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RESUMO

A espécie Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc, conhecida popularmente como
pau-santo, pertence a familia Clusiaceae. Esta planta € muito rica em xantonas,
substancias que apresentam varias propriedades farmacoldgicas. O objetivo do trabalho
foi analisar e quantificar os constituintes quimicos das partes aéreas, bem como avaliar a
atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos e particdes de Kielmeyera coriacea.

As porcentagens obtidas para os constituintes macromoleculares das cascas e
madeira estdo dentro da faixa de aceitacdo para as arvores folhosas. O teor de lignina de
Klason encontrado foi de 14,7, 57,3 e 28,0% e o de holocelulose foi 30,0, 5,5 e 71,7%
para casca interna, casca externa e madeira, respectivamente.

O oleo essencial de diferentes partes de Kielmeyera coriacea foi analisado pela
primeira vez neste trabalho. Os principais compostos identificados no dleo essencial da
folha foram sesquiterpenos, 51,3% do Oleo é constituido de D-germacreno, trans-
cariofileno e biciclogermacreno. Na flor, o eugenol representa cerca de 44,0% do 6leo
essencial sendo o constituinte majoritario. Em comparacdo com os 6leos essenciais da
espécie Kielmeyera rugosa, houve diferencas na concentracdo dos componentes
encontrados nas folhas e flores das duas espécies Na casca interna a maioria dos
componentes sdo sesquiterpenos e 0s constituintes presentes em maior concentragao
foram alfa-copaeno (14,9%), alfa-trans-bergamoteno (13,0%) e beta-bisaboleno
(9,4%). Na casca externa, dentre os componentes identificados, os alcanos e
sesquiterpenos estdo presentes em maior concentracdo. No 6leo da madeira o acido
palmitico é o componente majoritario (16,2%) e os alcanos estdo presentes em grande
concentragdo, que juntos representam 51,3% do Oleo essencial. Este 6leo essencial
pode ser considerado uma fonte alternativa para o 2-etilexil-3-(4-metoxifenil)-2-
propenoato (conhecido como Parsol MCX, encontrado em formulagdes de protetores
solares).

Pela andlise do teor de fendis totais, através do método Folin-Ciocalteau, 0s
extratos em etanol da folha e casca interna e a particdo em metanol-agua da casca
interna foram as amostras que apresentaram o0s maiores teores, com valores de 309, 346
e 372 mg EAG g* de extrato, respectivamente. A casca interna foi a amostra que
apresentou o maior teor de proantocianidinas com valores de 328, 253 e 410 mg ECAT

g™’ de extrato para o extrato em etanol, particio em diclorometano e particdo em



metanol-agua, respectivamente. A casca interna foi também a amostra que apresentou
melhor atividade antioxidante, com valores de CEs de 5,9, 6,6 e 4,3 ppm para o extrato
em etanol, particdo em diclorometano e particdo em metanol-agua, respectivamente. As
fracdes 4, 5 e 6 da particdo em metanol-agua da casca interna apresentaram boa
atividade antioxidante com valores de CEso de 4,7, 4,8 e 4,3 ppm, respectivamente.

A andlise dos extratos por CLAE das fracGes 5 e 6 obtidas do fracionamento em
coluna da particdo em diclorometano da casca interna, e que apresentaram altos valores
de CEsp, mostrou a presenca de poucos compostos, ainda ndo identificados neste estudo.

A anélise no IV dos extratos e das particdes mostrou que 0s principais grupos
funcionais presentes foram hidroxila, carbonila, alcanos e presenga da ligagdo C—O. A
andlise de infravermelho ndo permitiu identificar diferencas na estrutura dos compostos
fenolicos e apresentou funcionalidade global muito similar.

Os resultados da CIM frente aos microrganismos bucais mostraram que a casca
interna foi a amostra com melhor atividade e a particdo em cicloexano foi a mais ativa,
inibindo o crescimento bacteriano para trés microrganismos bucais (S. mutans, S.

sanguinis, A. naeslundii) em concentracéo de 6,2 pg mL™.

Palavras-chave: Kielmeyera coriacea, analise quimica, 6leo essencial, atividade

antioxidante, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc, known as “pau-santo”, belongs to the family
Clusiaceae. This plant is rich in xanthones, substances that exhibit various
pharmacological properties. The objective of this study was to analyze and quantify the
chemical constituents of the aerial parts, evaluate the antimicrobial and antioxidant
activity of extracts and partitions of Kielmeyera coriacea.

The percentages obtained for the macromolecular constituents of barks and
wood are within the acceptable range for hardwood trees. The Klason lignin content
found, was 14.7, 57.3 and 28.0 % and holocellulose was 30.0, 5.5 and 71.7 % for inner
bark, outer bark and wood, respectively.

The essential oils from different parts of Kielmeyera coriacea was analyzed for
the first time in this work. The main identified compounds in the essential oil of leaf
were sesquiterpenes, 51.3% of the oil consists of D-germacrene, trans-caryophyllene
and bicyclogermacrene. In the flower, eugenol represents about 44.0 % of the essential
oil, being the major constituent. Compared with essential oils of Kielmeyera rugosa,
there were differences in the concentration of the components found in leaves and
flowers of both species. In the inner bark, the most components are sesquiterpenes and
constituents in higher concentrations were alpha-copaene (14.9 %), alpha-trans-
bergamotene (13.0 %) and beta-bisabolene (9.4 %). In the outer bark, alkanes and
sesquiterpenes are present in higher concentration. In the oil of wood, palmitic acid is
the major component (16.2 %) and the alkanes are present in high concentration,
together represent 51.3 % of essential oil. This essential oil can be considered an
alternative source for 2-ethylhexyl-3-(4-methoxyphenyl)-2-propenoate (known as Parsol
MCX, found in formulations of sunscreens).

The levels of total phenols determined by Folin-Ciocalteau method, were 3009,
346 and 372 expressed in Galic acid equivalents (GAC) per gram of sample, for ethanol
extracts of leaves and inner bark and methanol-water partition of the inner bark,
respectively. The inner bark was the sample that showed the highest content of
proanthocyanidins with values of 328, 253 and 410 in catechin equivalents per gram of
sample, for the ethanol extract, dichloromethane and methanol-water partitions,
respectively. The inner bark was also the sample that showed the greatest antioxidant
activity, with ECs, values of 5.9, 6.6 and 4.3 ppm for ethanol extract, dichloromethane



and methanol-water partitions, respectively. The fractions 4, 5 and 6 of methanol-water
partition from the inner bark presented good antioxidant activity with ECsy values of
4.7, 4.8 and 4.3 ppm, respectively.

The analysis of fractions 5 and 6, obtained from the fractionation column of
dichloromethane partition of the inner bark, which had high ECsy values, by HPLC,
showed the presence of a few compounds, not yet identified in this study.

The analysis of IV in extracts and fractions showed that the main functional
groups present in the extracts were hydroxyl, carbonyl, presence of alkanes and C-O
bond. The infrared analysis not allowed identify differences in the structure of phenolic
compounds and presented global functionality very similar.

The results of MIC against oral microorganisms showed that, the inner bark was
the sample with higher activity and cyclohexane partition was most active, inhibiting
bacterial growth for three oral microorganisms (S. mutans, S. sanguinis, A. naeslundii)

at a concentration of 6,2 pg mL™.

Keywords: Kielmeyera coriacea, chemical analysis, essential oil, antioxidant activity,

antimicrobial activity.



17

1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre o uso de plantas medicinais no tratamento de
enfermidades é bastante antigo. Em muitas comunidades e até mesmo nas grandes
cidades é comum a comercializacdo de plantas medicinais em feiras e mercados
populares. Através do conhecimento popular sobre sua utilizacéo e eficacia, uma grande
quantidade de fitoterapicos é consumida e comercializada em diversos paises. Os
constituintes quimicos presentes em plantas medicinais nem sempre sdo conhecidos e
este fato acarreta grande interesse de pesquisadores de diferentes areas
multidisciplinares como a boténica, a farmacologia e a fitoquimica para o conhecimento
sobre a flora medicinal (MACIEL et al., 2002).

Dentre os biomas encontrados no Brasil (Figura 1), o Cerrado constitui-se em
grande fonte de plantas medicinais, sendo a maioria delas pouco estudada. A palavra
Cerrado é de origem espanhola e significa fechado, termo utilizado para caracterizar a
vegetacdo arbustivo-herb4dcea densa que ocorre nesse bioma. Ele ocupa
aproximadamente 22% do territorio nacional, localizado na porcdo central do pais e
compreende 0s seguintes estados brasileiros: Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Rond6nia, Goias, Tocantins, Minas Gerais, Bahia, Maranhdo, Piaui, S&o Paulo e o
Distrito Federal, bem como éareas remanescentes nos Estados do Para, Roraima e
Amapa. O Cerrado Brasileiro € cortado pelas trés maiores bacias hidrograficas da
América do Sul: Amazénica, Platina e Sanfranciscana (FERREIRA, 2008).

BIOMA AMAZONIA wad

W ( BIOMA
A ' CAATINGA

BIOMA | < MATA
ATLANTICA

BIOMA
PAMPA

Figura 1 - Mapa demonstrativo dos Biomas encontrados no Brasil.
Fonte: IBGE (2004).
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O clima do Cerrado é caracterizado por duas estacdes climaticas bem definidas:
invernos secos e verdes chuvosos. A estacdo seca ocorre entre os meses de abril e
setembro. Nesse periodo a umidade relativa do ar é baixa, contribuindo para a
ocorréncia de incéndios e a estacdo chuvosa ocorre entre 0s meses de outubro a marco,
periodo onde a flora do Cerrado se torna mais exuberante. O solo apresenta
caracteristicas bem marcantes, é bastante antigo, quimicamente &cido (pH 4,3 a 6,2) e
profundo. Devido a profundidade do solo e a presenca de agua nas camadas mais
profundas, as arvores e 0s arbustos possuem complexos sistemas de raizes que 0s
ajudam no periodo mais seco, garantindo a sobrevivéncia e protecdo contra as
queimadas. Devido ao fato de abranger uma area muito grande, a vegetacdo do Cerrado
é dividida em onze tipos fitofisionémicos, agrupados em trés formacdes: Florestal
(Mata Ciliar, Mata de Galeria, Mata Seca e Cerraddo), Savanica (Cerrado sentido
restrito, Parque de Cerrado, Palmeiral e Vereda) e Campestre (Campo Sujo, Campo
Rupestre e Campo Limpo) (SANTOS et al., 2011).

O Cerrado sofreu uma ocupagdo desordenada e isso provocou grandes
modificagdes no bioma. As principais causas dos impactos ambientais foram:
implantacdo e construcdo de estradas, desmatamento e empobrecimento genético,
degradacdo dos solos (decorrente das erosdes, enchentes, elevadas concentracbes de
fertilizantes e adubos quimicos, entre outros), introdugdo de espécies exdticas (causa a
extincdo de espécies nativas, competicdo com a nova espécie), contaminacao quimica e
fisica da agua, sistemas de irrigacdo, exploracdo mineral e formacdo de reservatorios
(FERREIRA, 2008).

Em 2004 foi langado pelo Ministério do Meio Ambiente o Programa Nacional
de Conservacdo e Uso Sustentavel do Bioma Cerrado com o objetivo de promover a
conservacao, restauracdo e recuperagdo no Bioma Cerrado para reverter os impactos
socioambientais negativos causados pela ocupacdo desordenada (BRASIL, 2004).

Encontra-se no Cerrado diversas espécies farmacologicamente ativas utilizadas
na medicina popular, em virtude da grande diversidade de ordens, familias e géneros.
Segundo Farnsworth, (1988 apud PEREIRA et al., 2007), “quanto maior a diversidade
taxondmica em niveis superiores, maior é o distanciamento filogenético entre as
especies e maior € a diferenca e diversidade quimica entre elas” contribuindo para o
grande potencial de compostos bioativos produzidos pelas espécies do Cerrado.

Existem na literatura alguns trabalhos que relatam o uso de varias plantas
medicinais do Cerrado pela populacdo (VIEIRA; MARTINS, 2000; RODRIGUES;
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CARVALHO, 2001; GUARIM-NETO; MORAIS, 2003), contudo ainda é necessario
realizar estudos etnoboténicos para aprofundar os conhecimentos de espécies utilizadas
na medicina popular, identificar essas espécies e as substancias biologicamente ativas
para comprovar a acdo terapéutica e também avaliar sua toxicidade.

Os principios ativos encontrados em plantas medicinais sdo formados pelo
metabolismo secundério, obtidos a partir da sintese entre metabdlitos primarios. As
principais classes dos metabolitos secundéarios sdo os compostos fendlicos, alcaldides e
terpenos. Esses sdo 0s compostos responsaveis pelos efeitos medicinais e/ou toxicos
encontrados nas plantas e sdo compostos de grande importancia ecoldgica, pois atuam
tanto no metabolismo de defesa das plantas quanto na polinizacdo para a perpetuacgéo de
espécies nativas (LOPEZ, 2006).

1.1 METABOLITOS SECUNDARIOS

Os organismos Vvivos produzem compostos essenciais a sua sobrevivéncia como
acucares, aminoacidos, acidos graxos, proteinas e lipidios, que sdo denominados
metabolitos primarios. Os vegetais sdo capazes de produzir outras substancias ndo
necessariamente essenciais ao organismo, mas que garantem vantagens na
sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie no ecossistema, denominados metabdlitos
secundarios (FONSECA, 2001).

Os compostos do metabolismo secundario desempenham diferentes funcdes nas
plantas. Alguns sdo responsaveis por conferir cor em flores e frutos e possui um papel
importante na reproducdo ao atrair insetos polinizadores, ou atraindo animais que
utilizam os frutos como fonte de alimento e contribuem para a disseminacdo das
sementes (GARCIA; CARRIL, 2009). Outros compostos possuem a funcéo de proteger
a planta contra ataque de predadores, eles conferem a planta sabores amargos tornando-
a indigesta ou venenosa ou atuam como pesticidas naturais (GALLO et al., 2002).

Os metabolitos secundarios podem ser divididos em trés grupos distintos:
terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados (Figura 2). Os terpenos séo
sintetizados a partir da acetil-CoA, via rota do &cido mevaldnico, ou via rota do
metileritritol fosfato (MEP). Os compostos fendlicos sdo biossintetizados a partir de
duas rotas principais, do acido chiquimico e do &cido mal6nico e 0s compostos

nitrogenados sao sintetizados a partir dos aminoacidos (TAIZ; ZEIGER, 2004).
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Figura 2 - Esquema das vias do metabolismo secundério de plantas.
Fonte: Simdes (2003).

1.2.1 Terpenos

Os terpenos ou terpenoides constituem o maior grupo de metabolitos
secundarios. Sao derivados do isopreno (C5) e sdo classificados em monoterpenos
(C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40).
(DEWICK, 2009).

A duas rotas principais na biossintese de terpenos, ocorrem em organelas
diferentes da célula vegetal. Na rota do acido mevalodnico, que ocorre no citoplasma da
mesma, (Figura 3), trés moléculas de acetil-CoA reagem para formar o acido
mevalbnico e este, apOs sofrer reacdes de piro-fosforilacdo, descarboxilacdo e
resulta no isopentenil-difosfato (IPP) (TAIZ; ZEIGER, 2004). Este

composto ativado de fosforo se converte em seu isomero dimetilalil-difosfato

desidratacéo,

(DMAPP), o qual é biossintetizado pela rota do MEP que ocorre nos cloroplastos,
possui um bom grupo de saida, o oxigénio-pirofosfato (OPP). Apos a protonacéo do seu
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oxigeénio e, consequentemente, a formacéo do carbocation alilico, ocorre a dimerizacao,
com formagdo do geranil difosfato (GPP). Na rota do MEP, ocorre a reagdo de
condensacdo entre uma molécula de gliceraldeido-3-fosfato e piruvato (Figura 3), que
origina 0 DMAPP que se converte em seu isdmero IPP (DEWICK, 2009).

ROTA DO ACIDO MEVALONICO
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Figura 3: Esquema da sintese de terpenos e a sua classificacdo de acordo com as
unidades de isopreno.
Fonte: Garcia; Carril (2009).
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O IPP e seu isdbmero DMAPP sdo os precursores na biossintese dos terpenos.
Eles combinam-se, também, por meio de rea¢des de condensacao para formar moléculas
maiores. Na formacdo dos monoterpenos o IPP e o0 DMAPP se juntam para formar o
geranil difosfato (GPP), formado por 10 atomos de carbono. O GPP, por sua vez, pode
reagir com outra molécula de IPP e formar o farnesil difosfato (FPP), composto
formado por 15 &omos de carbono e precursor dos sesquiterpenos, e assim
sucessivamente até formar os politerpenos, como observado na Figura 3 (TAIZ;
ZEIGER, 2004; GARCIA; CARRIL, 2009; DEWICK, 2009).

Os monoterpenos sdo 0s principais constituintes dos Oleos essenciais e sao
importantes na industria de perfumes e fragrancias. Alguns compostos atuam como
herbicidas, pesticidas, agentes antimicrobianos e agentes anticarcinogénicos em
alimentos. So biodegradaveis e por isso sdo utilizados também no controle de pragas
(SILVA, 2005).

Alguns monoterpenos (Figura 4) s&o reconhecidos por suas propriedades
medicinais e flavorizantes. O mirceno é utilizado na fabricacdo de perfumes; o
lavandulol é um ingrediente presente no Oleo da lavanda, utilizado em perfumes
masculinos; a carvona apresenta atividade fungicida; o linalol € um composto
aromatizante utilizado em chés; e o eucaliptol, principal componente do 6leo de
eucalipto, diminui dores e inflamagdes (SILVA, 2008).

/I%/\)j\:% X X

mirceno

OH

lavandulol

HQ
W 0

linalol

eucaliptol

carvona

Figura 4: Estruturas de alguns monoterpenos.
Fonte: Silva (2008).

Os sesquiterpenos sdo a classe de terpenos com maior nimero de representantes.

Cerca de 5000 compostos sdo conhecidos. Eles também estdo presentes em 6leos
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essenciais de varias plantas. Varios sesquiterpenos possuem atividades bioldgicas
(Figura 5), dentre eles destacam-se o beta-bisaboleno e o bergamoteno (que tém acdo
alelopatica, inibindo o crescimento de raizes), o capsidiol e o hemigossipol
(fitoalexinas, substancias que atuam no sistema de defesa das plantas) e o debneiol, que

apresenta atividade fungitotoxica (SEIGLER, 1998 apud GUEDES, 2004).
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Figura 5: Estruturas de alguns sesquiterpenos com atividade bioldgica.
Fonte: Guedes (2004).

Os limonoides sdo triterpenos gque possuem caracteristicas amargas e atuam
contra herbivoros. A azadiractina é um potente repelente de insetos usado na industria
alimenticia e na agricultura para o controle de pragas. Os esterdides sdo formados a
partir dos triterpenos. Eles participam da formagdo das membranas celulares na planta.
A ecdisona é um esteroide que possui funcdo protetora contra insetos (GARCIA;
CARRIL, 2009). As estruturas da azadiractina e ecdisona estdo apresentadas na Figura
6.

ecdisona

azadiractina

Figura 6: Estruturas da azadiractina e ecdisona.
Fonte: Garcia; Carril (2009).
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1.2.2 Compostos fenolicos

Sdo substéncias bioativas, amplamente distribuidas no reino vegetal. S&o
formados por um ou mais anéis aromaticos hidroxilados, sendo responsaveis pela
atividade antioxidante de vegetais. Apresentam propriedades de 6xido-reducdo atuando
na absorcédo e neutralizagdo de radicais livres, pois possuem elétrons © em sua estrutura
que estabilizam o radical formado pela oxida¢do do fenol (HORST, 2008). Devido a
grande diversidade estrutural dos compostos fendlicos, eles podem ser classificados de
acordo com a cadeia carbdnica principal que constitui o polifenol, apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1: Classificagdo dos compostos fendlicos de acordo com a cadeia principal
(LEMQS, 2008).

ESTRUTURA CLASSE

Cs Fenois

Cs-C; Acidos hidroxibenzoicos

Cs-Cs Acetofenonas, acidos fenilacéticos e hidroxicinamicos, cumarinas
e cromonas

Cs-C4 Naftoquinonas

C6-C1-Cs Benzofenonas e xantonas

C6-C2-Cs Estilbenzenos e antraquinonas

Cs-C3-Cs Flavonodides: flavondis, antocianinas, flavonas, flavanonas,
flavanadis e isoflavonas

(Ca-C3-Ce)2 Biflavonoides

(Cs-Con Taninos hidrolisaveis

(C6-C3-Cé)n Taninos condensados ou proantocianidinas

Cs — anel benzénico

Os flavonoides sdo uma importante classe de compostos fenolicos formados via
acido maldnico a partir de uma unidade de cinamoil-CoA, a qual reage através de
reacOes de eliminacdo, catalisada pela enzima PKS tipo Ill, com trés moléculas de
malonil-CoA, formando um policetideo. Este, através de reacdes de Claisen e
enolizacOes leva a formacéo de anéis aromaticos, formando os flavonoides (DEWICK,
2009), os quais sdo moléculas com quinze atomos de carbono arranjados em trés anéis
(Cs-C3-Cs), sendo dois anéis fendlicos substituidos (A e B) e um anel heterociclico

oxigenado central C, acoplado ao anel A (Figura 7).
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Figura 7: Estrutura e numerag&o béasica de um flavonaoide.
Fonte: Rocha (2011a).

Devido a sua diversidade estrutural, os flavonéides sdo subdivididos em classes,

de acordo com o grau de insaturacdo e oxidacdo do anel C, apresentadas na Figura 8.

SRl

Flavanona Flavanol Flavona

Flavonol Antocianidina Isoflavona

Figura 8: Estruturas das principais classes dos flavondides.
Fonte: Dutra (2009).

Os flavonbides possuem propriedades farmacoldgicas comprovadas no
organismo humano, como capacidade antioxidativa, atividade anti-inflamatoria, agédo
antialérgica, atividade contra o desenvolvimento de tumores, anti-hepatotoxica,
antiulcerogénica, atividades antiplaquetaria, antimicrobianas e antivirais (LOPES et al.,
2000).

A capacidade antioxidante é a propriedade mais difundida dos flavonoides. E
comprovada sua eficacia no combate ao envelhecimento precoce ao inibir a agdo da
enzima xantina oxidase, responsavel pela oxidag&o dos tecidos (DORES, 2007). Eles
sdo compostos doadores de elétrons e possuem estruturas quimicas conjugadas ricas em
grupos hidroxilas, com grande potencial de agdo sobre agentes oxidantes. Eles reagem
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inativando anions superoxido, oxigénio singleto, radicais peroxidos de lipidios e/ou
estabilizando radicais livres envolvidos no processo oxidativo através da hidrogenacéao
ou complexagdo com espécies oxidantes. Sua acdo antioxidante pode ser representada
de acordo com as equacdes 1 e 2 abaixo (MACHADO et al., 2008):

Flavonoid (OH) + Re — flavonoid (O¢) + RH Equacédo 1

Flavonoid (OCH3) + R+ — flavonoid (O¢) + RCH, Equagéo 2

Nas plantas os flavondides desempenham diversas funcdes, entre elas, protecdo
contra radiacdo ultravioleta B (os pigmentos formados pelos flavonoéides atuam como
absorventes da radiagdo UV-B agindo como filtro e evitando que a radiacdo incida
sobre outras moléculas celulares como o DNA) e producdo de fitoalexinas contra
ataques microbianos. Nesse contexto, destacam-se o0s isoflavonoides, flavonas e
flavanonas que inibem o crescimento das micelas, esporos e particulas virais (DORES,
2007).

Os taninos também pertencem ao grupo de compostos fendlicos e apresentam
grande interesse econdmico e ecoldgico como metabdlitos secundarios. Eles sdo
encontrados na forma de ésteres ou de heterosideos, sendo solUveis em agua e em
solventes organicos polares. Séo responsaveis pelo sabor adstringente de algumas frutas
e produtos vegetais, em razdo da precipitacdo de glicoproteinas salivares, que ocasiona a
perda do poder lubrificante. SAo compostos reativos quimicamente e formam ligacéo de
hidrogénio intra e intermoleculares. Podem ser identificados em extratos vegetais por
meio da precipitagdo de proteinas e pela oxidacdo por influéncia de metais como o
cloreto ferrico que provoca o escurecimento da solugdo (MONTEIRO et al., 2005).

Os taninos sdo classificados de acordo com a sua estrutura quimica em taninos
hidrolisaveis e taninos condensados. Os hidrolisaveis sdo ésteres de acidos galico e
elagicos glicolisados, obtidos pela rota do chiquimato em que o grupo hidroxila do
acucar e esterificado com os acidos fenolicos (Figura 9). Os ésteres do &cido
hexaidroxidifénico sdo formados pelo acoplamento oxidativo fendlico de funcées galoil

catalisados pela enzima tipo lacase oxidase fenol (DEWICK, 2009).



27

OH
OH

oG
H g D/ == -
=
-\ ,_, = oH

OH

Acido Gilico
o
OH HO___O " ° /{
O, -
- i >_< /} N
N TR E—— ] — - HO 4 ) /' W OH
- oG Ho_éf R —oOH \\_{/ \\—(
Go N—/ \>_('/f ) — OH
H H e / \ Van
HO oH HO oH &
Acido Acido Eligico

Elagitaninos
Heaxaidroxidifénico

o
I
L
“OH
OH

Figura 9: Esquema da hidrdlise dos taninos: galactoninos produzem &cido galico ap6s

hidrdlise; e elagitaninos produzem &cido el&gico apds hidrdlise.

Fonte: Queiroz (2002).
Os taninos condensados (Figura 10) sdo parecidos com os flavonoides, portanto,
sdo provenientes de seu metabolismo, pela hidroxilacdo de uma flavanona. Consistem
em polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol. (DORES, 2007; MONTEIRO et al.,

2005; LEMOS, 2008; QUEIROZ et al., 2002).
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Figura 10: Estrutura de uma proantocianidina, um tanino condensado.

Fonte: Queiroz (2002).
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A palavra "tanino”, empregada na literatura boténica, é derivada do termo
“tanante”, significando que os taninos evitam a putrefacdo das peles dos animais e assim
elas podem ser transformadas em couros (CARVALHO et al., 2002; MONTEIRO et al.,
2005).

Os taninos estdo envolvidos no mecanismo de defesa das plantas contra ataques
de fungos, bactérias, virus, insetos e herbivoros. Ao sofrer ataque dos fitdéfagos, a planta
libera substancias de sabor amargo ou adstringente ao paladar dos animais, fato que
pode ser explicado pela caracteristica dos taninos de se associarem as glicoproteinas
salivares (SILVA, 2001). Além deste fato, eles aumentam o tempo de vida da planta no
solo, pois proporcionam um aumento no estoque de nutrientes da planta para o proximo
periodo de vegetacdo, protegendo-a contra infertilidade do solo e seca (NOZELLA,
2001).

Eles apresentam diversas atividades bioldgicas e farmacoldgicas como: efeito
antidiarrético, anti-séptico, antimicrobiano e antifingico, acdo bactericida, moluscida,
antielmintica e antiepatdxica, inibi¢cdo da replicacdo do HIV (os taninos atuam na
inibicdo da transcriptase reversa, dificultando a replicacdo viral), atividades anti-
tumorais e inibicdo de enzimas. Também sdo utilizados em algumas intoxicacfes, no
tratamento de feridas, queimaduras e inflamacOes da pele (HASLAM, 1996;
MONTEIRO et al., 2005).

O uso dos taninos no tratamento de doencas estd relacionado a trés fatores:
complexacdo com ions metalicos (ferro, manganés, vanadio, cobre, aluminio, calcio,
entre outros), propriedades antioxidantes frente a radicais livres e a sua capacidade de
complexacdo com macromoléculas tais como proteinas e polissacarideos. (HASLAM,
1996).

1.2.3 Alcaloides

Sdo compostos nitrogenados farmacologicamente ativos de baixa massa
molecular e que possuem caracteristicas alcalinas, fato que facilita o isolamento e a
purificacdo destes compostos. Entretanto, o grau de basicidade depende da estrutura
molecular do alcaloide e da presenca e localidade de outros grupos funcionais.
(DEWICK, 2009). Para exemplificar a estrutura de um alcaloide, a Figura 11 apresenta
a estrutura da morfina, um alcaloide isolado da espécie Papaver somniferum, utilizado

pelas suas propriedades soponiferas e analgésicas (PINTO, 2002). S&o compostos
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solGveis em agua e apresentam varias atividades bioldgicas. Dentre elas a inseticida na

protecdo da planta contra insetos predadores (TAIZ; ZEIGER, 2004).

N—CH3

HO 0" OH

Figura 11: Estrutura do alcaloide morfina.
Fonte: Pinto (2002).

Sdo sintetizados a partir do metabolismo secundario das plantas, atraves de
reacOes de descarboxilacdo dos aminoacidos ou a partir de intermediérios envolvidos na
sintese destes. Os principais aminoacidos envolvidos na biossintese dos alcaloides sdo
ornitina, lisina, &cido nicotinico, tirosina, triptofano, acido antranilico e histidina
(DEWICK, 2009). Na sua rota biossintética, as enzimas triptofano descarboxilase e
tirosina descarboxilase modificam estes aminoacidos transformando-os em precursores
de alcaldides e desviando-os do processo de sintese de proteinas (PORTO, 2009).

Nos seres humanos os alcaldides desempenham fungbes fisiologicas e
psicolégicas devido a possuirem interacdo com neurotransmissores, como a cocaina,
nicotina, dopamina, propranolol, metoprolol e nadolol. Em altas concentragfes estes
alcaldides séo toxicos, contudo, em baixas concentragdes tém acédo terapéutica, agindo
como relaxantes musculares, tranquilizantes e analgésicos (GARCIA; CARRIL, 2009;
DEWICK, 2009).

1.2.4 Xantonas

A palavra xantona € originada do grego e significa amarelo, que é a cor
caracteristica desses compostos. Sdo uma classe de substancias formadas
estruturalmente por dois anéis benzénicos A e B e uma gama-pirona central C (Figura
12). No anel A, nas posicdes 1-4 e no anel B, nas posicdes 5-8 podem ocorrer
substituicdo nos atomos de carbonos, originando varios derivados xanténicos obtidos
por meio naturais ou sintéticos (CORREA, 2009).
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Figura 12: Estrutura béasica de xantonas com ndcleos numerados.
Fonte: Pedro (2002).

A mangiferina (Figura 13) € uma xantona que possui grande versatilidade de
acOes biologicas e farmacologicas como funcdo neuroprotetora, cardioprotetora,
hepatoprotetora, anticancer, antioxidante, anti-inflamatodria e antidiabética (CANUTO,
2009).
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Figura 13: Estrutura da xantona glicosilada mangiferina - um composto bioativo de
manga (Mangifera indica L.).
Fonte: Canuto (2009).

A mangostina (Figura 14) é outro exemplo de xantona isolada do cerne da
madeira de Garcinia mangostana, conhecida como mangostdo. As xantonas Sdo 0S
principais metabodlitos secundarios presentes no extrato hexanico dessa espécie, a qual
também apresenta varios derivados prenilados (NILAR, 2002). O fruto dessa espécie,
também apresenta xantonas preniladas que mostraram atividade inibitoria contra os
fungos fitopatogénicos Fusarium oxysporum vasinfectum, Alternaria tenuis e
Dreschlera oryzae (GOPALAKRISHNAN et al., 1997).
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Figura 14: Estrutura da xantona prenilada — mangostina.
Fonte: Nilar (2002).

A globulixantona E (Figura 15) isolada da casca da raiz de Symphonia
globulifera, € um xantona que apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias
gram-positivas Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Vibrio anguillarium com

valores de CIM (em pg mL™) de 4,51, 3,12 e 5,56, respectivamente. (NKENGFACK et
al., 2002).

Figura 15: Estrutura da bis-xantona — globulixantona E.
Fonte: Nkengfack (2002).

A xantofulvina (Figura 16) isolada do fungo Penicillium sp. pode ser utilizada
no tratamento da regeneracdo neural em alguns tipos de anosmia (KIKUCHI et al.,
2003).
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CH, 0 COOH

Figura 16: Estrutura da xantona xantofulvina.
Fonte: Corréa (2009).

A possibilidade de insercéo de diferentes substituintes em diferentes posi¢des na
estrutura das xantonas permite uma grande variedade de estruturas que apresentam
atividade antioxidante, anti-inflamatoria, anticancerigena, antifungica, antiviral, entre
outras (POULI; MARAKOS, 2009). As xantonas de origem natural possuem o0s
substituintes em posicGes determinadas pela rota biossintética, assim a sintese de novos
compostos pode ampliar as possibilidades das posi¢es dos substituintes e identificar
qual a caracteristica da estrutura responsavel pela atividade biol6gica. No trabalho de
Pedro e outros (2002), vinte e sete xantonas foram avaliadas em testes in vitro pela
capacidade de inibir o crescimento de trés linhagens de células cancerigenas humanas,
MCF-7 cancer de mama, TK-10 céancer renal e UACC-62 melanoma, os resultados
mostraram que a posic¢do e o numero de substituintes no ndcleo xantoénico interfere nos

efeitos das xantonas.

1.2.5 Oleos essenciais

Oleos essenciais sd0 também chamados de dleos volateis e constituem um dos
mais importantes grupos de matérias primas para a inddstria. S&o constituidos
principalmente de monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanoides (Figura 17) e outras
substancias de baixa massa molecular, formando misturas complexas de substancias
volateis odoriferas e liquidas que formam o “bouquet” de cada Oleo essencial
(CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993). Podem ser encontrados nas folhas, flores, cascas,

madeira, raizes, frutos e sementes das plantas.
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CO,H

acido cinamico beta-mirceno

Figura 17: Estrutura do fenilpropanoide acido cinamico e do terpeno beta-mirceno.
Fonte: Dewick (2009).

A principal caracteristica desses Oleos essenciais é a volatilidade e isso os
diferencia dos 6leos fixos, os quais sdo formados por acidos monocarboxilicos de cadeia
longa saturada ou insaturada. Apresentam também outras caracteristicas como:
aparéncia oleosa a temperatura ambiente, aroma agradavel e intenso, solubilidade em
solventes organicos apolares e solventes de baixa polaridade e a maioria sdo incolores
ou ligeiramente amarelados (LUPE, 2007).

Os Oleos essenciais sao importantes na sociedade por serem utilizados em
diversas industrias como a farmacéutica, a cosmética e a alimenticia. Eles sdo usados
como aromas, fragrancias, analgésicos, antissépticos, sedativos, expectorantes na
indUstria farmacéutica e na preparacao de infusdes para extrair 0s principios ativos na
medicina popular (BIZZO et al., 2009; FONSECA, 2001).

Os principais 06leos produzidos no Brasil sdo: 6leo essencial de laranja, Citrus
cinensis L. Osbeck, com maior producédo; oleo essencial de eucalipto, com destaque
para a producdo de 6leo medicinal de Eucalyptus globulus e 6leo para a perfumaria de
E. citriodora, rica em citronelal e E. staigeriana, rica em citral; e 6leo essencial de pau-
rosa, Aniba roseaodora var amazonica, o Brasil é 0 Unico pais fornecedor desse 6leo no
mundo. O linalol é o principal constituinte desse 6leo extraido da madeira da planta e o
estado de Amazonas é o maior exportador (B1ZZO et al., 2009).

Os 0leos essenciais fazem parte do metabolismo secundério das plantas e alguns
fatores como o horéario, a época de colheita e 0 ataque de patdgenos podem influenciar
na producdo e variabilidade dos o6leos. Alem disso, a composicdo pode variar
dependendo da localizacdo e idade da planta (FONSECA, 2001). Assim, para a
producdo de compostos quimicos desejaveis € importante o estudo do ambiente fisico

que a planta vive.
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1.3 CONSTITUINTES QUIMICOS DA MADEIRA E CASCA

A madeira é um material bioldgico bastante conhecido e utilizado como matéria-
prima em diversas areas como indUstria de papel e celulose, marcenaria e carpintaria. E
um material heterogéneo cuja composi¢do quimica e fisica ndo pode ser determinada
com precisdo, uma vez que varia dentro da mesma espécie, com as condi¢des
ambientais como localizacdo, clima, solo entre outros e com a idade da planta. Contudo,
sua composicdo quimica pode ser dividida em dois grupos (Figura 18): componentes
estruturais (substancias macromoleculares que formam a parede celular das madeiras:
celulose, hemicelulose e lignina) e componentes ndo estruturais ou extrativos
(substancias de baixa massa molecular: extrativos e substancias minerais) (SILVA,
2010).

Madeira
v v

Substancias de baixa massa molecular Substancias macromoleculares

. \ \ v
Comf)qstos lCOmpnOSItOS Polissacarideos Lignina
organicos inorganicos

D D |
Extrativos Cinzas Celulose Hemiceluloses

Figura 18: Esquema dos constituintes quimicos da madeira.
Fonte: Silva (2010).

O tronco é constituido por seis camadas: casca externa, casca interna, cambio
vascular, alburno, cerne e amago (Figura 19). A casca externa oferece protecdo
mecanica para a casca interna e tambem, ajuda a limitar a perda de &gua por
evaporacdo. A casca interna (floema) € o tecido atraves do qual os agucares produzidos
pela fotossintese sdo transportados das folhas para as raizes. O cambio vascular € a
camada entre a casca e a madeira e é responsavel pela producédo de ambos os tecidos. O
alburno ¢ a “vida ativa” da madeira, responsavel pela condu¢ao de agua ou seiva das
raizes para as folhas. O @mago no centro do tronco € o resto do crescimento inicial do
tronco, antes da madeira ser formada (WIEDENHOEFT; MILLER, 2005).



35

AMAGO

CASCAINTERNA  CAMBIO  ALBURNO

Figura 19: Aspectos macroscopicos de uma seccdo transversal do tronco de uma arvore.
Fonte: Adaptado de Klock (2005).

A madeira é mais bem definida quimicamente como um biopolimero
tridimensional, formada por celulose, hemicelulose, lignina e uma menor quantidade de
extrativos e compostos inorganicos. O principal componente da arvore é a agua, mas em
base seca, a madeira é constituida de polimeros de agucar (carboidratos, 65-75%) e
lignina (18-35%). Pela analise elementar da madeira, sua constituicdo é 50% de
carbono, 44% de oxigénio e 6% de hidrogénio (ROWELL et al., 2005). Botanicamente
as arvores podem ser classificadas em coniferas (madeiras moles, gimnospermas) e
folhosas (madeiras duras, angiospermas — plantas com frutos) (WIEDENHOEFT,;
MILLER, 2005).

A casca € um tecido complexo composto de duas regiBes: casca interna,
conhecida como floema ou entrecasca e casca externa, conhecida também como
ritidoma ou periderme. E dividida da madeira ou xilema pelo cAmbio vascular. A
composicdo quimica da casca € complexa em comparacdo com a da madeira e varia
entre diferentes espécies e entre casca interna e externa. Muitos constituintes quimicos
da madeira também estdo presentes na casca, porém em diferentes proporcoes
(ROWELL et al., 2005).

e Substancias macromoleculares

A maior porcao de carboidratos da madeira é composta de polimeros de celulose
e hemicelulose. A combinagdo de celulose (40-45%) e hemicelulose (15-25%) é
chamada holocelulose e geralmente representa 65-70% do peso seco da madeira
(ROWELL et al., 2005).
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A celulose é o principal constituinte da madeira. E um polimero
(homopolissacarideo) constituido de unidades de beta-D-glicose, ligadas entre si através
de uma ligacdo glicosidica entre os carbonos 1 e 4 (Figura 20). Suas moléculas sdo
lineares e tém grande tendéncia em formar ligacdes de hidrogénio intra e
intermoleculares porque em cada unidade de glicose ha trés grupos hidroxila. Como
conseqiiéncia da sua estrutura fibrosa (regides ordenadas e amorfas) e da forte ligagéo
de hidrogénio em sua molécula, a celulose possui alta resisténcia a tracdo e elevada
rigidez e € insolGvel na maioria dos solventes (SILVA, 2010; SJOSTROM, 1993a).

- (n-1)Hz0
OH
L e
H OH 4 \%\

n = unidade repetida (glicose)

Figura 20: Esquema de formacdo da estrutura da celulose. Os substituintes OH-2, OH-3
e CH,OH estdo na orientagéo equatorial.
Fonte: Adaptado de Morais (2005).

Devido ao alto teor de extrativos da casca, especialmente de suberina, para o
isolamento da celulose é necessario condicdes rigorosas de analise, 0 que provoca a
degradacéo da celulose no processo de isolamento. Além disso, o contetdo de celulose
presente na casca é baixo (ROWELL et al., 2005).

As hemiceluloses sdo formadas por polissacarideos heterogéneos como mostra a
figura 21, diferenciando da celulose que é constituida apenas por unidades de glicose.
Tém a funcdo de suporte na parede celular assim como a celulose. Sdo facilmente
hidrolisadas por acidos em seus mondmeros que consistem principalmente em D-
glicose, D-manose, D-galactose, D-xilose, L-arabinose e em menor quantidade de
acidos uronicos (SJOSTROM, 1993a). As cadeias carbonicas das hemiceluloses sdo
mais curtas que as da celulose e podem conter ramificacdes (KLOCK et al., 2005). Na
maioria das analises, as hemiceluloses encontradas na madeira sdo similares as

encontradas na casca, com algumas variagdes na composicdo (ROWELL et al., 2005).
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Figura 21: Estrutura da galactoglucomanana. Unidades de agUcar: beta-D-glicose, beta-
D-manose e alfa-D-galactose.
Fonte: Morais (2005).

A estrutura da lignina é amorfa, altamente complexa e constituida por polimeros
aromaticos ramificados de unidades de fenilpropandides. A estrutura tridimensional do
polimero é composta de ligagdes C—C ¢ C—O—C (ROWELL et al., 2005). E a
segunda substancia organica mais abundante na plantas, perdendo somente para a
celulose. E insolGvel na maioria dos solventes organicos o que torna sua extracdo muito
dificil sem ocorrer degradacdo. E encontrada na parede celular de varios tecidos de
suporte e transporte, nos traqueides e nos vasos do xilema. Possui fungdo estrutural —
fortalece os caules e tecidos vasculares permitindo o crescimento vertical e a condugéo
de agua e minerais através do xilema — e funcdo protetora, devido sua resisténcia
mecanica e natureza quimica evita que as plantas sirvam de alimento para os herbivoros
tornando-as indigeriveis (GARCIA; CARRIL, 2009).

Os precursores da biossintese da lignina sdo o alcool p-cumarilico, alcool
coniferilico e alcool sinapilico (Figura 22). A lignina da madeira pode ser classificada
de acordo com a quantidade dos mondmeros guaiacila (G), siringila (S) e p-
hidroxifenila (H) derivados dos alcoois coniferilico, sinapilico e p-cumarilico,
respectivamente (BARBOSA et al., 2008).
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Figura 22: Estrutura dos alcoois precursores das unidades fenilpropandides guaiacila

(G), siringila (S) e p-hidroxifenila (H).
Fonte: Barbosa (2008).
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A lignina de madeira mole é obtida como produto da polimerizagdo do alcool
coniferilico e é chamada de lignina guaiacil. A lignina de madeira dura é formada
principalmente por unidades de siringil-guaiacil devido a copolimerizagdo dos alcodis
coniferilico e sinapilico (ROWELL et al., 2005). A estrutura de uma lignina €

apresentada na figura 23.
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Figura 23: Estrutura proposta para lignina de madeira moida do Eucalyptus grandis.
Fonte: Morais (1993).

e Substancias de baixa massa molecular

Os extrativos sdo formados por uma grande variedade de componentes sollveis
em solventes organicos neutros ou agua. Constituem um grupo de substancias da parede
celular formado principalmente de gorduras, acidos graxos, alcoois graxos, fenois,
terpenos, esterdides, acidos de resina, ceras e muitos outros compostos organicos
minoritarios. Eles existem como monémeros, dimeros e polimeros. A maioria dos
extrativos esta localizada no cerne e sdo responsaveis pela cor, cheiro e durabilidade da
madeira (ROWELL et al., 2005). Os diferentes tipos de extrativos sdo importantes para
manter a diversidade bioldgica de funcdes da arvore, as gorduras constituem a fonte de
energia das células da madeira e os terpendides, acidos de resina e compostos fenolicos
protegem a madeira contra danos microbioldgicos ou ataques de insetos (SJOSTROM,
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1993b). A casca contém maior quantidade de extrativos do que a madeira, a
porcentagem de extrativos pode ser diferente mesmo para mesmas espécies porque
depende do método de extracdo utilizado (ROWELL et al., 2005).

A madeira contém compostos inorganicos, medidos como cinzas e ndo excedem
1% do peso da madeira em base seca. Eles sdo absorvidos pela arvore através das raizes
e transportados por toda a arvore. Os metais presentes em maior quantidade nas cinzas
da madeira sdo calcio, potéssio e magnésio, representando 80% das cinzas. Outros
metais encontrados na madeira sdo manganés, zinco, ferro, aluminio, cromo, niquel
entre outros. Os metais sdo encontrados como carbonatos, silicatos, oxalatos e fosfatos.
A casca contém maior porcentagem de contedo mineral do que a madeira (2-5% do
peso seca da casca), 0s metais sdo encontrados como oxalatos, fosfatos, silicatos, entre
outros. Os principais metais encontrados na casca sao sodio, calcio, potassio, manganés,
zinco, fosforo e magnésio (SJOSTROM, 1993b; ROWELL et al., 2005).

1.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A pesquisa por novos agentes antimicrobianos, por exemplo, a partir de extratos
vegetais, se faz necessaria devido ao surgimento de microrganismos resistentes aos
medicamentos atuais. O conhecimento da agdo terapéutica desses extratos € importante
no campo farmacéutico e cosmético para o desenvolvimento de novos medicamentos
resistentes a microrganismos. O Brasil, 0 qual possui imensa biodiversidade vegetal, ¢,
portanto, um pais com grande potencial de estudos nessa area (OSTROSKY et al.,
2008).

Os componentes responsaveis pela atividade antimicrobiana de espécies vegetais
sdo sintetizados a partir do metabolismo secundario da planta (LOGUERCIO et al.,
2005). A utilizacdo de fitoterapicos e de plantas medicinais no tratamento de algumas
doencgas, também esta relacionada a saude bucal. As doencas periodontais podem ser
definidas como um processo infeccioso, causado por microrganismos orais, 0S quais
possuem a capacidade de implantar-se no sulco gengival e produzir substancias toxicas
que provocam a degeneracdo do tecido periodontal (CORDEIRO et al., 2006).

As infeccdes odontologicas mais comuns descritas na literatura sdo: a carie, a
gengivite, a periodontite, a estomatite aftosa e a herpes simples. A cérie dentéria € uma
infeccdo microbiana dos tecidos calcificados dos dentes, em que ocorre a perda mineral

destes, a gengivite é caracterizada por uma inflamacéo dos tecidos gengivais, que pode
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evoluir a uma periodontite, uma doenca periodontal de maior gravidade, que envolve a
gengiva, o0 0sso alveolar e o ligamento periodontal, caso ndo seja tratada pode levar a
perda dos dentes. A estomatite aftosa € uma doenca caracterizada pelo aparecimento de
Ulceras na mucosa da cavidade bucal e a herpes simples é uma doenca infecciosa
comum, causada pelo virus do herpes simples (HSV), que se caracteriza pelo
aparecimento de pequenas bolhas nos labios (OLIVEIRA et al., 2007). Algumas destas
infeccbes odontoldgicas, como a gengivite e a afta sdo tratadas através da fitoterapia,
utilizando espécies vegetais como cravo da india, roma, malva, amoreira, camomila,
entre outras (OLIVEIRA et al., 2007).

O crescimento de microrganismos orais na cavidade bucal, é influenciado por
fatores como temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes e agua, fluxo salivar e
presenca de substancias antimicrobianas. Cada fator, num determinado habitat bucal,
influencia a selecdo de microrganismos orais e ajuda a manter o equilibrio entre as
populacOes bacterianas. Dessa forma, é observado diferencas da populagdo bacteriana
em diferentes partes da cavidade oral. Algumas espécies de bactérias como as do género
estreptococos (S. mutans, S. sobrinus, S. cricetus, S. rattus e S. sanguis) sdo
encontradas, principalmente, sobre os dentes, enquanto que S. salivarius é encontrada
na lingua (MARCOTTE; LAVOIE, 1998).

Nesse contexto, estudos sobre a acdo terapéutica e eficacia de plantas medicinais
frente a microrganismos orais, mostra-se como uma alternativa importante para
melhorar o acesso da populacdo aos cuidados com a prevencao e tratamento de doencas
periodontais (CORDEIRO et al., 2006).

1.5 A ESPECIE Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc

Existem varias espécies pertencentes a familia Guttiferae, também denominada
Clusiaceae, no Brasil e algumas delas possuem propriedades medicinais. A familia
Clusiaceae foi descrita por Antonie Laurent de Jussieu e apresenta cerca de 1.370
espécies, distribuidas em 45 géneros. A familia é constituida por arvores ou arbustos e
0s géneros Hypericum, Vismia, Clusia, Calophyllum, Garcinia e Kielmeyera tém
importancia econémica na producédo de madeiras, gomas, pigmentos, 6leos essenciais e
resinas (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

No Brasil a familia Clusiaceae esta distribuida nos dominios fitogeograficos
Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (BITTRICH, 2010a). O género
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Kielmeyera Mart. & Zucc é o segundo com maior nimero de representantes no Brasil,
com 46 espécies e duas subespécies, perdendo somente para o género Clusia L., com 67
espécies e quatro subespécies (FRANCO et al., 2011).

A espécie Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc, conhecida popularmente como
pau-santo, pertence a familia Clusiaceae e foi descrita por Martius & Zuccarini. Esta
distribuida geograficamente no Brasil (Figura 24) nas regides: Norte (Para, Amazonas,
Rond6nia), Nordeste (Bahia), Centro-Oeste (Mato Grosso, Goias, Distrito Federal,
Mato Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais, Sdo Paulo) e Sul (Parand), (BITTRICH,
2010b).

As plantas do género Kielmeyera sdo endémicas na América do Sul e a espécie
Kielmeyera coriacea frequentemente documentada, principalmente em cerrados, pode
ser encontrada, além do Brasil, também no Paraguai e Bolivia. Segundo o Global
Biodiversity Information Facility (GBIF, 2011), foram reportadas para esses paises 31 e

7 ocorréncias, respectivamente, dessa espécie .

Figura 24: Mapa da distribuicdo geogréfica da espécie Kielmeyera coriacea Mart. &
Zucc no Brasil.
Fonte: Bittrich (2010b).

Esta espécie apresenta interesse econdmico para a producdo de madeira, carvao,
celulose e tanino para a industria de couro (PINTO et al., 1994). Da casca desta espécie
é extraida a cortica, muito utilizada na fabricacdo de placas de revestimentos acusticos,
térmicos e decorativos (ARELLO; PINTO, 1993) e uma resina amarela tonica e
emoliente, usada na medicina popular no tratamento de dores de dentes (CORREA,
1969).
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A espécie em estudo (Figura 25) apresenta as seguintes caracteristicas
morfoldgicas: pode ser encontrada como arbusto ou &rvore, com ramos tortuosos sem
pélos, com cicatrizes, casca espessa de cortica que se desprega facilmente e cor clara.
Possui latex de cor creme e abundante. As folhas séo alternas, coridceas, reunidas no
apice dos ramos, tendo até 22 cm de comprimento. As nervuras estdo em destaque e em
forma de pena (peninérvea). As inflorescéncias estdo na extremidade dos ramos e
possuem poucas flores (até 7 cm de didmetro), de pétalas brancas e estames amarelo-
ouro. Os frutos sdo secos (tipo capsula) que abrem em 3 partes (valvas) e liberam
grande quantidade de sementes aladas (REDE DE SEMENTES DO CERRADO, 1995).

Figura 25: Imagens que mostram as caracteristicas morfoldgicas da espécie Kielmeyera
coriacea. 1 = arbusto; 2 = folhas — nervura central proeminente; 3 = flores no apice dos
ramos; 4 = tronco suberoro — casca espessa; 5 = fruto tipo capsula; 6 = fruto aberto.
Fonte: Almeida-Manso (2011).

A espécie Kielmeyera coriacea ¢ uma planta muito rica em xantonas,
substancias que apresentam propriedades farmacolégicas como atividade antitumoral,
antifungica, antibacteriana, tuberculostética e anti-inflamat6ria (CORTEZ et al., 1999).

No trabalho de Cortez e outros (1999), oito xantonas e uma bifenila foram
isoladas (Figura 26) do extrato em diclorometano da casca do caule de K. coriacea. No

trabalho de Cortez e outros (1998) foram isolados e identificados dez xantonas, uma



43

bifenila e trés tripterpenos do extrato dicloremetano das folhas e caule de K. coriacea.
Dos compostos isolados, quatro xantonas e a bifenila apresentaram atividade
antifungica contra o fungo patogénico Clasdosporium cucumerinum e duas xantonas

preniladas inibiram o crescimento de Candida albicans.
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Figura 26: Estruturas quimicas dos compostos isolados do extrato em diclorometano da

casca do caule de Kielmeyera coriacea. 1 = Aucuparina; 2 = 2-hidroxi-1-

metoxixantona; 3 = 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona; 4 = 4-hidroxi-2,3-dimetoxixantona;
5 = 1,3,7-triidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona; 6 = 1,3,5-triidroxi-2-(3-metilbut-2-
enil)-xantona; 7 = 1,3,7-triidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutil)-xantona; 8 = kielcorina; 9 =
osajaxantona.

Fonte: Cortez (1999).

Dos compostos isolados na Figura 26, a substancia 1 (aucuparina) apresentou
atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis com valor de concentracdo inibitdria
minima (CIM) de 3,12 ug mL™ e a substancia 5 (1,3,7-triidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-
xantona) foi ativa contra Staphylococcus aureus com valor de CIM de 12,5 pg mL™
(CORTEZ et al., 2002). Alguns trabalhos da literatura que relatam outros estudos
referentes aos extratos da planta séo apresentados a sequir.
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Foi avaliado o efeito do extrato hidroalcoolico das folhas (AUDI et al., 2002) e
caule (MARTINS et al., 2004) de Kielmeyera coriacea no sistema nervoso central em
ratos e o extrato da folha mostrou-se efetivo como ansiolitico, mas ndo como um
antidepressivo e o do caule apresentou perfil de composto ansiolitico e antidepressivo.

Com o objetivo de encontrar novos medicamentos de produtos naturais para o
tratamento da Ulcera, Goulart e outros (2005) relataram o efeito do extrato
hidroetandlico do caule de K. coriacea em lesGes géastricas induzidas em ratos. Os
resultados mostraram que 0 extrato aumentou a resisténcia a agentes necrosantes,
fornecendo efeito de protecdo sobre a mucosa gastrica.

A literatura relata que a classe das xantonas inibe o metabolismo energético
mitocondrial. A acdo do extrato hidroetandlico do caule foi investigada sobre o
metabolismo energético hepatico utilizando uma mitocondria isolada de figado de rato.
Os resultados da pesquisa sugerem que o extrato de Kielmeyera coriacea prejudica o
metabolismo energético hepatico, atuando como desacoplador e inibidor mitocondrial,
podendo levar ao aparecimento de efeitos adversos. Contudo, esse resultado pode ser a
base da acdo antifungica e antiprotozoario que o extrato apresenta (ZAGOTO et al.,
2006).

A toxicidade do extrato diclorometano do caule de K. coriacea foi avaliada em
roedores e os resultados mostraram que a administracdo oral do extrato ndo apresentou
nenhum efeito toxico podendo ser utilizado com seguranca (OBICI et al., 2008).

Extratos de K. coriacea foram testados contra o fungo dermatofito Trichophyton
rubrum e apresentaram atividade promissora contra essa fungo. Existe um grande
interesse em descobrir novas substancias a partir de extratos de plantas do cerrado para
o tratamento de infec¢Oes dermatofitas (SILVA et al., 2009).

A acdo larvicida sobre larvas de Aedes aegypti do extrato diclorometénico das
folhas de K. coriacea foi avaliada. Os resultados sugerem o fracionamento e a
biomonitoracdo do extrato para o isolamento de substéncias ativas sobre as larvas do
mosquito A. aegypti (COELHO et al., 2009).

A partir do fracionamento do extrato hexanico da casca da raiz de K. coriacea
obtém-se uma mistura de delta-tocotrienol e o seu dimero (Figura 27). A citotoxidade
dessa mistura foi testada contra quatro células cancerigenas humanas (melanona, célon,
leucemia e glioblastoma). Os resultados sugerem que a mistura suprime o crescimento
da leucemia e reduz a sobrevivéncia da célula, dependendo da concentracdo utilizada
(MESQUITA etal., 2011).
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Figura 27: Estruturas quimicas do delta-tocotrienol (1) e delta-tocotrienol peroxi-
dimero (2).

Fonte: Mesquita (2011).

1.6 FLUXOGRAMAS UTILIZADOS NO PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para os procedimentos experimentais a metodologia utilizada encontra-se

resumida nos fluxogramas das Figuras 28 e 29.

Material vegetal fresco

1. Extragdo em aparelho tipo Clevenger

|

Hidrolato Oleo / 4gua

Desprezado 2. Separagao

Oleo

3. MgSO, anidro
4. Filtragao

Solugdo aquosa

Oleo essencial

5. Andlise por CG/EM

| Identificagao |

Figura 28: Fluxograma de trabalho utilizado na extracdo e identificacdo dos Oleos

essenciais.



Material Vegetal
Revisao
Coleta bibliografica
1. Secagem
2. Moagem
Extragaolem . Partlf’ao‘l:qudo- Determinacio dos
etano Iquido constituintes
macromoleculares
. Avaliacao . . .
Determinagao de antioxidante com Espectroscopia Atividade
fendis totais e DPPH Y} antimicrobiana
proantocianidinas =
| Fracionamento em coluna |

Figura 29: Fluxograma de trabalho utilizado nas analises quimicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivo analisar e quantificar os constituintes quimicos

das partes aéreas, bem como avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana dos

extratos da espécie Kielmeyera coriacea, conhecida popularmente como pau-santo,

arvore tipica do Cerrado brasileiro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar os constituintes macromoleculares da madeira, casca interna e casca

externa;

Identificar os constituintes volateis do 6leo essencial da folha, flor, casca interna,

casca externa e madeira por CG-EM,;

Determinar o teor de fendis totais e proantocianidinas dos extratos e das

particoes;

Caracterizar os extratos e particdes por espectroscopia no infravermelho;

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos e das particdes frente ao radical
livre DPPH;

Fracionar em coluna a particdo em diclorometano da casca interna que

apresentou melhor atividade antioxidante;

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos e das particbes frente a
microrganismos bucais  (Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis,

Streptococcus mutans e Actinomyces naeslundii).
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3 JUSTIFICATIVA

O bioma Cerrado é a segunda maior &rea em abundancia de plantas nativas do
Brasil, ocupando 23% do territério nacional. Esta localizado basicamente no planalto
central e é considerado um complexo vegetacional de grande heterogeneidade
fitofisionbmica. Este bioma é apontado como grande detentor de diversidade bioldgica,
sendo a formacgédo savanica com maior diversidade vegetal do mundo, especialmente
guando se consideram as espécies lenhosas (GUARIM-NETO; MORAIS, 2003).

A flora do Cerrado ainda é pouco conhecida e ha poucos estudos voltados para a
identificacdo de plantas Uteis, principalmente quando comparada a diversidade e a area
ocupada. A pouca informacéo sobre a flora do Cerrado brasileiro acarreta uma grande
perda de conhecimento sobre a utilizacdo de plantas para uso medicinal, uma vez que
estima-se que cerca de 40% do bioma ja tenha sido devastado e que este possui somente
1,5% de sua extenséo protegida por lei, sendo atualmente a vegetacdo em maior risco no
pais (GUARIM-NETO; MORAIS, 2003).

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa de Produtos Naturais do Instituto de
Quimica da UFU vem estudando algumas espécies nativas e tem interesse em estudar a
espécie vegetal Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc, tipica do cerrado. Existem poucos
estudos sobre sua identificacdo quimica. Seu 6leo essencial, por exemplo, ainda néo foi
caracterizado. Adicionalmente, ela apresenta grande interesse econémico para producéo
de madeira, carvdo, celulose, tanino para industria de couros e placas para revestimento
acustico e é considerada como planta medicinal pelas suas propriedades cercaricidas e
pela presenga de xantonas (substancias medicinais) que sdo fitonutrinentes com
poderosas propriedades antioxidantes. Com a expansdo agricola nos cerrados, a espécie
K. coriacea vem sendo vitima de uma exploracdo predatdria tornando-se extinta em
muitas regides (PINTO et al., 1996).
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas de Kielmeyera coriacea foram coletadas na cidade de
Uberlandia, em abril de 2010, no bairro Jardim Karaiba, proximo a Vila Royal Park
(18°94°08.27°°S; 48°26°06.40°’W) e transportada para o laboratério de Produtos
Naturais da Universidade Federal de Uberlandia. Em seguida sua exsicata foi preparada,
identificada pelo professor Glein Monteiro de Araujo (Instituto de Biologia — UFU), e
depositada no Herbario da Universidade Federal de Uberlandia (HUFU) com o nimero
57181. As amostras (folha, madeira, casca interna e casca externa) da planta foram
cortadas, descascadas e posteriormente picadas. A secagem ocorreu em temperatura
ambiente. Apds esse periodo, o material seco foi triturado até a forma de fino po.

Para a andlise de 6leo essencial foi utilizado material fresco, coletado poucas
horas antes da extrag&o.

4.2 DETERMINACAO DA UMIDADE

Para a determinagdo da umidade utilizou-se uma balanga de luz infravermelha da
marca Kett, modelo FD-600. Cerca de 1,0 g de amostra foi deixada a uma temperatura

de 105 °C por quinze minutos até que o teor de umidade permanecesse constante.

4.3 DETERMINACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA CASCA E
MADEIRA DE Kielmeyera coriacea

4.3.1 Determinacéo do teor de cinzas

Para a determinacdo do teor de cinzas, aproximadamente de 2 g de amostra foi
transferido para cadinhos de porcelana previamente calcinados, esfriados e pesados.
Apos a distribui¢do uniforme das amostras nos cadinhos, as mesmas foram incineradas
na temperatura de aproximadamente 600 °C por 6 horas. Apds esta etapa foram
calculadas as porcentagens de cinzas em relacdo ao po que foi submetido ao processo de

secagem.
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4.3.2 Preparacao da amostra livre de extrativos

Uma amostra de aproximadamente 40 g de madeira e cascas foi colocada em um
cartucho de papel filtro e adaptado ao extrator Soxhlet. Foram realizadas trés extracdes
com 300,0 mL dos solventes: cicloexano, cicloexano:etanol (2:1 v v?) e &gua
sucessivamente. A extracdo com cada solvente foi feita por um periodo de 25 horas. Em
seguida, o material vegetal livre de extrativos foi retirado do aparelho Soxhlet e deixado
em dessecador até a evaporacdo completa do solvente (amostra A).

Esse procedimento de extracdo foi realizado por mais duas vezes, obtendo-se as
amostras B e C. As amostras A, B e C foram utilizadas na determinagdo de lignina

insoltvel e lignina soltvel em &cido e determinacdo de holocelulose.

4.3.3 Determinacdo de lignina insolivel em &cido (Lignina de Klason)

Para a determinacdo de lignina de Klason, lignina solivel em &cido e da
holocelulose nas cascas € necessario a realizacdo de um pré-tratamento da casca em
meio basico para solubilizacdo de substancias que também sdo insolGveis em acidos
minerais e seriam contabilizadas no rendimento final.

Nesse pré-tratamento, 2 g (40/60 meshes) das cascas foram tratadas com uma
soluco de hidréxido de sédio 1% (m v*) a 90 °C durante 1 hora. O residuo obtido foi
filtrado em cadinho de vidro sinterizado, lavado sucessivamente com 100 mL de agua
destilada quente, 50,0 mL de &cido acético 10% (v v'') e novamente com 200,0 mL de
agua quente, seco a 105 + 3 °C e pesado. O rendimento foi calculado.

A lignina de Klason foi determinada de acordo com o método descrito por
Browning (1967). Aproximadamente 1 g da amostra livre de extrativos e pre-tratada
(40/60 meshes), foi colocada em um béquer e adicionou-se 15,0 mL de uma solucao de
acido sulfurico 72%, de forma lenta e sob agitacdo constante. A mistura foi deixada em
repouso por duas horas a temperatura ambiente, agitando a cada 10 minutos. Em
seguida a mistura foi diluida num bal&o de destilagéo de 1,0 L com 560,0 mL de agua e
refluxada durante 4 horas. Depois disso, a solucdo foi resfriada, filtrada e o residuo
lavado com agua destilada até pH neutro. O residuo foi seco em estufa a 105 °C até
massa constante. O rendimento foi determinado pela diferenca entre a massa pré-tratada

e a massa do residuo obtido.
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4.3.4 Determinacao de lignina soluvel

O filtrado do procedimento anterior foi colocado em um baldo volumétrico de
1,0 L e completado com agua destilada até o volume do baldo. A partir dessa solucéo,
foi retirado 10,0 mL e acrescentado mais 5,0 mL de agua destilada, formando assim
uma segunda solugdo. A partir dessa nova solucdo foi possivel determinar
quantitativamente a lignina soltvel por espectroscopia ultravioleta (UV), a partir da
analise das bandas de absorcao nas regifes de 215 e 280 nm do espectro. Foi feito um
branco realizando 0 mesmo procedimento para determinacdo de lignina insolUvel,
entretanto, sem a presenca de cascas livres de extrativos. A concentragdo de lignina
soltvel foi calculada segundo a equac¢do 3 (GOLDSCHIMID, 1971 apud MORAIS,
2005):

CLs. = 4’53A§3’0_ Poso Equacéo 3
em que:

Cus. = concentracdo em g L™ de lignina na amostra;

A,15 = absorvancia da solucdo a 215 nm menos a absorvancia do branco a 215 nm; e

Augo = absorvancia da solucdo a 280 nm menos a absorvancia do branco a 280 nm.
4.3.5 Determinacao de holocelulose

O teor de holocelulose foi determinado pelo método descrito por Browning
(1967). Inicialmente foi realizado o pré-tratamento de 8,0 g das cascas livres de
extrativos com solucdo de hidréxido de sédio 1% (m v*) como descrito anteriormente.
Em seguida, em um erlenmeyer de 1,0 L foram adicionados cerca de 5,0 g de amostra
livre de extrativos e pré-tratada (40/60 meshes). Foram adicionados 110,0 mL de &gua
destilada; 3,0 mL de &cido acetico glacial; 22,0 mL de solucédo de acetato de sodio a
20% (m v'*) e 9,0 mL de clorito de sédio a 40% (m v, respectivamente. A mistura foi
homogeneizada com agitagdo magnética, vedada com um erlenmeyer de 100,0 mL
invertido para evitar a saida prematura de gases e colocada em banho aquecido a 75 °C
por 60 minutos, sob agitacdo frequente. A adicdo dos reagentes foi repetida por mais
trés vezes a cada intervalo de 60 minutos, até que foi observada a holocelulose com
coloragdo branca. Em seguida, a solugdo foi filtrada em cadinho de vidro sinterizado

sob vacuo. O filtrado foi lavado com cerca de 1,0 L de agua destilada, duas porcdes
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pequenas de acetona (cerca de 10,0 mL cada porcéo) e aspirado até a holocelulose ficar
relativamente seca. O produto foi seco em estufa a 70 °C por 24 horas e o rendimento
calculado.

4.4 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS DE Kielmeyera coriacea

4.4.1 Extracao do 6leo essencial por hidrodestilacao

A extracdo dos 6leos voléteis foi realizada por hidrodestilagdo em aparelho Clevenger.
Aproximadamente 30 g das amostras frescas (folha, flor, casca externa, casca interna e
madeira) foram colocadas em um baldo volumétrico com 150,0 mL de agua. Apds 4
horas em ebulicéo, o 6leo foi recolhido em um funil de separacdo com cerca de 2,0 mL
de diclorometano, onde foi separado da fase aquosa (MORAIS et al., 2009). Os 6leos
essenciais extraidos foram secos com sulfato de sodio anidro, acondicionados em
pequenos frascos de vidro ambar e mantidos sob refrigeracdo, a temperatura de
aproximadamente -18,0 = 5°C até o momento das analises. A massa do 6leo essencial
obtido foi pesada em uma balanca analitica, e calculou-se percentagem correspondente

de 6leo, em relagdo a massa da amostra.

4.4.2 Andlise dos 06leos essenciais por CG-EM

A identificacdo dos constituintes volateis foram realizadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) num aparelho da Shimadzu,
modelo GC17A/QP5000. O programa de temperatura foi de 60-240 °C (3 °C min™);
injetor no modo split 1:20 a 220°C; hélio a fluxo constante de 17 mL min™. O detector
de massas operou com energia de impacto de 70 eV e foram captados os fragmentos de
40 a 650 u; a temperatura da interface foi de 240 °C. Dois microlitros das amostras
foram injetados. (ADAMS, 2001).

4.4.3 ldentificacao dos 0leos essenciais
A identificacdo dos compostos foi feita por comparagéo dos seus espectros de

massas com aqueles armazenados nas bibliotecas de espectros de massas da Wiley (7,

139 e 229) e Nist (127 e 147), por comparacdo com indices de Kovat tabelados
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(ADAMS, 2001) e por meio de alguns padrdes de terpenos. Para obtencdo da equacao
do indice de Kovats, foi utilizada uma mistura de padrGes de alcanos pares (C8-C20). A
quantificacdo de cada componente foi obtida através da normalizacdo das &areas dos

picos no cromatograma de ions totais (TIC, total ions chromatografics).

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1 Preparacao dos extratos em etanol

Foram pesadas 100,0 g das amostras (folha, madeira e cascas) e transferidas para
um cartucho e colocado em um extrator Soxhlet com 650 mL de etanol. A extragéo foi
realizada por 6 horas ap0s o inicio da ebuli¢do. A solucdo obtida foi filtrada e levada a
um evaporador rotativo a 40 °C para retirada do etanol. Os extratos foram guardados em
frascos de vidro e armazenados no freezer a -18,0 £ 5 °C até sua utilizacdo (FERRI,
1996).

4.5.2. Particéo liquido-liquido dos extratos em etanol

Os extratos em etanol foram submetidos & particdo liquido-liquido com
solventes de polaridades crescentes (cicloexano, diclorometano e acetato de etila). Cada
uma das solucdes obtidas foi concentrada em evaporador rotativo, sob pressdo reduzida,

fornecendo, entdo, as respectivas parti¢cées do extrato bruto (MATOS, 1997).

4.5.3 Determinacéo de fenois totais (FT)

A determinacdo do teor de fendis totais presentes no extrato em etanol e nas
particbes obtidas foi realizada por meio de espectroscopia na regido do visivel
utilizando o método de Folin—Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965; SOUSA et al.,
2007) que contém uma mistura de acidos fosfomolibidico e fosfotungstico, com
formacdo de um complexo de coloracdo amarela, e com absor¢do méaxima em 760 nm.
Uma aliquota contendo 25 mg de amostra foi dissolvida em metanol, transferida
quantitativamente para um baldo volumétrico de 50,0 mL e o volume final completado

com metanol. Para a reacdo colorimétrica, uma aliquota de 0,5 mL da solucédo
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metanolica de extrato foi adicionada de 2,5 mL de solucdo aquosa do reativo Folin-
Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de carbonato de sodio a 7,5%. A mistura foi incubada por 5
minutos em banho-maria a 50 °C e, posteriormente, a absorvancia foi medida a 760 nm,
utilizando-se cubetas de vidro, tendo como “branco” o metanol e todos os reagentes,
menos a amostra. O teor de fendis totais foi determinado empregando-se a equacgéo da
reta obtida pela curva de calibragdo construida com padrdes de &cido galico (10, 20, 30,
40, 50, 60, 70 ¢ 80 pg mL™) e expressos como mg de EAG (equivalentes de acido

galico) por grama de extrato.
4.5.4 Determinacéo do teor de taninos condensados (proantocianidinas)

Para a determinacdo dos taninos condensados foi utilizado o método da vanilina
(GODEFROOT et al., 1981 apud MORAIS et al., 2009). Uma aliquota contendo 25 mg
de amostra foi dissolvida em metanol, transferida quantitativamente para um balé&o
volumeétrico de 50,0 mL e o volume final completado com metanol. Desta solucdo foi
retirado uma aliquota de 2,0 mL, transferida para um tubo de ensaio e adicionado 3,0
mL de uma solucdo recém-preparada de vanilina em acido sulfdrico 70%, na
concentracdo de 5,0 mg mL™. A mistura foi mantida em um banho de agua a uma
temperatura de 50 °C por 15 minutos. A amostra foi esfriada e a absorbancia medida a
500 nm utilizando-se cubetas de vidro, tendo como “branco” o metanol e todos os
reagentes, menos a amostra. O teor de taninos condensados foi determinado
empregando-se a equacdo da reta obtida pela curva de calibragdo construida com
padrdes de catequina (1, 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22 e 25 pg mL™). A curva padrio foi
construida nas mesmas condicGes da reacdo em que a amostra foi substituida pela
catequina. Os resultados foram expressos como mg de ECAT (equivalentes de

catequina) por grama de extrato.
4.5.5 Andlise quantitativa da atividade antioxidante

A avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante dos extratos e parti¢cdes foi
feita seguindo metodologia descrita na literatura, com pequenas modificacdes,
monitorando-se o consumo do radical livre DPPH pelas amostras, atraves da medida do

decréscimo da absorbancia de solugdes de diferentes concentracfes. Estas medidas
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foram feitas em espectrofotdmetro UV-Vis no comprimento de onda 517 nm (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995; SOUSA et al., 2007).

4.5.5.1 Construcéo da curva de calibracdo do DPPH

Preparou-se 50 mL de solucdo estoque de DPPH em metanol na concentracdo de
40 pg mL™, mantida sob refrigeracdo e protegida da luz. Foram feitas diluicdes de 35,
30, 25, 20, 15,10, 5 e 1 png mL2. A curva de calibracdo foi construida a partir dos
valores da absorbancia a 517 nm de todas as solugdes (1 a 40 ug mL™), medidas em

cubetas de vidro com percurso optico de 1 cm e tendo como “branco” o metanol.
4.5.5.2 Leitura das medidas de absorbancia nas amostras

Solucdes dos extratos em etanol (500 ug mL™) e das particdes obtidas foram
diluidas nas concentracdes de 250, 200, 150, 100, 50 e 25 pg mL?. As medidas das
absorbancias das misturas reacionais (0,3 mL da solucdo da amostra e 2,7 mL da
solugdo estoque de DPPH na concentracdo de 40 pg mL™) foram realizadas a 517 nm,
no 1°, 5° e 10° min até completar 1 hora. A mistura de metanol (2,7 mL) e solucdo em
metanol do extrato e das parti¢des (0,3 mL) foi utilizada como branco. A partir da
equacdo da curva de calibracdo e dos valores de absorbancia no tempo de 60 min para
cada concentracdo testada, foram determinados os percentuais de DPPH remanescentes
(% DPPHggwm), conforme a Equacéo 4 (YILDIRIM et al., 2001):

% DPPHgem = [DPPH] 1=t/ [DPPH] =0 X 100 Equacio 4

onde [DPPH]+= corresponde a concentracdo de DPPH no meio, ap0s a reagcdo com o
extrato e [DPPH]t=o é a concentracdo inicial de DPPH, ou seja, 40 mg mL™. A
concentracdo eficiente, quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentragéo inicial de DPPH em 50% (CEsp) foi determinada a partir de uma curva
exponencial de primeira ordem, obtida plotando-se na ordenada as concentragdes da
amostra (ug mL™) e na abscissa a porcentagem de DPPH remanescente (% DPPHgew).
Os valores de absorbancia em todas as concentragdes testadas, no tempo de 60 min,
foram também convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (AA),
determinada pela Equacdo 5 (SOUSA et al., 2007):
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%AA = {[Abscontrole - (Absamostra - Absbranco)] X 100} / AbScontrole Equa(;ﬁo 5

Onde: Abscontrole € @ absorbancia inicial da solu¢do em metanol de DPPH e AbSamostra € @

absorbancia da mistura reacional (DPPH+amostra).

4.6 ANALISE ESPECTROSCOPICA NO INFRAVERMELHO

Os extratos em etanol e as particdes obtidas das amostras foram submetidos a
analise por espectroscopia no infravermelho, utilizando-se de um espectrémetro
Shimadzu IR - Prestige-21, que permite a leitura do espectro de infravermelho na regi&o
de 4000 a 500 cm™, com resolugéo de 4 cm™ e acumulando 32 varreduras. Os espectros

foram registrados a partir de pastilhas de KBr na proporgdo 1:100 (m m™).

4.7 MONITORAMENTO POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA
(CCD) COM SILICA GEL DAS PARTICOES EM METANOL-AGUA 9:1 E EM
DICLOROMETANO DA CASCA INTERNA

No monitoramento por CCD das particbes em metanol-agua 9:1 e em
diclorometano da casca interna foram utilizadas placas de vidro (11,2 x 2,8 cm). A
espessura do adsorvente (silica gel 60, 70-230 MESH ASTM) foi de 0,5 mm. Uma
suspensdo do adsorvente foi preparada em agua destilada e mantendo-se a placa na
horizontal. Em seguida, a suspensdo foi transferida para a superficie da placa,
espalhando-se o material de maneira bem uniforme. A ativagdo das placas (adsorvente

livre do solvente) foi feita em estufa a 105°C, por 30 minutos.

4.7.1 Fracionamento por cromatografia em coluna da particdo em diclorometano

Para o fracionamento da particdo em diclorometano da casca interna em coluna
empacotada com silica gel (fase estacionaria) foram utilizadas 2,0 g da particdo em
diclorometano da casca interna, que foram eluidas nos seguintes solventes:
cicloexano/acetato de etila 1:1, cicloexano/acetato de etila 4:6, cicloexano/acetato de
etila 3:7, cicloexano/acetato de etila, 2:8, acetato de etila, acetato de etila/metanol 9:1,

acetato de etila/metanol 8:2, acetato de etila/metanol 7:3, acetato de etila/metanol 6:4,
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acetato de etila/metanol 1:1, acetato de etila/metanol 4:6, acetato de etila/metanol 3:7,

acetato de etila/metanol 2:8, acetato de etila/metanol 1:9, metanol e metanol/agua 8:2.
4.8 ANALISE DAS FRACOES 5 E 6 POR CLAE

As fragBes 5 e 6 obtidas apds fracionamento em coluna foram submetidas a
analise por CLAE. Para a anélise das amostras foi utilizado um cromatografo da marca
Shimadzu, modelo SCL-10A VP, equipado com detector SPD-M10A VP do tipo “rede
de diodos”, com um sistema de bombeamento quaternario LC-10AD VP. Foi usada uma
coluna de fase reversa C18 da marca Shimadzu modelo CLC-ODS (M), 4,6 mm de
didmetro interno e 25 cm de comprimento, tamanho das particulas de 5 um e tamanho
dos poros com 10 nm de diametro. O volume injetado em cada corrida foi de 20 pL com
um fluxo de 0,7 mL min™. Foi usado um sistema de solventes com gradiente de tamp&o
de fosfato (solucdo A) preparado com 5% de solucdo de diidrogeno fosfato de potéssio
0,2 mol L™ e metanol (solugéo B).

O sistema de eluicdo dos solventes esta apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Sistema de elui¢do para a analise em CLAE das fracdes 5 e 6.

Tempo (min) Gradiente
A B
5,0 90 10
15,0 80 20
20,0 65 35
30,0 55 45
50,0 0 100
55,0 90 10
60,0 90 10

(A)= solucdo 5% de KH,PO,4 0,2 mol L™, (B) = metanol

4.9 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A metodologia utilizada na determinagdo da atividade antimicrobiana dos
extratos e das particdes consistiu em avaliar a menor quantidade de amostra necessaria
para inibir o crescimento dos microrganismos-teste. Esse valor é expresso como
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) (OSTROSKY, 2008). A leitura da concentragdo
inibitéria minima (CIM) foi efetuada visualmente apds incubacéo das bactérias durante
24 horas, a 37 °C.
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A atividade antimicrobiana foi determinada utilizando o método da
microdiluicdo em caldo (MIC), segundo o CLSI para os microrganismos aerdbios
(CLSI, 2006) e CLSI para os microrganismos anaerobios (CLSI, 2007). As analises
foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Aplicada da
Universidade de Franca (LaPeMA), com a colaboracdo do Prof. Dr. Carlos Henrique
Gomes Martins. O procedimento experimental para a determinagdo das concentragdes
inibitorias minimas (CIM) esté detalhado no Apéndice A.

4.10 ANALISES ESTATISTICAS

As analises na determinacgdo dos constituintes macromoleculares, fendis totais, e
proantocianidinas, bem como da atividade antioxidante foram realizadas em triplicata e

os resultados correspondem a média £ o desvio padréo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DETERMINACAO DA UMIDADE

A secagem por radiacdo infravermelha é uma técnica rdpida e fornece a
quantidade de calor suficiente para a liberacdo de moléculas de agua (BORGES et al.,
2005).

A determinacdo do excesso de agua em matérias-primas vegetais é importante
para evitar a atividade enzimatica e a proliferacdo de microrganismos como fungos e
bactérias (NASCIMENTO et al., 2005).

Os valores obtidos para a umidade das amostras estédo na Tabela 3.

Tabela 3: Teor de umidade das partes da Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc estudadas.

Amostras Umidade (%)
Folha 8,3%£0,1
Casca interna 10,7+0,3
Casca externa 51+0,2
Madeira 99+0,3

Os teores de umidade encontrados para a madeira, casca interna e folha estdo
dentro da faixa estabelecida pela Sociedade Brasileira de Farmacognosia que é de 8,0 a
14,0% de agua para drogas vegetais, exceto para a casca externa que apresentou valor

pouco inferior.

5.2 DETERMINACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA CASCA E
MADEIRA DE Kielmeyera coriacea

5.2.1 Determinacéao do teor de cinzas

As cinzas de madeira e casca sdo substancias de baixa massa molecular e
constituem os materiais inorganicos. Sdo determinadas com a amostra seca e picada
porque no processo de extracdo elas podem ser removidas por solventes como a agua
(KLOCK et al., 2005).
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A Tabela 4 mostra as porcentagens obtidas de cinzas na madeira, casca interna e

Casca externa.

Tabela 4: Teor de cinzas da madeira e cascas de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc.

Amostras Cinzas (%)
Casca interna 16+0,1
Casca externa 16+0,1

Madeira 0,7£0,1

As cascas das arvores geralmente apresentam maior teor de cinzas do que a
madeira, como foi encontrado na analise realizada. Na literatura (FOELKEL, 2005) é
encontrado que as cinzas das cascas correspondem de 3 a 10% de seu peso. Os
principais componentes das cinzas sdo sodio, potéssio, calcio, magnésio e manganés, os

quais sdo obtidos na forma de 6xidos durante a incineracao.

5.2.2 Preparacdo da amostra livre de extrativos

Na andlise dos compostos macromoleculares da casca e madeira (lignina e
holocelulose) é necessario remover os extrativos a fim de evitar que produtos de
condensacdo com a lignina sejam formados (KLOCK et al., 2005).

Dos solventes utilizados na extracdo, a agua foi a mais eficiente para a casca
interna e madeira, representando 85% e 88%, respectivamente do total da extragéo,
enquanto o cicloexano foi melhor para a casca externa representando 59% do total da

extracdo. Os teores obtidos de extrativos estdo na tabela 5.

Tabela 5: Porcentagem de extrativos de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc.

Solventes Casca interna Casca externa Madeira
Cicloexano 0,6+0,1 5304 0,02 +0,01
Cicloexano-etanol 2:1 44+04 2,2%0,2 0,6 +0,2
Agua 29,1+24 15+0,2 4,4+0,3
Total % 34,1 9,0 5,0

Pode-se inferir que a maioria dos extrativos presentes na casca interna e na

madeira sejam polares, porque a agua foi o solvente que com maior porcentagem de
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extracao destes compostos e 0s extrativos constituintes da casca externa sejam apolares,
porque o cicloexano foi 0 solvente com maior porcentagem na remogdo dos compostos

organicos.

5.2.3 Determinacdo de lignina insoltvel em acido (Lignina de Klason)

Os métodos tradicionais utilizados na determinacdo quantitativa da lignina da
madeira sdo insatisfatorios quando aplicados a casca. Este fato acontece, porque a casca
é formada por uma mistura de substancias, algumas destas, sdo soltveis em solucdes
alcalinas, mas insoliveis em solucfes &cidas. Se essas substancias ndo forem
devidamente removidas por uma pré-extracdo alcalina, elas ndo sdo solubilizadas e
aparecem como lignina (BROWNING, 1967).

Durante a analise ocorre uma reacdo de hidrélise dos polissacarideos com &cido
sulfarico a 72% formando varios oligossacarideos, que sdo hidrolisados na segunda
etapa com o H,SO, diluido. O residuo resultante é a lignina de Klason ou lignina
insolivel em &cido (ROSA, 2003).

Nos trabalhos descritos na literatura (FOELKEL, 2005), o teor de lignina
encontrado na casca é inferior ao teor encontrado na madeira da mesma arvore.
Entretanto, a casca externa apresentou alto teor de lignina, maior que a madeira e a
casca interna (Tabela 6). Na casca externa ha a presenca de cortica, a qual interfere na
analise e para remové-la é necessario realizar uma saponificacdo alcalina, que causa
degradagéo da lignina. E comum a analise da lignina somente na casca interna porque
esta apresenta menor quantidade de substancias que interferem na analise
(BROWNING, 1967). O alto teor de lignina encontrado na casca externa pode ser
atribuido a presencga de cortica, uma vez que a casca externa da planta é utilizada na

fabricacdo da mesma.

5.2.4 Determinacao de lignina soltvel

Os valores encontrados de lignina soltvel em &cido foram baixos para a casca
interna e externa como pode ser observado na Tabela 6. Para a madeira, os valores de
absorvancia medidos, quando aplicados a equacéo 3, encontrou-se um valor negativo, o

gue indica que na madeira ndo ha lignina soltivel em acido (MORAIS et al., 2005).
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5.2.5 Determinacédo de holocelulose

Os valores obtidos para o teor de holocelulose estdo na Tabela 6. A madeira
apresentou alto teor de holocelulose, representando cerca de 70% do total dos
constituintes. A holocelulose é o componente majoritario da madeira e € constituida de
celulose e hemicelulose (SANTOS, 2008), sendo a celulose o principal componente.

O termo holocelulose é empregado para indicar o produto obtido ap6s a remogao
da lignina. Para obter uma deslignificacdo ideal é necessaria a remocdo total da lignina,
porém, ndo ha metodologia que satisfaca essa condic¢do. Assim, durante a determinacao
da holocelulose pode haver uma porcentagem de lignina residual que permanece na
holocelulose (KLOCK et al., 2005).

A porcentagem total dos constituintes quimicos da casca interna, casca externa e
madeira ndo foi igual a 100%. Porém, esse resultado € esperado, devido a deficiéncia do
método analitico. De acordo com Browning (1967), a falha no somatério total dos
constituintes pode ser atribuida a alguns fatores como: perda de um constituinte,
sobreposicdo na analise, presenca de impurezas e interferéncias de outros componentes.
E comum a porcentagem total variar de 95 a 102%. Entretanto os valores encontrados
acima de 102% sdo aceitaveis devido aos problemas que acontecem durante analise

quimica.

Tabela 6: Porcentagem dos constituintes quimicos da casca e madeira de Kielmeyera

coriacea Mart. & Zucc.

Constituintes Casca interna Casca externa Madeira
Extrativos 34,1 9,0 50
Extrativos solugéo de 240+ 3,0 21,7+19 -
hidroxido de sodio a 1%
Lignina de Klason 14,7+1.8 57,3+£0,2 28,0+1,0
Lignina soltvel em &cido 2,7.10%+0,1 2,8.10%+0,1 -
Holocelulose 30,0+£34 55+10 71,7+ 3.3
Cinzas 16+0,1 16+0,1 0,7+0,1

Total 104,4 95,1 105,4
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A metodologia utilizada na deslignificacdo baseia-se na reacdo da lignina com
ClO; e CIO’, que séo sub-produtos obtidos na reacédo de oxirreducdo do ClO, (Equagéo
6) em meio acido (REYES et al., 1998).

8 ClO; +6H" — 6ClO,+ CIO + ClI'+3 H,0 Equacio 6

5.3 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS DE Kielmeyera coriacea

Existem vérios estudos na literatura sobre o isolamento de substancias a partir
dos extratos de Kielmeyera coriacea. Entretanto, ndo ha relatos sobre a composicédo
quimica do 6leo essencial desta espécie. No trabalho de Andrade e outros (2007),
apresenta a composicdo dos compostos volateis das folhas, flores e frutos do género
Kielmeyera, sendo a espécie estudada Kielmeyera rugosa Choisy.

A Tabela 7 mostra os rendimentos (%) obtidos do 6leo essencial de K. coriacea

em base seca.

Tabela 7: Rendimentos dos 6leos essenciais de Kielmeyera coriacea.

Amostra Rendimento %
Folha 0,7+0,1
Flor 05+0,1
Casca interna 03+0,1
Casca externa 04+0,1
Madeira 0,2+0,1

O maior rendimento do 6leo foi encontrado para a folha, seguido da flor, casca
externa, casca interna e madeira. Esse resultados estdo proximos dos teores de 6leos
essenciais encontrados paras as folhas e caule, por exemplo, de Campomanesia
pubescens, que foram 0,64 + 0,06 % e 0,15 + 0,01 %, respectivamente (ROCHA,
2011a).

A Tabela 8 mostra os principais compostos identificados por CG-EM nas

diversas partes da Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc.
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Tabela 8: Principais constituintes volateis presentes na folha, flor, casca externa, casca

interna e madeira de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc.

Compostos IK Area do pico (% TIC)
Folha Flor Casca Casca Madeira
interna  externa

1 Cicloexano - 2,8 - - -
2 3-Z-hexen-1-ol 859 2,1 0,6 - - 1,3
3 Benzenoetanol 1107 - 16,2 - - -
4 Benzilidrazina - - 3,3 - - -
5 Eugenol 1359 - 449 - - -
6 Alfa-copaeno 1377 3,5 - 14,9 2,1 -
7 Beta-bourboneno 1388 1,6 - - - -
8 Beta-elemeno 1391 1,3 - - - -
9 Trans-cariofileno 1419 15,5 11,9 - - -
10 Beta-cedreno 1421 - - 5,2 0,9 -
11 n.i. (MM = 204) - - 3,6 - -
12 Widreno 1431 - - 4,2 0,8 -
13 Alfa-E-bergamoteno 1435 - 13,0 0,8

14 n.i. (MM = 204) - - 2,4 0,7 -
15 Alfa-humuleno 1455 3,0 1,2 - - -
16 Beta-E-farneseno 1457 - - 8,6 - -
17 Beta-acoradieno 1471 - - 1,3 - -
18 Beta-chamigreno 1478 - 0,2 1,3 1,0 -
19 Alfa-curcumeno 1481 - - 7,4 0,7 -
20 D-germacreno 1485 242 0,5 - - -
21 Alfa-selineno 1498 - 1,0 - - -
22 Alfa-muuroleno 1500 - - 0,6 1,1 -
23 Biciclogermacreno 1500 11,6 - - - -
24 Beta-bisaboleno 1506 - - 9,4 - -
25 Alfa-chamigreno 1508 - - 1,7 0,3 -
26 n.i.( MM = 202) - - - 2,3 -
27 Gama-cadineno 1514 1,11 0,4 - - -
28  Gama-bisaboleno (2) 1515 - - 1,5 - -
29 Delta-cadineno 1523 4.8 2,1 2,2 - -
30 Gama-dehidro-Ar- 1532 - - 1,0 - -

himachaleno
31 Espatulenol 1578 1,1 - - - -
32 Viridiflorol 1593 3,3 - - - -
33 Sesquiterpeno 1597 3,1 - - - -
oxigenado
34 Beta-oplopenona 1608 - - - 3,8 -
35 Sesquiterpeno 2,2 - - - -
oxigenado

36 n.i. (MM = 220) - - - 2,4 -
37 Gama-eudesmol 1632 - - - 0,8 -
38 Alfa-eudesmol 1654 - - - 4,2 -
39 Alfa-cadinol 1654 4.4 - - - -
40 Delta-cadinol 4,3 - - - -
41 Beta-bisabolol 1675 - - 14 - -
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42 Cadaleno 1677 - - - 1,8 -
43  Bisabolol <epi-alfa> 1685 - - 1,8 -
44 Alfa-bisabolol 1686 - - 1,9 - -
45 Sesquiterpeno - - - 2,7 -
oxigenado
46 Sesquiterpeno - - - 2,2 -
oxigenado
47 Sesquiterpeno - - - 6,4 -
oxigenado
48 Sesquiterpeno - - - 6,3 -
oxigenado
49 Sesquiterpeno - - - 1,6 -
oxigenado
50 Longipinocarvona - - - 1,6 -
51 Beta-bisabolenol 1790 - - - 2,7 -
52  Acido tetradecandico - - - - 1,6
53 n.i. - - 2,3 - -
54 Hexadecanol 1876 - - - - 2,5
55 Nonadecano 1900 - - - 1,0 -
56 Acido palmitico - 0,5 0,7 1,0 16,2
57 Eicosano 2000 - - - 1,4 -
58  Oxido manoil <epi- 2017 - - - 1,7 -
13>
59 Kaureno 2043 - - - 2,3 -
60 Octadecanol 2078 - - 0,6 - 4,0
61 Heneicosano 2100 - 1,1 -
62 Gama-palmitolactona - 0,6 0,7 - -
63 Acido oleico - - - - 1,8
64 Parsol MCX (2) - - - - 2,2
65 Docosano 2200 - - - 0,9 -
66 n.i. - - - 0,9 -
67 n.i. - - - 0,8 -
68 n.i. - - - 1,1 -
69 Tricosano 2300 - - - 11 1,3
70 Parsol MCX (E) - - - - 2,3
71 Amida do &cido - - - - 2,4
oleico
72 Tetracosano 2400 - - - 1,3 15
73 Pentacosano 2500 - - - 2,7 3,2
74 Hexacosano 2600 - - - 3,0 48
75 Heptacosano 2700 - - - 3,7 7,4
76 Octacosano 2800 - - - 49 8,4
77 Esqualeno - - - 1,7 15
78 Hidroc. saturado - - - - 1,3
79 Nonacosano 2900 - - - 5,8 9,7
80 Hidroc. saturado - - - 2,4 7,4
81 Hidroc. saturado - - - - 6,3
Total 87,1 86,2 87,7 86,0 87,1
Rendimento do 6leo (% mm), base seca 0,7+0,1 0,5+0,1 0,3+0,1 04+0,1 0,2+0,1

IK = indice de Kovat; n.i. = ndo identificado; MM = massa molecular; TIC = Total ions chromatografics
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Nas folhas, aproximadamente 85% dos constituintes volateis sdo sesquiterpenos,
sendo os principais representantes o D-germacreno (24,2%), o trans-cariofileno (15,5%)
e o biciclogermacreno (11,6%). Estes sesquiterpenos apresentam-se em quantidades
bem superiores quando comparados com 6leos essenciais de outras espécies do Cerrado
(ROCHA, 2011a). Os sesquiterpenos trans-cariofileno e alfa-humuleno (3,0%),
apresentaram potencial de utilizagdo no tratamento de doencas inflamatdrias
(FERNANDES et al., 2007). As estruturas dos principais componentes do 6leo

essencial das folhas estdo apresentadas na Figura 30.

e >0

trans-cariofileno biciclogermacreno

D-germacreno

Figura 30: Estruturas dos trés constituintes majoritarios presentes no 6leo essencial das
folhas de K. coriacea.

O espatulenol e o viridiflorol também foram encontrados nas folhas desta planta
do cerrado, nas mesmas concentragdes daquelas encontradas recentemente nas folhas da
Campomanesia pubescens (ROCHA, 2011a).

Nas flores, o monoterpeno oxigenado eugenol, é o constituinte majoritario,
responsavel por 44,9% do Oleo essencial. O benzenoetanol é o segundo maior
componente do 6leo com 16,2%, seguido do trans-cariofileno (11,9%) e benzilidrazina
(3.28%). O eugenol (Figura 31) é o principal constituinte do 0leo essencial do cravo-
da-india (Eugenia caryophyllata), e que apresenta propriedades anti-inflamatdria,
cicatrizante, analgesica, e eficacia na eliminacdo de bactérias bucais. Foi demonstrado
tambem, que o eugenol pode suprimir o crescimento de linhas de células de cancer
cervical (HeLa) (CHANG et al., 2011).

OH

H.CO

H,C——C——=CH,
2 K 2

Figura 31: Estrutura quimica do eugenol.
Fonte: Chang (2011).
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Os principais componentes identificados no 6éleo essencial das folhas e flores de
K. coriacea séo apresentados na Tabela 9. Para efeito de comparagéo, estes resultados

foram confrontados com os resultados encontrados em K. rugosa.

Tabela 9: Comparacédo dos constituintes volateis de K. coriacea e K. rugosa Choisy.

Compostos Kielmeyera rugosa | Kielmeyera coriacea
Folha (%0) Folha (%0)
alfa-cubebeno 11,8 0,6
alfa-copaeno 11,0 3,5
trans-cariofileno 10,8 15,5
delta-cadineno 8,5 4,8
biciclogermacreno - 11,6
D-germacreno 3,1 24,2
Flor (%) Flor (%)
benzenoetanol 58,2 16,2
alcool benzilico 18,6 -
eugenol 15,9 44,9
benzilidrazina - 33
trans-cariofileno 0,1 11,9

“ ANDRADE e outros, 2007.

No trabalho de Andrade e outros (2007), foram identificados os constituintes
volateis das folhas e flores da espécie Kielmeyera rugosa Choisy, proveniente do Estado
de Sergipe, nordeste do Brasil. Os principais componentes encontrados nas folhas foram
alfa-cubebeno, alfa-copaeno, trans-cariofileno e delta-cadineno, representando cada um
cerca de 10% do Oleo essencial. Esses compostos também foram encontrados em
Kielmeyera coriacea, porém em diferentes concentragdes (0,6%, 3,5%, 15,5% e 4,8%,
respectivamente, totalizando 24,4%). N&o foi identificado o biciclogermacreno nas
folhas de Kielmeyera rugosa.

Nas flores de Kielmeyera rugosa, o componente majoritario identificado foi o

benzenoetanol, seguido pelo alcool benzilico e eugenol. Assim como nas folhas, houve
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diferencas na concentracdo dos componentes encontrados nas flores das duas espécies.
Em K. rugosa, o componente majoritario nas flores foi o benzenoetanol (58,2%)
enquanto em K. coriacea é o eugenol (44,9%). Ndo foi identificado o composto
benzilidrazina nas flores de K. rugosa.

As diferencas encontradas nas concentracdes desses compostos sdo comuns
porque a composi¢do quimica dos 6leos essenciais pode variar dependendo de fatores
como época de coleta, ataque de patdgenos, localizacdo e idade da planta (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

Na casca interna, os hidrocarbonetos sesquiterpénicos sdo 0s constituintes
principais, representam aproximadamente 72% do 6leo essencial, sendo o alfa-copaeno
(14,9%) o componente majoritario. Outros componentes identificados em maior
quantidade foram trans-alfa-bergamoteno (13,0%), beta-bisaboleno (9,4%), E-beta-
farneseno (8,62%), alfa-curcumeno (7,4%), beta-cedreno (5,2%) e widreno (4,2%).

Foram identificados trés isomeros do bisabolol (beta-bisabolol, epi-alfa-
bisabolol e alfa-bisabolol), que juntos representam cerca de 5% do 6leo essencial. O
bisabolol é uma substancia atoxica e possui propriedades anti-inflamatorias, bactericidas
e cicatrizantes. E utilizado principalmente na indUstria farmacéutica e de higiene
pessoal. Devido a sua propriedade anti-inflamatéria, ele reduz a vermelhidao da pele
causada pela exposicdo aos raios ultravioleta do sol; através da acdo antibacteriana, o
bisabolol é utilizado no tratamento da bromidose diminuindo a concentracdo de
bactérias nos locais afetados (AZAMBUJA, 2009). As estruturas dos principais
componentes do Gleo essencial da casca interna estdo apresentadas na Figura 32.

- % /©|L/\%

alfa-copaeno trans-alfa-bergamoteno beta-bisaboleno

Figura 32: Estrutura dos trés constituintes majoritarios do 6leo essencial da casca

interna de K. coriacea.

Os componentes volateis majoritarios da casca externa, ndo foram identificados

pela comparacdo de seus espectros de massa com aqueles armazenados nas bibliotecas
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de espectros de massa Nist e Wiley (compostos 47e 48) e juntos representam
aproximadamente 13% do 6leo essencial. Dos componentes identificados, os alcanos
estdo presentes em maior concentracdo, alguns alcanos identificados foram hexacosano
(3,0%), heptacosano (3,7%), octacosano (4,9%) e nonacosano (5,8%). Alfa-eudesmol
(4,2%) e beta-oplopenona (3,8%) sdo 0s sesquiterpenos oxigenados em maior
concentracdo no 6leo. O o6leo da madeira é constituido especialmente de alcanos e
acidos organicos. O &cido palmitico (16,2%) é o componente majoritario e os principais
alcanos identificados foram hexacosano (4,8%), heptacosano (7,4%), octacosano (8,4%)
e nonacosano (9,7%). Foi identificado pela primeira vez o 2-etilexil-3-(4-metoxifenil)-
2-propenoato (4,5%), composto sintetizado e conhecido como Parsol MCX@ (Figura
33). Esse composto é um forte absorvedor de radiagido UVB. E um 6leo soluvel, incolor
e inodoro utilizado em vérias formulacdes de protetores solares. Se combinado com

outros filtros solares UV, o fator de protecao solar (FPS) aumenta (DMS, 2009).

0
N0

~

@)

Figura 33: Estrutura quimica do Parsol MCXC.
Fonte: DMS (2009).

Por estas informagdes de atividades bioldgicas, conclui-se que o 0leo essencial
das diferentes partes da K. coriacea apresenta um potencial significativo para a sua

utilizacdo na farmacopéia nacional.
54 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
5.4.1 Preparacdo dos extratos em etanol e particdo liquido-liquido
A folha (100,0 g), a casca interna (100,0 g), a casca externa (200,0 g) e a
madeira (120,0 g) seca e moida foram submetidas a extracdo com etanol em Soxhlet.

Apos filtracdo e evaporagdo do solvente sob pressdo reduzida, em evaporador rotativo,

foram obtidas 20,5, 16,4, 14,9 e 0,6 g de extrato bruto para a folha, casca interna, casca
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externa e madeira, respectivamente. A parti¢do liquido-liquido do extrato em etanol da
madeira ndo foi realizada porque a massa de extrato obtida foi insuficiente e, além deste
fato, a madeira é constituida principalmente de lignina e holocelulose.

5.4.2 Determinacédo de fendis totais (FT)

A metodologia utilizada baseia-se no uso do reagente Folin-Ciocalteau,
constituido por uma mistura dos acidos fosfomolibidico (HsPMo1,04) e fosfotungstico
(H3PW12040), resultando numa solucdo de cor amarela. Em meio basico, ocorre a
desprotonacao dos compostos fenolicos, gerando anions fenolatos. Em seguida, ocorre
uma reacdo de oxirreducdo entre o anion gerado e o reagente de Folin, no qual o
molibdénio sofre reducédo, ocasionando a mudanca de cor do meio reacional de amarela
para azul e o composto fendlico é oxidado, como pode ser observado na Figura 34
(OLIVEIRA et al., 2009).
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Figura 34: Reacdo tipica do acido galico com o ion molibdénio presente no reagente de

Folin.
Fonte: Oliveira (2009).

A partir da determinacdo das absorvancias obtidas para as amostras de

concentragdo conhecida de &cido gélico foi tragada uma curva de calibragdo (Figura 35).
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Figura 35: Curva de calibracdo para a determinacdo espectrofotométrica de fendis totais

(Método Folin-Ciocalteau).

A partir dos valores de absorvancia medidos das amostras em 760 nm e
empregando-se a equacao da reta obtida pela curva de calibracéo do acido galico, foram
obtidos os teores de fendis totais, expressos em miligrama equivalente de acido géalico

por grama de amostra, mostrados na Tabela 10.

Tabela 10: Teor de fendis totais (expresso em mg EAG por grama de amostra) nos

extratos em etanol e nas parti¢es de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc.

Amostra Folha Casca Casca Madeira
interna externa
Extrato em etanol 309 +4 346 + 2 771,2+2,7 130+ 2
Particdo em cicloexano 575+1 82,3+0,6 27,7+27 -
Particdo em diclorometano 139+1 2411 125+1 -
Particdo em metanol-a4gua 9:1 - 37121 - -

Os extratos em etanol da folha e da casca interna e a particdo em metanol-agua
9:1 da casca interna apresentaram a maior quantidade de fenois totais. Em comparagédo
com os teores encontrados para Campomanesia pubescens O. Berg (gabiroba peluda),
também estudada por nosso grupo (ROCHA 2011a,b), que foram de 115 e 114 mg de
EAG g' (para folha e casca, respectivamente), e em comparacdo com a Eugenia
umbelliflora (pitanga), 128 e 106 mg de EAG g™ para folha e casca, respectivamente,
(MAGINA et al., 2010) estes valores para o0s extratos da folha e da casca interna sdo
superiores.

A particdo em diclorometano também apresentou bons conteddos de fendis

totais, em relacéo aos trabalhos acima citados. As particdes em cicloexano das amostras
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foram as que resultaram na menor quantidade de fendis totais. Este fato pode ser
atribuido ao efeito do solvente, dada a sua apolaridade. Uma vez que 0s compostos
fendlicos possuem grupos hidroxila e carbonila, existe uma maior afinidade destas

estruturas com solventes polares, como o etanol e metanol.

5.4.3 Determinacéo do teor de taninos condensados (proantocianidinas)

Os taninos condensados ou proantocianidinas sao amplamente encontrados no
reino vegetal. Sdo produtos do metabolismo secundario e possuem imensa diversidade
estrutural, devido aos padrbes de substituicdes entre as unidades flavanicas, variagoes
nas posicOes de suas ligaces e na estereoquimica de suas moléculas. Este fato acarreta
dificuldades na sua determinacao analitica (MONTEIRO et al., 2005).

A metodologia empregada baseia-se na reacdo da vanilina com o0s taninos
condensados, formando complexos coloridos que absorvem em 500 nm (Figura 36). O
método depende do solvente usado, da concentracdo do &cido, do tempo da reacdo, da

temperatura e da concentracdo da vanilina (SCHOFIELD et al., 2001).

vanilina

CH,0 cH
ﬁ ’
o coloraciio vermelha

Figura 36: Reacdo tipica da vanilina com uma proantocianidina. A seta aponta para um

segundo local potencialmente reativo.
Fonte: Schofield (2001).

A partir da determinacdo das absorvancias para as amostras de concentracoes de

catequina conhecidas, foi tragado uma curva de calibragéo, apresentada na Figura 37.
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Figura 37: Curva de calibracdo para a determinacdo espectrofotométrica de

proantocianidinas (Método da Vanilina).

A partir dos valores de absorvancia medidos das amostras em 500 nm, e
empregando-se a equacao da reta obtida pela curva de calibracdo da catequina, os teores
de proantocianidinas (taninos condensados) foram obtidos e expressos em miligrama

equivalente de catequina por grama de amostra (Tabela 11).

Tabela 11: Teor de proantocianidinas nos extratos etanélicos e nas parti¢des (em mg

ECAT por grama de amostra) de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc.

Amostra Folha Casca Casca Madeira
interna externa
Extrato em etanol 109+1 328+1 199+03 18410
Particdo em cicloexano 322+14 102+1 8,5+0,3 -
Particdo em diclorometano 52,0 £ 2,2 253+ 3 28,1+1,4 -
Particdo em metanol-a4gua 9:1 - 410+ 3 - -

Os extratos em etanol da folha e da casca interna e a particdo em metanol-agua
9:1 da casca interna aqui também apresentaram as maiores quantidades deste polifenol,
com valores entre 102 a 410 mg ECAT g™ de amostra. O rendimento do extrato em
etanol para as diferentes partes da planta decrescem na seguinte ordem: casca interna,
folha, casca externa, e madeira. Estes resultados sdo bem superiores aos encontrados por
Rocha e outros (2011b) para Campomanesia pubescens O. Berg.

A particio em diclorometano também apresentou bons conteudos de
proantocianidinas quando comparados aos trabalhos logo acima citados. A casca
externa apresentou a menor quantidade de proantocianidinas também na particdo em

diclorometano. As amostras estudadas na particdo em cicloexano foram as que
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resultaram na menor quantidade de proantocianidinas, a exemplo do que aconteceu com
o teor de fendis totais.

O uso de drogas contendo taninos esta relacionado com as propriedades
adstringentes que esses possuem. Algumas propriedades dos taninos ja foram
comprovadas, como efeito antidiarréico, antisséptico e na precipitacdo de proteinas,
ajudando nos processos de cura da pele, como feridas, queimaduras e inflamacoes
(MONTEIRO et al., 2005). Enquanto que as plantas se utilizam destes compostos para

seu mecanismo de defesa a exposicdo térmica e mecanica.
5.4.4 Andlise quantitativa da atividade antioxidante

A metodologia para verificar a capacidade antioxidante baseia-se em avaliar a
atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH), que possui
coloragdo violeta, e absorve em 517 nm. Numa reacdo tipica (Figura 38), o radical
DPPH é reduzido e forma-se a 2,2-difenilpicrilidrazina (DPPH-H) por meio da a¢do do
antioxidante (A—H), originando uma solu¢do de coloracdo amarela. Através do
decréscimo da absorvancia, determina-se a porcentagem de atividade antioxidante, ou
seja, a quantidade do radical DPPH que é consumido pelo antioxidante ou a
porcentagem do radical livre DPPH que permanece no meio reacional (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2009).

SSSIR=S<}

|
Ne + A-H A
O2N NO; 02N NO;
NO2 NO2
DPPH DPPH-H
violeta, 517 nm incolor

Figura 38: Esquema da reagdo tipica entre o radical DPPH e o antioxidante genérico
(A—H).
Fonte: Halliwell; Gutteridge (2007).

Os compostos com acgdo antioxidante possuem a capacidade de reagir com 0s
radicais livres e transforma-los em espécies estaveis nao reativas (Figura 39). Esta
reatividade impede que os radicais ataquem as células, causem danos ao DNA ou oxide
lipidios e proteinas. (TEIXEIRA; SILVA, 2011).
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Figura 39: Reacdo tipica de reducdo do radical DPPH pelo flavonoide antioxidante

quercetina.
Fonte: Teixeira; Silva (2011).

5.4.4.1 Construcéo da curva de calibracdo do DPPH

A partir da determinacéo das absorvancias para as amostras de concentragdes do

radical DPPH conhecidas, foi tracada uma curva de calibragéo, apresentada na Figura
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Figura 40: Curva de calibracdo para a determinacdo espectrofotométrica da atividade

antioxidante (Método DPPH).

5.4.4.2 Leitura das medidas de absorbancia nas amostras

Na Tabela 12 estdo as concentragdes das amostras utilizadas na determinagéo da

atividade antioxidante (AA). Todas as amostras foram testadas a partir da concentragédo

inicial (100%), diluidas em 5 concentracfes diferentes e na mesma proporcao: 83 % -

66 % - 49 % - 32 % - 15 %. Na analise, para obter o valor do CEs é necessario que o
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valor de 50% na porcentagem de DPPH remanescente (Equacdo 4) esteja entre a

concentracéo 100% e 15%.

Tabela 12: Concentracdo inicial (100%) em ppm das amostras na cubeta na

determinacdo da AA dos extratos e particGes de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc.

Amostra Folha Cascainterna Cascaexterna Madeira
Extrato em etanol 25 10 50 50
Particdo em cicloexano 100 50 200 -
Particdo em diclorometano 25 10 50 -
Particdo em metanol-agua 9:1 - 10 - -

A partir da Equacdo 5, a porcentagem da atividade antioxidante foi calculada, no
tempo de 60 minutos. A atividade antioxidante (AA, em %) para a concentracao inicial
das amostras na cubeta e apds 1 hora de reacdo estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: Porcentagem de atividade antioxidante (% AA) para as concentracdes

iniciais (em ppm) das amostras na cubeta.

Amostra Folha  Cascainterna Cascaexterna Madeira
Extrato em etanol 93,7 75,9 45,1 92,8
Particdo em cicloexano 39,6 84,7 92,3 -
Particdo em diclorometano 86,8 78,6 92,9 -
Particdo em metanol-agua 9:1 - 93,7 - -

Os graficos obtidos da cinética da atividade antioxidante das amostras nas seis
concentracdes estdo apresentados nas figuras 41 a 43.
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Figura 41: Gréficos da cinética de atividade antioxidante para: a- extrato em etanol da

folha; b- particdo em cicloexano da folha; c- particdo em diclorometano da folha; d-

extrato em etanol da madeira.
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Figura 42: Graficos da cinética de atividade antioxidante para: a- extrato em etanol da
casca interna; b- particdo em cicloexano da casca interna; c- particdo em diclorometano

da casca interna; d- particdo em metanol:agua 9:1 da casca interna.
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Figura 43: Graficos da cinética de atividade antioxidante para: a- extrato em etanol da

casca externa; b- particdo em cicloexano da casca externa; c- particdo em diclorometano

da casca externa.

Para comparacédo das atividades antioxidantes (AA) das amostras, foi construido

um gréfico normalizado, dividindo-se a porcentagem de AA dos extratos e das parti¢des

pela concentragéo inicial das amostras, na cubeta. O grafico obtido esta apresentado na

Figura 44.
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Figura 44: Gréafico comparativo normalizado da atividade antioxidante (AA, em %) para
as amostras, apos 1hora de reacéo.

Pode-se verificar através do grafico que as melhores porcentagens de atividade
antioxidante da folha foram obtidas para o extrato em etanol e para a particdo em
diclorometano. Para a casca interna, as melhores porcentagens de AA foram obtidas nas
particGes em metanol-agua 9:1, em diclorometano e no extrato em etanol, nesta ordem.
A particdo em cicloexano foi a que apresentou menor AA. Estes fatos tém correlacao
direta com os teores de fendis totais e de proantocianidinas ja discutidos. Desta forma,
pode-se concluir que a casca interna é a amostra com o melhor potencial atividade

antioxidante.

5.4.4.3 Concentracao Efetiva (CEso)

Os resultados da atividade antioxidante (AA) dos extratos estudados também
podem ser expressos atraves da concentracdo efetiva média (CEsp) que representa a
concentracdo de amostra necessaria para sequestrar 50% do radical livre DPPH. Assim,
o valor do CEs foi calculado a partir da Equacéo 4 (item 4.5.5.2). Os valores obtidos

estdo na Tabela 14.
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Tabela 14: Valores de CEsp (em ppm) para extrato em etanol e particbes estudadas de

Kielmeyera coriacea.

Amostra Folha Casca Casca Madeira
interna externa
Extrato em etanol 10,6 £ 0,7 59+0,1 55,2+17 255+39
Particdo em cicloexano 133+2 16,0+ 1,7 70,1+0,4 -

Particdo em diclorometano 12,7+06 6,6+0,9 21,1+0,8 -

Particdo em metanol-agua 9:1 - 43+0,3 - -

Os melhores resultados para o valor de CEs foram encontrados na casca interna
(extrato em etanol, particdo em diclorometano e particdo em metanol-agua 9:1) como
pode ser observado na Tabela 14. Essas amostras também foram as que apresentaram a
maior quantidade de compostos fendlicos e a melhor % de AA.

Comparando os resultados obtidos com dados da literatura, verifica-se que o
valor de CEsy encontrado para a folha de Kielmeyera coriacea foi maior que o
encontrado para as particdes em acetato de etila e em butanol, da folha de Kielmeyera
variabilis (planta também encontrada no cerrado), a qual apresentou CEs, de 3,5 € 4,4
ppm, respectivamente (COQUEIRO, 2010).

Em comparacdo com os extratos e fracGes da folha da espécie Garcinia
xanthochymus, conhecida como falso mangostdo, (FERNANDES, 2009) e que pertence
também a familia Clusiaceae, os resultados de CEsy do extrato em etanol e da particao
em diclorometano da folha de K. coriacea foram similares (Tabela 15).

Tabela 15: Valores de CEsp de extrato e fracOes da folha de Garcinia xanthochymus
(FERNANDES, 2009).

Extratos e fracfes CEso (ppm)
Extrato em etanol 11,7
Fracdo em acetato 12,1
Fracdo em butanol 17,8

Estes resultados para extrato em etanol e particdo em diclorometano da folha séo
bem superiores aos resultados encontrados para esta parte aérea de trés plantas
medicinais do semi-arido nordestino (SOUZA et al, 2007), regido proxima ao cerrado.

Comparando-se o valor de CEs do extrato em etanol da casca interna com o resultado
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(27,59 ppm) para 0 mesmo extrato de Terminalia brasilienses camb. (conhecida como
catinga de porco), neste mesmo trabalho, temos um resultado para K. coreacea muito
superior.

O resultado de CEs para a particdo em cicloexano da folha foi alto, revelando
um baixo efeito de sequestro do radical livre DPPH. Semelhante efeito foi observado
para a particdo em outro solvente apolar, o hexano, das folhas de Campomanesia
pubenscens (CARDOSO et al., 2008).

Segundo padrdes da literatura, o valor de CEsp menor que 50 ppm é considerado
um resultado muito ativo, de 50 — 100 ppm € moderadamente ativo, de 100 - 200 é um
pouco ativo. Entretanto um valor acima de 200 ppm é considerado um resultado inativo
(REYNERTSON et al., 2005). Comparando os resultados encontrados nas amostras
estudadas com estes padrdes, oito amostras sdo muito ativas em relacdo a capacidade
antioxidante, duas sdo moderadamente ativas e 1 € pouco ativa. Pode-se concluir, em
geral, que esta planta do cerrado possui atividade antioxidante significativa, uma vez
que a maioria das amostras demonstrou serem ativas frente ao radical livre DPPH.

Em geral, a boa atividade antioxidante estd relacionada com a presenca de
compostos fendlicos, como flavonoides, antocianinas, taninos e é&cidos fendlicos
(derivados do &cido hidroxicindmico e do &cido hidroxibenzoico) (DEGASPARI;
WASZCZYNSKY/J, 2004). Desta forma, as amostras aqui estudadas que apresentaram
os melhores resultados de CEsy foram as mesmas que apresentaram a maior quantidade
de fendis totais e proantocianidinas. Além da propriedade antioxidante os compostos
fendlicos possuem propriedades fisiologicas como: antialergénica, antiarteriogénica,
anti-inflamatoria, antimicrobiana, antitrombotica, cardioprotetiva e vasodilatadora
(ANDREO; JORGE, 2006).

5.5 ANALISE ESPECTROSCOPICA NO INFRAVERMELHO

A espectroscopia de absor¢do no IV é uma técnica analitica que permite a
determinacédo dos grupos funcionais de uma amostra. Cada grupo funcional absorve em
uma frequéncia caracteristica de radiacdo na regido do I1V. Assim, através do gréafico de
intensidade de radiacdo versus frequéncia, € possivel identificar os principais grupos
funcionais presentes em uma amostra desconhecida.

Os espectros no infravermelho obtidos para os extratos estudados estdo
apresentados nas Figuras de 45 a 48.
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Figura 45: Espectros de infravermelho de trés extratos obtidos da casca externa de K.

coriacea.
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Figura 46: Espectros no infravermelho de extratos da casca interna da K. coriacea.
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Figura 47: Espectros no infravermelho de extratos da folha da K. coriacea.
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Figura 48: Espectro no infravermelho do extrato em etanol da madeira de K. coriacea.
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Na faixa de 3000 a 3500 cm™ foram observadas bandas de absorcdo alargadas.
Essa regido é caracteristica da absorcdo da vibracdo de deformacdo de grupos OH em
ligagdo de H inter- e intra-moleculares. Em todos os espectros foram observadas
absorcdes na faixa de 2950 a 2850 cm™, atribuidas normalmente & presenca de grupos
metilas (deformacdo C-H de grupos CHgj), o que confirma a presenca de estruturas
alifaticas. Nos espectros da casca externa, essa banda de absorcao foi mais evidente para
a particdo em cicloexano e para o extrato em etanol, provocando uma diminui¢do na
banda de absor¢do caracteristica de hidroxila. Nos espectros da casca interna e da folha,
verifica-se, com mais evidéncia, a banda caracteristica de grupamentos alifaticos na
particdo em cicloexano. Pode-se inferir que, as particdes em cicloexano das amostras
possuem compostos com estruturas alifaticas, fato que fica comprovado, ao observar 0s
espectros de 1V para estas amostras. No espectro de IV do extrato em etanol da madeira,
também é observado a banda de absorcdo de alifaticos, porém com menor intensidade
que as observadas nas parti¢cdes em cicloexano.

Na regi&o de 1700 cm™, foram observadas bandas caracteristica de carbonilas.

As bandas de absorcdo atribuidas a presenca de grupamentos fendlicos séo
encontradas habitualmente na regido entre 1290 e 1350 cm™.

Para a regido de absorcao correspondente a de formacdo de CH aromatico (800-
950 cm™), as absorcdes foram distintas entre os diferentes tipos de extratos. O mesmo
foi observado para as absorcdes na regido de impressao digital (de 500 a 750 cm™).

A Tabela 16 mostra as principais bandas de absorcao nos diferentes extratos das

amostras estudadas.

Tabela 16: Principais absor¢Ges dos espectros no infravermelho das amostras analisadas

de K. coriacea.

Numero de onda Grupo funcional Comentarios
(cm™) Extrato
3000 - 3500 deformacdo axial da -Particdes em diclorometano da casca
ligagio O—H externa, casca interna e folha;

-Extrato em etanol da casca interna,
casca externa, folha e da madeira;
- Particdo em cicloexano da casca

externa, casca interna e folha;




- Particdo em metanol-agua da casca

interna.
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2950 e 2850

deformacéo axial de CH3

-Particdo em cicloexano da casca
externa, da casca interna e folha;
-Extrato em etanol da casca externa e

da madeira.

1760 - 1700

deformacdo da ligagédo

C=0 de carbonilas

-Particdo em diclorometano da casca
externa, casca interna e folha;
-Particdo em cicloexano da casca
externa, casca interna e folha;
-Extrato em etanol da casca externa,
casca interna e folha;
-Particdo metanol-agua da casca
interna;

-Extrato em etanol da madeira.

1500

deformacdo das ligacGes
C-He C=Cde

aromaticos

-Particdo em diclorometano da casca
externa;
-Particdo em cicloexano da casca
externa;
-Extrato em etanol da casca externa,

folha e madeira.

1290 - 1350

deformacdo das ligacGes
C-O de fenois

-Particdo em diclorometano da casca
externa, casca interna e folha;
-Particdo em cicloexano da casca
externa, casca interna e folha;
-Extrato em etanol da casca externa,
casca interna e folha;
-Particdo em metanol-agua da casca
interna;

-Extrato em etanol da madeira.

1200-1050

deformagéo da ligagéo
C—O de alcodis e éteres

-Particdo em diclorometano da casca
interna e folha;

-Particdo em cicloexano da casca
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interna;
-Extrato em etanol da casca interna,
folha e madeira;

- Particdo em metanol-agua da casca

interna.
930-810 deformagéo C-H de Particdo em diclorometano da casca
aromatico externa, casca interna e folha;

-Particdo em cicloexano da casca
externa, casca interna e folha;
-Particdo em diclorometano da casca

externa, casca interna e folha.

Os espectros de IV dos extratos foram bastante similares. A principal absorgéo
que pode diferencia-los é em 2950 e 2850 cm™, (deformacdo axial de alcanos) que
aparece principalmente nas particbes em cicloexano da casca externa, casca interna e
folha, e no extrato em etanol da casca externa e madeira, com absor¢des especificas na

regido de impressao digital.

5.6 FRACIONAMENTO POR CROMATOGRAFIA EM COLUNA PARA AS
AMOSTRAS COM MELHORES CEsg

A triagem fitoquimica € um procedimento muito utilizado na determinacdo da
composi¢do quimica de plantas, permitindo identificar quais substancias estdo presentes
na amostra e descobrir qual a rota biossintética de origem (DORES, 2007).

Antes de fazer o fracionamento em coluna, as amostras com o melhor resultado
de CEsp (particdo em metanol-agua 9:1 e particdo em diclorometano da casca interna)
foram analisadas em CCD. O extrato em etanol da casca interna ndo foi testado porque
neste extrato estdo solubilizadas varias substancias quimicas, enquanto nas particdes 0s
constituintes estdo separados por afinidade nos solventes usados nas parti¢oes.

A particdo em diclorometano da casca interna resultou no melhor fator de
retencdo em CCD para o fracionamento em coluna. A particdo em metanol-agua 9:1 da
casca interna, por ser uma amostra muito polar, ndo resultou em uma boa separagdo na

silica, pois a silica apresenta grupos O—H em sua superficie que, durante sua ativagdo
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por aquecimento disponibiliza ligagbes O-H (Figura 49), permitindo maior interacao

destas ligacGes com 0s compostos polares presentes na particéo.

O === H===0 373-423 K 0 0

Figura 49: Esquema da reacéo de ativacao da silica por aguecimento.
Fonte: Costa (2007).

Na Figura 50, estd representado sob a forma de fluxograma o fracionamento
cromatografico. A escolha da sequéncia dos solventes foi realizada ap6s monitoramento
por cromatografia em camada delgada (CCD) com silica gel (MATQOS, 1997). Ao todo,

foram obtidas 17 fracOes.
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da casca interna.
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5.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AA), APOS FRACIONAMENTO EM
COLUNA, DA PARTICAO DICLOROMETANO DA CASCA INTERNA

A avaliacdo da atividade antioxidante (AA) de todas as 17 fracGes foi realizada
com o objetivo de verificar qual das fracGes tinha a melhor atividade antioxidante. A
andlise da atividade antioxidante (AA) foi realizada uma Unica vez para todas as
fracOes. Para aquelas que apresentaram o melhor resultado foi repetida a anélise para o
calculo do CEsg. A Tabela 17 mostra a concentracdo usada e a porcentagem de
atividade antioxidante (AA), apés 1 h de reacdo, para cada fracdo. Estdo destacadas

nesta tabela as fragdes 4, 5, e 6, que apresentaram a mais alta porcentagem de AA.

Tabela 17: Atividade antioxidante (AA, em %) para as fracGes obtidas apds

fracionamento em coluna da particdo em diclorometano da casca interna.

Fracoes Concentracgéo (ppm) AA (%)
1 500 50,77
2 500 57,61
3 100 43,90
4 100 93,74
5 100 93,13
6 100 95,49
7 100 38,36
8 100 52,62
9 100 44,20
10 100 40,10
11 300 90,46
12 300 46,30
13 300 63,24
14 300 74,15
15 300 69,51
16 300 27,48
17 300 21,20

Os valores de CEsp obtidos a partir das atividades antioxidantes (%) para as

fragdes 4,5, e 6 estdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18: Valores de CEs das fragdes 4, 5, e 6.

Fracoes 4 5 6

CEso (ppm) 47+x11 48+11 43+0,1
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Os resultados de CEsg para as fragdes 4, 5, e 6 foram praticamente iguais. 1sso
indica que em todas as fragcbes existem substancias com alto potencial de combater

radicais livres.

5.7.1 Analise dos extratos 5 e 6 por CLAE

As fraces 5 e 6 foram analisadas em CLAE a fim de obter o perfil
cromatografico das amostras. Foram preparadas solucdes (1000 ppm) em metanol das
fracdes. Foi obtido pequena quantidade da amostra 4 (0,06 g), o que impossibilitou a
continuacdo da analise para essa fracdo. Além deste fato, essa fracdo dissolve-se com
dificuldade em metanol, solvente utilizado na analise em CLAE. A escolha do
comprimento de onda () a ser utilizado foi feita atraves da analise do espectro de UV
da fracdo 6 (Figura 51-6) em que o pico de maior intensidade apresentou maior

absorcdo em 220 nm. Nesse comprimento de onda obteve-se 0 maior nimero de picos.
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Figura 51: Espectros na regido do UV para os principais picos eluidos nos
cromatogramas da Figura 51: 1 = pico em 29 min fracdo 5; 2 = pico em 30 min fragdo 5;
3 = pico em 32 min fracdo 5; 4 = pico em 48 min fracdo 5; 5 = pico em 30 min fragéo 6;

6 = pico em 48 min fracéo 6.
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Os cromatogramas obtidos por CLAE das fracGes 5 e 6 estdo apresentados na Figura
52.

mAU

mAU

minutos

Figura 52: Cromatogramas obtidos por CLAE das fraces 5 e 6. Condi¢des: Coluna C18
(4,6 mm d.i. x 25 cm comprimento); gradiente solucdo 5% de KH,PO, 0,2 mol L™ —

metanol; fluxo de 0,7 mL min; detector a 220 nm.

Através da andlise dos cromatogramas verificou-se que as duas fracoes
apresentam picos no mesmo tempo de retencdo e em intensidades diferentes. A fragdo 5
apresentou 4 picos principais: em 29 min, 30 min, 32 min e 48 min. O pico de maior
intensidade € o de 29 min. A fragdo 6 apresentou um pico majoritario em 48 min. Esse
pico apareceu na fragdo 5 em menor intensidade. A analise serve para mostrar quantos
compostos as fragdes possuem e indicar um possivel grau de “pureza” das fragdes, pois
quanto menor a quantidade de picos mais pura esta a fragdo. E necessario realizar outro
fracionamento em coluna para separar 0s constituintes das fracdes. Esse procedimento
sera realizado posteriormente e fara parte das analises a serem realizadas na continuagéo
do trabalho.
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A avaliacédo da atividade antimicrobiana através da CIM mostrou que os extratos

e particOes de diferentes partes aéreas de K. coriacea possuem diferentes niveis de

atividade contra cada estirpe bacteriana estudada (Tabela 19). Quanto menor o valor de

CIM, melhor a atividade antimicrobiana das amostras. E resultados de CIM menores de
100 pg mL™ s&o considerados promissores (RIOS; RECIO, 2005).

Tabela 19: Resultados da concentracdo inibitéria minima para 0s extratos e as particoes

de Kielmeyera coriacea.

RESULTADOS - pg mL™

AMOSTRAS AEROBIAS ANAEROBIA
S. mitis S.mutans  S.sanguinis  A. naeslundii
ATCC 49456 ATCC 25175 ATCC 10556 ATCC 19039
Extrato em etanol da casca 3,1 50 25 100
interna
Particdo em cicloexano da casca 25 6,2 6,2 6,2
interna
Particdo em diclorometano da 400 400 > 400 > 400
casca interna
Particdo em metanol-agua da 400 > 400 > 400 200
casca interna
Extrato em etanol da folha 400 > 400 400 200
Particdo em cicloexano da folha > 400 > 400 200 > 400
Particdo em diclorometano da 200 > 400 > 400 400
folha
Extrato em etanol da casca > 400 > 400 400 > 400
externa
Particdo em cicloexano da casca 400 > 400 > 400 > 400
externa
Particdo em diclorometano da > 400 > 400 400 400
casca externa
CONTROLE 3,688 3,688 1,844 1,844

Clorexidina
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Houve atividade de todos os extratos parti¢ces frente aos microrganismos bucais

S. mitis, S. mutans, S. sanguinis e A. naeslundii, avaliada pelo método de microdiluigao.

Para a bactéria anaerobia A. naeslundii estudada os valores de CIM das amostras
estiveram entre 6,2 e 400 ug mL™. A amostra mais ativa frente & bactéria anaerébia foi
a particdo em cicloexano da casca interna com um valor excelente de CIM (6,2 pg mL"
1). As bactérias anaerébias sio mais resistentes que as aerébias porque possuem uma
bicamada fosfolipidica na sua parede celular.

Para as bactérias aerébias os valores de CIM estiveram entre 3,1 e 400 pg mL™.
Os resultados demonstram que 0s extratos e particdes da casca externa, extrato em
etanol da folha e particdes em metanol-agua e em diclorometano da casca interna nédo
inibiram o crescimento das bactérias em concentracdes menores que 400 pg mL™,
enquanto as particdes em cicloexano e em diclorometano da folha ndo inibiram o
crescimento de bactérias aerobias em concentragdes menores de 200 ug mL™.

As amostras mais ativas frente as bactérias aerobias foram o extrato em etanol da
casca interna (com valores de CIM de 3,1, 25 e 50 pg mL™); e a particio em cicloexano
da casca interna (com valores de CIM de 6,2 e 25 pg mL™). Nessas duas amostras 0s
resultados de CIM foram bastante significativos e promissores.

Dessa forma, essas amostras possuem potencial de utilizacdo na prevencdo da
carie e em lesbes mais complexas, como as periodontites (perda de fibras e 0sso) e
infeccdes endodonticas (infeccdo no canal do dente).

Duas substancias isoladas do extrato em diclorometano das folhas e caules de K.
coriacea, a aucapurina e a 1,3,7-triidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona (Figura 26, p.
43 — substancias 1 e 5) foram testadas contra as bactérias Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados de CIM
para a substancia 1 (aucuparina) frente a estas bactérias foram de 12,5, 100, 3,1 e 100
ng mL™, respectivamente. E os valores de CIM para a substancia 5 (uma xantona)
foram de 12,5, <100, 12,5 e <100 pug mL™, respectivamente. Para substancias isoladas,
valores de CIM menores de 10 ug mL™ sdo promissores. Assim, pode-se concluir que o
valor de CIM para a aucuparina frente a bactéria Bacillus subtilis foi bastante
significativo.

Nesse contexto, pode-se verificar que a particdo em cicloexano da casca interna,
no geral, foi a amostra mais ativa frente aos microrganismos testados, com resultados de
CIM (6,2 pg mL™Y), para as bactérias S. mutans, S. sanguinis e A. naeslundii. Esse

resultado para uma particdo € bastante promissor e indica que essa particdo tem
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potencial significativo para combater microrganismos bucais. Vale aqui ressaltar que o
resultado de CIM (25 pg mL™) desta particdo é cerca de 5000 vezes mais eficiente
frente a S. mitis, do que o composto puro Timol, regularmente encontrado em
formulacGes farmacéuticas (colutérios e dentifricios) encontradas no mercado brasileiro
para o controle bacteriano bucal (LIMA et al., 2009).

Os resultados de CIM igual a 6,2 pg mL™ da particdo em cicloexano da casca
interna é superior ao observado para o extrato em diclorometano do caule de Kielmeyera
cuspidata contra M. luteus, que exibiu uma CIM de 7,8 pg mL™, e chega a ser
significativo frente a CIM de 3,9 pg mL™ do cloranfenicol, antibiético utilizado como
controle positivo (SOBRAL et al., 2009). A Tabela 20 mostra os valores de CIM para o
extrato em diclorometano do caule de Kielmeyera cuspidata Saddi (SOBRAL et al.,
2009).

Tabela 20: Concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato em diclorometano do caule
de Kielmeyera cuspidata (SOBRAL et al., 2009).

Microrganismos Extrato em diclorometano (ug mL™)
Bacillus subtilis ATCC 6633 15,6
Staphylococcus aureus ATCC 6538 31,2
Streptococcus mutans ATCC 5175 31,2

Micrococcus luteus ATCC 10240 7,8

Escherichia coli ATCC 94863 > 500
Pseudomonas aeruginosa > 500
Salmonela choleraesuis ATCC 14028 > 500

Comparando os resultados de K. coriacea com os resultados de CIM do extrato
em diclorometano do caule de K. cuspidata, pode-se verificar que este foi mais ativo
frente a bactérias aerdbias do que as parti¢cdes em diclorometano de diferentes partes de
K. coriacea. Os resultados demonstram que a particdo em diclorometano da folha de K.
coriacea ndo conseguiu inibir o crescimento bacteriano em concentracdo menor do que
200 pg mL™ e o extrato em diclorometano do caule de K. cuspidata exibiu CIM de 7,8
ug mL™,

Sdo encontrados poucos estudos sobre atividade antimicrobiana de Oleos
essenciais frente a bactérias bucais ( BOTELHO et al., 2007; SEGHATOLESLAMI et
al., 2009; MECCIA et al., 2007; SCHENEIDER et al., 2008; SILVA et al., 2010). Em
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recente trabalho realizado por Rocha e outros (2011b) foi observado que os 0leos
essenciais da raiz, caule, folhas e frutos da planta do cerrado Campomanesia pubescens
O. Berg (gabiroba peluda) exibiram importante efeito antimicrobiano (Tabela 21) contra
S. mitis, S. mutans e S. sanguinis, também aqui estudados. Como se pode observar, 0s
resultados obtidos pelos extratos e particdes da K. coriacea (Tabela 19) sdo , em geral,

bem superiores.

Tabela 21. Efeito inibitorio dos 6éleos essenciais para diferentes partes de C. pubescens

contra organismos aerobicos bucais (ROCHA, 2011b).

] _ Microrganismos (CIM pg mL™)
Oleo essencial

S. mitis S. mutans S. sanguinis
do fruto 500 500 1000
da folha 500 500 1000
do caule >2000 >2000 >2000
da raiz >2000 >2000 2000

Em recente trabalho de Montanari e outros (2011) a composi¢do quimica e a
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de diferentes espécies de Verbanaceae foi
comparada. Neste trabalho, estes Oleos foram caracterizados com alto teor de
sesquiterpenos como o trans-cariofileno, o D-germacreno e o biciclogermacreno como
0s principais componentes.

A presenca de trans-cariofileno no 6leo essencial da folha de K. coriacea (15%)
pode explicar, sinergeticamente com outros sesquiterpenos oxigenados, a boa atividade
antimicrobiana do extrato em diclorometano, uma vez que ja foi comprovada a sua acéo
antibacteriana também por Deena e Thopppil (2000).

O bisabolol presente no oleo essencial da casca interna de K. coriacea (5,1%)
também apresenta atividade antimicrobiana (HERNADEZ, 2005). Sinergeticamente
com outros compostos de baixa concentragdo podem exercer a boa atividade

antimicrobiana do extrato ndo polar em cicloexano desta parte da planta.
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6 CONCLUSOES

A andlise e a quantificagdo dos constituintes quimicos das partes aéreas de
Kielmeyera coriacea (pau-santo), bem como a atividade antioxidante de seus extratos,
apresentaram resultados que confirmam a utilizacdo desta planta pelas populagdes do
cerrado. A sua casca externa apresentou alto teor de lignina, o que pode explicar o fato
da casca ser utilizada na producdo de cortica. As porcentagens obtidas para os
constituintes macromoleculares da casca interna e madeira estdo dentro da faixa de
aceitacdo para as arvores folhosas.

O oleo essencial de Kielmeyera coriacea foi analisado pela primeira vez. O 6éleo
da folha é constituido principalmente de D-germacreno, trans-cariofileno e
biciclogermacreno. No 6leo essencial da flor, o eugenol € o constituinte majoritario. Na
casca interna, os constituintes presentes em maior concentracdo foram alfa-copaeno,
alfa-trans-bergamoteno, beta-bisaboleno, E-beta-farneseno e alfa-curcumeno. Na casca
externa, os dois componentes presentes em maior concentracdo no 6leo ndo foram
identificados. A maioria dos componentes identificados sdo sesquiterpenos e alcanos. E
no 6leo da madeira, o &cido palmitico € o componente majoritario. Foi encontrada uma
grande concentracdo de alcanos, (tricosano, tetracosano, pentacosano, hexacosano,
heptacosano, entre outros) que juntos representam 51,3% do dleo essencial. Em
compara¢do com o0s Oleos essenciais da Kielmeyera rugosa, houve diferencas na
concentracdo dos componentes encontrados nas folhas e flores das duas espécies. Foi
identificado, ainda, no 6leo da madeira, o 2-etilexil-3-(4-metoxifenil)-2-propenoato
(conhecido como Parsol MCX), um composto que absorve fortemente a radiagcdo UVB.
E um dleo soluvel, incolor e inodoro utilizado em varias formulagdes de protetores
solares. Pelas informacGes de atividades bioldgicas dos compostos identificados,
conclui-se que o Oleo essencial das diferentes partes da K. coriacea apresenta um
potencial significativo para a sua utilizacdo na farmacopéia nacional.

Os extratos e as parti¢Oes da folha e casca interna apresentaram altos teores de
compostos fendlicos, o que explica a boa atividade antioxidante (AA), avaliada pelo
método DPPH para esses extratos. As amostras que apresentaram os melhores
resultados de CEsp foram também as que obtiveram a maior quantidade de fendis totais
e proantocianidinas. As fracbes 5 e 6, obtidas apds fracionamento em coluna da
particdo diclorometano da casca interna, caracterizou-se com grande potencial

antioxidante.
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A analise dos extratos por CLAE das fracdes 5 e 6 obtidas do fracionamento em
coluna da partigdo diclorometano da casca interna e que apresentaram altos valores de
CEsp, mostrou a presenca de poucos compostos, ainda néo identificados neste estudo.

A andlise de infravermelho dos diferentes extratos nao permitiu identificar
diferencas na estrutura dos compostos fenolicos. Apesar da funcionalidade global muito
similar, identificou-se o efeito das partes da planta na assinatura quimica das diversas
fragdes estudadas.

Na analise da atividade antimicrobiana a particdo em cicloexano da casca
interna foi, no geral, a mais ativa frente a trés microrganismos bucais com resultados de
CIM de 6,2 pg mL™ para as bactérias S. mutans, S. sanguinis e A. naeslundii., sendo
uma amostra promissora no tratamento de infeccdes periodontais. Os extratos e as
partices da folha e casca interna apresentaram altos teores de compostos fendlicos que,
sinergeticamente, agindo com sesquiterpenos oxigenados podem explicar a boa

atividade antimicrobiana destes extratos.
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APENDICE A - METODOLOGIA PARA A DETERMINACAO DA
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

1 MICRORGANISMOS UTILIZADOS NOS ENSAIQOS

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos e das
particbes foram utilizadas as seguintes cepas padrdo, provenientes da “American Type
Culture Collection” (ATCC): Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), Streptococcus
mitis (ATCC 49456), Streptococcus mutans (ATCC 25175) e Actinomyces naeslundii,
(ATCC 19039) (Tabela 1).

Tabela 1: Microrganismos, procedéncia, morfotipos e meios de culturas utilizados na

avaliacdo da atividade antimicrobiana.

Microrganismo/Cepas Morfotipo Meio de cultura Meio de
Padrédo ATCC do indculo cultura do teste
Streptococcus sanguinis  Coco Gram positivo TSB Agar TSB
ATCC 10556
Streptococcus mitis Coco Gram positivo TSB Agar TSB
ATCC 49456
Streptococcus mutans Coco Gram positivo TSB Agar TSB
ATCC 25175
Actinomyces naeslundii Bacilo Gram Schaedler Schaedler
ATCC 19039 positivo Agar

TSB: Triptona de soja
2 MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

Os meios de cultura utilizados para a determinacao da atividade antimicrobiana
pelo método de microdiluicdo em caldo (MIC), para determinacdo da concentragdo
inibitoria minima (CIM), foram: Caldo Schaedler e Agar Schaedler suplementado para
bactérias anaerdbias e caldo triptona de soja (TSB) e Agar sangue para bactérias
aerobias, descritos abaixo.

O termo “suplementado”, encontrado no decorrer do texto, deve ser considerado
como a adicdo de 1,0 mL de solucdo de Hemina a uma concentracdo de 5,0 mg mL™ e
1,0 mL de menadione a uma concentracdo de 1,0 mg mL™ para cada 1,0 L de meio de

cultura.
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Caldo Schaedler (BD®)

Composigéo:

Digestao Pancreatica de CaSEiNa .......cccueveeiereerieiieiieseeie e see e sie e sre e ae e nae s 8,29
Digestao Peptidica de Tecido AnIMal ...........ccccoveviiiiiiieie e 2,5¢
Digestéo Papainica de farelo de SOJa ........ccccevrireiiriiiniieiee e 1,09
DEXITOSE . ——————————— 5,80
EXIrato de LEVEAUIA .......eeveeiccec ettt ettt ene e 5,09
(08 (o] =] (oI (=TS0 Lo [ o ISR 1,79
FOSTALO TIPOLASSIO ....vveeiieieieteete ettt 0,8¢
[T LT R 0,019
O] {1 - USSP 0,49
TRIS (hidroximetil) amiNOMELAN0 ..........ccccviieiieriece e 3,09

Preparacdo: Dissolveu-se aproximadamente 28,4 g desta composi¢do em 1,0 L de agua
destilada, a qual foi homogeneizada e autoclavada por 15 min a 121 + 1 °C. Apds
autoclavagem a solucdo foi suplementada com 1,0 mL de solucédo de Hemina a 5,0 mg

mL™ e 1,0 mL de solugdo de menadione a 1,0 mg mL™.

Caldo triptona de soja TSB (DB®)

Composigéo:

PePtONa A8 CASEING. ......eviitiiiiiiieiieie ettt bbbttt sb e 17,09
PEPLONA B SOJA. .. i itiietie ittt e et e e e e re e 3,09
[ T00 0L SRRSO 2,59
(O [o] =1 (030 [SIEYo 1o [ o TR 5,09
Hidrogenofosfato dIPOTASSICO. .......ccuiiuiriiiiiieieiieie e 2,50

Preparacgdo: Dissolveram-se 30,0g desta composi¢do em 1,0 L de agua destilada, a qual

foi homogeneizada e autoclavada por 20 min a 121 + 1 °C.
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Base para agar sangue (BD®)

Composigéo:

INfUSA0 de MUSCUIO CArdiACO ...cvvivveieeeiece et 2,09
Digestao pancreatica de CASEINA ........cevverieiieieerie et esie et e e ee s 13,09
[ L= (oI [T (1Y Z=To (U - 5,09
(O (0] 11 (o]0 [IEY0 1o [0 TR 5,09
N0 L | PR PPP PR 15,09

Preparacdo: Dissolveu-se 40,0g desta composicdo em 1,0 L de agua destilada. A
solucdo resultante foi aquecida e homogeneizada até a dissolugdo do po e autoclavada
por 15 min, a 121°C. Apds autoclavagem, a base foi resfriada de 45 a 50 °C e
adicionada uma solucdo de 5% de sangue desfibrinado de carneiro. 25,0 mL dessa

mistura foram colocados em placas de Petri.

Agar Schaedler (DB®)

Composigéo:

Digestao pancredtica e CASEINA..........ccieieirerieieiee e 8,29
Digestao peptidica de tecido animal.............cccoooviieiiiiiciccecc e 2,5¢
Digestao papainica de farelo de SOJa........cccvveieiieiie i 1,09
D LC Q1 (01 5,89
L= (oI [N (A VZ<To 11 R 5,09
(0 (o] =) (oI (IR To o [ To JO OSSR OPTOSURRTIN 1,79
FOSTAtO AIPOLASSIO. ...c.vieiiiiicieccie ettt ae et nas 0,89
[ (10 LT 0,49
Lo CWEINA. bbb bbb b bbbt n s 0,49
TRIS (hidroximetil) aminOMEtanO...........cccveiiiiiieiii e e 3,09
F N0 T | RS TR 13,09

Preparacdo: Dissolveu-se aproximadamente 41,9 g desta composi¢do em 1,0 L de agua
destilada. A solucéo resultante foi aquecida e homogeneizada até a completa dissolugédo
do po e autoclavada por 15 min a 121 °C. Logo em seguida, a solugdo foi suplementada
com 1,0 mL de solugdo de Hemina (5,0 mg mL™), 1,0 mL de soluc&o de menadione (
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1mg mL™?) e com solucdo 5% de sangue desfibrinado de carneiro. Em seguida, foram

distribuidos 30,0 mL da solucéo resultante em placas de Petri.

Solucéo de Hemina

Dissolveu-se 0,5 g de Hemina em 10,0 mL de solugdo NaOH a 1,0 N e
adicionou-se 90,0 mL de &gua destilada esterilizada. Apds obter a solucdo na
concentracéo final de 5 mg mL™, esta foi filtrada em membrana filtrante de 0,22 pm de

porosidade para um tubo esterilizado.

Solucéo Menadione

Dissolveu-se em frasco esterilizado 0,1g de menadione em 100,0 mL de etanol

absoluto, obtendo-se uma solucéo na concentracdo de 1,0 mg mL™.

3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos e das particdes foi
determinada pelo método da microdiluicdo em caldo (MIC) através da concentracao

inibitéria minima (CIM).

4 PREPARO DAS AMOSTRAS DOS EXTRATOS PARA O METODO DE
MICRODILUICAO

Para a realizacdo da técnica de microdiluicdo em microplaca, todas as amostras
selecionadas foram inicialmente preparadas com concentracdes de 8000 pg mL™
(solucdo de partida). Para se obter esta concentracdo, dissolveram-se 2,0 mg de cada
amostra em 250 uL de dimetilsulfoxido (DMSO). Em seguida preparam-se as seguintes

solugdes:

1-Solucdo mée para o teste de microdiluicdo em caldo para aerobios:

Retirou-se 125 pL da solugédo de partida, colocou-se em um frasco de 10,0 mL e
acrescentou-se 1875 pL de caldo TSB, obtendo-se uma nova solugdo de concentragédo
500 pg mL™,
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2-Solucdo mée para o teste de microdilui¢cdo em caldo para anaerdbios:
Retirou-se 162,5 pL da solugdo de partida e acrescentou-se 2437,5 uL de caldo

Schaedler suplementado, obtendo-se uma nova solugio de concentragio 500 pug mL™.

5 PREPARO DO INOCULO

Com o auxilio de uma alca de platina esterilizada, foram transferidas culturas de
24 horas dos microrganismos indicadores, crescidos no meio Agar triptona de soja
adicionado com solucédo 0,5% de sangue de carneiro, para tubos contendo caldo triptona
soja para 0s microrganismos aerébios; o mesmo procedimento foi utilizado para
preparacdo das bactérias anaerdbias com crescimento de 72 horas em agar Schaedler.
Padronizou-se o indculo fazendo a comparagdo deste com o tubo 0,5 (1,5 x 10® UFC
mL™) para bactérias na escala Mc Farland. Esta preparacéo do inéculo foi realizada para

todas as bactérias.

6 PREPARACAO DA DROGA PADRAO

A droga padrdo utilizada para validacdo da técnica foi o dicloridrato de
clorexidina. Primeiro pesou-se 1 mg da droga e diluiu-se em 10,0 mL de &gua destilada
esterilizada, tendo uma concentracdo final de 0,1 mg mL™. Em seguida, transferiu-se 1
mL dessa primeira diluicdo para um tubo contendo 4,0 mL de caldo Schaedler
suplementado; essa ultima diluicdo de concentracdo de 0,02 mg mL™ é a solucdo
estoque para realizacdo da técnica. Levou-se em consideracdo a poténcia de 100 % da
droga.

7 CONTROLES POSITIVOS E NEGATIVOS

Para a determinacdo de atividade antimicrobiana pelo método da microdiluicéo,
utilizou-se como controle positivo, frente aos microrganismos indicadores e dicloridrato
de clorexidina. Para 0 método de CIM, as concentracfes de dicloridrato de clorexidina
variam de 0,0115 pgmL™* a5,9 ug mL™.

Ainda realizaram-se para 0 metodo de microdiluicdo em caldo os seguintes
controles: esterilidade dos caldos TSB e Schaedler; controle da cultura (indculo);
esterilidade da clorexidina, esterilidade dos extratos e parti¢des e controle do DMSO.



116

8 METODO DA MICRODILUICAO PARA DETERMINACAO DA
CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A determinacdo de concentracdo inibitéria minima das solucbes dos extratos e
das particdes foi realizada segundo o método de microdiluicdo em caldo segundo os
padrbes CLSI para os microrganismos aerébios (CLSI, 2006) e o CLSI para os
microrganismos anaerobios (CLSI, 2007).

Realizou-se todo procedimento em capela de fluxo laminar, com os cuidados
necessarios; as vidrarias, ponteiras e 0os meios de cultura foram esterilizados. Foram
utilizadas microplacas estéreis com 96 orificios. Cada orificio recebeu indculo, caldo
triptona soja ou caldo Schaedler e amostra das solugdes preparadas. O volume final em
cada orificio foi de 100,0 pL para os microrganismos aerébios e 200,0 uL para os
anaerobios.

Avaliaram-se as amostras das solucdes nas seguintes concentragdes: 400 a 3,0
ug mL™. Determinou-se, entdo, a concentracdo minima de cada amostra capaz de inibir
0 crescimento dos microrganismos indicadores.

As microplacas foram seladas com parafilme e incubadas a 37 °C por 24 horas.
As placas que continham S. mutans, S. sanguinis e S mitis foram incubadas em
microaerofilia pelo sistema de chama/vela. Apés o periodo de incubacdo, foram
adicionados em cada orificio 30,0 pL de resazurina (Sigma) preparada em solucéo
aquosa (0,01%) para bactérias.

Este sistema revelador permite a observagdo imediata da atividade
antimicrobiana da amostra testada, sendo que a cor azul representa auséncia de
crescimento bacteriano e a cor vermelha, a presengca de crescimento bacteriano. Os
microrganismos anaerobicos sao incubados por 48 a 72 horas em camara de
anaerobiose, a 36 °C. Em seguida, utiliza-se 0 mesmo revelador (resazurina) para a
determinagéo das concentragdes inibitorias minimas (CIM) frente aos microrganismos
anaerobios.

Para todas as bactérias testadas foi realizado o controle do solvente (DMSO) nas
concentragOes de 5 a 1%. Todos os extratos e as particdes foram avaliados frente aos

microrganismos indicadores em triplicata.



