos EH e EE de espécies de Miconia.

Frutose-BSA/quinurenina Frutose-BSA/N-formilquinurenina g £H1
Frutose-BSA inibicao dos EH 100- inibicao dos EH T inibigao dos EH ——
100-
@8 EH3
80- . 80- W EH4
o o @8 EH5
g oo : % - S 0 EH6
o — .g T
£ 40- £ 40 ! £ 40- T @8 EH7
3 . ES R W EH8
20 20+ 20- @B EHO
0 NH-G
0- 0- 0- 8 Quer
L) A > A o A
Dias Dias Dias
Frutqs_e-_BgoA/qumélEenlna Frutose-BSA/N-formilquinurenina @8 EE1
Frutose-BSA inibigéo dos EE 100- inibi¢do dos inibigao dos EE - ER
100- L . EE3
80- a0 W EE4
80+ o o @8 EE5
'§ 60 S 601 . 'S, 601 EE6
3 2 2 & EE7
£ 40 = 40- £ 40- .
= ¥ X = mm EES
20+ 20' 20- - EE9
0 NH-G
0- 0- 0- @B Quer.
o A > A o A
Dias Dias Dias

Nota: EH = extrato hexanico. EE = extrato etandlico. NH-G= aminoguanidina (10 mM). Quer. = quercetina (100,0 ug mL-"). 1= M. albicans; 2= M. fallax; 3= M.
rubiginosa; 4= M. chamissois; 5= M. affinis; 6= M. stenostachya; 7= M. nervosa; 8= M. elegans; 9= M. cuspidata. Concentragao dos extratos 100,0 ug mL-".
Fonte: a autora.
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Figura 114- Percentual de inibicdo da glicoxidagao Frutose-BSA das parti¢cdes de
M. cuspidata.
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Nota: EH= extrato hexanico, EE= extrato etandlico, 9= M. cuspidata. NH-G= aminoguanidina (10 mM).
Quer. = quercetina (100,0 ug mL-"). PD= particdo diclorometano. PAE= particdo acetato de etila. PB=
particdo butanol. PA= partigho aquosa. Concentragdo das amostras 100,0 pg mL-".
Fonte: a autora.

Os principais mecanismos de inibicdo da formagao de AGEs sao: através da
reducao de compostos dicarbonilicos ativos que sado precursores da formagao de
AGEs, reducdo da formagcdo de espécies reativas de oxigénio que atuam na
glicoxidagdo de proteinas, através da protecdo da estrutura de proteinas e
degradagao dos AGEs formados. A aminoguanidina utilizada como controle no ensaio,
foi o primeiro composto com atividade, atuando na inibigado da formagéao dos AGEs. O
composto interage com os grupos carbonilicos dos produtos de amadori por meio de
reagoes de adigao nucleofilica, impedindo o rearrajo posterior. Ainda pode se ligar a

intermediarios dicarbonilicos bloqueando a transformacao de produtos amadori em
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AGEs. Entretando os ensaios clinicos foram descontinuados devidos aos efeitos
colaterais (Thornalley, 2003; Song et al., 2021).

Nesse sentido, diversos produtos naturais tem sido avaliados em relagdo ao
potencial de inibicdo dos AGEs devido as propriedades antioxidantes apresentada por
muitos desses compostos uma vez que o estresse oxidativo esta diretamente
relacioanado com a formacao dos AGEs. Além disso, se destacam por apresentarem
menor toxicidade. Entre os produtos naturais inibidores da formacao de AGEs estao
os polifenois, polissacarideos, terpenos, vitaminas, alcaloides e peptideos (Khan et
al., 2020; Song et al., 2021).

A presenca dos compostos fendlicos anotados nos EE de espécies de Miconia
pode estar relacionada com a atividade apresentada pelas espécies, uma vez que
atividade desses compostos tem sido reportada na literatura. A atividade de inibigao
da glicoxidacao (ditirosina, N-formilquinurenina, quinurenina), frente a glicacdo da
BSA e glicose, mostrou que a rutina (53) foi mais promissora que a quercetina (43), o
que pode ser justificado pela menor interacdo da rutina (53) com a BSA, deixando-a
mais disponivel para exercer a atividade de inibicdo dos AGEs (Dias et al., 2021).

O trabalho de Piwowar et al. (2019), avaliou a atividade de inibicdo dos produtos
de glicoxidagcao de 16 compostos fendlicos. Os resultados mostraram que o grupo dos
acidos fendlicos foram melhores inibidores dos produtos de glicoxidagao. Dentro do
grupo dos elaginatinos, acido elagico foi mais ativo que as monolactonas. Ja o grupo
dos flavonoides, apresentaram melhores atividades como inibidores da glicoxidacéo.
O galotanino 1, 2, 3, 4, 6-penta-O-galoil-3-D-glucose apresentou inibicdo dos AGEs
maior que 50% em diferentes concentracdes no ensaio com BSA-frutose,
apresentando valores maiores que o controlole aminoguanidina (Ma et al., 2015).

O extrato da fruta de roma (Punica granatum) e seus compostos fendlicos como
a punicalagina, acido elagico, acido galico, apresentaram maiores percentuais de
inibicao da glicagdo BSA-frutose, do que o controle aminoguanidina. O percentual de
inibicdo foi determinado diferentes concentragbes apds 21 dias de incubacéo (Liu et
al., 2014).

O extrato de xarope de bordo enriquecido com fendlicos (produzido pela
concentragéo da seiva aquosa coletada de Acer saccharum), diminuiu a formagao
AGEs em 40% (500 uyg mL~") no ensaio com BSA-frutose, também evitou a formagéo
de ligagbes cruzadas que aparecem na fase final da glicagdo e mantiveram a estrutura
da BSA durante a glicacao (Liu et al., 2017).
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Em relagdo ao composto isolado canferol 3-O-rutinosideo V, ja foi avaliado no
ensaio com BSA-glicose e apresentou inibicao de 79,5% (3mM). Outros derivados de
canferol anotados nos extratos de espécies de Miconiatambém foram avaliados nesse
ensaio: canferol (54,4%), canferol 7-O-a-ramnosideo (60,00%) e rutina (82,50%)
(Shyaula et al., 2012).

Diante do exposto, infere-se que a maior atividade de inibicdo dos AGEs foi
apresentada pelos EE de espécies de Miconia bem como as particdes mais polares
de M. cuspidata. Esse resultado pode estar relacionado com a presenca dos
compostos fendlicos, visto que a atividade antiglicante de muitos extratos ricos nessa
classe de compostos tem sido reportada na literatura. Em relagdo aos EH que também
apresentaram alguma inibigdo promissora, atribui-se aos compostos néo fendlicos
comos terpenos e vitaminas que sao ativos na inibicdo dos AGEs (Khan et al., 2020;
Song et al., 2021; Velichkova; Foubert; Pieters, 2021).

5.56.4.2 Inibicdo da glicagdo do MGO-BSA

A inibicdo dos AGEs também foi avaliada frente a glicagdo da BSA com o
metilglioxal (MGO). Esse € um dos compostos dicarbonilicos precursores da formagao
dos AGEs. O MGO ¢é formado durante glicoxidacao (Figura 12, pagina 72) e pelo
metabolismo da glicose. Tem emergido como um biomarcador do diabetes, pois € um
agente glicante altamente potente, cerca de ~20.000 vezes mais reativo que a glicose.
O MGO reage com lipideos, acidos nucléicos e com as proteinas para formar AGEs
(Ramachandra Bhat et al., 2019; Shamsi et al., 2019).

Sendo assim, o presente trabalho avaliou a capacidade de inibi¢do da glicagao
MGO-BSA, bem como a formacado dos produtos de glicoxidagcao (ditirosina,
quinurenina, N-formilquinurerina,) pelos EH e EE de espécies de Miconia e particdes
de M. cuspidata através da leitura direta da fluorescéncia das amostras. Os valores
foram obtidos em percentual de inibigdo da glicoxidagdo em 3, 7, 14, 21, e 28 dias
(Figuras 115 -117; Tabela 3B — 5B; Apéndice B). A aminoguanidina foi utilizada como
controle positivo e a quercetina e o acido galico foram utilizados como padrbes de
produtos naturais.

Observa-se que a aminoguanidina foi o controle positivo com maior percentual
de inibicao da glicoxidacdo, com a maxima inibicdo da glicacdo MGO-BSA (99,51 +
0,04%) no dia 21 e a menor inibicao (91,97 + 0,16%) da glicoxidacdo MGO-



233

BSA/quinurenina no dia 28. A quercetina apresentou menor atividade de inibicao da
glicagdo, mas os valores ainda sao considerados promissores, com o0 menor inibigao
da glicoxidagcdo MGO-BSA/quinurenina (68,76 £ 1,21%) no dia 28 e maior inibicdo da
glicagcdo MGO-BSA (90,11 = 0,59%) no dia 3. O acido galico apresentou o menor
percentual de inibicdo, tendo atingido seu maior (%) de inibicdo da glicagdo MGO-
BSA (77,67 £ 0,16%) no dia 28. Observa-se que o acido galico nédo foi eficaz na
inibicdo da glicoxidagdo MGO-BSA/quinurenina, com percentual de inibi¢do inferior a
alguns EH, EE e parti¢des.

Em relagdo ao percentual de inibicdo da glicoxidacao dos EH (Figura 115;
Tabela 3B, 4B; Apéndice B), com excecao da M. nervosa (7), as outras espécies
apresentaram percentual de inibigdo inferior a 50%. Na inibigdo da glicagdo MGO-
BSA, a M. nervosa (7) teve um aumento da inibicdo nos dias 21 e 28 de 49,58 £ 0,55%
e 53,15 + 0,49%, respectivamente.

Os EE de espécies de Miconia apresentaram perfil de inibicao da glioxidagao
com grandes diferengas dos EH (Figura 116; Tabela 3B, 4B; Apéndice B). Na inibicdo
da glicacdo MGO-BSA, a M. rubiginosa (3) apresentou maior inibigdo no dia 3
(62,06 + 0,89%), observa-se uma diminuicao no percentual de inibicdo até o dia 28.
Esse mesmo perfil foi observado na inibicdo da glicoxidagdo MGO-BSA/ditirosina e
MGO-BSA/N-formilquinurenina. A M. rubiginosa (3) inibiu 58,88 + 0,91% da
glicoxidacdo MGO-BSA/ditirosina no dia 3 com reduc&o consideravel no dia 28. Na
inibicdo da glicoxidagdo MGO-BSA/N-formilquinurenina, a M. rubiginosa (3) inibiu
59,79 £ 0,97% da glicoxidagao no dia 3 com redugao consideravel no dia 28. Os EE
de espécies de Miconia apresentaram menores (%) de inibicdo da glicoxidagao
MGO-BSA/quinurenina. O EE de M. rubiginosa (3) permanece sendo o mais ativo com
4992 + 0,94% de inibigdo no dia 3, com uma pequena reducdo no dia 28
(46,08 = 1,03%). Entretanto, houve uma promogéao dos EE de M. cuspidata (9) na
inibicao da glicoxidagdo MGO-BSA/quinurenina que apresentou 48,49 1+ 0,17% no dia
3 e um aumento para 54,64 + 6,97% no dia 21.
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Figura 115- Percentual de inibicdo da glicoxidagdo dos EH de espécies de Miconia.
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Figura 116- Percentual de inibicdo da glicoxidagao dos EE de espécies de Miconia.
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Fonte: a autora.

As particdes de M. cuspidata foram analisadas juntamente com os EH9 e EE9,
(Figura 117; Tabela 5B; Apéndice B). Na inibicdo da glicagao MGO-BSA, as partigdes
PAE e PB apresentam maiores (%) de inibi¢des que os extratos. A PAE apresentou
maior inibicao no dia 3 (61,11 + 0,47%), e até o dia 21 a PAE (53,02 £ 0,20%)
continuou apresentando maior percentual de inibicdo que a PB. Entretanto, no dia 28
houve uma inversao entre PAE e PB sendo o (%) de inibicdo da PAE reduzido para
46,83 + 0,28% e o da PB aumentado para 51,22 + 1,83%. Esse mesmo perfil de
inversao na inibicdo entre a PAE e a PB, também ocorre na inibigdo da glicoxidagao
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MGO-BSA/ditirosina no dia 28 e na inibicdo da glicoxidaggo MGO-BSA/N-
formilquinurenina que ocorre no dia 14. A PAE inibiu 56,01 + 0,97% da glicoxidagéo
MGO-BSA/ditirosina no dia 3 com reducéo para 42,0 £ 0,03% no dia 28, enquanto a
PB iniciou a inibicdo no dia 3 com 41,25 + 0,77% e apresentou um aumento para
52,6 £ 1,65% em 28 dias. Na inibicao da glicoxidacdo MGO-BSA/N-formilquinurenina
a PAE inibiu 57,20 + 0,71% no dia 3, reduzindo para 44,39 £ 0,31% no dia 28. A PB
apresentou 49,25 * 0,65% no dia 3 com consideravel aumento para 61,82 + 0,63% no
dia 28. Os valores de inibicdo da glicoxidagdo MGO-BSA/quinurenina apresentado
pelas particoes PAE e PB foram melhores que os EH e EE e o acido galico. A PAE
apresentou inibicdo de 61,13 + 0,56% no dia 3 e 54,05 + 1,09% no dia 28. A PB
apresentou inibicado de 66,62 + 0,87% no dia 3 e 83,85 + 1,30% no dia 28 com um
potencial de inibicdo maior que a PAE desde o dia 3.

Pode-se concluir que, entre os EH, a M. nervosa foi a que apresentou maior
percentual de inibicdo da glicoxidagdo, com excecdo da glicoxidacdo MGO-
BSA/quinurenina. Entre os EE, a M. rubiginosa apresentou maiores percentuais de
inibicdo no dia 3, com reducdo consideravel até o dia 28. Em relagao a inibicao da
MGO-BSA-quinurenina, os EE da M. cuspidata e M. rubiginosa apresentaram maiores
percentuais. As particdes apresentaram percentual de inibicdo superior aos extratos
e com os melhores valores de inibicao da glicoxidagdo MGO-BSA/quinurenina. Os
valores de inibigdo das PAE e PB inverteram em fungao dos dias colocando a PB com
maior atividade de inibicdo da glicoxidacdo em 28 dias. Na inibigdo da glicoxidagao
MGO-BSA/quinurenina, a PB foi superior a PAE. A avaliagao do percentual de inibicao
da glicoxidacdo até 28 dias € uma forma de considerar os produtos formados
equivalentes aos anos, meses ou semanas no processo fisiolégico de uma pessoa
que possui diabetes. Dessa forma valores altos de inibicdo até o dia 28 séao
interessantes, assim como apresentado pelo controle aminoguanidina.

As mesmas discussbes estabelecidas para a glicoxidagcao da frutose-BSA
(secdo 5.5.4.1, pagina 225), sédo validas para MGO-BSA visto que os EE e partigbes
mais polares continuam apresentando maiores (%) de inibicdo dos AGEs. Os dois
experimentos foram apresentados separadamente, devido a diferenca nas
metodologias utilizadas nos ensaios. Como o MGO é mais reativo, pode-se considerar
que os resultados apresentados por extratos e particobes de M. cuspidata sao

promissores, pois apresentaram inibi¢gdes superior a 50%.
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Figura 117- Percentual de inibicdo da glicoxidagao dos extratos e particdes de
Miconia cuspidata.
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Fonte: a autora.

Alguns estudos de inibicdo da glicoxidagdo MGO-BSA sao relatados na
literatura. O extrato de xarope de bordo (produzido pela concentragéo da seiva aquosa
coletada de Acer saccharum), enriquecido com compostos fendlicos, diminuiu a
formagdo de AGEs em apenas 30% (500 ug mL~") (Liu et al., 2017). Extratos de
especiarias ricos em compostos antioxidantes, foram avaliados quanto a inibicdo da
fomacao de AGEs no ensaio MGO-BSA. Os maiores percentuais de inbicdo foram

obtidos pelos extratos de anis estrelado (88%), canela (85%), pimenta Jamaica (81%)
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e cravo (79%) (Starowicz; Zielinski, 2019). A fracdo acetato de etila de Maytenus
ilicifolia apresentou ICso = 166,1 + 28,95 ug mL~" no modelo de inibigdo dos AGEs com
MGO-BSA, sendo a atividade atribuida a presenca de flavonoides e proantocianidinas
identificadas na fracao (Bittar et al., 2024).

Um dos mecanismos propostos para os polifendis atuarem como inibidores de
AGEs, é através da captura do MGO. A quercetina (43) capturou 80,1 % do MGO e
50,5 % do glioxal ao mesmo tempo e interrompeu a formagcdo de AGEs formando
adutos de quercetina mono e di-MGO e glioxal. Ambos adutos foram determinados
por CL-EM (Figura 118) (Li et al., 2014).

Figura 118- Reacé&o do flavonoide quercetina com MGO formando os adutos mono e
di-MGO.

OH O MGO OH ©

quercetina aduto mono-MGO aduto di-MGO

Fonte: adaptado de Li et al. (2014).

A miricetina, outro flavonoide, também apresentou eficiéncia na captura de
MGO, gerando adutos mono e di-MGO em condicdes in vitro, detectados por CL-EM.
Os mesmos adutos foram detectados em amostras de urina e fezes coletadas de
camundongos tratados com miricetina demostrando a eficiencia da capturua do MGO
em modelo in vivo (Zhang et al., 2020a). O estudo realizado por Peng et al., (2008)
mostrou que a proantocianidina B2 capturua o MGO formando adutos de MGO-
proantocianidina B2 detectados por CL-EM, inibindo a formacao de AGEs.

Esses resultados mostram que os compostos fendlicos sédo agentes
antiglicantes promissores e que o MGO é um alvo relevante na busca por inibidores
dos AGEs. As éspecies de Miconia foram avaliadas pela primeira vez em modelos
experimentais de glicacdo e mostraram-se promissoras para investigagcdes mais

aprofundadas in vitro e in vivo.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho apresentou o estudo quimico e biolégico de nove espécies
de Miconia (Melastomataceae), as quais estdo presentes no Cerrado, sendo algumas
de significativa importédncia na medicina tradicional. Embora a quimica de produtos
naturais seja uma ciéncia amplamente estudada durante décadas, ainda ha muito a
ser explorado, especialmente no que diz respeito ao estudo de espécies presentes
nos biomas em que a biodiversidade tem sido frequentemente ameacada.

Nesse sentido, avaliagdo da atividade antimicrobiana, mostrou que as
especies de Miconia apresentam moderada atividade antibacteriana contra as
bactérias da cavidade bucal, com valores de CIM entre 100 e 200 ug mL~'. Os EH e
EE de espécies M. rubiginosa, M. chamissois, M. affinis, M. stenostachya, M. nervosa,
M. elegans e M. cuspidada demostraram atividades mais expressivas contra
S. sanguinis (bactéria cariogénica), enquanto a M. chamissois e M. stenostachya
foram as mais eficazes contra P. gingivalis (bactéria anaerdbia). A PAE de
M. cuspidata foi mais ativa que o EE para as bactérias cariogénicas, com valores de
CIM entre 100 e 200 ug mL~". Os EE de espécies Miconia apresentaram potencial
atividade anti-Candida, com valores de CIM inferiores a 50 uygmL-". A cepa
C. glabrata foi a mais suscetivel aos EE de M. rubiginosa, M. chamissois, M. affinis e
M. cuspidata, com CIM de 1,46 ug mL-'. As PAE e PB de M. cuspidata também
apresentaram potencial inibitério contra espécies de Candida com CIM de 5,86 ug
mL-' com excecgédo para C. glabrata e C. auris.

As espécies de Miconia demostraram elevada atividade antioxidante no método
do sequestro do DPPH, sendo a M. cuspidata, M. affinis e M. rubiginosa as mais
potentes com ICsode 6,07; 7,72 e 6,14 ug mL™", respectivamente. No método FRAP,
a M. cuspidata, M. rubiginosa e M. fallax foram as mais potentes com 204,54; 192,01
e 181,05 uymol ET/gamostra, respectivamente. Quanto ao método ORAC, todos os EE
apresentaram elevada capacidade antioxidante, sendo os maiores resultados
observados em M. albicans e M. chamissois, com 1223,27 e 1206,56 pmol ET/gamostra,
respectivamente. As PAE, PB e PA apresentaram melhores atividade antioxidantes
no método DPPH, todas as particdes foram mais antioxidantes que o EE no método
FRAP e a PAE foi mais antioxidante do método ORAC.
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Em relagdo a atividade antidiabética a M. rubiginosa apresentou maior inibigao
da a-amilase com ICso de 0,74 ug mL~". A PAE apresentou ICso = 9,64 ug mL~" com
atividade préxima ao EE de M. cuspidata com ICso de 8,70 ug mL=".

A inibicdo dos AGEs no modelo frutose-BSA foi mais proeminente nos EE, com
(%) de inibicdo superior a 90%. As espécies M. nervosa, M. affinis e M. cuspidata
destacaram-se com valores proximos aos controles positivos. As particdes PAE, PB e
PA de M. cuspidata também foram potentes inibidoras da glicoxidagdo, com uma
porcentagem de inibigdo préxima ao EE. No modelo MGO-BSA, a inibigdo dos AGEs
foi mais expressiva pelo EE de M. rubiginosa, com valores de inibicao entre 49,92 e
62,06%. A PAE e a PB apresentaram valores de inibicdo superiores aos EE, sendo a
PB mais potente na inibicdo da glicoxidagao, especialmente nos dias finais da glicagao
com valores entre 44,38 e 83,85%.

O potencial biolégico apresentado pelas espécies de Miconia foi atribuido a
presenca dos compostos anotados através da analise por CLAE-IES-EM/EM. Os EE
de M. fallax, M. rubiginosa, M. affinis, M. cuspidata e suas particdes bioativas PAE e
PB, foram submetidos a analise, resultando na anotagdo de diversas classes de
compostos, incluindo ciclitol, acidos fendlicos, flavonoides, derivados de acidos
graxos, taninos hidrolisaveis, galotaninos, proantocianidinas, uma chalcona e
triterpenoides. Essa anotacdo foi realizada pela primeira para essas espécies,
evidenciando a diversidade de compostos com potenciais atividades bioldgicas
presentes no género Miconia. Porém, as espécies M. nervosa, M. elegans ainda
permanecem sem alguma analise sobre a composicdo quimica, 0 que sugere
perspectivas interessantes para trabalhos futuros.

Além disso, o fracionamento de M. cuspidata foi realizado pela primeira vez,
resultando no isolamento de compostos bioativos, como o triterpeno esqualeno (I) e
do fitosterol 3-sitosterol (ll), ambos obtidos a partir do EH, os quais ja foram relatados
no género. Destaca-se também o isolamento dos triterpenoides acido corosélico (llI)
ja relatado no género e seu derivado acido 3p-O-trans-p-cumaroil corosolico (IV) por
meio da PD, que € inédito no género assim como o flavonoide canferol 3-O-rutinosideo
(V) isolado da PB.

Dessa forma, o estudo realizado no presente trabalho, vai ao encontro dos
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel apoiados pela Organizagdo das Nagdes
Unidas (ONU), mais especificamente no que tange ao desenvolvimento sustentavel.

Os resultados apresentados nesta pesquisa fornecem informagdes valiosas sobre o
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conhecimento quimico e o potencial biolégico das espécies de Miconia, possibilitando
a identificacdo de recursos naturais que podem ser explorados de maneira
sustentavel. Isso implica em praticas mais conscientes e ecologicamente
responsaveis, promovendo a preservacao da biodiversidade e contribuindo para a

construcdo de um ambiente mais sustentavel para as futuras geracgdes.
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Espectros de massas em alta resolucdo e EM/EM dos compostos identificados nas

espécies M. fallax, M.rubiginosa, M. affinis, M. cuspidata e particdes PAE9 e PB9.
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Espectro de massas do composto (114) obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 783,0680 [M — H]~ (tr 3,51 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto n.i (A) EM-ESI m/z 961,0878 [M — H]~ (tr 3,51
min), obtido do EE de M. cuspidata (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto n.i (A) EM-ESI m/z 480,0426 [M — H]>~ (tr 3,51

min), obtido do EE de M. cuspidata (B) EM/EM 15 eV.
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Espectro de massas do composto (115) obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z
593,1308 [M — H]~ (= 3,75 min) (B) EM/EM 20 eV.
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Espectro de massas do composto (116) obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 933,0624 [M — H]~ (tr 4,09 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (116) obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 466,0283 [M — 2H]*~ (tr 4,09 min) (B) EM/EM 20 eV.
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Espectro de massas do composto (118) obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI

m/z 633,0752 [M — H]" (tr 4,22 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (119) obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z

593,1316 [M — H~ (tr 4,22 min) (B) EM/EM 20 eV.
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Espectro de massas do composto (120) obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z

897,1888 [M — H]~ (tr 4,22 min) (B) EM/EM 15 eV.
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Espectro de massas do composto (121) obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI

m/z 285,0615 [M — H]" (tr 4,41 min) (B) EM/EM 20 eV.
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Espectro de massas do composto (62) ou (122) obtido do EE de M. cuspidata (A)

EM-ESI m/z 935,072 [M — H]" (t= 4,41 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (62) ou (122) obtido do EE de M. cuspidata (A)
EM-ESI m/z 467,0367 [M — H]~ (fr 4,41 min) (B) EM/EM 25 eV.
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[M — HI™ (t= 4,57 min).
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[M — 2H]2 (tr 4,57 min).
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Espectro de massas do composto (124) obtido do EE de M. rubiginosa m/z 865,1999
[M — HJ~ (r 4,57 min).
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Espectro de massas do composto (125) obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 305,0670 [M — H]~ (tr 4,67 min) (B) EM/EM 20 eV.
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Espectro de massas do composto (126) obtido do EE de M. rubiginosa (A) EM-ESI
m/z 1153,2604 [M — H]- e m/z 576,1286 [M — 2H]?>~ (tr 4,69 min) (B) EM/EM
20 eV.
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m/z 183,0298 [M — H]- (tz 4,70 min) (B) EM/EM 20 eV.
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Espectro de massas do composto (128) obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z

289,0718 [M — HI~ (tr 4,79 min) (B) EM/EM 20 eV.
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Espectro de massas do composto (129) obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI| m/z

577,1367 [M — HI" (t= 4,99 min) (B) EM/EM 20 eV.
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Espectro de massas do composto (130) obtido do EE de M. rubiginosa (A) EM-ESI
m/z 325,0933 [M — H]~ (&= 5,07 min) (B) EM/EM 10 eV.
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Espectro de massas do composto (131) obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z
881,1957 [M — HJ" (fr 5,12 min) (B) EM/EM 20 eV.
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Espectro de massas do composto casuarictina (62) ou casuarinina (122) Il obtido do
EE de M. cuspidata (A) EM-ESI m/z 935,07282 [M — 2H]" (tr 5,14 min) (B) EM/EM

30 eV.
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Espectro de massas do composto casuarictina (62) ou casuarinina (122) Il obtido do
EE de M. cuspidata (A) EM-ESI m/z 467,0373 [M — 2H]*~ (tr 5,14 min) (B) EM/EM 20

eV.
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Espectro de massas do composto (132) obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z
865,1994 [M — H]~ (&= 5,32 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (133) obtido do EE de M. affinis (A) EM-ESI m/z
483,0798 [M — H]~ (tr 5,39 min) (B) EM/EM 25 eV.
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Espectro de massas do composto (134) obtido do EE de M. affinis (A) EM-ESI m/z
635,0910 [M — H]~ (tr 5,42 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (136), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 785,0851 [M — H]~ (tr 5,54 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (136), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 392,0388 [M — 2H] (tr 5,54 min) (B) EM/EM 15 eV.
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Espectro de massas do composto (29) obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z
289,0719 [M — HJ" (fr 5,62 min) (B) EM/EM 20 eV.
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Espectro de massas do composto (139), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 387,1664 [M — H]~ (tr 5,73 min) (B) EM/EM 20 eV.
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Espectro de massas do composto (140), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI

m/z 635,0896 [M — H- (tr 5,84 min) (B) EM/EM 30 eV.
x10 4 (A) x10 3 (B)
5.5 3322 617.0703 787.0863
5 787.1023 "3 .
2751
4.5 2.5
4] 2251
2]
3.5 1.75
3 112: 465.0606
2.5 14
2 0.75+ 169.0084 573.0792
g 054 o o0 313.0472  403.0558
1l57 022: L L . i ™ \\J 1L { L { J o "
1 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
966. 0030 Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
0.5+
1265. 9812
0J JLHL“..ML ..n_‘....lmj “ e

800

900

1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500

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

Espectro de massas do composto (141), obtido do EE de M. affinis (A) EM-ESI m/z
787,1023 [M — H]~ (= 5,93min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (142), obtido do EE de M. rubiginosa (A) EM-ESI

m/z 593,1

535 [M — HI™ (t= 5,99 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (143), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 197,0450 [M — H]~ (tr 6,07 min) (B) EM/EM 20 eV.
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Espectro de massas do composto (144), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI

m/z 937,0955 [M — HJ" (tr 6,32 min) (B) EM/EM 30 eV.
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m/z 468,0455 [M — 2H]*~ (tr 6,32 min) (B) EM/EM 15 eV.
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Espectro de massas do composto n.i (A) EM-ESI m/z 387,1298 [M — H]~ (fr 6,40
min), obtido do EE de M. affinis (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (145) obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z
631,0961 [M — H]~ (tr 6,33 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (146) obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z
577,1367 [M — H]~ (tr 6,33 min) (B) EM/EM 20 eV.
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939,1130 [M — HI- e m/z 469,0533 [M — 2H]?>~ (tr 6,47 min) (B) EM/EM do m/z
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Espectro de massas do composto n.i (A) EM-ESI m/z 689,1775 [M — H]~ (tr 6,62
min), obtido do EE de M. affinis (B) EM/EM 25 eV.
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Espectro de massas do composto (148) obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z
479,0837 [M — H]~ (tr 6,75 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (149), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 335,0414 [M — H]~ (tr 6,77 min) (B) EM/EM 10 eV.
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Espectro de massas do composto quercetina-O-galoil-hexosideo (150), obtido do EE
de M. cuspidata (A) EM-ESI m/z 615,0992 [M — H]~ (tr 6,89 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (151), obtido do EE de M. rubiginosa (A) EM-ESI
m/z 597,1842 [M — H]~ (tr 7,02 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (152), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 477,0682 [M — H]~ (tr 7,02 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (153) obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z
463,0896 [M — H]~ (tr 7,07 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (154), obtido do EE de M. rubiginosa (A) EM-ESI
m/z 447,0946 [M — H]- (tr 7,10 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (155), obtido do EE de M. rubiginosa (A) EM-ESI
m/z 463,0896 [M — H]~ (&= 7,19 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (53), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 609,1460 [M — H]~ (tr 7,24 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (156), obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z
599,1059 [M — H]~ (tr 7,37 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (157), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI

m/z 599,1043 [M — H]" (tz 7,42 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (158), obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z

433,0788 [M — HI~ (= 7,47 min) (B) EM/EM 20 eV.
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro de massas do composto (159), obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z

615,1010 [M — HI~ (= 7,57 min) (B) EM/EM 25 eV.
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Espectro de massas do composto acido elagico (63), obtido do EE de M. cuspidata
(A) EM-ESI m/z 300,9985 [M — H]~ (tr 7,57 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (160), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 447,0937 [M — H]~ (tr 7,65 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (161), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 447,0941 [M — H]~ (tr 7,68 min) (B) EM/EM 25 eV.
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Espectro de massas do composto canferol-O-rutinosideo (162), obtido do EE de M.
cuspidata (A) EM-ESI m/z 593,1512 [M — H]~ (tr 7,72 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (163), obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z
417,0838 [M — H]~ (tr 7,92 min) (B) EM/EM 25 eV.
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Espectro de massas do composto canferol-O-pentosideo isémero Il (164), obtido do
EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z 417,0837 [M — H]~ (fr 8,10 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do (165), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI m/z
461,0728 [M — H]™ (tr 7,97 min) (B) EM/EM 25 eV.
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Espectro de massas do composto n.i (A) EM-ESI m/z 613,1560 [M — H]~ (tr 8,10
min), obtido do EE de M. cuspidata (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto n.i (A) EM-ESI m/z 627,1381 [M — H]~ (tr 8,27
min), obtido do EE de M. rubiginosa (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto n.i (A) EM-ESI m/z 593,1863 [M — H]~ (tr 8,27
min), obtido do EE de M. cuspidata (B) EM/EM 25 eV.
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Espectro de massas do composto (166), obtido do EE de M. affinis (A) EM-ESI m/z
475,1246 [M — H]~ (tr 8,37 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (43), obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z
301,0362 [M — H]~ (&= 8,51 min) (B) EM/EM 25 eV.
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Espectro de massas do composto (167), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 467,2135 [M — H]~ (tr 8,55 min) (B) EM/EM 15 eV.
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Espectro de massas do composto (168), obtido do EE de M. rubiginosa (A) EM-ESI
m/z 285,0407 [M — H]~ (tr 8,72 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (169), obtido do EE de M. fallax (A) EM-ESI m/z
459,1251 [M — H]" (tr 8,86 min) (B) EM/EM 25 eV.
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Espectro de massas do composto n.i (A) EM-ESI m/z 573,2189 [M — H]~ (tr 8,75

min), obtido do EE de M. cuspidata (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (170), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 329,0304 [M — H]~ (tr 8,83 min) (B) EM/EM 20 eV.
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Espectro de massas do composto n.i (A) EM-ESI m/z 817,3980 [M — H]~ (tr 9,08
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Espectro de massas do composto (171), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 627,1733 [M — H]~ (tr 9,25 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (172), obtido do EE de M. rubiginosa (A) EM-ESI
m/z 269,0451 [M — H]~ (tr 9,25 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (34), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 779,1852 [M — H]~ (tr 9,48 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (22), obtido do EE de M. rubiginosa (A) EM-ESI
m/z 285,0413 [M — H]~ (tr 9,55 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto (33), obtido do EE de M. cuspidata (A) EM-ESI
m/z 777,1685 [M — H]~ (tr 9,80 min) (B) EM/EM 30 eV.
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Espectro de massas do composto n. i (A) EM-ESI m/z 695,3980 [M — H]~ (fr 10,03
min), obtido do EE de M. cuspidata (B) EM/EM 25 eV.
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Espectro de massas do composto (55) (A) EM-ESI m/z 297,0777 [M — H]~ (fr 10,35
min), obtido do EE de M. fallax (B) EM/EM 30 eV.



315

x105 ¥103
To &) 11{(B)
435.0476
1.2+ 793.1655 749.1591
0.91
1.1
1 0.8
09 0.74
’ 069 272.9968
0.8 054
0.7 0.4
0.6 0.34 721.1432
054 02 120.7885
180.0678 3432020 563.3199 .
0.4 01 |
o L IVRTRREAT! R PN (0 Y ehdbid m Liu ! ‘\huh]huAl\
034 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
0.24 883.1944 1551 .30990ums vs. Mass-to-Charge (m/z)
0.14 l \ 12954873
o Lu86.0181 |l Lo b T -

700 800 900

1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500

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

Espectro de massas do composto n.i (A) EM-ESI m/z 793,16555 [M — H]~ (fr 10,53
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min), obtido do EE de M. affinis (B) EM/EM 30 eV.
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min), obtido do EE de M. cuspidata (B) EM/EM 25 eV.
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min), obtido do EE de M. cuspidata (B) EM/EM 20 eV.
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EM/EM do m/z 485,3272 em 30 eV.
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Espectro de massas do composto n.i (A) EM-ESI m/z 633,3815 [M — H]™ (tr 12,18
min), obtido do EE de M. rubiginosa (B) EM/EM 30 eV.
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APENDICE B

Tabela 1B- Percentual de inibicao (%) da glicoxidagéo Frutose-BSA dos EH e EE de espécies de Miconia.

Percentual de inibigao (%)

Percentual de inibigao (%)

Percentual de inibigao (%)

AMos- Frutose-BSA Frutose-BSA/quinurenina Frutose-BSA/
tras N-formilquinurenina
D3 D7 D3 D7 D3 D7
1 EH 40,64 +6,01 56,58 + 0,20 35,19+0,85 71,96 + 3,57 3499+213 60,69 +2,79
EE 75,57 £1,51 82,35+4,80 59,39+0,56 77,45+7,64 67,51+052 77,71+1,74
2 EH 37,563 +2,78 28,23 +0,03 27,55 +4,97 41,54 + 3,48 33,53+2,91 30,75 +2,63
EE 71,80+0,83 77,13+1,26 46,74 + 3,22 68,54 + 1,44 66,84 £+1,57 73,99+2,76
3 EH 44,91 +£0,23 59,95+ 1,38 34,05+0,03 69,82+0,80 39,67 +1,21 62,57 +1,35
EE 70,00 £1,93 86,46 +£0,52 48,10 +4,50 79,54 +£1,42 60,93+150 83,13+2,11
4 EH 46,70 0,14 14,00 + 3,63 51,84 £ 0,562 37,88 +7,47 43,99+0,50 21,20 +4,45
EE 70,16 +1,20 84,72+ 1,54 49,84 +1,50 83,26 + 3,13 64,31+0,94 82,63 + 1,91
5 EH 41,13+£1,96 27,39 +0,20 34,94 +0,78 42,34 +2,14 40,71+0,61 34,41 +1,56
EE 92,85+0,42 90,38 + 0,90 36,71 +2,11 94,66 + 3,10 91,71+2,69 89,95+1,75
6 EH 55,71 £2,21 32,27 +2,96 44,07 +1,59 42,75+ 3,96 48,80 £2,60 35,50 + 3,63
EE 84,66 + 1,01 55,35+0,37 32,20+ 0,52 53,83 +2,33 37,99+2,05 54,70+0,22
7 EH 60,79+ 1,47 45,12 +0,25 52,40 + 3,56 53,46 + 1,92 56,86 +0,16 50,34 + 2,15
EE 94,37 £+4,60 86,37 £1,08 42,70+ 0,87 91,25+0,20 88,32 +3,32 85,28 + 0,81
8 EH 35,45+1,79 23,26 +3,34 26,98 + 1,24 38,06 + 5,36 27,43 +0,52 26,84 + 3,47
EE 83,90 + 0,37 84,25+ 0,87 32,66 +0,01 80,29+0,42 60,55 +0,23 82,42 +0,02
9 EH 43,73+0,42 42,14 +0,82 39,13 +2,33 56,67 + 0,61 41,27 +1,70 46,74 £ 0,27
EE 89,82+0,40 88,74+0,18 34,33+2,44 97,20 +2,20 88,31+0,58 90,47 +1,00
NH-G 85,05 +2,34 94,20 + 3,33 52,92 +1,86 75,26 +0,79 76,65 +2,57 87,96 +0,43
Quer. 89,76 £1,99 96,60 + 2,97 58,88 £5,27 75,10 + 6,41 86,85+1,64 90,55+2,75

EH = extrato hexanico. EE = extrato etandlico. NH-G= aminoguanidina (10 mM). Quer. = quercetina (100,00 ug mL-"). 1= M. albicans; 2= M. fallax; 3= M.
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rubiginosa; 4= M. chamissois; 5= M. affinis; 6= M. stenostachya; 7= M. nervosa; 8= M. elegans; 9= M. cuspidata. Concentragdo dos extratos 100,00 ug mL-".



Tabela 2B- Percentual de inibicao (%) da glicoxidagéo Frutose-BSA das particbes de M. cuspidata.

Percentual de inibigao (%)

Percentual de inibigao (%)

Percentual de inibigao (%)

Amos- Frutose-BSA Frutose-BSA/quinurenina Frutose-BSA/
N-formilquinurenina
D3 D7 D3 D7 D3 D7
EH9 43,73 £0,42 42,14 £ 0,82 39,13+2,33 56,67 +0,61 41,27 £1,70 46,74 £ 0,27
EEQ 89,82 +0,40 88,74 +0,18 34,33+2,44 97,20 +2,20 88,31 +0,58 90,47 +1,00
PD 41,30 £2,25 33,17 £9,20 9,00+197 43,63+0,08 30,87 £2,69 43,376 + 0,30
PAE 89,95+1,95 85,68+0,95 26,99 +6,15 90,12 +0,37 88,23 +1,13 85,898 £ 0,40
PB 91,38 +0,86 86,02 +0,98 20,53 +3,82 87,64 +4,08 88,64 +0,11 85,796 +1,93
PA 86,20 + 0,01 84,38 +0,12 595+321 8573+3,08 86,74 +0,01 85,138 +1,94
NH-G 85,05 +2,34 94,29 + 3,33 52,92 +1,86 75,26+0,79 76,65 +2,57 87,96 +0,43
Quer. 89,76 + 1,99 96,60 + 2,97 58,88 + 5,27 75,10 + 6,41 86,85+1,64 90,55+2,75
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Nota: EH= extrato hexanico, EE= extrato etandlico, 9= M. cuspidata. NH-G= aminoguanidina (10 mM). Quer. = quercetina (100,00 ug mL-"). PD= particdo
diclorometano. PAE= particdo acetato de etila. PB= partigdo butanol. PA= particdo aquosa. Concentragdo das amostras 100,00 ug mL-".

Fonte: a autora.



Tabela 3B- Percentual de inibicao (%) da glicoxidagéo dos EH e EE de espécies de Miconia, frente a MGO-BSA e MGO-
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BSA/ditirosina.
Amos- Percentual de inibigao (%) MGO-BSA Percentual de inibigao (%) MGO-BSA/ditirosina
tras D3 D7 D14 D21 D28 D3 D7 D14 D21 D28
1 EH 12,18+0,45 0,00%0,00 6,19+0,17 9,95+0,68 9,24+0,16 11,16£0,55 3,59+0,37 8,55+0,17 9,88+0,69 9,2040,12
EE 25,10+1,12 9,04+2,91 10,73+1,06 19,3611,24 15,09+2,63 24,56+1,14 12,28+247 10,48+0,89 17,75+1,28 13,60+2,65
2 EH 19,1240,24 4,77+0,07  4,35+1,40 14,16+0,11  9,59+0,43 18,20+0,35 8,48+0,05 7,34+1,39 15,43+0,01 10,70+0,57
EE 50,49+0,63 34,60+1,19 28,44+3,56 34,93+2,96 32,70+0,45 45,86+0,94 22,95+7,63 24,91+3,60 31,46+2,86 29,40+0,47
3 EH 24,52+0,18 11,94+0,49 9,39+1,0 16,41+1,45 14,67+0,09 23,66+0,51 15,60+0,15 11,76+1,32 17,39+1,65 15,40+0,10
EE 62,06£0,89 45,75+1,35 41,93+2,07 45,03+1,13 43,23+1,13  58,88+0,91 43,31+1,34 37,99+1,89 40,50+1,18 38,90+1,00
4 EH 38,92+0,90 27,02+0,90 18,57+2,21 21,10+1,58 18,16%1,0 33,75+0,79 24,99+0,85 18,57+1,98 20,57+1,56 17,80+0,63
EE 35,45+1,92 32,20+0,74 32,51+0,61 39,64+0,25 32,18+1,41  33,68+2,17 28,33+0,80 26,90+0,53 34,01+0,13 27,40+1,36
5 EH 6,82+0,14  8,35+1,01 10,93+1,60 16,89+1,99 15,24+1,73  10,20+0,03 11,02+1,14 11,54+1,60 17,13+1,64 14,50+1,32
EE 26,42+2,49 26,86+0,95 31,02+2,79 36,92+0,81 34,12+0,82 28,75%+1,37 26,56+0,78 27,50+3,28 33,62+0,59 31,00+0,06
6 EH 8,44+0,60 5,65+1,56 14,16£0,87 26,28%+1,91 43,41+14,93 14,45+0,55 13,55+1,19 15,94+0,82 25,38+1,69 39,10+14,03
EE 18,10+1,76 13,13+0,37 21,58+1,40 31,58+0,94 24,53+0,28 19,43+1,45 14,04+0,08 19,00+1,53 28,32+1,13 21,50+0,35
7 EH 12,2945,29 17,93+0,67 32,67+0,84 49,58+0,55 53,15+0,49 25,77+1,90 26,09+2,54 31,98+1,06 46,85+0,85 48,50+0,63
EE 0,00+0,00  0,00+0,00 7,4241,41 16,76+1,30 15,08+0,47 6,10+1,30  3,40+1,33 7,72+1,44 16,30+1,15 15,7040,72
8 EH 21,36+0,03 19,04+2,34 26,12+1,27 34,19+0,86 36,17+0,58 27,68+0,18 25,67+2,54 28,15+1,53 34,29+0,76 35,70+0,06
EE 28,85+2,64 23,50+2,93 27,07+2,41 36,01+0,19 31,15+1,88 31,3612,02 24,46+2,36 24,27+2,81 33,22+0,25 28,90%1,72
9 EH 6,34+2,40 0,00+0,00 7,93+2,210 16,31+2,43 16,54+1,68 12,84+1,51 6,40%1,36 11,70£2,24 17,96+2,30 17,60%1,74
EE 25,44+1,83 16,171,173 22,93+1,52 37,33%5,41 30,13%1,41  29,24+1,79 19,68+0,75 23,37+1,47 37,33%5,48 30,00%1,51
NH-G 98,68+0,08 99,16+0,05 99,49+0,02 99,51+0,04 99,45+0,03 96,76+0,21 97,70+0,04 98,38+0,06 98,41+0,13 98,30+0,05
Quer. 90,11+0,59 85,15+0,52 86,94+0,72 85,941+0,92 83,98+0,55 88,80+0,59 83,83+0,75 84,45+0,95 83,19+1,67 80,30+0,71
Ac. gal. 62,34+0,73 66,22+1,11  73,93+0,40 76,94+0,64 77,67+0,16 5254+0,54 5521+1,13 62,78+0,52 6547+0,95 66,20+0,42

Nota: EH = extrato hexanico, EE = extrato etandlico. NH-G= aminoguanidina (10 mM). Quer. = quercetina (100,00 ug mL-"). Ac. gal.= acido galico (100,00 ug
mL-"). 1= M. albicans; 2= M. fallax; 3= M. rubiginosa; 4= M. chamissois; 5= M. affinis; 6= M. stenostachya; 7= M. nervosa; 8= M. elegans; 9= M. cuspidata.

Concentracgao dos extratos 100,00 ug mL-".

Fonte: a autora.
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Tabela 4B- Percentual de inibicao (%) da glicoxidagéo dos EH e EE de espécies de Miconia, frente a MGO-BSA /quinurenina e
MGO-BSA/N-formilquinurenina.

Amos- Percentual de inibi¢ao (%) MGO-BSA/quinurenina Percentual de inibigao (%) MGO-BSA/N-formilquinurenina
tras D3 D7 D14 D21 D28 D3 D7 D14 D21 D28
1 EH 6,79+0,32  7,31x0,55 8,17+0,46  5,16+0,20 2,39+0,20 9,80+0,39  3,20+0,05 7,04+0,26  8,45+0,49  7,93+0,09
EE 21,6040,32 21,94+1,27 17,89+0,83 18,51+0,82 10,92+0,52 26,86+1,15 14,81+1,75 12,06£0,66 18,57+1,17 14,93+2,09
2 EH 17,69+0,42 14,22+0,02 10,84+0,66 12,97+0,24 6,78+1,11 18,31+0,73 8,34+0,03 7,05+0,83  14,13+0,10 9,30%0,37
EE 37,13+1,08 37,52+1,00 36,58+2,27 41,07+2,33 39,95+0,46 46,20+0,77 34,41+0,86 28,10+2,78 33,52+291 31,94+0,40
3 EH 17,27+1,34 14,83+0,12 11,78+0,82 13,20+0,56 11,03+0,19 19,37+0,14 12,42+0,07 8,74+0,68 13,86+1,13 12,53+0,23
EE 49,92+0,94 47,73+0,43 47,46+1,14 49,53+0,93 46,08+1,03 59,79+0,97 46,28+1,01 40,52+1,59 42,56+1,04 41,03+0,88
4 EH 25,0240,05 20,61+0,81 17,041,111 14,76+2,73 14,89+0,31 29,95+0,83 22,24+0,40 16,22+1,28 17,50+1,54 15,84+0,50
EE 41,74+1,55 40,43+0,58 39,47+0,52 4557+0,01 41,22+0,29 36,13+1,83 30,71+0,49 29,34+0,39 35,88+0,09 30,22+1,04
5 EH 13,29+0,61 18,19+0,97 15,34+1,58 17,56+1,06 12,11+0,55 10,65+0,10 11,09+0,74 11,62+1,30 15,87+1,52 13,08%1,11
EE 39,19+1,08 38,65+0,13 32,1743,13 41,86+0,71 36,51+2,42 33,08%+1,73 28,22+0,66 27,56+2,66 34,55+0,84 32,19+0,59
6 EH 14,92+1,97 20,26+0,31 13,08+0,67 7,04+1,83 9,87+5,53  11,88+0,79 10,09+0,86 11,40+0,54 19,03+1,33 37,73%16,07
EE 20,2241,17 25,07+0,26 24,44+0,90 25,88+0,74 18,32+0,16 21,88+1,45 16,59+0,04 20,80+1,09 29,01+1,00 23,31+0,24
7 EH 22,10+2,18 25,12+0,09 25,14+0,50 29,13+0,29 27,08+1,02 21,66+2,11 18,14+0,46 27,74+0,65 41,60+0,57 44,69+0,55
EE 16,32+1,30 20,60+0,89 20,54+1,6 25,54+0,56 25,38+0,39 10,13+1,30 5,71+1,04 9,27+1,22  17,23+0,99 17,42+0,70
8 EH 25,64+0,14 32,31+1,51 30,29+0,84 29,00+0,20 26,50+0,46 21,92+0,04 19,70+1,88 21,79+1,20 27,20+0,95 28,48+0,06
EE 32,35+2,09 34,00+1,49 31,78+2,77 39,07+1,02 35,10+1,46 35,45+2,12 26,50+2,23 26,45+243 34,59+0,58 30,41+1,48
9 EH 13,51+0,64 15,91+0,84 15,59+1,44 15,34%+1,40 12,02+1,59 9,27+1,43  4,03t0,68 8,02+1,61 13,93+1,97 13,73%+1,63
EE 48,49+0,17 46,11+0,21 46,30+1,21 54,64+6,97 38,97+1,37 34,73+1,28 24,33+0,54 27,64+1,10 40,84+5,62 34,01%1,45
NH-G 96,66+0,33 97,36+0,02 97,07+0,17 92,86+0,19 91,97+0,16 98,79+0,38 98,92+0,07 99,30+0,14 97,27+0,19 96,94+0,10
Quer. 78,56+0,83 78,82+0,69 76,07+1,43 72,91+205 68,76+1,21 87,57+0,76 83,92+0,64 84,22+0,93 81,29+0,46 79,42+0,74
Ac.gal. 17,65+0,03 17,63+2,80 21,15+0,99 21,10+1,34 20,64+0,91 41,70+0,44 4594+1,35 54,65+0,54 57,13+1,01 57,53+0,33

Nota: EH = extrato hexanico, EE = extrato etandlico. NH-G= aminoguanidina (10 mM). Quer. = quercetina (100,00 pg mL-"). Ac. gal.= acido galico (100,00 ug
mL-"). 1= M. albicans; 2= M. fallax; 3= M. rubiginosa; 4= M. chamissois; 5= M. affinis; 6= M. stenostachya; 7= M. nervosa; 8= M. elegans; 9= M. cuspidata.

Concentragdo dos extratos 100,00 ug mL-".

Fonte: a autora.



Tabela 5B- Percentual de inibicao (%) da glicoxidagéo das particdes de M. cuspidata, frente a MGO-BSA, MGO-BSA/ditirosina,

MGO-BSA/quinurenina e MGO-BSA/N-formilquinurenina.
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Amos- Percentual de inibigao (%) MGO-BSA Percentual de inibigao (%) MGO-BSA/ditirosina

tras D3 D7 D14 D21 D28 D3 D7 D14 D21 D28
EH9 6,3412,40 0,0040,00 7,93+2,210 16,31+2,43 16,54+1,68 12,84+1,51 6,40+1,36 11,70+2,24 17,964+2,30 17,60+1,74
EE9 2544+1,83 16,17£1,13 22,93%1,52 37,334541 30,13+1,41 29,24+1,79 19,68+0,75 23,37+1,47 37,3315,48 30,0+1,51
PD 46,28+0,62 30,61+1,00 27,24+2,34 34,96+0,32 32,75+0,79 48,61+0,63 34,11£1,50 26,60+£1,70 34,34+0,04 32,5+0,23
PAE 61,11+0,47 52,75+0,92 50,17+1,11 53,02+0,20 46,83+0,28 56,01+0,97 46,54+0,82 43,80+1,18 47,79+0,37 42,0+0,03
PB 39,45+2,16  38,45+0,47 44,01+2,27 47,62+1,34 51,22+1,83 41,25+0,77 40,06+0,51 44,38+2,35 48,00+1,59 52,6+1,65
PA 13,95+4,12  17,92+1,87 24,41+1,81 27,92+2,74 20,17+3,44 16,56+0,06 20,80+1,82 24,52+1,89 28,56+2,75 21,8+3,60
NH-G 98,68+0,08 99,16+0,05 99,49+0,02 99,51+0,04 99,45+0,03 96,76+0,21 97,70+0,04 98,38+0,06 98,41+0,13 98,31+0,05
Quer. 90,11+0,59 85,15+0,52 86,94+0,72 85,94+0,92 83,98+0,55 88,80+0,59 83,83+0,75 84,45+0,95 83,19%+1,67 80,3+0,71
Ac.gél. 62,34+0,73 66,22+1,11  73,93%0,40 76,94+0,64 77,67+0,16 52,54+0,54 5521+1,13 62,78+0,52 6547+0,95 66,2+0,42
Amos- Percentual de inibi¢ao (%) MGO-BSA/quinurenina Percentual de inibicao (%) MGO-BSA/N-formil-quinurenina

tras D3 D7 D14 D21 D28 D3 D7 D14 D21 D28
EH9 13,51+0,64 15,91+0,84 15,59+1,44 15,34+1,40 12,02+1,59 9,27+1,43 4,03+0,68 8,02+1,61 13,93+1,97 13,73%1,63
EE9 48,49+0,17 46,11+0,21 46,30+1,21 54,64+6,97 38,97+1,37 34,73+1,28 24,33+0,54 27,641,170 40,84+5,62 34,01+1,45
PD 41,59+0,51 37,47+0,43 33,46%+1,37 27,89+5,58 31,20+0,44 48,67+0,05 33,70+0,37 28,96+2,00 34,36+0,35 32,80%+1,12
PAE 61,13+0,56 55,87+0,11 53,47+0,57 59,93+0,59 54,05+1,09 57,20+0,71 48,36+0,31 45,76+0,97 50,40+0,10 44,39+0,31
PB 66,62+0,87 66,45+0,29 71,73+2,40 75,32+1,54 83,85+1,30 49,25+0,65 47,61+0,21 51,25+2,28 55,64+1,31 61,82+0,63
PA 43,56+0,22 44,49+0,16 44,32+1,55 44,19+2,79 14,55+2,76 25,55+0,49 27,94+1,67 30,09+1,19 33,45+2,65 26,52+4,91
NH-G 96,66+0,33 97,36+0,02 97,070,177 92,86+0,19 91,97+0,16 98,79+0,38 98,92+0,07 99,30+0,14 97,27+0,19 96,9410,10
Quer. 78,56+0,83 78,82+0,69 76,07+1,43 72,91+2,05 68,76+1,21 87,57+0,76 83,92+0,64 84,22+0,93 81,29+0,46 79,42+0,74
Ac.gal. 17,65+0,03 17,63%2,80 21,15+0,99 21,10+1,34 20,64+0,91 41,70+0,44 4594+1,35 54,65+0,54 57,13+1,01 57,53+0,33

Nota: EH = extrato hexanico. EE = extrato etandlico. PD = particdo diclorometano. PAE parti¢cdo acetato de etila. PB = particdo butanol. PA = particdo aquosa.
NH-G= aminoguanidina (10 mM). Quer. = quercetina (100,00 pg mL-"). Ac. gal.= &cido galico (100,00 ug mL-"). Concentragéo das amostras 100,00 ug mL-".
Fonte: a autora.



