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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ATCC — (do ingles) “American Type Culture Collection”

CEs — Concentracdo efetiva média, concentracdo de amostra necessaria para sequestrar
50% dos radicais DPPH

BHT - Butil-hidroxi-tolueno

CG/EM - Cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometria de massas
CIM - Concentracao inibitéria minima

CLSI — (do inglés) “Clinical and Laboratory Standards Institute”
DMSO - Dimetilsulfoxido
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EAG - Equivalentes de acido galico
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MA — Extrato metanol-agua
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OMS - Organizagao Mundial de Saude

Part. - Particdo

PEC — Polissacarideos extracelulares
TSB — Caldo triptona soja
v v ' — Relagdo volume / volume

° C — Graus Celsius

A - comprimento de onda
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RESUMO

Neste trabalho foi realizada a analise quimica, a identificacdo dos componentes volateis,
a determinacdo da atividade antioxidante e da atividade antibacteriana da madeira,
cascas e folhas de Cordiera sessilis (Vell) Kuntze, mais conhecida como Marmelinho.
Este estudo justifica-se pois a andlise quimica da espécie Cordiera sessilis (Vell)
Kuntze ndo havia sido estudada até este momento. Extratos etanolicos de folhas, cascas
e madeira foram preparados e submetidos a andlise quimica, buscando identificar,
quantificar e, consequentemente, determinar a aplicabilidade do vegetal em uso
medicinal. As porcentagens obtidas para os constituintes macromoleculares da casca e
madeira estdo dentro da faixa de aceitacdo para as arvores folhosas. O teor de lignina de
Klason encontrado foi de 28,55 % e 24,00 %, de holocelulose foi de 20,0 % e 72,0 %
para cascas e madeira, respectivamente. Este trabalho apresenta a primeira identificacdo
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) do dleo
essencial das folhas, cascas e madeira. Foram identificados 31 componentes para as
folhas, na sua maioria &cidos organicos, totalizando 46 % do 6leo, destacando-se o
Acido n-Hexadecandico (24,73 %) e o Acido Linolénico (6,91 %). O Linalol, a-
Terpineol, (E)-Geraniol e Fitol foram os Unicos monoterpenos e diterpenos oxigenados
encontrados respectivamente, representando 5,84 % do total do 6leo. Ainda destacam-
se 0s alcodis de cadeia curta (como o Ciclohex-4-en-1-ol, o Hex-3-en-1-ol,
Hex-2-en-1-ol, 1-Hex-1-anol), totalizando 23 % do total do dleo; e os aldeidos (como o
(E)-2-Hex-2-enal (5,31 %)), totalizando 12 % do total do 6leo. Para as cascas temos
identificados 18 componentes, na sua maioria acidos graxos de cadeia longa, totalizando
88,4 % do Oleo, destacando-se o Acido Hexadecanodico (40,11 %) e o Acido
Octadecadienodico (33,2 %). Na madeira foram identificados 18 componentes, temos
outra vez a predominancia de 4cidos graxos de cadeia longa, destacando-se o Acido
Hexadecanoico (32,23 %) e o Acido n-Nonadecanoico (18,53 %), sendo que desta vez
foi encontrado o sesquiterpeno trans-Cariofileno (0,72 %). Pela analise do teor de
fendis totais através do método Folin-Ciocalteau encontramos 42,12 + 0,93 mg g~ de
amostra para as folhas e 35,23 + 0,46 mg g de amostra para as cascas. O teor de
proantocianidinas encontrado pelo método da Vanilina foi de 133,6 + 0,021 mg de
ECAT g™ de amostra para as folhas e de 111,1 + 0,023 mg de ECAT g de amostra para

as cascas. Na determinacdo da atividade antioxidante os valores do CEsy encontrados
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para as folhas foram 38,94 + 259 pg mL™ para o extrato etanélico bruto,
79,67 + 4,19 g mL? para a particdo cicloexano, 38,165 + 592 pg mL™ para a
particdo diclorometano, 17,97 + 2,72 g mL™ para a particéo acetato de etila, e 15,79
+ 1,017 pg mL™? para a particdo metanol. J& para as cascas os valores encontrados de
CEs sd0 de 39,73 + 5,01 pg mL™ para extrato etanélico bruto, 415,55 + 0,83 pg mL™*
para a particdo cicloexano e 33,24 + 0,75 pug mL™ para a particdo diclorometano. O
extratos das folhas e cascas bem como suas particdes apresentaram atividade
antibacteriana frente a micro-organismos aerébios e anaerdbios, com destaque para as
particbes em cicloexano e diclorometano das folhas que apresentaram valores de
concentracBes inibitérias minimas (CIM) de 50 pg mL™ para micro-organismos
anaerébios. A particdo cicloexano das cascas com CIM de 25 ug mL™* e as demais
particbes das folhas tiveram concentragdes inibitérias minimas variando de
200 a 400 pg mL™ para micro-organismos aerébios, e valores entre 100 a 400 pg mL™
para micro-organismos anaerobios. As particdes das cascas variaram de
25 a 400 pg mL™ para os aer6bios e para os anaerébios os valores encontrados s&o
maiores que 400 pg mL™. Comparado com outros estudos de plantas do cerrado os
valores de CIM para os extratos e particdes das folhas sdo considerados bastante

relevantes para a continuidade da busca de outras caracterizagoes.

Palavras-chave: Cordiera sessilis (Vell) Kuntze; analise quimica, 6leo essencial;

Atividade antioxidante; Atividade antibacteriana.
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ABSTRACT

In this work was carried out chemical analysis, identification of volatile components,
the determination of antioxidant activity and antibacterial activity of wood, bark and
leaves of Cordiera sessilis (Vell) Kuntze, known as marmelinho. This study is justified
because the analysis of chemical species Cordiera sessilis (Vell) Kuntze had not been
studied so far. Ethanol extracts of leaves, bark and wood were prepared and subjected to
chemical analysis, seeking to identify, quantify and therefore determine the applicability
of vegetable medicinal use. The percentages obtained for the macromolecular
constituents of the bark and wood are within the acceptable range for hardwood trees.
The content of Klason lignin was found to be 28.55 % and 24.00 % holocellulose
content was 20.0 % and 72.0 % for the shell and timber, respectively. This work
presents the first identification by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) of
essential oil from leaves, bark and wood. 31 were identified components for the sheets,
in most organic acids, totaling 46 % of oil, especially the n-hexadecanoic acid
(24.73 %) and linolenic acid (6.91 %). Linalool, a-Terpineol, (E)-Geraniol and Phytol
were only found oxygenated monoterpenes and diterpenes respectively, corresponding
to 5.84 % of total oil. Even if include short chain alcohols (such as cyclohex-4-en-1-ol,
hex-3-en-1-ol, Hex-2-en-1-ol, 1-hex-1-anol ), totaling 23 % of oil, and aldehydes
(such as (E)-2-hex-2-enal (5.31 %)), totaling 12 % of total oil. To the shells 18 have
identified components, the majority of long chain fatty acids, total 88.4% of oil,
especially the hexadecanoic acid (40.11 %) and octadecadienoic acid (33.2 %). In the
wood was identified 18 components, we have again the predominance of long chain
fatty acids, especially hexadecanoic Acid (32.23 %) and n-nonadecanoic acid
(18.53 %), and this time was found sesquiterpene trans-Caryophyllene (0.72 %). For
analysis of total phenols by Folin-Ciocalteau found 42.12 + 0.93 mg g™ sample to the
leaves and 35.23 + 0.46 mg g™ sample to the shells. The content of proanthocyanidins
found by the method of Vanillin was 133.6 + 0.021 mg ECAT g * sample to the sheets
and 111.1 + 0.023 mg ECAT g™ sample for the peel. In determining the antioxidant
activity of ECsq values found for the leaves were 38.94 + 2.59 mg mL™ for the crude
ethanolic extract, 79.67 + 4.19 mg mL™' for cyclohexane partition, 38.165 + 5,
92 mg ml™ for the partition dichloromethane, 17.97 + 2.72 mg mL™ to the partition
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ethyl acetate, and 15.79 + 1.017 mg ml™ for the partition methanol. As for the shells
found EC s values are 39.73 + 501 mg mL™ for crude ethanol extract,
415.55 + 0.83 mg mL™ for the partition cyclohexane and 33.24 + 0.75 g ml™ for the
partition dichloromethane. The extracts from the leaves and barks and its partitions
showed antibacterial activity against the micro-aerobic and anaerobic organisms,
especially the partitions in cyclohexane and dichloromethane leaf with values of
minimum inhibitory concentrations (MIC) of 50 mg mL™ for anaerobic
micro-organisms. The partition of cyclohexane shells with MIC of 25 mg mI™ and the
other partitions of the leaves had minimum inhibitory concentrations ranging from 200
to 400 mg mL™ for aerobic micro-organisms, and values between 100-400 mg ml™ for
micro anaerobic organisms. The partitions shells ranged from 25-400 mg ml™ for the
aerobic and anaerobic for the values are higher than 400 mg mL™. Compared with other
studies of cerrado plants MIC values for the extracts and partitions of the leaves are

considered very relevant to the continuing search for other characterizations.

Keywords: Cordiera sessilis (Vell) Kuntze, chemical analysis, essential oil; antioxidant

activity, antibacterial activity.



1 INTRODUCAO

1.1 O CERRADO BRASILEIRO

O cerrado brasileiro é reconhecido como a savana mais rica em biodiversidade
do mundo, contando com a presenca de varios ecossistemas. Nele encontramos uma
riquissima flora com mais de 10.000 espécies. (O cerrado brasileiro, 2010,
www.portalbrasil.net/cerrado).

A vegetacdo caracteristica do cerrado é composta por arvores de médio porte
com troncos e galhos retorcidos, cascas espessas, folhas coriaceas e raizes profundas. O
cerrado manteve-se praticamente inalterado até a década de 50. A partir da década de 70
e 80, devido ao deslocamento agricola, o cerrado teve sua area bastante modificada,
restando uma pequena area original. Estima-se que atualmente existam
aproximadamente 51,5 % de areas nativas remanescentes do Cerrado e sua perda,
principalmente pelo desmatamento para a agropecuéria, continua acelerada (MEWS et.
al., 2011).

1.2 A ESPECIE Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze, (Marmelinho)

No cerrado brasileiro encontramos a Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze, que é uma
planta rubiacea de copa baixa (Figura 1), que em muitas vezes adquire aspecto arbustivo
presente no cerrado tipico. O cerrado tipico € um subtipo de cerrado, no sentido restrito,
e apresenta vegetacdo, predominantemente arbéreo-arbustiva, com cobertura arborea de
20 a 50 % e altura entre 3e 6 m (RIBEIRO e WALTER, 2008).



Figura 1: Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze em seu habitat natural.

Fonte: Arquivo do autor.

A descricdo morfoldgica de seus frutos e sementes ja se encontram na literatura
(MATHEUS, BACELAR e OLIVEIRA, 2008). Seu fruto verde possui até 3,5 cm de
didametro e globoso (Figura 2), negro quando maduro (Figura 3), carnoso, indeiscente,

com polpa castanha adocicada.

Figura 2. Imagem do fruto verde da Cordiera sessilis (Vell.).

Fonte: Arquivo do autor.

A espécie possui frutos bacoides e com muitas sementes. Os seus frutos sao
comestiveis e também muito procurados pelos péassaros. E uma das rubiaceas brasileiras

mais saborosas, pois seus frutos lembram o gosto adocicado de batata-doce.
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Figura 3: Aspectos morfoldgicos do fruto maduro de C. sessilis (Vell.) Kuntze.
Legenda: epi = epicarpo; més = mesocarpo; sem = semente.
Fonte: MATHEUS, BACELAR e OLIVEIRA, 2008.

1.3 PLANTAS MEDICINAIS E SEUS USOS

Séo consideradas plantas medicinais todas as plantas que possuem substancias
que podem ser usadas na terapéutica, ou ainda que possam ser utilizadas como
precursoras de sintese pela indUstria quimico-farmacéutica (CONFERENCIA SOBRE
CUIDADOS PRIMARIOS DA SAUDE, 1979).

Os estudos de Almeida (1993) mencionam que o inicio da histéria da fitoterapia,
provavelmente, comecou com Mitridates, rei de Ponto, na Anatdlia (sudoeste da Asia
que corresponde, hoje, a Turquia) no Século Il a.C. Ele foi o primeiro farmacologista
experimental da historia da humanidade. Os chineses foram precursores no estudo e
utilizacdo de plantas medicinais ha mais de 5000 anos, sendo utilizadas cerca de 11.000
plantas como medicamento atualmente na China. Acredita-se que o primeiro livro a
descrever o uso de plantas medicinais € de 2700 a.C. seja de origem chinesa com a obra
intitulada de Pen Ts’ao (A Grande Fitoterapia), escrito pelo Imperador Sheng-Nung.
Entretanto, o primeiro tratado médico aceito e respeitado pela comunidade cientifica,
que inclui o uso de plantas, foi o papiro decifrado em 1873, pelo egiptélogo aleméo
Georg Ebers. Este achado, datado de aproximadamente 1500 anos antes da era Crista, e
em exibi¢cdo no Museu de Leipzig, tem como frase introdutdria “Aqui comega o livro
relativo a preparacdo dos remédios para todas as partes do corpo humano” (ALMEIDA,
E. R, 2003).

O profundo conhecimento do acervo quimico da natureza pelos povos primitivos

e pelos indigenas pode ser considerado fator fundamental para o descobrimento de
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substancias toxicas e medicamentosas ao longo do tempo. A convivéncia e 0
aprendizado com os mais diferentes grupos étnicos contribuem para o desenvolvimento
da pesquisa em produtos naturais (VIEGAS, BOLZANI, e BARREIRO, 2006). Cerca
de 70% da populacdo mundial utiliza plantas ou extratos de plantas como medicamentos
e mais de 120 medicamentos utilizados sdo derivados de plantas medicinais (LORENZI,
1998). A informacdo popular sobre o uso das plantas se constitui em um importante
critério de selecdo de material para estudo quimico, visando & sua aplicagdo medicinal.
Remédios, repelentes de insetos, venenos para peixes usados na pesca, podem fornecer
pistas para o estudo quimico de produtos naturais, ao lado de plantas conhecidas como
toxicas para 0 homem e animais.

Lamentavelmente, esse tipo de informacdo tende a desaparecer, pois 0S
costumes do meio rural em contacto com 0S meios de comunicacdo em massa,
substituem progressivamente os velhos habitos, além de proporcionar a perda de varios
destes conhecimentos pelo desaparecimento de florestas e de povos indigenas,
detentores do conhecimento destas plantas medicinais. Assim, o estudo de plantas
medicinais também colabora com 0 meio ambiente no sentido preservacionista.

Ainda, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as praticas da
medicina tradicional expandiram-se mundialmente no decorrer da Gltima década do
século XX, ganhando popularidade. Devido a isso, desde 1978 a OMS tem estimulado o
desenvolvimento de politicas publicas, a fim de inserir os medicamentos fitoterapicos
no sistema oficial de saide dos cento e noventa e um Estados-membro. A inclusdo do
Brasil na discussdo dessa politica sobre fitoterapicos deve-se ao fato de o pais possuir
ndo s6 a maior diversidade genética do mundo, abrigando cerca de 60 mil espécies
catalogadas, como também pela ampla tradi¢do no uso de plantas medicinais. Estima-se
qgue 4 mil espécies vegetais sejam utilizadas, estando intrinseca ao conhecimento
popular dos brasileiros (RODRIGUES et al., 2006). MORGAN (1994) afirma que toda
planta que contém um ou mais principios ativos em sua composic¢éo e que sao Uteis a
salde dos seres humanos sdo consideradas plantas medicinais.

A diversidade dos constituintes quimicos das plantas, a ocorréncia de pequenas
quantidades de compostos de interesse, concomitantemente com grandes quantidades de
constituintes ja conhecidos e muito comuns, ao lado de varios outros fatores
interferentes, dificulta o trabalho de isolamento e purificagdo dos principios ativos
desejados. Esses fatos tornam praticamente impossiveis o estabelecimento da

composicdo quimica completa de uma planta. Essas dificuldades podem ser
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minimizadas, quando se definem objetivos especificos para o estudo quimico das
plantas e se aplicam técnicas de prospeccdo preliminares adequadas aos objetivos
escolhidos.

Muitas vezes se busca o isolamento e a caracterizagdo de compostos de interesse
académico, por exemplo, compostos inéditos na literatura especializada, ou
intermediérios de processos de biossintese de importancia quimiotaxondmica. Outras
vezes, tenta-se encontrar e isolar substancias de interesse econémico, principalmente
novos agentes medicamentosos, ou novas fontes de compostos raros ja utilizados como
precursores de sintese destas substancias.

Trabalhos que relatam o uso de varias plantas medicinais do Cerrado pelas
populagdes locais sdo encontrados na literatura (GUARIM-NETO, 2006; MORAIS,
2003; VIEIRA; MARTINS, 2000; RODRIGUES; CARVALHO (c), 2001).

O estudo da relagdo entre os seres humanos com o ambiente, ou seja, com
recursos de flora e fauna é denominado como etnobiologia. Dentro dessa ressaltamos a
etnobotanica que relaciona estudos e interpretagcdes dos conhecimentos do uso
tradicional de elementos da flora (GUARIM-NETO, 2006). Percebemos com base
nesses estudos que as comunidades utilizam os vegetais de forma consciente,
percebendo que sua preservacao e utilizagdo sdo de fundamental importancia medicinal
e alimentar. Os vegetais podem ainda fornecer madeira utilizada para fabricar currais,
palanques, ferramentas e compensados e ainda terem aplicacdes medicinais atuando
como expectorantes, emolientes de secre¢bes e contra afec¢des bronco-pulmonares
(MORAIS, 2005).

O levantamento realizado junto as comunidades rurais do sul de Minas Gerais
apresentou as espécies mais utilizadas na medicina popular. Entre essas encontramos:
Baccharis trimera (carqueja), Bidens pilosa (picdo), Brosimum gaudichaudii
(mamacadela), Caryocar brasiliense (pequi), Heteropteris anceps (guiné-do-campo),
Lychnophora pinaster (arnica), Mikania smilacina (guaco), Strychnos brasiliensis
(quina-cruzeiro),  Strychnos  pseudo-quina  (quina-mineira),  Stryphnodendron
adstringens (barbatimao) e Vernonia polyanthes (assapeixe) entre outras. As principais
aplicacdes medicinais usadas nessas comunidades s&o: afec¢fes nos rins, reumatismo,
dores estomacais, hemorroidas, diarreias, colicas menstruais, vermes, diabetes entre
outras aplicagdes medicamentosas (RODRIGUES; CARVALHO (d), 2001). Tais fatos

demostram a importancia do estudo dos produtos naturais, mais especificamente 0s



vegetais tidos como plantas medicinais, pois muitos desses usos atribuidos aos vegetais

ainda ndo estdo devidamente estabelecidos cientificamente.

1.4 METABOLITOS SECUNDARIOS E ATIVIDADE BIOLOGICA

Os metabolitos primarios sdo geralmente macromoléculas, como por exemplo:
proteinas, acidos nucléicos e lipideos. Sdo de ocorréncia geral com funcdo importante
para manutencdo da vida. Os metaboélitos priméarios estdo presentes em cada célula
vegetal que é capaz de divisdo, enquanto que os metabolitos secundarios estdo presentes
acidentalmente e ndo séo essenciais para a vida da planta (KOSSEL, 1891).

Os metabolitos secundarios estdo presentes em todos o0s vegetais superiores e
devido a varios fatores, como alteracdes climaticas, condi¢cdes do solo (pH, nutrientes,
disponibilidade de agua, etc.), presenca ou auséncia de predadores naturais entre outros
fatores, possuem enorme quantidade de estruturas, funcGes e aplicabilidades variadas.
Essa diversidade de estruturas pode ser associada ao processo evolutivo, onde 0s
vegetais se diversificaram em ambientes variados, coexistindo em locais repletos de
bactérias, virus, fungos, insetos e animais (DIXON, 2001; FIRN e JONES, 2003).

Os metabdlitos em um determinado vegetal apresentam variagdes em suas
quantidades também. Os metabdlitos podem estar presentes em um estado ativo ou
como uma “pro-droga” ou “pro-farmaco” que é ativada por algum processo enzimatico
(WINK, 2003). Portanto, farmacos derivados de produtos naturais séo
comprovadamente importantes fontes para a producdo de farmacos, cosméticos e
agroguimicos. Os vegetais do cerrado possuem diversos metabdlitos secundarios de
origem fenodlica, denominados de polifendis. Varios estudos realizados com compostos
fendlicos, especialmente os flavonoides demonstram sua atividade antioxidante
(capacidade de captar radicais livres). Os flavonoides nos vegetais possuem funcao
protetora e estdo estrategicamente localizados nas folhas, cascas e sementes. Os
compostos fendlicos encontram-se ligados aos fendmenos bioldgicos, botanicos,
geneéticos e taxondmicos (EVARISTO, 2001).

As proantocianidinas sdo biflavondides ativos encontrados em diversas plantas.
As proantocianidinas sdo consideradas antioxidantes 20 vezes mais potentes que a
vitamina C e 50 vezes mais que a vitamina E (NATUROPATIA, 2006). As antocianinas

sdo metabdlitos secundarios pertencentes a classe dos flavonoides (WALTON et al.,
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2006). Sao encontrados em abundancia nos vegetais e responsaveis pelas coloragdes
azuis, violeta e vermelho das flores e frutos e sua principal aplicacdo industrial é como
corante natural (MARKAKIS, 1982; WROLSTAD, 2000; MALACRIDA; MOTA,
2005). A principal aplicacdo bioldgica das antocianinas € seu potencial antioxidante
(SUN et al., 2002; MEYERS et al., 2003), porém algumas outras func¢fes sdo também
atribuidas a elas, como protecdo a acdo de luz, mecanismos de defesa e fungdes
bioldgicas. As cores vivas e intensas que sdo produzidas por elas, possuem papel
importante em mecanismos reprodutores, tais como polinizacdo e dispersdao de
sementes. A atividade antioxidante das antocianinas é explicada por sua estrutura
quimica que é formada por trés anéis, que possuem ligacdes duplas conjugadas e
também hidroxilas distribuidas ao longo da estrutura que permitem o sequestro de
radicais livres, que estdo relacionados a danos celulares e doencas degenerativas
(KONG et al., 2003; SILVA et. al, 2007).
A Figura 4 apresenta a estrutura quimica das antocianinas.

RS

"'.-J“"-\. R&
e g -
o "
Fa 4
5 B
P S e D?-." T, T
- .
S .-'_f-""' T 1 "‘x'b, - \“xxxx\ﬁ. __.-"' -,
¥ F S RT
'\.ﬁ 3.-'
o e, A
A x“'xx“"x F -""..-. M"'H. 'I.-"'ﬁ". x“"'\.
- T 1
R3 “‘*:‘[-" s R1
R2

Figura 4: Estrutura quimica das antocianinas.
Fonte: LOPEZ, JIMENEZ e VARGAS, 2000.

A Figura 5 mostra o esquema do ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios

presentes nos vegetais.
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Figura 5: Ciclo biossintético dos metabolitos secundarios.
Fonte: Adaptado de SANTOS, 2004.

1.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE PLANTAS DO CERRADO

A utilizagdo de plantas medicinais para tratamento e cura de diversas doengas é
uma das formas mais antigas de praticas medicinais da humanidade. Planta com
propriedades terapéuticas tem grande importancia na medicina mundial (MINJA, 1994;
BEZERRA et al, 2006; LEITAO et al, 2006; REBELO et al, 2012).

Muitas plantas do cerrado séo usadas pela populagdo local como medicamentos
naturais para tratar varias doencas tropicais, incluindo esquistossomose, malaria,
leishmaniose, infecgbes fungicas e bacterianas, entre outras (ALVES, 2000). Em
contrapartida, devido ao desconhecimento do vegetal, possiveis efeitos tdxicos sdo
desconhecidos, bem como sua devida aplicacdo farmacoldgica. Desta forma, muitas
vezes as plantas medicinais sdo usadas de modo incorreto, ndo produzindo o efeito

esperado.



As propriedades antimicrobianas de extratos produzidos de vegetais como
consequéncia do metabolismo secundario, também sdo conhecidos h& séculos.
Entretanto, alguns desses extratos s6 foram comprovados em estudos cientificos
posteriores (JANSEN, 1987).

A atividade antimicrobiana tem sido atribuida a pequenas estruturas de
terpendides e compostos fendlicos presentes nos vegetais. Como exemplo dessas
estruturas podemos citar o timol, a carvona, o carvacrol, o mentol entre outros (DIDRY,
1993; CONNER, 1993; SMID, 1996). A Figura 6 apresenta as estruturas quimicas

dessas substancias.

OH o
o oH
(a) (b) (©) (d)

Figura 6: Estruturas quimicas do Timol (a), do Carvacrol (b), da Carvona (c) e do
Mentol (d).

O possivel mecanismo de acdo desses compostos ainda ndo estd devidamente
esclarecido, mas parece estar associado ao alto carater lipofilico, havendo acumulo de
gordura nas membranas e perda de energia pelas células (CONNER, 1993). Outros
grupos de substancias com propriedades antimicrobianas incluem: alcaloides
(FESSENDEN, 1982); lectinas e polipeptidios (TERRAS et al. 1993; ZHANG e
LEWIS, 1997) e substancias fendlicas e polifendis, que sdo: fenois simples, acidos
fenolicos, quinonas (STERN et al., 1996), flavonas, flavondis e flavondides
(FESSENDEN, 1982), tanino (SCALBERT, 1991) e cumarinas (O’KENNEDY e
THORNES, 1997).

Os compostos isolados das plantas medicinais apresentam estruturas quimicas
diferentes dos antibidticos derivados de micro-organismos. As substancias retiradas
desses vegetais podem atuar como reguladores do metabolismo intermediario, ativando

ou bloqueando processos enzimaticos, alterando diretamente uma reacdo enzimatica em



nivel nuclear ou ribossomal, ou ainda modificando as estruturas das membranas
(SINGH e SHUKLA, 1984).

No inicio do século XIX, com o desenvolvimento da quimica farmacéutica, as
plantas passaram a representar a primeira fonte de substancias para o desenvolvimento
de medicamentos. O grande desenvolvimento da sintese organica e de novos processos
biotecnoldgicos proporciona a producdo de novos farmacos sintéticos para as mais
variadas acdes farmacoldgicas, porém 25 % dos medicamentos prescritos nos paises
industrializados sdo originarios de plantas. Os vegetais estdo envolvidos no
desenvolvimento de 44 % de todos os novos farmacos. Em algumas areas, como aquelas
que envolvem doencas como 0 cancer e doencas infecciosas, em torno de 60 % dos
farmacos sdo de origem natural (NEWMAN, 2003).

Outro grande fator de interesse cientifico a ser considerado para os produtos
naturais é a sua utilizacdo como prot6tipo ou modelo para medicamentos sintéticos com
atividades fisiologicas parecidas com os compostos originais (MONTANARI, 2001).

O interesse em plantas com propriedades antimicrobianas tem reaparecido
devido aos varios problemas associados ao uso intermitente de antibidticos,
principalmente aqueles relacionados a resisténcia de algumas linhagens de
micro-organismos contra varios medicamentos (SOUZA et. al., 2002; KOKOSKA et.
al., 2002). Dessa forma, agentes antimicrobianos, oriundos de plantas, podem levar ao
desenvolvimento de novos farmacos clinicamente importantes (BORRIS, 1996).
Inimeras substancias naturais, principalmente obtidas de vegetais, tém sido testadas
com o objetivo de se avaliar a atividade antimicrobiana sobre os micro-organismos do
biofilme da placa dentaria, constituindo assim um vasto campo de pesquisas (LIMA,
1994).

1.6 MICRO-ORGANISMOS BUCAIS

Para se fixarem na boca, 0S micro-organismos devem primeiro aderir a
superficie dos dentes ou da mucosa. A aderéncia € essencial para reter o fluxo salivar e
é mediada por adesinas na superficie das bactérias e por receptores da superficie oral.

As adesinas microbianas consistem de polissacarideos, glicosiltransferases e lectinas,
10



que sdo adesinas proteicas que tém afinidade especifica por carboidratos. Estas adesinas
sdo encontradas nos componentes da parede celular das bactérias ou associadas com
estruturas celulares, tais como fimbrias ou fibrilas. Os receptores podem ser
componentes salivares (mucinas, glicoproteinas, amilase, lisozimas, IgA, 1gG, proteinas
e estaterinas) ou componentes bacterianos (glicosiltransferase e glicanos), que estdo
ligados nas superficies orais (GIBBONS, 1998; SCANNAPIECO, 1994; RUDNEY,
1995). A interacdo hidrofdbica é outra via utilizada pelos micro-organismos quando, as
adesinas bacterianas e os receptores teciduais sdo hidrofobicos (apolares). Em presenca
de 4gua nao se solubilizam promovendo adsorcdo na superficie dos dentes (WILSON,
2002).

Além das vias lectinas e hidrofdbicas, sdo conhecidas outros recursos de
aderéncia direta ao esmalte dental e a glicoproteina salivar que se deposita sobre ele:

e Interagdo eletrostatica via Ca*?: utilizada por S. mutans

e Interacdo via IgA salivar: S. sanguinis

e Interacdo com glicosiltransferase e glicanos: S. mutans e S. sobrinus.

e Interacdo com proteinas salivares acidicas ricas em prolina: Streptococcus
gordonnii, A.naeslundii, Fusobacterium nucleatum.

e Interacdo com estaterina (fosfoproteina salivar): A.naeslundii, F. nucleatum.

e Interagdo com amilase salivar: S. gordonnii.

e Interacdo com fragmentos de células bacterianas depositadas sobre a pelicula
adquirida: S. sanguinis, S. oralis e S. gordonii.

e Interacdo com outros receptores: S. sanguinis, S. oralis, S. mitis, S. gordonii, F.
nucleatum, Capnocytophaga ochraeae (DE LORENZO, 2004).

Geralmente as bactérias bucais possuem mais de um tipo de adesina na
superficie das células e podem participar de multiplas interacdes, facilitando a ligagédo
com moléculas da pelicula adquirida e também com receptores de outras bactérias
(MARSH, 2004). Bactérias colonizam as superficies do hospedeiro aderindo a outras
bactérias (coagregacdo) (KOLENBRANDER, 1993). A coagregacdo pode ser
importante no desenvolvimento da placa dental porque permite a colonizagdo de
bactérias que ndo tem habilidade de aderir diretamente a pelicula adquirida (NYVAD,
1993). As relagGes intermicrobianas positivas (sinergismo) e negativas (antagonismo)
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(DE LORENZO, 2004) ajudam a manter o equilibrio da microbiota bucal (THEILADE,
1998).

A coagregacdo € um exemplo de comensalismo e sinergismo que ocorre entre as
espécies microbianas (OCHIAI, 1993). Um exemplo de interacdo positiva ocorre
quando, bactérias anaerobias facultativas utilizam oxigénio, reduzindo sua
concentracdo, permitindo a colonizacdo de bactérias anaerdbias estritas (THEILADE,
1998).

A dieta promove um aumento na propor¢cdo de micro-organismos que
apresentam vantagens microbioldgicas na presenca da sacarose no meio bucal, como
por exemplo, os S. mutans. Estes, sdo acidogénicos e aciduricos, sintetizam
polissacarideos extracelulares (PEC) a partir da sacarose. Além deste fato, sintetizam
glicanos através das enzimas glicosiltransferases (GTFs). Algumas glicosiltransferases
sintetizam moléculas de glicose formando os glicanos sollveis e insollveis. Os
glicanos, principalmente os insollveis em agua, permanecem mais tempo na placa e
favorecem a aderéncia e acumulo de Streptococcus cariogénicos sobre a superficie do
esmalte dental (HAMADA, 1980).

Mecanismos de competicdo e antagonismo entre as bactérias bucais residentes
podem ajudar o equilibrio ecolégico prevenindo um crescimento exagerado de algumas
espécies bacterianas (THEILADE, 1998). S. mitis e S. sanguinis produzem peréxido de
hidrogénio que pode ajudar na prevencdo de bactérias periodontopatogénicas. O
per6xido de hidrogénio inativa A. actinomycetemcomitans, um patégeno muito
agressivo para o periodonto adulto, e principalmente de jovens (WILLCOX, 1988). O
acumulo de Streptococcus na superficie dental é considerado um dos fatores criticos no
desenvolvimento do biofilme cariogénico, devido & producdo de acidos que
proporcionam a queda do pH do biofilme dental, aumentando a possibilidade de
desmineralizacdo dos tecidos dentais. A producdo de acido latico pelo S. mutans e
Lactobacillus gera um abaixamento do pH e inibe o crescimento de S. sanguinis e S.
oralis, bem como bactérias Gram-negativas (LOESCHE, 1986).

Um elevado grau de especificidade na interacdo adesinas-receptores explica por
que diferentes espécies bacterianas tém afinidade por diferentes estruturas da boca
(AAS, 2005). Analises de amostras de salivas mostraram que nas primeiras seis horas
apos a limpeza dos dentes, os niveis de S. mitis e S. oralis sdo baixos na saliva, mas

foram presentes em altos niveis no biofilme dental. Em contra partida outras bactérias
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como: A. naeslundii, F. nucleatum foram encontrados em niveis elevados na saliva e
quase ausentes no biofilme dental (LI, 2004).

Microrganismos bucais, além de serem considerados fatores de risco de doencas
bucais como a cérie e periodontites, podem atingir a corrente sanguinea desencadeando
outras doencas no organismo humano como: endocardites, abscessos cerebrais,
infeccbes de garganta, infeccbes nos sistemas respiratorio e gastrointestinal e
bacteremias. Procedimentos clinicos (extragdes dentais, tratamentos endodénticos,
cirurgias periodontais), infeccbes bucais e saude bucal precaria sdo alguns dos
principais fatores que promovem a introducdo de microrganismos na corrente
sanguinea. A endocardite infecciosa é a doenca cardiaca mais comum causada por
bactérias da cavidade bucal. S. sanguinis e S. mutans sdo as bactérias mais
particularmente relacionadas com esta patologia (GENDRON e LI, 2000). J& o
S. salivarus produz glicanos, e € a espécie predominante nas superficies das mucosas,
no qual é encontrado mais comumente no dorso da lingua. S. mitis implanta-se tanto na

mucosa como no dente (AAS, 2005).

1.7 EXTRATOS E OLEOS DE PLANTAS COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
FRENTE A MICRO-ORGANISMOS BUCAIS

A procura por novos compostos naturais com atividade antibacteriana bucal e
com menores efeitos adversos, quando comparados aos produtos industrializados, seria
muito importante para obtencdo de um meio efetivo de controle da formacdo de um
biofilme patogénico (MARSH, 1994).

Vérias plantas e compostos isolados séo relatados com potencial atividade contra
microrganismos bucais (LANG E BUCHBAUER, 2012). Este trabalho traz uma
revisao sobre extratos e 6leos essenciais com atividade antimicrobiana e antifingica.

Extratos brutos da Amoreira (Maclura tictoria L.) evidenciaram atividade
antimicrobiana frente a microrganismos da cavidade bucal, quando avaliados pelo
método da microdiluicdo em caldo para determinacao da concentracdo inibitoria minima
(CIM). Os microrganismos indicadores utilizados foram Streptococcus mutans e
Streptococcus sanguinis. A concentracdo inibitéria minima (CIM) para os extratos

variou entre 250 e 400 pg mL™ (MORAIS, 2012).
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A atividade antimicrobiana do extrato de arnica e da propolis foi avaliada in
vitro (KOO, 2000). Determinou-se a atividade antimicrobiana pelo método de difusao
em agar pela mensuracdo do halo de inibicdo de crescimento bacteriano. Dentre os
microrganismos testados, citam-se: Candida albicans, Staphylococccus aureus,
Enterococcus faecalis, S. mutans, S. sanguinis, S. sobrinus, Streptococcus cricetus, A.
naeslundii, Actinomyces viscosus, P. gingivalis, Porphyromonas endodontalis e
Prevotela denticola. O extrato de arnica ndo demonstrou atividade antimicrobiana. O
extrato da propolis inibiu significativamente todos 0os microrganismos testados.

O xantorrizol (1,3,5,10-bisabolatetraen-3-ol), isolado de extratos metandélicos de
raizes da Curcuma xanthorrhiza (Zingiberaceae), exibiu potente atividade
antibacteriana, determinada pela concentracdo inibitéria minima contra espécies de
Streptococcus causadores da carie dental, e também demonstrou potencial
antimicrobiano contra A. viscosus e P. gingivalis, 0s quais sdo responsaveis por
periodontites (HWANG, 2000).

Extratos da propolis mostraram atividade antimicrobiana contra Vvarios
microrganismos bucais, sendo esta, determinada pelo método de difusdo em agar e pelo
método da microdilui¢cdo (DUARTE, 2003).

Ensaios de extratos de Mikania laevigatae e Mikania glomerata mostraram
significativa atividade antimicrobiana frente a S. mutans pelo método da microdiluicao.
Extrato etanolico de M. laevigatae frente a varias linhagens de S. mutans, apresentaram
valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) que variaram entre 25 e superiores a
800 pug mL™. Os extratos hexanicos de M. laevigatae apresentaram valores de CIM mais
significativos com relagdo aos mesmos microrganismos variando entre
12,5 e 100 pg mL™ (YATSUDA, 2004).

Extratos aquosos da planta Psidium cattleianum (Myrtaceae) apresentaram
atividade antimicrobiana contra S. mutans e F. nucleatum, avaliada por metodo de
difusdo em agar com disco de papel (KHALIL, 2005). Extratos de Arctium lappa (nome
popular: bardana), apresentaram agdo antimicrobiana sobre a espécie C. albicans,
através de avaliagdo macroscépica e microscopica com a coloracdo de Gram (PERIN,
2001).

Outro estudo realizado buscou verificar a acdo antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico da casca da roméa (Punica granatunm Linn.) frente a Streptococcus mitis,
S. mutans e S. sanguinis. Utilizou-se o método de difusdo em Agar. Todas as linhagens
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bacterianas mostraram-se sensiveis ao extrato de Punica granatum linn indicando a
eficacia desse extrato sobre os microrganismos formadores de placa (PEREIRA, 2001).

Cita-se outro estudo concluido com extrato da fracdo hexanica dos frutos de
Piper marginatum frente as espécies de S. aureus e C. albicans. Para a realizacdo dos
ensaios, utilizou-se a avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em
agar. Os resultados obtidos identificaram resultados positivos frente as linhagens de S.
aureus, poréem nao apresentaram atividade antifingica frente as linhagens de C.
albicans (BISPO JUNIOR, 2004).

O extrato bruto e as fracbes da casca de Pithecolobium avaremotemo
(barbatim&o) foram submetidas as avaliagdes de suas atividades antimicrobianas contra
as espécies do género Candida: C. albicans, Candida tropicalis, Candida guilliermondi
e Candida krusei. Avaliou-se a eficiéncia antimicrobiana frente as leveduras pelo
método da difusdo em Agar. As solucdes dos extratos testados na concentracdo de
100 mg mL™, segundo os autores, obtiveram resultados que confirmaram a atividade
antimicrobiana direcionada a fungos de interesse clinico das fracbes com propriedades
quimicas semelhantes aos taninos (ARAUJO, 2004).

A atividade antimicrobiana de nove extratos de trés espécies de Miconia
(M.albicans, M. rubiginosa e M. stenostachya) foi avaliada. A atividade antimicrobiana
foi avaliada frente a 11 microrganismos, sendo quatro Gram-positivos (S. aureus,
Staphylococcus saprophyticus, E. faecalis e Streptococcus agalactiae) e seis Gram-
negativos (Proteus mirabilis, Escherichia coli, Shigella flexneri, Klesbsela pneumoniae,
Salmonella sp., P. aeroginosa) e C. albicans. Os extratos das trés espécies de Miconia
apresentaram atividade na concentragdo de 300 mg mL™. Para anélise da atividade
antimicrobiana utilizou-se o método da difusdo em agar. Os resultados mostraram que
M. stenostachya apresentou atividade antimicrobiana somente contra C. albicans,
enquanto que M.albicans, M. rubiginosa apresentam atividade sobre S. aureus, S.
saprophyticus, S. agalactiae, S. flexneri, Klesbsela pneumoniae e C. albicans
(CELOTTO, 2003).

Avaliou-se a atividade antimicrobiana do extrato hexanico bruto de Zanthoxylum
naranjillo e do extrato etanolico bruto de Piper cubeba, bem como da substancia
isolada (-)-cubebina e de alguns de seus derivados frente a microrganismos da cavidade
bucal, utilizando o método da microdiluicdo para a determinacdo da concentragdo
inibitéria minima e método de difusdo em agar. Os extratos brutos de P. cubeba e de Z.

naranjillo apresentaram atividade antimicrobiana frente a S. mutans e C. albicans tanto
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pelo método de difusdo em agar como pelo método de microdilui¢do. Os extratos brutos
de P. cubeba e Z. naranjillo, apresentaram atividade semelhante frente a S. mutans e C.
albicans quando avaliados pelo método de difusdo em &gar. A substancia pura (-)-
cubebina e seu derivado obtido por oxidagdo (-)-hinoquinina, apds serem submetidos
aos ensaios de microdiulicdo e método de difusdo em agar, apresentaram atividade
antimicrobiana frente a S. mutans e C. albicans, somente pelo método da microdiulicao.
As substancias puras (-)-cubebina e (-)-hinoquinina (Figura 7) apresentaram atividade
antimicrobiana frente a todos 0s microrganismos testados, com CIM variando de 70 pg
mL™ a 200 pg mL™ (COIMBRA, 2005). A Figura 7 apresenta as estruturas quimicas da

(-)-Cubebina e (-)-Hinoquinina.

R = OH — Cubebina

R = O — Hinoquinina

Figura 7: Estrutura quimica da (-)-Cubebina e (-)-Hinoquinina.

A avaliagdo in vitro da atividade antimicrobiana de bakuchiol contra
microrganismos bucais, mostrou que o bakuchiol, substancia isolada das sementes de
Psoralea corylifolia, arvore nativa da China, teve efeito bactericida contra todas as
bactérias testadas. As bactérias utilizadas foram S. sobrinus, S. sanguinis, S. salivarius,
S. mutans, E. faecalis, L. acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. viscosus e P.
gengivalis. Os valores de CIM variaram entre 1 a 4 ug mL™ (KATSURA, 2001).

Compostos isolados das raizes de Mussaenda macrophyla apresentaram
atividade antimicrobiana quando avaliados pelo método da microdiluicdo frente a P.
gingivalis (bactéria periodontopatogénica) (KIM, 1999).

A partir das raizes de Hydrastis canadensis L. isolou-se dois novos flavondides,
que posteriormente foram submetidos a ensaios de microdiluicdo para determinacdo da

CIM frente aos microrganismos S. mutans e F. nucleatum. Os compostos apresentaram
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atividade antimicrobiana e os valores de CIM estiveram entre 250 pg mL™ até
concentracdes superiores a 500 pg mL™* (HWANG, 2003).

Metabolitos secundarios como os terpenos foram testados frente a
microrganismos e suas concentrac¢@es inibitorias minimas (CIM) determinadas para se
estabelecer a relagdo de suas estruturas com a atividade antimicrobiana. Cerca de 60
terpenos foram testados contra Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
staphylococcus aureus e Candida albicans. Os terpenos oxigenados apresentaram
padrdes de atividade contra os quatro microrganismos testados. Parametros de ligacao
de hidrogénio foram identificados como fator associado a acdo antimicrobiana
(GRIFFIN, 1999).

Oleos essenciais de Cananga odorata, Boswellia thurifera, Cymbopogon
citratus, Marjorana hortensis, Ocimum basilicum, Rosmarinus officinalis,
Cinnamomum zeylanicum foram testados frente a 25 géneros diferentes de bactérias e
uma espécie de fungo. Os 6leos essenciais exibiram resultados inibitérios consideraveis
contra todos 0s microrganismos utilizados nesses ensaios. Suas atividades antioxidantes
foram analisadas também, encontrando resultados semelhantes ao Butil-hidroxi-tolueno
(BHT), apresentado na Figura 8, que € um antioxidante de grau alimenticio muito usado
industrialmente (BARATTA, 1998).

OH

Figura 8: Estrutura quimica do BHT.
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2 JUSTIFICATIVA

Somente cerca de 10 % das espécies vegetais tem sido sistematicamente
estudadas em termos de compostos bioativos, das mais de 1.110 espécies estudadas por
suas propriedades medicinais, e dentre as mais de 365.000 espécies ja conhecidas
(RODRIGUES E CARVALHO, 2008, GARCIA, 1995;). Estes dados revelam a grande
importancia do conhecimento cada vez crescente sobre plantas com potencial medicinal
nos biomas nacionais.

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa de Produtos Naturais do Instituto de
Quimica da UFU tem estudado vegetais do cerrado e tem interesse em estudar a espécie
vegetal Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze, tipica do cerrado. Ela apresenta grande
interesse econdmico para producdo de madeira que é empregada para lenha e carvéo.
Com a expansdo agricola dos cerrados, a espécie vem sendo vitima de uma exploracao
predatéria tomando-se extinta em muitas regides. Entretanto ndo se encontra na
literatura relatos sobre a sua utilizagdo como planta com propriedades medicinais, e que
seja usada pelas populacgdes locais. Desta forma este trabalho buscou conhecer suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas.

Neste trabalho foi realizada a analise quimica, a determinacdo da atividade
antioxidante e a determinacédo da atividade antimicrobiana da madeira, cascas e folhas
da espécie Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze. Este trabalho apresenta a primeira
identificacdo dos componentes volateis presentes no 6leo essencial de suas folhas,
cascas e madeira.

Né&o foram encontrados trabalhos relacionados com a atividade antimicrobiana
frente a microrganismos bucais de Oleos e extratos das cascas, madeira e folhas da

planta Cordiera sessilis (Vell) Kuntze.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral realizar o estudo quimico e bioldgico da
Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze uma vez que as informacdes desse vegetal na literatura
sdo incipientes, ndo constando ainda trabalhos que discutam seus componentes e nem

suas possiveis aplicacfes medicinais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Obtengdo de extratos brutos da madeira, cascas e folhas da espécie arbustiva

Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze.

» Quantificacdo dos constituintes macromoleculares da madeira e cascas.

» Caracterizacdo dos constituintes volateis das folhas, cascas e madeira da espécie
Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (CG-EM).

» Quantificacdo do teor de polifendis e proantocianidinas presentes nos extratos de
folhas e cascas pelo método do Folin Ciocalteau e Vanilina sulfarica.

» Auvaliagdo da atividade antioxidante utilizando o método de sequestro do radical
livre DPPH dos extratos brutos e fra¢cbes da madeira, cascas e folhas da espécie

Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze.

» Avaliagcdo da atividade antimicrobiana dos extratos e particbes das cascas e
folhas frente a microrganismos aerobios e anaerdbios bucais, utilizando o
método da microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentracao inibitoria
minima (CIM).

19



4 METODOLOGIA

Os procedimentos experimentais para a metodologia utilizada encontram-se

resumidos no fluxograma da Figura 9 (analise quimica e biologica).

Material Vegetal

v

Revisdo bibliografica
| Coleta I

1. Secagem
2. Moagem

* Extragdo com
l diferentes solventes

\ 4
Extracioem | [ particdo liquido-
etanol liquido

Determinacgdo dos
constituintes
macromoleculares

A 4

l l l

Determinagao de Avaliacio Atividade
fendis totais e antioxidante com antimicrobiana
proantocianidinas DPPH

Figura 9: Fluxograma para a andlise quimica de madeiras, cascas e folhas utilizada

neste trabalho.
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As analises dos componentes volateis encontram-se resumidas no fluxograma da

Figura 10.

Material vegetal fresco

1. Extragdo em aparelho tipo Clevenger

! !

Hidrolato Oleo / dgua

Desprezado 2. Separagao

l

Solugao aquosa

3. MgS0, anidro
4. Filtragao

Oleo essencial

15. Anilise por CG/EM

Identificagdo

Figura 10: Fluxograma para identificacdo dos componentes volateis do dleo essencial

das folhas de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze utilizado neste trabalho.

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Os solventes utilizados foram de grau analitico, adquiridos da Vetec Quimica
Fina LTDA. Os padrbes de catequina e acido galico foram adquiridos da Sigma —
Aldrich.

» Solucdo de carbonato de sédio 7,5 %: Dissolveu-se 18,75 g de carbonato de

sodio em agua destilada em um béquer. Transferiu-se para um baldo volumétrico
de 250,0 mL e completou-se o volume com agua.

> Solucdo de catequina 50,0 ug mL™: Pesou-se 0,0125 g de catequina, a massa

foi transferida para um baldo de 250,0 mL. O baldo foi completado com agua
destilada. A partir dessa solucdo foram feitas diluicOes para as concentragdes de
40, 30, 20,10 e 1 pg mL™.
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Solucdo de acido galico 50,0 ug mL™*: Pesou-se 0,0125 g 4cido gélico, a massa

foi transferida para um baldo de 250,0 mL. O baldo foi completado com agua
destilada. A partir dessa solugcdo foram feitas diluicOes para as concentragdes de
40,0, 30,0; 20,0; 10,0 e 1,0 pg mL™.

Solucdo do reativo de Folin-Ciocalteau 10 %: Adicionou-se em um baldo

volumeétrico de 50,0 mL, 5,0 mL do reativo de Folin (VETEC) e completou-se o
baldo com agua destilada.
Solucdo de DPPH 40 pg mL™: Pesou-se 0,004 g de DPPH’, a massa foi

transferida para um baldo de 100,0 mL. Completou-se o baldo com metanol.

Solucdo de acido sulfurico 72 %: Utilizou-se um baldo volumétrico de 50,0

mL, com 36,0 mL do &cido e 14,0 mL de agua.

Solucéo de vanilina 0,01 g mL™, em &cido sulfirico 70 % (v v'): A solucdo

de acido sulfurico foi preparada, em um baldo volumétrico de 50,0 mL, com
35,0 mL do &cido e 15,0 mL de agua. Pesam-se 0,5 g de vanilina, que foi
colocada em um baldo volumétrico de 50,0 mL. Completou-se o baldo com a
solucdo de &cido sulfarico 70 %.

Preparacdo da solucdo de 4cido sulfirico 70 % (v v')): Em uma proveta de
100,0 mL mediu-se 70,0 mL de acido sulfurico (PA) e 30,0 mL de agua
destilada.

Solucdo de acetato de sédio 20 %: Dissolveram-se 20,0 g de acetato de sddio

em agua destilada em um béquer. Transferiu-se para um baldo volumétrico de
100,0 mL e completou-se o volume com agua destilada.

Solucéo de clorito de s6dio 40 %: Dissolveram-se 40,0 g de clorito de sddio

em agua destilada em um béquer. Transferiu-se para um baldo volumétrico de
100,0 mL e completou-se o volume com agua destilada.

Solucdo _de hidréxido de potéssio 5 %: Dissolveram-se cerca de 5,0 g de

hidroxido de potassio em agua destilada em um béquer. Transferiu-se para um

baldo volumétrico de 100,0 mL e completou-se o volume com agua destilada.
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4.2 COLETA E PRERARO DO MATERIAL VEGETAL

O material foi coletado em outubro de 2010 na Reserva Ecoldgica do Panga
(REP), localizada a 30 km do centro da cidade, dentro dos limites do municipio de
Uberlandia-MG e as margens da estrada de Campo Florido, pertencente & Universidade
Federal de Uberlandia - UFU. A REP compreende 409,5 ha, e estd posicionada
geograficamente entre as coordenadas 19° 09'20"-19° 11'10" de latitude sul e 48°23'20"-

48°24'35" de longitude oeste, com altimetria variando entre 740 e 830m.

Em seguida, sua exsicata foi preparada, identificada pelo professor Glein
Monteiro de Aradjo (Instituto de Biologia — UFU), e depositada no Herbéario da
Universidade Federal de Uberlandia (HUFU) com o nimero 25486.

4.3 ANALISES QUIMICAS

O material (folhas, cascas e madeira) foi seco a temperatura ambiente antes que
fosse realizada as analises quimicas. As cascas e madeira secas foram separadamente
moidas em moinho de bolas e todas as andlises foram realizadas em triplicata e os

resultados correspondem a media + o desvio padréo.

As folhas secas foram moidas em moinho de facas e todas as analises foram

realizadas em triplicata. Os resultados correspondem a média + o desvio padrdo.

As amostras moidas foram peneiradas e as fragcGes que ficarem entre as peneiras
de 40 e 60 meshes foram armazenadas em recipiente de polietileno e acondicionadas em

freezer até o momento das analises.

Os ensaios quimicos foram realizados no Laboratério de Quimica dos Produtos
Naturais da Universidade Federal de Uberlandia — UFU.
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4.3.1 Obtencdo dos extratos brutos etandlicos por maceracéo das folhas, cascas e

madeira de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze.

Os extratos de folhas, cascas e madeira foram preparados por maceracdo com
etanol a temperatura ambiente, por quatro vezes consecutivas. Cada extracdo teve a
duracgéo de quatro dias. Em seguida foram calculados os rendimentos. O rendimento foi
obtido dividindo a massa do extrato obtido pela massa do vegetal utilizado e
multiplicando o valor final por 100, para que possamos apresentar o resultado em
percentual (%). Com os extratos etandlicos das folhas, cascas e madeira obtidas foram
determinados o teor de fenois totais e de proantocianidinas, e a avaliacdo da atividade
antioxidante pelo método do sequestro do radical livre DPPH. Com os extratos das
folhas e cascas foi determinada atividade antimicrobiana pelo método da microdiluicdo

em caldo.

4.3.2 Obtencdo dos extratos por particdo liquido-liquido das folhas e cascas de

Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze.

Uma amostra do extrato etandlico bruto das folhas e uma amostra do extrato
etanélico bruto da casca foram ressuspensas em 200,0 mL de solucdo metanol agua™
(9:1). Em funil de decantacdo foi realizada a parti¢do liquido-liquido com a seguinte
sequéncia de solventes para o extrato das folhas: cicloexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol, e para o extrato das cascas: cicloexano e diclorometano. Utilizou-se um
total de 600,0 mL de cada um dos solventes (3 x 200,0 mL). As solucGes de cicloexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol com o0s respectivos extrativos, tiveram seus
solventes evaporados a pressdo reduzida com temperatura do banho em torno de 40 °C.
Os quatro extratos brutus das folhas foram avaliados quanto as suas potencialidades
antimicrobianas pelo método da microdiluicdo em caldo (utilizando a Concentragao
inibitéria minima) frente a microrganismos da cavidade bucal, e seus efeitos
antioxidantes pelo método de sequestro do radical livre DPPH. Para as cascas foram
encontrados dois extratos brutos (cicloexano e diclorometano), pois com a adicdo do
diclorometano ndo houve nova separacao de fases no funil, impossibilitando a formagéo

de uma nova particéo.
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4.3.3 Determinacéo do teor de umidade

Para a determinacdo da umidade das amostras secas utilizou-se uma balanca de
luz infravermelha (marca Kett, modelo FD-600). As amostras (1,0 g) foram deixadas a
temperatura de 105 °C por quinze minutos até teor de umidade constante. A umidade
das folhas, cascas e madeira deve ser conhecida a fim de que a 4gua existente ndo seja
quantificada como produto em algumas analises executadas. A massa utilizada faz
referencia a massa seca, subtraindo-se a porcentagem de agua e tomando-se uma massa

maior para compensar a umidade.

4.3.4 Determinacdo dos constituintes quimicos macromoleculares da casca e

madeira de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze.

4.3.4.1 Determinacéo do teor de Cinzas (INSTITUTO ADOLF LUTZ, 1985)

Para a determinacdo de cinzas, 2,0 g de cascas e madeira foram transferidas para
cadinhos de porcelana previamente calcinados, esfriados e pesados. Ap6s a distribuicdo
uniforme das amostras nos cadinhos, as mesmas foram incineradas na temperatura de
aproximadamente 600 °C por 6 h. Apds esta etapa sdo calculadas as porcentagens de

cinzas em relacdo ao pé que foi submetido ao processo de secagem.

4.3.4.2 Preparacao da madeira e cascas livre de extrativos

Uma amostra de 50,0 g do po das cascas e da madeira, separadamente, de
Cordiera sessilis (Vell.), foram colocadas em um cartucho de papel filtro e adaptado ao
extrator Soxhlet (Figura 13). Realizaram-se quatro extracbes com o0s solventes:
cicloexano, cicloexano: etanol (2:1 v v™), cloroférmio e 4gua sucessivamente no
aparelho Soxhlet. Todas as extraces foram feitas por um periodo de 20 h. Em seguida,
0 material vegetal livre de extrativos é retirado do aparelho Soxhlet deixado em

dessecador até a evaporacdo completa do solvente. Essa amostra foi utilizada na

25



determinacdo de lignina sollvel, insollvel e a holocelulose.

Figura 11: Imagem da montagem de aparelho Extrator Soxhlet utilizado neste estudo
para extragdo continua.

Fonte: Arquivo do autor.

4.3.4.3 Tratamento Alcalino para Extracdo dos Acidos Fendlicos da madeira e
cascas

Uma amostra de 2,0 g da madeira ou cascas, separadamente, livre de extrativos,
foi tratada por uma hora a 90 °C com 200,0 mL de solugdo aquosa de hidroxido de
sodio 1 % (m v™). O residuo foi filtrado e lavado sucessivamente com 100,0 mL de
4gua a 80 °C, 50,0 mL de &cido acético 10 % (m v™*) e novamente com 200,0 mL a
80 °C, seco a 105 + 3 °C e pesado.

4.3.4.4 Determinacdo da Lignina insoltvel (Lignina de Klason)

Para a determinagdo da lignina de Klason, lignina soltvel e holocelulose em
cascas e madeira sdo necessarias a realizacdo de um pré-tratamento das amostras em
meio basico para solubilizacdo de substancias que também sdo insolUveis em acidos
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minerais e seriam contabilizados no rendimento final.

A lignina de Klason é determinada de acordo com o método descrito por
Browning, 1967. Uma amostra de 1,0 g da amostra livre de extrativos e pré-tratada
(40/60 meshes), foi colocada em um béquer e adicionou-se 15,0 mL de uma solucéo de
acido sulfarico 72 %, de forma lenta, e sob agitacdo constante. A mistura foi deixada em
repouso por duas horas a temperatura ambiente, agitando a cada 10 min. Em seguida,
foram adicionados 560,0 mL de agua destilada. Deixou-se a solu¢do em banho aquecido
por quatro horas, com periddica agitacdo e adicdo de agua para manter o volume
constante. 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.
Determinou-se a quantidade de lignina insolGvel pela diferenca entre a massa pré-

tratada e a massa do residuo obtido.

4.3.4.5 Determinacdo da Lignina soluvel

A determinacdo da lignina soltvel foi calculada de acordo com o procedimento
descrito por GOLDSCHIMID (1971 apud MORAIS, 2005).

O filtrado da solucdo anterior foi colocado em baldo volumétrico de 1,0 L e
completado com &gua destilada até ajustar o0 menisco. A partir dessa solucdo, retirou-se
10,0 mL e acrescentou-se mais 5,0 mL de agua destilada, formando assim uma segunda
solucdo. A partir dessa nova solucdo é possivel determinar quantitativamente a lignina
soltvel por espectroscopia no ultravioleta (UV), a partir da analise das bandas de
absorgdo nas regides de 215 e 280 nm do espectro. E feito um branco realizando o
mesmo procedimento para determinacdo de lignina insolUvel, entretanto, sem a presenca
de cascas livres de extrativos.

A concentracdo de lignina soluvel e calculada segundo a Equacgéo 1:

C — 4753'6‘215 B Azso
LS. —
300

Em que: C_s. = concentracdo em g L™ de lignina na amostra; A5 = absorvancia da

(Equacéo 1)

solugdo a 215 nm menos a absorvancia do branco a 215 nm; Ayg = absorvancia da

solucéo a 280 nm menos a absorvancia do branco a 280 nm;
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4.3.4.6 Determinacao da Holocelulose

O teor de holocelulose € determinado pelo método descrito por Browning, 1967.
Inicialmente realiza-se o pré-tratamento da amostra livre de extrativos com solucdo de
hidroxido de sédio 1 % (m v') como descrito anteriormente. Em seguida, em um
erlenmeyer de 1000,0 mL s&o adicionados 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
4cido acético glacial; 22,0 mL de solugdo de acetato de s6dio a 20 % (m v'') e 9,0 mL
de clorito de sédio a 40 % (m v™*), respectivamente. A mistura foi homogeneizada com
agitacdo, tampada com um erlenmeyer de 100,00 mL invertido para evitar a saida
prematura de gases e colocada em banho aquecido a 75 °C por 60 min, sob agitacéo
frequente. A adicdo dos reagentes foi repetida por mais trés vezes a cada intervalo de
60 min, até que se observou a holocelulose com coloracdo branca. Em seguida, a
solugdo foi filtrada a véacuo. O filtrado é lavado com cerca de 1000,0 mL de &gua
destilada, duas porgdes pequenas de acetona (cerca de 10,0 mL cada porcéo) e aspirado
até a holocelulose ficar relativamente seca. O produto é seco em estufaa 70 °C.

A metodologia utilizada na deslignificacdo baseia-se na reacdo da lignina com
ClO; e CIO’, que séo subprodutos obtidos na reagédo de oxirredugdo do CIO," (Equagéo
2) em meio &cido (REYES et. al., 1998).

8 CIO; +6 H" — 6 ClO, + CIO + CI'+ 3 H,0 (Equagio 2)

4.3.5 Extracao de oleo essencial por hidrodestilacéo

Para a extracdo do Oleo essencial foi utilizado o aparelhno de Clevenger

modificado, apresentado na Figura 12.
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Figura 12: Imagem da montagem do aparelho de Cleavenger modificado utilizado
nesse estudo.

Fonte: Arquivo do autor.

Foram coletadas 100,0 g de amostra fresca (madeira, cascas e folhas) pelo
periodo da manhd, picadas e colocadas em um baldo de 1,0 L com 500,0 mL de &gua.
Apos o tempo de 5 h do material vegetal em ebulicdo, o 6leo que foi arrastado pela
agua, foi recolhido em um funil de separacdo, com a adi¢do prévia no aparelho
Clevenger de 10,0 mL de diclorometano, por trés vezes. E este o solvente que separa o
6leo essencial da agua. O 6leo dissolvido no diclorometano foi transferido para um
béquer e, neste béquer, foi adicionado sulfato de so6dio anidro para retirar a agua que
eventualmente, passou do funil de separacdo. Depois filtrou-se, e o filtrado, foi deixado
em sistema aberto em temperatura ambiente até a evaporacdo completa do solvente. Em
seguida, o Oleo extraido foi estocado em frascos de 10,0 mL, tampado e armazenado em
freezer a -10,0 °C até sua utilizacdo (MORAIS et. al., 2009). O rendimento dessas
extracdes foi determinado dividindo a massa obtida de dleo pela massa de vegetal
utilizada, multiplicando-se o resultado por 100 para apresenta-lo em percentual (%).

Os 6leos foram submetidos ao teste de atividade antimicrobiana pelo método da
microdiluicdo em caldo e seus constituintes separados e identificados por cromatografia

a gas acoplada a espectrometria de massas.
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4.3.5.1 Separacao e identificacdo dos compostos volateis por cromatografia gasosa

acoplada ao espectrometria de massas (CG-EM)

A separacdo e identificacdo dos constituintes volateis foram feitas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas num aparelho da Shimadzu,
modelo GC17A/QP5000. O programa de temperatura é de 40 °C (5 min.); 40-60 °C
(4 °C min™.); 60-250 °C (8 °C min™); injetor no modo split (1/20) a 250 °C; hélio a
fluxo constante de 1,2 mL min™ e coluna DB1. O detector de massas opera com energia
de impacto de 70 eV e sdo captados os fragmentos de 40 a 650 u; temperatura da
interface de 280 °C; temperatura do quadrupolo de 150 °C ; temperatura da fonte de fons
de 230 °C e 1 uL de amostra, dissolvido em diclorometano, foi injetado.

A identificacdo dos compostos foi feita por meio das bibliotecas de espectros de
massas da Wiley (140, 229 e 275) e por indices de Kovat. Para obtencio dos indices de
Kovats, uma mistura de padrdes de alcanos (C9-C20) foi preparada, usando-se hexano

como solvente.

4.3.6 ldentificacdo qualitativa dos metabdlitos secundarios presentes no extrato
etanolico das folhas, cascas e madeira de C. Sessilis (Vell.) Kuntze.

Para todos os extratos de folhas, cascas e madeira fresca foram realizadas a
prospeccdo fitoquimica seguindo a metodologia descrita por MATOS, (1997) e
adaptacdes de COSTA, (2000).

Os testes foram realizados utilizando-se 12,0 mg de extrato etanol 4gua™ (8:2)
(v v') dissolvidos em 12,0 mL de etanol e colocados em tubos de ensaio numerados de
1 a 4; para comparacdo foi realizado um teste em branco usando apenas agua e o cloreto

férrico.

4.3.6.1 Reagentes e solucdes especificas

> Reagente de Liebermann-Burchard: Misturou-se 10,0 mL de acido anidrido

acético e duas gotas de acido sulfurico concentrado.
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» Reagente de Salkowski: Acido sulfarico concentrado.

> Solucdo de cloreto de ferro 111 1 mol L™: Dissolveu-se 14,997 g de

FeCl3.6H,O em 50 mL de &gua destilada contendo 2 mL de &cido cloridrico
(HCI) 3 mol L™ e completou-se o volume para 100,0 mL com etanol em um
baldo volumétrico.

> Solucdo de 4cido cloridrico 3 mol L™*: Adicionou-se 9,26 mL de HCI

concentrado em agua suficiente para 100,0 mL de solugdo, em baldo

volumétrico.

4.3.6.2 Ensaios de identificacio

Extratos etanodlicos das partes aéreas frescas foram submetidos a testes para
verificacdo de fendis e taninos (reacdo com cloreto férrico), antocianinas, antocianidinas
e flavonodides (teste de variacdo de pH, com hidroxido de sddio e &cido sulfurico),
esteroides e triterpenodides (teste de Liberman-Buchard), chalconas e auroras, e
saponinas (teste de espuma e teste de precipitacdo). Os resultados foram interpretados
de acordo com critérios qualitativos e semi-quantitativos mediante reacdes coradas,
formagéo de espuma, e/ou de precipitado (MATOS, 1997; COSTA 2000).

4.3.6.2.1 Teste para Fendis e Taninos

No tubo de ensaio numero 1 foram adicionadas trés gotas de solucdo alcodlica
de FeCls 1,0 mol L™. Agitou-se bem e observou-se que a solugdo ficou com uma
coloracgéo verde e ndo houve formacéo de precipitado. O resultado foi comparado com
um teste em branco, usando agua e FeCls. A coloracédo variando entre azul e vermelho é
indicativo de fenais.

A formacdo de precipitado azul escuro indica presenca de taninos pirogalicos
(taninos hidrolisaveis) e de cor verde a presenca de taninos flobaténicos (taninos

condensados ou catequeticos).
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4.3.6.2.2 Teste para Antocianinas, Antocianidinas, Flavondides, Chalconas e

Auronas

Tomaram-se 0s tubos numerados de 2 a 4. O tubo de numero 2 foi acidulado
com HCI 3,0 mol L™ e os tubos 3 e 4 foram alcalinizados respectivamente a pH 8,5 e
11,0 com NaOH 1 mol L™. A observacdo de mudanca de coloracio da solucdo e a
interpretacdo dos dados seguiram a Tabela 1 abaixo (ROCHA et. al., 2011).

Tabela 1: PadrGes de mudanca de cor para os testes de antocianinas, antocianidinas e

flavonas, flavondides chalconas, e auronas (MATOS, 1997).

COR

Acido (pH =3) Alcalino (pH=285) Alcalino (pH = 11)
CLASSE (tubo 2) (tubo 3) (tubo 4)

Antocianinas e Vermelha Lilas Azul-purpura
antocianidinas

Flavonas, flavon6is ~ —-------- e Amarela
Chalconas e auronas Vermelha - Vermelho parpuro
Flavondis s e Vermelho-Laranja

4.3.6.2.3 Teste para Esteroides e Triterpénoides

Adicionou-se 10,0 mL de solugdo etandlica dos extratos em béqueres e deixou-
se secar em banho-maria. Extraiu-se o residuo seco de cada béquer trés vezes com
porc¢des de 1,0-2,0 mL de cloroformio (CHCIs). Separaram-se e colocaram-se algumas
gotas de CHCls. Filtrou-se a solucdo cloroformica em um pequeno funil fechado com
uma bolinha de algodao, coberta com miligramas de Na,SO,4 anidro para um tubo de
ensaio seco.

Adicionou-se 1,0 mL de anidrido acético e agitou-se suavemente e observou-se
o rapido desenvolvimento de cores. A coloragdo azul seguida de verde permanente é um
indicativo da presenca de esteroides livres. Coloragdo parda até vermelha indica

triterpendides pentaciclicos livres.
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4.3.6.2.4 Teste para Saponinas

Tomaram-se 0s residuos insoltveis em cloroférmio, separados no teste anterior,
solubilizou-se em agua destilada e filtrou-se a solucéo para um tubo de ensaio. Agitou-
se fortemente o tubo com a solucdo, por 2 a 3 min e observou-se a formacéo de espuma.

Uma espuma persistente e abundante indica a presenca de saponinas.

4.3.6.2.5 Teste de confirmacao para Saponinas

Ao conteudo do teste anterior foram adicionados 2,0 mL de &acido cloridrico
concentrado que posteriormente foi deixado em banho-maria 55 °C por uma hora. Apds
esfriar, o contetdo foi neutralizado e agitado novamente. A presenca de precipitado e a

nédo formacdo de espuma confirma a presenca de saponinas.

4.3.7 Avaliacéo da atividade antioxidante

4.3.7.1 Determinacdo de Fenois totais

Uma aliquota dos extratos etandicos contendo 12,5 mg de amostra foi dissolvida
em metanol, transferindo quantitativamente para um baldo volumétrico de 50,0 mL e o
volume final completado com metanol. Desta solugéo retirou-se uma aliquota de 0,5 mL
que foi transferida para um tubo de ensaio. Adicionou-se 2,5 mL de uma solugdo do
reativo de Folin-Ciocalteu 10 % e 2,0 mL de uma solucéo de carbonato de sddio a 7,5 %
recém-preparadas. Esta mistura foi mantida em um banho de 4gua a uma temperatura de
50 °C por 5 min. Esfriou-se a amostra e fez a medida de sua absorvancia a 760 nm.
Preparou-se uma curva de calibracdo para acido galico em diversas concentracdes na
faixa de 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0; 70,0 e 80,0 pg mL™. Tanto as amostras como
0s padrdes passaram pelo mesmo tratamento. A leitura foi feita descontando-se o valor

do branco. O teor de fendis totais é determinado por interpolacdo da absorvancia das
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amostras contra uma curva de calibragdo construida com padrdes de acido galico e

expressos como mg de EAG (equivalentes de &cido gélico) por g de extrato.

4.3.7.2 Determinacao de Taninos condensados (Proantocianidinas)

Uma aliquota dos extratos etandicos contendo 12,5 mg de amostra foi dissolvida
em metanol, transferindo quantitativamente para um baldo volumétrico de 50 mL e o
volume final completado com metanol. Desta solugdo retirou-se uma aliquota de 2,0 mL
e transferiu-se para um tubo de ensaio. Neste tubo adicionou-se 3,0 mL de uma solucgéo
recém-preparada de vanilina em &cido sulfarico 70 % (v v?) na concentracdo de
aproximadamente 5,0 mg L. A mistura é mantida em um banho de 4gua a uma

temperatura de 50 °C por 15 min.

A amostra foi esfriada e a absorvancia medida a 500 nm utilizando-se cubetas de
vidro, tendo como branco o metanol e todos os reagentes, menos o extrato. O teor de
taninos condensados foi determinado por interpolacdo da absorvancia das amostras
contra uma curva padrdo, construida com padrbes de catequina. A curva padrdo é
construida nas mesmas condicdes da reacdo com amostra onde a amostra foi substituida
pela catequina. Os resultados sdo expressos como mg de EC (equivalentes de catequina)

por grama de extrato.

4.3.7.3 Andlise quantitativa da atividade antioxidante (Método DPPH))

A avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante foi feita seguindo a
metodologia descrita na literatura, monitorando-se o consumo do radical livre DPPH
(radical 1,1-difenil-2-picrilidrazila,) pelas amostras, através da medida do decréscimo da
absorvancia de solugdes de diferentes concentrages. Estas medidas foram feitas em
espectrofotdbmetro UV-Vis no comprimento de onda de 517 nm, tendo como controle

positivo o acido galico.
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4.3.7.3.1 Construcéo da curva de calibracdo do DPPH'

Primeiramente, serdo preparados 50,0 mL de solugéo estoque de DPPH' em
metanol na concentracdo de 40,0 ug mL™, mantendo-se sob-refrigeracdo e protegida da
luz. Foram feitas dilui¢cBes de 50,0; 45,0; 40,0; 35,0; 30,0; 25,0; 20,0; 15,0; 10,0; 5,0 e
1,0 pg mL™. A curva de calibracdo foi construida a partir dos valores da absorvancia a
517 nm de todas as solucdes (1,0 a 40,0 ug mL™), medidas em cubetas de vidro com
caminho 6ptico de 1 cm e tendo como “branco” o metanol.

As medidas de absorvancia foram efetuadas em triplicata e em intervalos de
1 min entre cada leitura. Para preparo das solucfes aquosas, foi utilizada agua ultra
purificada em sistema Millipore Milli-Q com resistividade > 18 MQ cm.

4.3.7.3.2 Leitura das medidas de absorvancia nas amostras

Solugbes dos extratos etanolicos e dos controles positivos em metanol foram
diluidos nas concentragdes de 250,0; 200,0; 150,0; 100,0; 50,0 e 25,0 ug mL™. As
medidas das absorvancias das misturas reacionais (0,3 mL da solu¢do da amostra ou do
controle positivo e 2,7 mL da solugdo estoque de DPPH na concentracio de 40 pg mL™)
foram feitas a 517 nm, no 1°, 5° e 10° min até completar 1 hora. A mistura de metanol
(2,7 mL) foi utilizada como branco.

A partir da equacdo da curva de calibracdo e dos valores de absorvancia no
tempo de 30 min para cada concentragdo testada, foram determinados os percentuais de
DPPH remanescentes (% DPPHgewm), conforme a Equacao 3:

% DPPH rem = [DPPH]T:t/ [DPPH]T:O x 100 (Equagéo 3)

Onde [DPPH]+= corresponde a concentragdo de DPPH no meio, apds a reacéo
com o extrato e [DPPH]r=o é a concentracdo inicial de DPPH, ou seja, 40 mg mL™
(100 pmol mL™). A concentracdo eficiente, ou a quantidade de antioxidante necesséria
para decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50 % (CEsp), sera determinada
usando o programa Microcal Origin 7.5, a partir de uma curva exponencial de primeira
ordem, obtida plotando-se na abscissa as concentracfes da amostra (ug mL™) ou do
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controle positivo e na ordenada, a porcentagem de DPPH remanescentes (% DPPHRgewm).
Esse método para a determinagdo do CEsp utilizando o recurso computacional ja esta
devidamente estabelecido e conferido pelo laboratério de produtos naturais e
espectroscopia, sendo utilizando pelo grupo de pesquisa em todas as suas andlises
(MORAIS (d) et al., 2003).

Os valores de absorvéancia em todas as concentragdes testadas, no tempo de
30 min, foram também convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (AA),

determinada pela Equacao 4:

% AA = {[AbS controle — (AbS amostra — Abs branco)] X 100} / Abs controle (EqanéO 4)

Onde: Abscontrole € @ absorvancia inicial da solucdo metandlica de DPPH e

ADbs,mostra € @ absorvancia da mistura reacional (DPPH + amostra).

4.3.8 Atividade Antimicrobiana

As andlises de atividade antimicrobiana foram feitas no laboratério de Pesquisa
em Microbiologia Aplicada — LAPEMA — da Universidade de Franca — UNIFRAN. A
metodologia utilizada para a avaliacdo dos extratos brutos e particdes foi a
microdiluicdo em caldo para a determinacdo das concentracdes inibitérias minimas

(CIM’s) frente a microrganismos, e que se encontra no Anexo 1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os rendimentos obtidos na extracdo por maceragdo dos materiais vegetais
constam na Tabela 2 e todos 0s materiais vegetais resultaram em uma boa quantidade de

material vegetal que viabilizou a realizacdo dos experimentos.

Tabela 2: Rendimentos dos extratos etanolicos estudados.

Material vegetal Rendimento (%)
Folha 36,61 %
Casca 22,72 %

Madeira 12,42 %

“ Rendimento (%) = (massa de extrato/massa de material vegetal) x 100

5.1 DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE

A umidade das folhas, cascas e madeira deve ser conhecida a fim de que a 4gua
existente ndo seja quantificada como produto em algumas anélises executadas. A massa
utilizada faz referencia a massa seca, subtraindo-se a porcentagem de agua e tomando-
se uma massa maior para compensar a umidade. O teor de umidade encontrado no

vegetal seco encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3: Determinacéo do teor de umidade do vegetal seco (%).

Material vegetal Umidade (%)
Folha 889% +0,5
Casca 80% £0,5

Madeira 9,0% +0,5

Os valores encontrados sdo considerados relativamente altos para um vegetal
seco (préximo de 10 %), pois se trata de um vegetal caracteristico do cerrado, que

possui mecanismos para evitar a perda de dgua. Suas folhas coriaceas séo caracterizadas
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pela presenca de uma cuticula que envolve a epiderme da folha diminuindo a perda de

agua por transpiragao.

5.2 DETERMINACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS
MACROMOLECULARES DA CASCA E MADEIRA DE C. Sessilis (Vell.) Kuntze

Em uma outra amostra foi realizada a anélise dos compostos macromoleculares
da casca e madeira (lignina e holocelulose). Para essa analise é necessario remover 0s
extrativos a fim de evitar que produtos de condensacdo com a lignina sejam formados
(KLOCK et al., 2005). Os rendimentos obtidos na extracdo por maceracdo dos materiais
vegetais constam na Tabela 2 e todos os materiais vegetais resultaram em quantidades
apreciaveis de material vegetal que viabilizaram a realizagdo dos experimentos.

Os rendimentos das extracdes da casca e madeira encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4: Rendimento (%) das extragOes da casca e madeira.

Rendimento das extracoes (%)

Solvente Casca Madeira
Cicloexano 0,09 0,41
Cicloexano: etanol (2:1) 49,10 0,64
Cloroformio 0,18 0,61
Agua 2,07 2,95
Total de extrativos 51,44 % 4,61 %

Os valores dos constituintes quimicos macromoleculares de cascas e madeira da
Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze encontram-se na Tabela 5. Dos solventes utilizados na
extracdo, a mistura de cicloexano: etanol (2:1) foi a mais eficiente para a casca e a agua
para madeira, representando 49,1 % e 2,95 %, respectivamente, do total da extrag&o.
Pode-se inferir que a maioria dos extrativos presentes na casca é pouco polar, e na

madeira sejam mais polares porque a mistura cicloexano: etanol (2:1) foi o sistema com
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maior porcentagem de extracdo e 0s extrativos constituintes das cascas sejam apolares,
porque o cicloexano foi 0 solvente com maior porcentagem na remogdo dos compostos

organicos.

Tabela 5: Constituintes quimicos macromoleculares (%) da casca e da madeira da

Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze

CONSTITUINTES CASCA™ MADEIRA
Extrativos 51,44 + 3,35 4,61+1,40
Lignina de Klason 28,5+1,10 24,0+ 1,20
Lignina solGvel em écido - 0,5+0,01
Holocelulose 20,0 +£1,80 72,0+ 2,10
Cinzas 1,3+0,50 0,8 +£0,04
Total 101,24 £ 6,75 101,91 +£4,75

* 0 hifen indica que na determinacdo o valor ndo foi significativo.

Comparando esses resultados com os encontrados para Kielmeyera coriacea
(MARTINS, 2012) a casca de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze apresenta mais extrativos
e lignina de Klason nas cascas e menos holocelulose. A madeira apresentou teores
estatisticamente iguais (72 %) de holocelulose quando comparado com os estudos de
Kielmeyera coriacea.

Como esperado, a casca possui mais extrativos do que a madeira, e esta mais
holocelulose do que a casca. As porcentagens totais dos constituintes quimicos da casca
e madeira ndo foram iguais 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: sobreposi¢éo 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 % séo

aceitaveis devido aos problemas que acontecem durante anélise quimica.

5.3 IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES VOLATEIS PRESENTES NO
OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS, CASCAS E MADEIRA POR CG-EM.
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Ainda ndo foram relatados estudos referentes a analise do 6leo essencial das
partes aéreas de C. Sessilis (Vell.) Kuntze do Cerrado Mineiro. A Tabela 6 mostra os

rendimentos (%) obtidos do dleo essencial de C. sessilis (Vell.) Kuntze em base seca.

Tabela 6: Rendimentos dos 6leos essenciais de C. sessilis (Vell.) Kuntze.

Amostra Rendimento (%)
Folha 0,70 +0,02
Casca 0,50 £ 0,05

Madeira 0,30 £ 0,04
Total 1,50+ 0,11

O maior rendimento do 6leo foi encontrado para as folhas. Esses resultados das
folhas estdo proximos dos teores de 6leos essenciais encontrados para as folhas de C.
pubescens, onde foram encontrados valores de 0,64 + 0,06 e 0,15 + 0,01 para o caule
(ROCHA , 2011), bem como para as folhas de Kielmeyera coriacea (MARTINS, 2012),
onde foi encontrado o valor de 0,7 £ 0,1.

A Figura 13 mostra o cromatograma de CG-EM do 6leo essencial das folhas de
C. sessilis (Vell.) Kuntze, onde foram identificados 31 compostos representativos para a

sua analise em triplicata.
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Figura 13: Cromatograma de CG-EM do 6leo essencial das folhas de C. sessilis (Vell.)
Kuntze.
A Tabela 7 mostra os 31 compostos identificados por CG-EM oleo essencial das

folhas da Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze.
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Tabela 7: Principais constituintes volateis identificados no 6leo das folhas da Cordiera

sessilis (Vell.) Kuntze por CG-EM.

PICO (N.)/COMPOSTO MM IKc Area do pico
(%TIC)

1- Pent-2-en-1-ol 86,0 749 0,75
2- Hexanal 100,0 800 2,00
3- (E)-Hex-2-enal 98,0 854 7,06
4- Hex-4-en-1-ol 100,0 8114 9,43
5- Hex-3-en-1-ol 100,0 815 5,08
6- Hex-2-en-1-ol 100,0 821 2,53
7- Hexan-1-ol 102,0 822 2,03
8- Hexa-2,4-dienal 96,0 863 0,27
9- (2)-Hept-2-enal 112,0 911 1,08
10- Octenois - 935 3,37
11- Acido Hex-3-endico 114,0 953 1,90
12- Acido Hex-2-endico 114,0 975 0,75
13- Linalol 154,0 1077 3,46
14- (E)-2-Nonenal 140,0 1148 0,14
15- 3-Hexenil éster 170,0 1177 1,43
16- a-Terpineol 154,0 1192 0,91
17- Decanal 156,0 1201 0,09
18- (E)-Geraniol 154,0 1258 0,76
19- 4-Vinilguaicol + (E,E)-2,4- - 1331 0.92
decadienal

20- Hexanoato de (Z)-Hex-3-enila 172,0 1398 0,68
21- Hexadecanal 240,0 1733 0,63
22- Acido Miristico 228,0 1773 3,06
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23- Acido Pentadecandico 242.0 1859 1,40

24- Acido 9-Hexadecandico 254,0 1928 3,23
25- Acido n-Hexadecandico 256,0 1942 24,73
26- Fitol 296,0 2068 0,83
27- Acido Linoleico 280,0 2085 2,93
28- Acido Linolénico 278,0 2093 6,91
29- Acido Estearico 284,0 2106 1,08
30- Alcano de cadeia longa - 2461 9,90
31- Alceno de cadeia longa - 2565 0,66

Total do 6leo (%) 100,0

Rendimento do 6leo (%) (m.m™), base seca 0,7+0,1

IKc = indice de Kovats calculado

A composicdo do 6leo essencial presente nas amostras das folhas de C. Sessilis
(Vell.) Kuntze apresentou muito poucos compostos, diferenciando-se enormemente em
quantidade daqueles encontrados para 6leos de folhas de outras plantas do cerrado
estudadas no nosso grupo de pesquisa, como exemplos a Campomanesia Pubesccens O.
Berg (gabiroba peluda), (ROCHA, 2011) e a Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc (pau
santo) (MARTINS, 2012).

O Linalol (3,46 %), o a-Terpineol (0,91 %) e o diterpeno Fitol (0,83 %), e 0
(E)-Geraniol (0,76 %) foram o0s Unicos terpenos (monoterpenos oxigenados)
encontrados, representando cerca de 6,0 % do total do 6leo. O Linalol apresenta
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureaus resistente a meticilina (MRSA,
sigla em inglés; difusdo em disco) e contra S. enteritidis (MIC 20.0-80.0 pg mL™)
(ROLLER et. al., 2009). O geraniol apresenta-se como alternativa para controle de
larvas (larvicida) de Aedes aegypti (SIMAS et. al, 2003). O a-Terpineol teve acdo
anticonvulsivante, aumentando o tempo de laténcia para convulsdes (de SOUSA, 2007).
Segundo Sivropoulou (SIVROPOULOU et. al, 1996), 6leos essenciais compostos de
Carvacrol, Timol e Terpineol exibiram elevados niveis de atividade antimicrobiana
contra estirpes de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O Fitol presente no 6leo
essencial das folhas apresenta efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo (LEITE, 2010).
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A Figura 14 apresenta as estruturas do Linalol, do a-Terpineol, do Fitol, do (E)-

Geraniol, do Acido n-Hexadecandico e do Acido Linolénico.

HsC OH CHs
HZC\M\ )\/\/K/\
NS =
CHa OH

(a) (b)
X OH
|
HsC™ TCHs
(c) (d)
o’ OH
0
N\/\N\/\/\)LOH AN CHs

(e) (f)

Figura 14: Estruturas quimicas do Linalol (a), a-Terpineol (b), do Fitol (c), do (E)-
Geraniol (d), do Acido n-Hexadecandico (e) e do Acido Linolénico (f).

Entretanto, os componentes principais do 6leo essencial das folhas de C. Sessilis
(Vell.) Kuntze foram &cidos organicos de cadeia longa (como o Acido n-Hexadecandico
(24,73 %) e o Acido Linolénico (6,91 %)). O total destes acidos organicos representa
46,0 % do total do d6leo. O acido n-Hexadecandico esta presente no hibrido citrumelo
Swingle (16,0 %), utilizado como porta-enxerto para mudas citricas. Este acido
apresentou atividade antimicrobiana contra patégenos humanos como B. subtillis e E.
colli (MIC 10 mg mL™) (PAVITHRA et. al. 2009). O 4cido n-Hexadecandico também
estd presente em varias formulacGes cosméticas como cremes e emulsdes,

principalmente em cremes de barbear, servindo como diluente de outras substancias,
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fato esse que o leva a ser encontrado como contaminantes em varios rios que circundam
cidades metropolitanas (VIOLA, 2008).

Ainda destacam-se 0s alcoois de cadeia curta (como o Cicloex-4-en-1-ol,
0 Hex-3-en-1-ol, Hex-2-en-1-ol, Hexan-1-ol, e Octenqis), representando 22,4% do total
do dleo, e os aldeidos, representando 12,4 % do total do 6leo.

N&o foram observadas as presencgas de germacreno D, de trans-Cariofileno, de
Biciclogermacreno, de Espatulenol e de Viridiflorol, que sdo sesquiterpenos com
atividades biologicas comprovadas (FERNANDES, 2007; MONTANARI et al., 2011;
LANG, 2012) e comumente encontrados em outros Oleos essenciais de plantas do
cerrado.

A Figura 15 apresenta o cromatograma de CG-EM do 6leo essencial das cascas
de C. sessilis (Vell.) Kuntze, onde séo indicados apenas 18 compostos representativos

para a sua analise em triplicata.
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Figura 15: Cromatogramas de CG-EM do dleo essencial das cascas de C. sessilis
(Vell.) Kuntze.

A Tabela 8 apresenta os 18 compostos identificados por CG-EM o6leo essencial

das cascas da Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze.

Tabela 8: Principais constituintes volateis identificados no 6leo das cascas da Cordiera
sessilis (Vell.) Kuntze por CG-EM.

PICO (N.)/COMPOSTO MM IKc Area do pico
(%TIC)

1- Tetradecanal 212,0 1473 0,56

2- Acido Tetradecandico 228,0 1520 0,81
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3- Acido Eicosandico 242.0 1571 0,59

4- Acido Pentadecandico 242,0 1602 1,03
5- Octadeca-9,12-dien-1-ol 280,0 1655 0,57
6- Acido Octadec-9-en6ico 282,0 1662 1,87
7- Acido Hexadec-9-enoico 254,0 1667 0,67
8- n-Acido Hexadecanoico 256,0 1690 40,11
9- Acido Octadeca-9,12-diendico 280,0 1810 33,20
10- Octadec-9-en-1-ol 282,0 1812 4,58
11- Acido Octadeca-9,12,15-trien6ico 278,0 1814 8,00
12- Acido Octadecandico 284,0 1822 3,40
13- Acido Ciclopropaneoctandico 334,0 1830 1,40
14- Fenol 302,0 1971 0,63
15- NI (78%) 302,0 1977 0,71
16- NI (84%) 302,0 2018 0,76
17- NI (55%) 391,0 2582 0,53
18- NI (55%) 420,0 2618 0,58

Total do 6leo (%) 100,0

Rendimento do 6leo (%)(m.m™), base seca 0,5+ 0,05

IKc = indice de Kovats calculado

Observa-se aqui também a predominancia absoluta de &cidos graxos de cadeia
longa, representando 88,4 % do dleo. Os principais &cidos carboxilicos sdo o Acido
Hexadecandico (40,11 %) e o Acido Octadecadiendico 33,2 %). Mais uma vez nio
foram identificados sesquiterpenos na sua composicdo. A Figura 16 apresenta a

estrutura quimica do Acido Octadecadien6ico.
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Figura 16: Estrutura quimica do Acido Octadeca-9,12-diendico.

A Figura 17 apresenta o cromatograma de CG-EM do 6leo essencial da madeira

de C. sessilis (Vell.) Kuntze, onde séo indicados apenas 18 compostos representativos

para a sua anélise em triplicata.
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Figura 17: Cromatogramas de CG-EM (a) de CG-DIC (b) do 6leo essencial da madeira

de C. Sessilis (Vell.) Kuntze.

A Tabela 9 apresenta os 18 compostos identificados por CG-EM o6leo essencial

das cascas da Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze.

Tabela 9: Principais constituintes volateis identificados no 6leo da madeira da Cordiera

sessilis (Vell.) Kuntze por CG-EM.

PICO (N.)/COMPOSTO MM IKc Area do pico
(%TIC)

1- n-Nonadecanol 184.0 688 18,53

2- trans-Cariofileno 204,0 1160 0,72

3- NI (93%) 204.0 1183 1,35

4- 1-Cloro Tetradecano 232,0 1231 0,82

5- Cicloeptano 204,0 1252 1,03
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6- Acido Oxalico 241,0 1437 1,59

7- Tetradecanal 212,0 1472 0,83
8- Azuleno 198,0 1483 1,96
9- NI (75 %) 156,0 1612 1,32
10- NI (78 %) 262,0 1619 2,12
11- NI (79 %) 241,0 1643 3,16
12- Acido n-Hexadecanoico 256,0 1675 32,23
13- Acido Octadec-9-endico 282,0 1798 0,81
14- Acido Cicloexanacético 319,0 1916 1,28
15- Fenol 302,0 1970 5,17
16- NI (75 %) 302,0 1978 5,54
17- NI (86 %) 302,0 2018 7,98
18- NI (75 %) 304,0 2053 13,56

Total do 6leo (%) 100,0

Rendimento do 6leo (%)(m.m™), base seca 0,3+0,04

IKc = indice de Kovats calculado

Também aqui ocorre a predominancia de acidos graxos de cadeia longa,
representando 29,% do dleo. O principal 4cido carboxilico é o Acido Hexadexandico
(32,23 %). Ainda destacam-se 0 n-Nonadecanol (18,53 %) e o fenol (5,17%). Desta vez
foi identificado o sesquiterpeno trans-Cariofileno (0,72 %) na sua composic¢do. Segundo
informagdes contidas na literatura, o trans-Cariofileno é utilizado para dar aroma aos
cosméticos e sabonetes (GUENTHER, 1972; WINDHOLZ, 1976), além de estar
relacionado a ag¢des biologicas como atividade antioxidante, antibacteriana e antifingica
(MEVY et al., 2007). A Figura 18 apresenta as estruturas quimicas do n-Nonadecanol

(@) e do trans-Cariofileno (b).
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Figura 18: Estruturas quimicas do n-Nonadecanol (a) e do trans-Cariofileno (b).

De forma geral, pode-se afirmar que os 0leos essenciais das diferentes partes da
C. Sessilis (Vell.) Kuntze apresentam grande quantidade &cidos carboxilicos e algum

potencial para a sua utilizagdo na farmacopeia nacional.

5.4 IDENTIFICAQAO QUALITATIVA DOS METABOLITOS SECUNDARIOS
PRESENTES NO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS, CASCAS E
MADEIRA DA Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze.

Os ensaios qualitativos secundarios para o extrato etandlico das folhas de
Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze mostraram a presenca de fenois, flavonas, flavonoides,
e saponinas, e a auséncia de taninos e triterpenoides. Para o extrato etanolico das cascas
de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze mostraram a presenca de fendis, flavonas,
flavonoides, xantonas e saponinas, e a auséncia de taninos, de esteroides e de
triterpendides. O extrato etandlico da madeira de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze
mostraram a presenca de fendis, flavonas, flavonoides, xantonas, esteroides e saponinas,
e a auséncia de taninos e de triterpendides. Os resultados para os ensaios qualitativos

dos extratos das folhas, cascas e madeira sdo apresentados na tabela 10.
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Tabela 10: Identificacdo qualitativa dos metabdlitos secundarios do extrato etandlico da

folha, casca e madeira da C. sessilis (Vell.) Kuntze.

Resultado  Resultado Resultado

| t . Test

Classes de compostos Folha Casca Madeira estes

Fenois ++ ++ ++ Solucdo Alcodlica de cloreto
férrico

Taninos - - - Solucdo Alcodlica de cloreto
férrico

Flavonas, Flavondis e + ++ + Shinoda

Xantonas

Esteroides +++ - +++ Liebermann- Burchard

Triterpenoides - - - Liebermann- Burchard

Saponinas +++ ++ +++ Espuma

Confirmatério para ++ + ++

Saponinas Precipitado

(-) N&o hé extrativo; (+) Baixa concentragdo; (++) Média concentragdo; (+++) Alta concentracéo.

Os metabdlitos secundarios possuem varias fungdes no desenvolvimento e na
defesa para crescimento dos vegetais, como por exemplo, defendendo o vegetal contra
herbivoros e ainda tendo funcdo atrativa de agentes polinizadores e acdo alelopatica
(HARBONE, 1997 e 1991).

Nas folhas, cascas e madeiras de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze foram
encontrados derivados fenolicos que apresentam propriedades antioxidantes, bactericida
e cicatrizante em feridas cutaneas, o que confere um valor ethofarmacoldgico ao género
(MATSUMOTO, 2010). Os flavonoides que possuem 15 atomos de carbono na cadeia
carbonica principal constituem uma classe importante de polifendis apresentam
atividades variadas como antimicrobiana, antiviral, antitumoral, antioxidante, entre
outras.

A alelopatia, que é a liberagdo de substancias que causam efeitos benéficos ou
maléficos sobre outros vegetais (RODRIGUES, 1992), esta dentre as atividades
bioldgicas dos taninos (RAWAT et al. 1998) e dos terpendides (HAIG, 2008). Os

taninos sdo substancias fendlicas que formam complexos insolGveis com alcaloides,
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gelatinas e outras proteinas. Sdo responsaveis pelo sabor adstringente de frutos. Os
flavonoides também podem ter acdo alopatica (ZUANAZZI e MONTANHA 1999).

Os triterpenos (30 atomos de carbono) originam-se da cicliza¢do do esqualeno.
Os esteroides (27 atomos de carbono) podem ser metabdlitos dos triterpenos. As
saponinas que apresentam em sua estrutura uma parte com caracteristicas lipofilica e
outra com caracteristicas hidrofilicas que determinam suas propriedades detergentes e
emulsificantes.

Em cascas do caule e folhas de plantas medicinais do cerrado como nha
Myracrodruon urundeuva Allem. (Anacardiaceae) e na Anadenanthera colubrina
(Vell.) Brenan (Mimosaceae) também foram registradas a presenca de taninos e
derivados fendlicos (MONTEIRO et. al. , 2005).

Serdo necessarios estudos posteriores para realizar o fracionamento dos extratos
brutos das folhas, cascas e madeiras a fim de identificar os principios ativos, para buscar
sintetizad-los ou potencializar sua acdo, além de realizar o ensaio biol6gico com

substancias purificadas.

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.5.1 Preparacao dos extratos em etanol e particdo liquido-liquido

Amostras da folha (350,0 g), da casca (500,0 g), e da madeira (200,0 g) seca e
moida foram submetidas a extracdo com etanol em Soxhlet. Apos filtracdo e evaporacao
do solvente, sob pressdo reduzida em evaporador rotativo, foram obtidas 128,2 g,
113,6 g e 24,84 g de extrato bruto para a folha, casca e madeira, respectivamente.

Para as particbes das folhas encontramos valores de 4,83 g, 8,35 g, 1,459 e
1,89 g para os solventes cicloexano, diclorometano, acetato de etila e metanol,
respectivamente. Para as particdes das cascas foram encontrados os valores de 2,21 g e
4,78 g para os solventes cicloexano e diclorometano, respectivamente.

A particdo liquido-liquido do extrato etanolico da madeira ndo foi realizada
porque a massa obtida foi muito baixa, além do fato da madeira ser constituida
principalmente dos componentes macromoleculares lignina e holocelulose

(Tabelas 4 e 5). Este fato também foi determinante para ndo realizar os estudos de
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atividade antioxidante e antimicrobiana destas partes da Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze

para as parti¢Ges liquido-liquido.

5.5.2 Determinacdo do teor de fenois totais (FT)

A metodologia utilizada baseia-se no uso do reagente Folin-Ciocalteau,
constituido por uma mistura dos acidos fosfomolibidico (HsPMo01,040) e fosfotungistico
(H3PW12040), resultando numa solugdo de cor amarela. Em meio bésico, 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 reducdo, ocasionando a mudanca de cor do meio reacional de amarela
para azul e o composto fendlico é oxidado, como pode ser observado na Figura 19
(OLIVEIRA et. al., 2009).

iOOH coo

J|/ N Na,CO4 T

- o -
HO \[/\GH HO™ 7 “OH

OH OH

coo” Coo”

-

ey e i
/[ L+2Mo'}* —_— :L+2Mn°*rzH+
HO™ ™7 ~OH D/\n’ OH
OH O

Figura 19: Reacdo tipica do acido galico com o ion molibdénio presente no reagente de
Folin.
Fonte: OLIVEIRA (2009).

A curva de calibragdo para a quantificagdo de compostos fendlicos totais com
acido galico equivalente foi construida mediante leituras espectrofotométricas em
comprimento de onda de 760 nm de absorvancia de solugdo padrédo de acido galico em

concentracdes de 10,0 a 80,0 mg mL™ (Figura 20).
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Figura 20: Curva de calibragdo para determinacdo espectrofotométrica de fendis totais

(Método Folin-Ciocalteau).

Os teores de fendis totais, expressos em miligrama equivalente de acido galico
por grama de amostra sao mostrados na Tabela 11, em comparagdo com resultados para
outras plantas do cerrado. Como se trata de um vegetal com poucas informacgdes na

literatura, todos os resultados sdo significativos.

Tabela 11: Teor de fendis totais para o extrato das folhas e cascas de C. sessilis (Vell.)

Kuntze em comparagdo com resultados para outras plantas do cerrado.

) EXTRATO ETANOLICO
ANALISE

FOLHAS CASCAS

35,23 + 0,46 42,12 £0,93

Fendis Totais (mg de

EAG /gdeamostra) 0937395 34645187

1150+ 1,8 114,0+1,3"

“Valores encontrados por MARTINS (2012) para K. Coreaceae (Clusiaceae).
“Valores encontrados por ROCHA (2011) para Campomanesia P. O. Berg (Mirtacea).

O extrato etandlico da casca apresentou a maior quantidade de fendis totais do
que o das folhas. Em comparacdo com outros resultados para plantas do cerrado

estudadas por nosso grupo, estes valores sdo bem inferiores aos encontrados pelo grupo
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de pesquisa. ROCHA (2011) observou que para Campomanesia Pubescens O. Berg
(gabiroba peluda), que foram de 115,0 e 114,0 mg de EAG g™ (para folha e casca,
respectivamente) e os valores encontrados por MARTINS (2012) para Kielmeyera
coreaceae Mart. & Zucc, que foram de 309,0 e 346,0 mg de EAG g* (para folha e
casca, respectivamente). Esse método para a determinacdo do teor de fendis totais
utilizando o recurso computacional ja estd devidamente estabelecido e conferido pelo
laboratorio de produtos naturais e espectroscopia, sendo utilizando pelo grupo de
pesquisa em todas as suas analises (MORALIS, 2003).

Para outras espécies também do cerrado, outros autores encontraram valores
diferentes. MAGINA e colaboradores (2010) encontraram para a Eugénia umbelliflora
(pitanga) valores de 128,0 e 105,8 mg de EAG g para folha e casca, respectivamente.
COUTINHO e colaboradores (2008) encontraram para as folhas da Campomanesia
adamantium (gabiroba lisa) valor de 7,2 mg de EAG g*, valor bem abaixo do

observado neste trabalho.

5.5.3. Determinacao de proantocianidinas

Os taninos condensados ou proantocianidinas sdo amplamente encontrados no
reino vegetal. Apresentam unidades flavanicas com variagdes nas posicdes de suas
ligacGes e na estereoquimica.

Para 0 método vanilina utilizado neste estudo, a quantificagdo envolve uma
reacdo do grupo aldeido da vanilina com um anel metassubstituido dos flavonoides,

formando complexos coloridos que absorvem em 500 nm (Figura 21).
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Figura 21: Reag&o da vanilina com o anel A da proantocianidina.
Fonte: SCHOFIELD (2001).

A partir de solugdes com concentragdes conhecidas de catequina, tragou-se uma
curva analitica de calibracdo em funcdo das concentracdes das solucdes de catequina e

das medidas de absorvancia.

1,2

y = 0,0587x- 0,0042
1 R =0,999 /.

.g /
(&)
c 0,8
g
— 0,6
o
3

0,4
<

0,2

0 / T T T 1
0 5 10 15 20

Concentracéo de catequina pg mL™

Figura 22: Curva de calibragdo para determinacdo espectrofotométrica de

proantocianidinas (Método da Vanilina).
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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 s&o mostrados na Tabela 12

em comparacdo com resultados para outras plantas do cerrado.

Tabela 12: Teor de proantocianidinas para os extratos etanolicos das folhas e cascas de
C. sessilis (Vell.) Kuntze.

EXTRATO ETANOLICO
ANALISE

FOLHAS CASCAS

133,6 £ 0,021 111,1 £ 0,023

Proantocianidinas (mg
de ECAT/g de amostra)

1090+1" 3280+1

EE3

17,3+05 76+0,3

“Valores encontrados por MARTINS (2012) para K. Coreaceae (Clusiaceae).
“Valores encontrados por ROCHA (2011) para Campomanesia P. O. Berg (Mirtacea).

O extrato etano6lico da folha apresentou maior quantidade deste polifenol. Estes
resultados sdo bem superiores aos encontrados por ROCHA (2011), e BRUM e
CARDOSO (1999) para Campomanesia pubescens O. Berg do cerrado. As
proantocianidinas possuem funcdo de defesa a exposicdo térmica e mecanica das
plantas, bem como protecdo contra animais herbivoros (possuem sabor adstringente). A
maior concentracdo de proantocianidinas nas folhas explica este fato. Entretanto,
MARTINS (2012) encontrou valor de proantocianidinas cerca de trés vezes maior na

casca de Kielmeyera coreaceae Mart. & Zucc (Tabela 12).

5.5.4 Atividade antioxidante e calculo do CEsg

Para determinar a atividade antioxidante de uma amostra, um dos métodos que
podem ser utilizados € através da quantificacdo da acdo sequestrante do radical livre
DPPH". 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
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coloracgdo violeta, e absorve em 517 nm. A Figura 23 apresenta a estrutura do radical
livre DPPH".

N—R NO,

Figura 23: Estrutura quimica do radical livre DPPH".

Numa reacdo tipica, o radical DPPH" ¢ reduzido e forma-se a 2,2-
difenilpicrilidrazina (DPPH-H) por meio da agdo do antioxidante (A—H), originando
uma solucdo de coloragdo amarela. Atraves 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). A
Figura 24 apresenta a reacdo radicalar tipica do radical livre DPPH" com 0s compostos

fenodlicos.

Figura 24: Reacdo tipica do radical livre DPPH" com os compostos fenolicos.
Fonte: BRAND-WILLIAMS (1995)
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Os compostos com acdo antioxidante possuem a capacidade de reagir com 0s
radicais livres e transforméa-los em espécies estaveis nao reativas.
A partir da medida das absorvancias de solugfes com concentraces conhecidas

do radical livre DPPH" foi construida a curva analitica de calibragdo que é apresentada

na figura 25.
L4 y=0,027x+0,0072
R? = 0,9992 /.
v /l/
1 l/r
C_U 0,8
(&)
[ 0,6
«S
O
— 0,4
o
wn
-2: 0,2
0 “/l/
0 10 20 30 40 50

Concentrac&o de DPPH" pg mL™

Figura 25: Curva de calibracdo para determinacdo espectrofotométrica da atividade
antioxidante (Método DPPH").
Para a determinacdo da atividade antioxidante e para o calculo do CEsy do

extrato bruto e das parti¢Ges de folhas e cascas foram realizadas analises em triplicatas.
5.5.4.1 Atividade antioxidante para o extrato etanolico bruto e particdo das folhas
de C. sessilis (Vell.) Kuntze.

Primeiramente, para as folhas de C. sessilis (Vell.) Kuntze foi determinada a

atividade do extrato etandlico bruto e de suas parti¢des em funcdo do consumo DPPH’

para varias concentracoes (g mL'l).
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Figura 26: Gréafico tipico do consumo de DPPH" em funcdo das diferentes

concentragOes do extrato das folhas de C. sessilis (Vell.) Kuntze.

Os graficos obtidos para a cinética da atividade antioxidante das amostras de

folhas (extrato bruto e particbes) nas seis concentracfes estudadas (em ppm) estdo

apresentadas nas Figura 27.
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Figura 27: Gréfico do comportamento cinético da atividade antioxidante do extrato
bruto (a) e particdes (b-e) das folhas de C. sessilis (Vell.) Kuntze em diferentes
concentracgoes.

Pode-se verificar que para os extratos etandlicos, as maiores porcentagens de
sequestro do radical DPPH' ocorreram nas partices acetato de etila e metanol. Esse fato
se deve em funcdo do aumento de polaridade do solvente utilizado para realizar a
particéo.
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Tabela 13: Valores de CEsp para extrato etanolico e particbes para extrato bruto e

parti¢Oes das folhas de C. sessilis (Vell.) Kuntze.

AMOSTRA CEso (Mg mL™) CEsp (mg extrato /mg de DPPH)
EXTRATO BRUTO 38,94 + 2,59 238 + 00643
Particdo cicloexano 79,67 £4,19 4,96 +0,11
Particdo diclorometano 38,165 £ 5,92 235+ 043
Particdo acetato de etila 17,972 + 2,72 1.0 +0,199
Particdo metanol 15,79 £ 1,017 0,94 + 0,075

A Tabela 13 apresenta os valores de CEsp para 0 extrato etandlico bruto e
particbes das folhas de C. sessilis (Vell.) Kuntze. De acordo com o apresentado
podemos notar que os melhores valores sdo encontrados para as particdes acetato de
etila e metanol (17,972 pg mL™? e 15,79 pg mL™ respectivamente). O valor de CEsg
representa a concentracdo de amostra necessaria para sequestrar 50 % do radical livre
DPPH. Valores de CEs, menores que 50 pg mL™ sdo considerados muito ativos, de
50 — 100 pg mL™ sdo moderadamente ativos, de 100 - 200 sdo pouco ativos. J4 valores
acima de 200 pug mL™ sdo considerados resultados inativos (REYNERTSON et al.,
2005). De acordo com a Tabela 13 apenas a particdo cicloexano é considerada
moderadamente ativa (79,67 pg mL™), enquanto todas as demais amostras S&o

consideradas muito ativas.

5.5.4.2 Extrato etanolico bruto e partic6es das cascas de C. sessilis (Vell.) Kuntze
Em seguida foi determinada a atividade do extrato etanolico bruto das cascas de

C. sessilis (Vell.) Kuntze em funcdo do consumo DPPH para vérias concentra¢es do

extrato bruto.
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Figura 28: Grafico tipico do consumo de DPPH"™ em funcdo das diferentes

concentracOes do extrato etandlico bruto das cascas de C. sessilis (Vell.) Kuntze.
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Figura 29: Gréfico do comportamento cinético da atividade antioxidante do extrato

bruto (a) e particdes (b-c) das cascas de C. sessilis (Vell.) Kuntze em diferentes

concentragoes.
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Tabela 14: Valores de CEs para extrato etanolico bruto (a) e partigdes (b-c) das cascas
de C. sessilis (Vell.) Kuntze.

AMOSTRA CEso (Mg mL™)  CEsp (Mg extrato /mg de DPPH)
Extrato bruto 39,73 +5,01 227+0/4

Particdo cicloexano 415,55 £ 0,83 2538 + 1.46

Particdo diclorometano 33,24 £ 0,75 1.68 +0.10

O resultado de CEsp € relevante, embora ndo esteja proximo do valor de CEs
para 0 padrdio BHT (7,26 ug mL™). Houve correlacdo positiva na concentracio do
extrato e consumo do radical DPPH". Segundo REYNERTSON (2005), o extrato bruto
e a particdo em diclorometano sdo muito ativas (menores que 50 pg mL™) enquanto a

particdo em cicloexano é considerada inativa.
5.5.4.3 Extrato etanolico bruto da madeira de C. sessilis (Vell.) Kuntze
Para a determinagéo da atividade antioxidante da madeira de C. Sessilis (Vell.)

Kuntze, foi necessario a elucidacdo e uma nova curva analitica do DPPH", pois o0 extrato

que foi utilizado acabou. A nova curva analitica do radical DPPH" esta apresentada

abaixo.
1,2
y =0,0254x+ 0,0132
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Figura 30: Curva de calibracdo para determinacdo espectrofotomeétrica da atividade
antioxidante do extrato etandlico da madeira (Método DPPH).
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Primeiramente foi determinada a atividade do extrato etandlico bruto da madeira

de C. sessilis (Vell.) Kuntze em fun¢do do consumo DPPH para vérias concentracdes

do extrato.
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Figura 31: Grafico do consumo de DPPH" em funcéo das diferentes concentraces do

extrato etanolico bruto da madeira de C. sessilis (Vell.) Kuntze.
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Figura 32: Grafico da atividade antioxidante em fungdo do tempo do extrato

etanolico bruto da madeira de C. sessilis (Vell.) Kuntze em diferentes concentraces.
O valor de CEsgp foi de 37,1 ug mL™. O resultado de CEs, é relevante, pois é

considerado muito ativo (menores que 50 pg mL™), mesmo estando longe do padréo
BHT (7,26 pg mL™).
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Tabela 15: Resultados das analises realizadas para o extrato etanolico bruto da madeira
de C. sessilis (Vell.) Kuntze.

ANALISES EXTRATO ETANOLICO BHT
CEso (ug mL™) 37,1+2,20 7,26 +0.34
CEso (Mg extrato /mg de DPPH) 2,03 % 0,46 0,36 +0,028

Comparando-se os resultados obtidos com a Cordiera sessilis e dados da
literatura (Tabela 16) verifica-se que o valor de CEsp s&0 maiores ou menores do que

algumas outras plantas do cerrado.

Tabela 16: Valores de CEsy (ug mL™) para extrato etandlico bruto e particdes da
Cordiera sessilis (Vell.)Kuntze e comparacdo com K. coreaceae outro vegetal do

Cerrado ja estudado.

CEso (Mg mL™) / extrato bruto”

Amostra Cordiera sessilis K. coreaceae
MARTINS (2012)

Folhas 38,94 + 2,59 10,6 +0,7

Cascas 39,73 +5,01 59+0,1

Madeira 37,1+2,20 255+39

CEso (g mL™) / cicloexano
Folhas 79,67 £4,19 132,72 + 1,60
Cascas 415,55 + 0,83 16,04 + 1,68

CEso (ug mL™) / diclorometano

Folhas 38,165 + 5,92 12,72 £ 0,59
Cascas 33,24 £0,75 6,63 +0,88
CEso (ug mL™)/ acetato
Folhas 17,972 £ 2,72 -
CEso (Mg mL™) / metanol
Folhas 15,79 +1,017 -
Cascas - 4,33+0,29

* 0 hifen indica que na determinag&o o valor ndo foi encontrado.
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5.6. Atividade antibacteriana

Os ensaios para avaliacdo da atividade antibacteriana foram realizados no
laboratdrio de Pesquisa em Microbiologia Aplicada — LAPEMA — da Universidade de
Franca — UNIFRAN com a colaboragédo do Prof. Dr. Carlos Henriqgue Gomes Martins.
A metodologia utilizada para a avaliacdo dos extratos brutos e particdes foi a
microdiluicdo em caldo para a determinacdo das concentrag@es inibitorias minimas. Os
resultados sdo apresentados nas Tabelas 17, 18, 19 e 20.

A avaliacdo da atividade antibacteriana através da CIM mostrou que 0s extratos
e particdes de diferentes partes aéreas de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze possuem
diferentes niveis de atividade contra cada estirpe bacteriana estudada. Quanto menor o
valor de CIM, mais promissora € a atividade antibacteriana das amostras. Resultados de

CIM menores de 100 pg mL™ sio considerados promissores (RIOS et al., 2007).

Tabela 17: Resultados das concentracdes inibitrias minimas para as particdes das

folhas de C. sessilis (Vell.) Kuntze frente as bactérias aerobias.

AEROBIAS (CIM, pg mL™)

Streptococcus  Enterococcus  Streptococcus — Streptococcus

AMOSTRA sanguinis faecalis mitis mutans
ATCC 10556  ATCC 4082 ATCC 49456 ATCC 25175
Part. cicloexano > 400 > 400 400 > 400
Part. diclorometano > 400 > 400 200 200
Part. acetato 400 > 400 200 200
Part. metanol > 400 > 400 > 400 > 400
CLORIDRATO DE 3,688 7,375 3,688 1,844
CLOREXIDINA *
* CONTROLE

Houve atividade de todas as parti¢Ges frente a todos 0s microrganismos aerobios
bucais estudados. Os valores de CIM estiveram entre 200 e 400 pg mL™. Os resultados
demonstram que as particdes das folhas ndo inibiram o crescimento das bactérias em
concentracdes menores que 200 pg mL™. Diversos autores tém relatado um papel

importante dos fitofarmacos como alternativa no tratamento odontolégico, diante das
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propriedades antimicrobianas relatadas frente a afeccdes bucais, principalmente do
biofilme dental. AKPATA e AKINRIMISI (1977) afirmam que extratos aquosos de
plantas inibem o crescimento de Streptococcus mutans, um dos principais responsaveis
pela formacéo da cérie.

Algumas plantas tém sido pesquisadas com o intuito de combater as infeccdes
que acometem a cavidade bucal, principalmente as originadas pela presenga do biofilme
bacteriano. Ensaios in vivo utilizando a camomila (Matricaria recutita L.) como
dentifricio demonstram uma reducdo na gengivite em 97 % dos casos relatados
(RYSCKY, 1991). Estudos recentes mostraram a potencialidade da Punica granatum na
inibicdo do crescimento bacteriano das linhagens Streptococcus mitis, S. mutans, S.
sanguis, S. sobrinus, sugerindo o emprego do extrato de roma, como meio alternativo,
ao controle desses microrganismos na formacéo do biofilme (PEREIRA ET AL., 2006).

Apesar do valor encontrado (200 pg mL™) estar acima do desejado
(100 pg mL™) podemos afirmar que o extrato etandlico das folhas (particdo em
diclorometano e acetato de etila) possui atividade promissora como alternativa
odontoldgica no combate antibacteriano para evitar e combater a céarie. Estudos
posteriores ainda devem ser realizados a fim de determinar sua citotoxidade.

Houve atividade de todos os extratos e particbes frente a todos os micro-
organismos anaerébios bucais estudados. Os valores de CIM estiveram entre
50 e 400 ug mL™. Os resultados demonstram que as particdes das folhas ndo inibiram o

crescimento das bactérias em concentracées menores que 200 pug mL™.

Tabela 18: Resultados das concentracdes inibitorias minimas para 0s extratos das

cascas de C. sessilis (Vell.) Kuntze frente as bactérias aerdbias.

AEROBIAS (CIM, pg mL™)

Streptococcus  Enterococcus  Streptococcus — Streptococcus
AMOSTRAS

sanguinis faecalis mitis mutans

ATCC 10556 ATCC 4082 ATCC 49456 ATCC 25175
Part. cicloexano 400 > 400 25 > 400
Part. diclorometano 200 > 400 400 > 400
CLORIDRATO DE 1,844 7,375 3,688 3,688

CLOREXIDINA *
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As concentracdes dos extratos testados para as cascas foram de 0,98 ug mL™ a
400 pg mL™?, e os do controle foram 0,115 pg mL™ a 59,0 pg mL™. As amostras mais
ativas frente as bactérias aerdbias foram a particio em cicloexano (CIM de 25 pg mL™)
e em diclorometano com valores de CIM de 200 pg mL™. Nessas duas amostras 0s
resultados de CIM foram bastante significativos e promissores, por se tratar de um
extrato vegetal. Na literatura foram encontrados alguns valores inferiores, porém com o

uso de 6leos essenciais como apresenta CANSIAN (2010).

Tabela 19: Resultados das concentracdes inibitérias minimas para 0s extratos das

folhas de C. sessilis (Vell.) Kuntze frente as bactérias anaerdbias.

ANAEROBIAS (CIM, pg mL™)

Actonomices Prevotella Bacteroides  Porphyromonas
AMOSTRAS naeslundii nigrescens fragilis gingivalis
ATCC 19039 ATCC 33563 ATCC 25285  ATCC 49417
Part. cicloexano > 400 > 400 > 400 50
Part. diclorometano > 400 > 400 > 400 50
Part. acetato > 400 > 400 > 400 400
Part. metanol > 400 > 400 > 400 100
CLORIDRATO DE 3,688 7,375 3,688 1,844
CLOREXIDINA *
* CONTROLE

As concentracdes dos extratos testados para as folhas foram de 0,98 pg mL™ a
400 ug mL?, e os do controle foram 0,115 pg mL™* 59,0 pg mL™. As amostras mais
ativas frente as bactérias anaerdbias foram a particdo em cicloexano e em diclorometano
com valores de CIM de 50 pg mL™. A particdo em metanol também apresentou bom
resultado de CIM (100 pg mL™). Nessas duas amostras os resultados de CIM foram
bastante significativos e promissores.

A Porphyromonas gingivalis € um agente patogénico periodontal, fato esse que
pode levar a inimeras doencgas periodontais, como por exemplo, a periodontite, que é
uma infecgéo persistente bacteriana. Com os valores encontrados, os extratos das folhas
de Cordiera sessilis (Vell.) se apresentam como promissoras fontes de fitofarmacos

para tratamento de infec¢des por P. gengivalis.
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Esse micro-organismo tem sido associado também a artrite reumatoide. E causa
comum de infeccdo em humanos, e estd em uma lista curta de patdgenos que estdo
causando grande resisténcia a antibioticos. Este fato demonstra a importancia desses
resultados, pois se podem utilizar, futuramente, esses extratos na producdo de novos
medicamentos. Estudos posteriores ainda devem ser realizados a fim de determinar sua

citotoxidade.

Tabela 20: Resultados das concentracGes inibitérias minimas para os extratos das

cascas de C. sessilis (Vell.) Kuntze frente as bactérias anaerdbias.

ANAEROBIAS (CIM, pg mL™)

Actonomices Prevotella Bacteroides  Porphyromonas
AMOSTRAS naeslundii nigrescens fragilis gingivalis
ATCC 19039 ATCC 33563 ATCC 25285  ATCC 49417
Part. cicloexano > 400 > 400 > 400 > 400
Part. diclorometano > 400 > 400 > 400 > 400
CLORIDRATO DE 1,844 7,375 3,688 1,844
CLOREXIDINA *
* CONTROLE

As concentracdes dos extratos testados para as cascas foram de 0,195 pg mL™* a
400 pg mL™ e os do controle foram 0,115 pg mL™ a 59,0 pg mL™. Os resultados
encontrados ndo sdo bons, pois todas as amostras apresentaram CIM bem superior ao
desejado. As Tabelas 21-23 apresentam a comparacao de CIM para extratos de folhas e
cascas da C. Sessilis com a K. coreaceae estudada recentemente (MARTINS, 2012).

Tabela 21: Valores comparativos de CIM (ug mL™) de extratos de folhas e cascas da
Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze e de outro vegetal de estudo do grupo de pesquisa

frente ao microrganismo aerobio Streptococcus mitis.

CIM (ug mL™) Cordiera sessilis Kielmeyera coreaceae
FOLHAS 200 - 400 200 - 400
CASCAS 25 - 400 3,12 - 400
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 21, podemos perceber que
0 extrato das cascas de Kielmeyera coreaceae apresentou melhor resultado que os do
extrato das folhas frente ao Streptococcus mitis. As cascas tiveram resultados bem
promissores, pois valores de CIM (concentracdo inibitéria minima) menores que
100 pg mL™? sdo excelentes. Esses resultados sdo de extrema importancia para a
populacdo uma vez que o consumo de medicamentos fitoterapicos vem crescendo de
forma acelerada, pois se trata de terapias mais econdmicas e/ou naturais que aqueles
normalmente oferecidos pela industria farmacéutica, principalmente no Brasil que
responde a 25 % da flora mundial (CASTILHO, 2007).

O resultado apresentado na Tabela 22 demonstra que os extratos de K. coreaceae
sdo muito mais eficientes que os apresentados nos extratos de C. sessilis (Vell.) Kuntze,
podendo ser utilizada na primeira escolha no combate ao microrganismo Streptococcus

mutans, uma vez que os valores de CIM sdo mais de 60 vezes menores.

Tabela 22: Valores comparativos de CIM (ug mL™) de folhas e cascas da Cordiera
sessilis (Vell.) Kuntze e de outros vegetais de estudo do grupo de pesquisa frente ao

microrganismo aerdbio Streptococcus mutans.

CIM (ug mL™) Cordiera sessilis Kielmeyera coreaceae
FOLHAS 200 - 400 > 400
CASCAS > 400 6,25 - 400

Os resultados apresentados na Tabela 23 mostram que os extratos de C. sessilis
(Vell.) Kuntze mais uma vez ndo foram muito eficientes frente ao microrganismo
Streptococcus mutans, dado que os valores de CIM sdo bem maiores que o desejado
(100 ug mL™).

Tabela 23: Valores comparativos de CIM (pug mL™) de folhas e cascas da Cordiera
sessilis (Vell.) Kuntze e de outros vegetais de estudo do grupo de pesquisa frente ao

microrganismo aerdbio Streptococcus sanguinis.

CIM (pug mL™) Cordiera sessilis Kielmeyera coreaceae
FOLHAS > 400 200 - 400
CASCAS 200 - 400 6,25 - 400
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Pelo exposto, temos que os extratos de folhas de C. sessilis (Vell.) Kuntze
apresentaram atividade antimicrobiana frente a microrganismos aerdbios e anaerobios.
As concentrages inibitérias minimas (CIM’s) do extrato etandlico das folhas estiverem
entre 200 e 400 pg mL™, para as bactérias aerdbias, e entre 50 e 400 pg mL™ para as
bactérias anaerdbias. As particdes diclorometano e acetato apresentaram os melhores
valores de CIM para os micro-organismos aerébios Streptococcus mitis e Streptococcus
mutans (200 pg mL™, cada), e os mesmos valores de CIM para os demais
micro-organismos aerébios testados. As particbes cicloexano e diclorometano
apresentaram os melhores valores de CIM para 0s microrganismos anaerdbios bucais
Porphyromonas gingivalis (50 ug mL™), sequida da particio metanol (100 pug mL™)
para 0S mesmos microrganismos anaerobios. Todas as demais particGes estudadas
apresentaram CIM elevada (igual ou maior que 400 pg mL™) frente aos microrganismos
aerobios e anaerodbios testados. Segundo ALIGIANIS et. al (2001), materiais vegetais
com CIM até 500 pg mL™ séo considerados de forte inibicdo. Assim, e de forma geral,
estes resultados mostram uma atividade antimicrobiana forte dos extratos etandlicos das
folhas de C. sessilis (Vell.) Kuntze frente aos microrganismos aerdbios e anaerobios

estudados, e excelentes para o Porphyromonas gingivalis.
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6 CONCLUSOES

A anélise e a quantificagdo dos constituintes quimicos das partes aéreas de C.
sessilis (Vell) Kuntze, bem como a atividade antioxidante de seus extratos,
apresentaram resultados que confirmam o uso potencial desta planta pelas populagdes
do cerrado. Como esperado, a casca possui mais extrativos do que a madeira, e esta
mais holocelulose do que a casca. Os diferentes solventes utilizados permitem inferir
que a maioria dos extrativos presentes na casca € pouco polar, e 0s presentes na madeira
sdo apolares.

A composicdo do bleo essencial presente nas amostras das folhas de C. sessilis
(Vell.) Kuntze apresentou muito pouco terpenos, diferenciando-se enormemente
daqueles encontrados para 6leos de folhas de outras plantas do cerrado. O Linalol, a-
Terpineol, Fitol, (E)-Geraniol foram os Unicos monoterpenos oxigenados, representando
5,84 % do total do 6leo. Os componentes principais foram os acidos organicos (como o
Acido n-Hexadecanoico (24,73 %) e o Acido Linolénico (6,91 %)). O total de acidos
organicos representa cerca de 46,0 % do total do 6leo. Ainda destacam-se os alcodis de
cadeia curta, totalizando 23,0 % do 6leo); e os aldeidos, totalizando 12,0 %. Para as
cascas, na sua maioria encontramos acidos graxos de cadeia longa, totalizando 88,4 %
do 6leo, destacando-se o Acido Hexadecanoico (40,11 %) e o Acido Octadecadiendico
(33,2 %). Na madeira, temos outra vez a predominancia de &cidos graxos de cadeia
longa, destacando-se o Acido Hexadecandico (32,23 %) e o n-Nonadecanol (18,53 %),
sendo que desta vez foi encontrado o sesquiterpeno trans-Cariofileno (0,72 %).

Os resultados dos ensaios qualitativos secundarios para os extratos etanélico das
folhas, cascas e madeiras de C. sessilis (Vell.) Kuntze ndo apresentaram uniformidade
da presenca das diversas classes estudadas.

Todos os resultados para fenois totais e proantocianidinas sdo significativos.
Houve correlacéo positiva entre os teores de fendis totais e de proantocianidinas com as
atividades antioxidantes dos extratos e particGes estudadas. As particdes em acetato de
etila e metanolica dos extratos das folhas de C. sessilis (Vell.) Kuntze apresentaram as
melhores e mais fortes atividades antioxidantes. As particdes cicloexano desta planta
apresentaram as menores atividades antioxidantes.

Os extratos de folhas de C. sessilis (Vell.) Kuntze apresentaram atividade

antimicrobiana frente a microrganismos aerobios e anaerdbios. As parti¢Bes cicloexano
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e diclorometano apresentaram os melhores valores de CIM para 0s microrganismos
anaerdébios bucais Porphyromonas gingivalis (50 pg mL™), sequida da particdo metanol
(100 pg mL™) para os mesmos microrganismos anaerébios. De forma geral, a atividade
antimicrobiana dos extratos etanolicos das folhas de C. sessilis (Vell.) Kuntze foi
efetiva, frente aos microrganismos aerobios e anaerébios estudados, e bastante
expressivos para o Porphyromonas gingivalis.

Como se trata de um vegetal com poucas informacdes na literatura, todos os

resultados sao significativos.
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APENDICE A - METODOLOGIA PARA A DETERMINACAO DA
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA (CLSI, 2007)

1 MICRORGANISMOS UTILIZADOS NOS ENSAIQOS

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos e das
particbes foram utilizadas as seguintes cepas padréo, 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
Padrdo ATCC do inoculo 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 determinacéo 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 solugdo de Hemina a uma concentracéo de 5,0 mg mL™ e
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1,0 mL de menadione a uma concentracdo de 1,0 mg mL™ para cada 1,0 L de meio de

cultura.

Caldo Schaedler (BD®)

Composigéo:

Digestao Pancreatica de CaSeiNa .........cccvivevueiiereeieeie e estee e sa e 8,20
Digestao Peptidica de Tecido AnIMal ...........ccccoveviiieiieie e 250
Digestéo Papainica de farelo de SOja ........ccocvvereeeiinienese e 109
DEXITOSE .o 5849
EXIrato d8 LEVEAUIA ....cveeiveeieceic ettt sttt sneene s 5090
(0 (o] =1 (oI [T o Lo [ o IS SS SR OR 1,79
FOSTALO TIPOLASSIO ....vevvvieiiii et 0,89
[ (10 LT R 0,01g
IO 1) 1] - SRS OSSR 044¢g

TRIS (hidroximetil) aminOMELAN0 ..........cccccveiiiieiicce e 3090

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.

Caldo triptona de soja TSB (DB®)

Composigéo:

PeptoNa A8 CASEING.......cviiiiiiieiieieie ettt bbb bbb 1709
PEPLONA T8 SOJA. . eitiieiee ettt ettt e e e ba e neera e 309
L L0001 ST URRPR 2,59
(O [0 =1 030 [<IEYo 1o [ o Ju 5090
Hidrogenofosfato dipOtASSICO........ccueiuveieiieciece e 250

Preparacgdo: Dissolveram-se 30,0 g desta composic¢do em 1,0 L de &4gua 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 ...cvviivieieeie e 2,09
Digestao panCreatica de CASEINA .......ccvveeveerieiieiie e e sre s sre e ans 13,0¢
L= (oI [ [AVZ=To (U - TR 5049
(O [0 1] (o J0 [TEYo 1o [To RS 500
N0 L | OO 15049

Preparacdo: Dissolveu-se 40,0 g 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 pancreatica de CASEINA.........ccvcviiieiieie e 8,20
Digestao peptidica de tecido animal.............ccccooveiiiiiiii i 2590
Digestéo papainica de farelo de SOjJa.........cccooeeierineinineec e 10g
DEXITOSE. ..o —————————————— 5849
EXErato de [EVEAUIA..........ooiiiiic e e 5009
(0 (o] =) (oI [=IETo o [ To TO SRS P USRI 1,79
FOSTAtO QIPOTASSIO. .. .c.vivieiieiieieie ettt 08¢
HEMINAL ... 04g
Lo CWEINA. e bbbttt enes 0,449
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Preparacdo: Dissolveu-se aproximadamente 41,9 g desta composi¢do em 1,0 L de agua

destilada. A solugdo resultante foi aquecida e homogeneizada até a completa dissolucao
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do po e autoclavada por 15 min a 121 °C. Logo em seguida, a solucgéo foi suplementada
com 1,0 mL de solucdo de Hemina (5,0 mg mL™), 1,0 mL de solucdo de menadione
(Img mL™) e com solugdo 5% de sangue desfibrinado de carneiro. Em seguida, foram

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

Solugéo de Hemina

Dissolveu-se 0,5 g de Hemina em 10,0 mL de solucdo NaOH a 1,0 N e
adicionou-se 90,0 mL de &gua destilada esterilizada. Apds obter a solucdo na
concentracdo 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 0,1 g de menadione em 100,0 mL de etanol

absoluto, obtendo-se uma solucéo na concentracéo 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 concentracdo

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™
(solugédo de partida). Para se obter esta concentracdo, dissolveram-se 2,0 mg de cada
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amostra em 250 pL de dimetilsulféxido (DMSO). Em seguida preparam-se as seguintes
solugdes:
1-Solugdo mée para o teste de microdiluicdo em caldo para aerdbios:

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 solucdo de concentracdo
500 pg mL™.
2-Solucéo mée para o teste de microdiluicdo em caldo para anaerébios:

Retirou-se 162,5 pL da solugdo de partida e acrescentou-se 2437,5 uL de caldo

Schaedler suplementado, obtendo-se uma nova solucéo de concentracdo 500 pg 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 solucdo 0,5 % de sangue de carneiro, para tubos contendo caldo
triptona soja para 0s microrganismos aerobios; o mesmo procedimento foi utilizado para
preparacdo das bactérias anaerdbias com crescimento de 72 horas em agar Schaedler.
Padronizou-se 0 inoculo fazendo a comparagdo deste com o0 tubo
0,5 (1,5 x 10® UFC.mL™) para bactérias na escala Mc Farland. Esta preparacdo do

inoculo foi realizada para todas as bactérias.

6 PREPARACAO DA DROGA PADRAO

A droga padrdo utilizada para validagdo 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 Gltima diluicdo de concentracdo de 0,02 mg mL™ é a solucido
estoque para realizacdo da técnica. Levou-se em consideracdo a poténcia de 100 % da

droga.
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7 CONTROLES POSITIVOS E NEGATIVOS

Para a determinacdo de atividade antimicrobiana pelo método da microdiluig&o,
utilizou-se como controle positivo, frente aos microrganismos indicadores e dicloridrato
de clorexidina. Para 0 método de CIM, as concentracOes de dicloridrato de clorexidina
variam de 0,0115 pgmL™" a 5,9 ug mL™.

Ainda realizaram-se para 0 método de microdiluicdo em caldo os seguintes
controles: esterilidade dos caldos TSB e Schaedler; controle da cultura (inoculo);

esterilidade da clorexidina, esterilidade dos extratos e parti¢des e controle do DMSO.

8 METODO DA MICRODILUICAO PARA DETERMINACAO DA
CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A determinacdo de concentracdo inibitéria minima das solucdes dos extratos e
das particBes foi realizada segundo o método de microdiluicdo em caldo segundo 0s
padroes CLSI para os microrganismos aerdbios (CLSI, 2006) e o CLSI para o0s
microrganismos anaerébios (CLSI, 2007).

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

Avaliaram-se as amostras das solugbes nas seguintes concentracgoes:
400 a 3,0 pg mL™. Determinou-se, entdo, a concentracdo minima de cada amostra capaz
de inibir o 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. Apds o periodo de incubacdo, foram
adicionados em cada orificio 30,0 puL de resazurina (Sigma) preparada em solucédo
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
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crescimento bacteriano e a cor vermelha, a presenca de crescimento bacteriano. Os
microrganismos anaerobicos sdo incubados por 48 a 72 horas em cémara de
anaerobiose, a 36 °C. Em seguida, utiliza-se 0 mesmo revelador (resazurina) para a
determinacéo das concentracdes inibitdrias minimas (CIM) frente aos microrganismos
anaerobios.

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

microrganismos indicadores em triplicata.
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