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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo contribuir com informagdes sobre a constituigdo quimica € a
avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato etanolico e fragdes da casca interna de
Kielmeyera coriacea Mart & Zucc, uma arvore tipica do Cerrado e muito utilizada como
planta medicinal. O estudo avaliou o potencial antibacteriano e antifungico do extrato
etanolico e partigdes. No estudo antibacteriano foram analisadas bactérias bucais aerobias e
anaerdbias pelo método da microdiluicdo em caldo, sendo os resultados expressos em
concentragoes inibitorias minimas (CIM). Nesta analise, a particao n-hexano foi a mais ativa,
apresentando valores de CIM entre 1,56 e 6,25 pg mL™' sendo que, para as bactérias
Streptococcus mitis e Streptococcus sanguinis os valores foram melhores que os encontrados
para a anfotericina (CIM 3,688 pg mL™'), firmaco usado como controle positivo. Estes
resultados despertaram interesse para o isolamento de compostos. Os ensaios realizados com
as fracdes da parti¢do hexanica mostraram uma diminui¢do dessa atividade com valores de
CIM entre 12,5-1500 pg mL!. Estes resultados podem estar relacionados com compostos que
estavam agindo de forma sinérgica e foram separados durante o fracionamento em coluna. Na
avaliacdo do potencial antifingico frente as leveduras do género Cdndida, tanto o extrato
quanto as parti¢cdes inibiram o crescimento de todas as espécies testadas, com concentragdes
inibitérias minimas (CIM) variando entre 23,43 e 1500 ug mL™!, sendo que as particdes
diclorometano e n-butanol apresentaram os valores mais promissores, com concentragdes
entre 23,43 ¢ 46,87 pg mL!. A atividade antioxidante foi avaliada pelo método do radical
livrte DPPH e pelo método eletroquimico. Os valores de concentracdo efetiva (CEso) foram
melhores para as particdes acetato de etila e n-butanol (entre 2,0 e 1,6 pug mL™,
respectivamente), e menores que o controle BHT (4,8 pg mL™!). O potencial antioxidante foi
confirmado no método eletroquimico. Estes resultados estio em conformidade com os
maiores teores de compostos fenolicos presentes nestas particdes polares. A prospeccao
fitoquimica também revelou a presenga de compostos fendlicos (taninos, xantonas, cumarinas,
flavonoides e saponinas), além de terpenos e terpenoides. Na particdo hexanica foram
identificados por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas e por
Ressondncia Magnética Nuclear os esteroides B-sitosterol, estigmasterol, campesterol e sitost-
4-en-3-ona, os triterpenos a-amirina € lupeol e o acido graxo hexadecanoico. A presenca
desses compostos na particao hexanica esta relacionada a forte atividade antibacteriana, ja que
esses compostos atuam na inibi¢do contra diferentes microrganismos, incluindo os orais. Na
analise do extrato etanolico e das parti¢des de maior polaridade por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas com lonizacao por Electrospray nos
modos negativo e positivo foram identificados o acido protocatecoico, o flavonoide epi-
catequina, e algumas proantocianidinas do tipo A, B, C e seus oligbmeros. Na particao n-
butanol foi identificado um dimero de epi-catequina-epi-galocatequina e a epi-catequina-3-0O-
glicosideo; na parti¢do acetato de etila e no residuo metanol-agua foi identificado o dimero
epi-afzelequina-epi-catequina. A identificagdo destes compostos fendlicos nas particdes
polares pode explicar os resultados de atividade antioxidante e antifingica. Este estudo indica
que a casca interna da Kielmeyera coriacea Mart & Zucc ¢ rica em compostos bioativos,
exibindo atividade bioldgica contra bactérias orais e fungos.

Palavras-chaves: Kielmeyera coriacea Mart & Zucc. Extratos e particdes. Atividades
biologicas.



ABSTRACT

This work aims to provide information on the chemical constitution and evaluation of
antimicrobial activity of ethanolic extract and fractions from the inner bark of Kielmeyera
coriacea Mart & Zucc, a typical Cerrado tree and used as a medicinal plant. The study
evaluated the antimicrobial and antifungal potential of ethanolic extract (EE) and partitions.
Antibacterial activities study were analyzed using aerobic and anaerobic buccal bacteria by
Microdiluition Method in broth, with the results expressed in minimum inhibitory
concentrations (MIC). In this analysis, the n-hexane (HP) partition was the most active,
presenting MIC values between 1.56 and 6.25 pg mL!, and for the Streptococcus mitis and
Streptococcus sanguinis bacteria values were better than those found for amphotericin (CIM
3.688 ng mL), the drug used as positive control. These results awakened interest for the
isolation of compounds. The tests with fractions of n-hexane partition showed a decrease of
this activity with MIC values between 12.5 and 1500ug mL"!. These results may be relates to
compounds that were acting synergistically and separated during the fractionation on column.
In evaluating the antifungal potential against the yeasts of the genus Candida, both the extract
and partitions inhibited the growth of all species tested, with minimum inhibitory
concentrations (MIC) varying from 23.43 and 1500 pg mL’, being the partitions
dichloromethane and n-butanol that presented the most promising values, at concentrations
between 23.43 and 46.87 pug mL’!. The antioxidant activity evaluated by the DPPH free
radical method and by the electrochemical method. The Effective Concentration (EC50)
values were better for the ethyl acetate (AP) and n-butanol (BP) partitions (between 2.0 and
1.6 ug mL™!, respectively), and lower than the BHT control (4.8 ug mL™). The antioxidant
activity confirmed in the electrochemical method. These results are in accordance with the
highest levels of phenolic compounds present in these partitions. Phytochemical screening
also revealed the presence of phenolic compounds (tannins, xanthones, coumarins, flavonoids
and saponins), as well as terpenes and terpenoids. In the n-hexanic partition identified by Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometry and by Nuclear Magnetic Resonance the
steroids B-sitosterol, stigmasterol, campesterol and sitost-4-en-3-one, the triterpenes a-amirin
and lupeol and the fatty acid hexadecanoic. The presence of these compounds in the n-hexane
partition may explain the strong antibacterial activity, since these compounds act in the
inhibition against different microorganisms, including the buccal ones. The analysis of
ethanolic extract and more polar partitions polarity by High Performance Liquid
Chromatography coupled to Mass Spectrometry with Electrospray Ionization in negative and
positive modes have been identified protocatecuic acid, flavonoid epi-catechin and
proanthocyanidins A, B, C type and its oligomers. In the partition n-butanol was identified a
dimer of epi-catechin-epi-gallocatechin and gallocatechin-3-O-glycoside; on partition ethyl
acetate and methanol-water residue has been identified the dimer epi-afzelequin-epi-catechin.
The identification of these phenolic compounds in polar partitions can explain the results of
antioxidant and antifungal activity. This study indicates that the inner bark of Kielmeyera
coriacea Mart & Zucc 1is rich in bioactive compounds, exhibiting biological activity against
oral bacteria and fungi.

Keywords: Kielmeyera coriacea Mart & Zucc. Extract and partitions. Biological activities.
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1 INTRODUCAO

A natureza tem sido uma fonte inesgotavel para a obtengdo de substancias puras e
misturas a partir de plantas, animais, fungos, algas e minerais. Uma vez que aproximadamente
95% de dois milhdes de espécies de plantas, animais, fungos, microrganismos e similares da
biodiversidade mundial ainda ndo foram avaliados, o desafio é como acessar e valorizar de
forma efetiva essa diversidade quimica natural. Os produtos dessa extragdo, chamados de
produtos naturais, ¢ comumente referidos como ‘metabolitos secundarios ou especializados’,
sdo essas fontes essenciais, seja para os firmacos naturais ou para as sinteses de novos
farmacos (COLEGATE et al., 2007; DAVID et al., 2015; DEWICK, 2009; MISHRA,
TIWARI, 2011; SIMOES et al., 2017b).

Os metabolitos secundarios ou especializados recebem esse nome porque nao estao
relacionados com o fisiologismo bdasico (primario) de crescimento e desenvolvimento das
plantas ou animais. Eles estdo relacionados a questdes de sobrevivéncia e adaptacdo da
espécie ao seu ambiente e a sua interagdo com outros organismos. Possuem agdo restrita a
cada espécie e dependem de fatores locais como sazonalidade do clima, tipo de solos,
restricdo ou abundancia de alimentos e 4gua e em sua maioria apresentam efeitos bioldgicos e
farmacologicos (GOBO-NETO, LOPES, 2007; SIMOES et al., 2004a, 2017b).

Os produtos naturais t€ém sido utilizados pelo homem desde a antiguidade como
infusdes e medicamentos para o tratamento e a cura de enfermidades em diferentes estagios
em todas as sociedades ocidentais e orientais. Grandes compéndios com formulagdes e
indicacdes técnicas de preparo para diferentes usos medicinais foram elaborados por essas
sociedades e difundidos por viajantes e navegadores ao longo dos tempos, € que ainda sdo
utilizados até hoje na medicina popular e como fonte primaria de farmacos para as industrias
farmacéutica e quimica (DIAS et al., 2012; VALLI et al., 2012).

No século XVIII, considerado o marco das sinteses de produtos naturais, quando a
quimica e a medicina popular estreitam suas relacdes surgem os primeiros trabalhos que
relacionam estrutura quimica a atividade biologica e vérias substancias como por exemplo,
corantes e farmacos foram obtidas por sinteses. Dentre esses processos, um de éxito
extraordinario e que se constituiu na primeira aplicagdo da Quimica Medicinal, foi a sintese
do acido acetil salicilico (AAS) (1), obtido em reagdes a partir da salicina (2) extraida da
casca de Salix Elba (salgueiro). O AAS ¢ utilizado em aplicacdo terapéutica como analgésico

e anti-inflamatorio (VIEGAS JR. et al., 2006).
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Ao longo do tempo milhares de moléculas farmacologicamente ativas extraidas ou
sintetizadas a partir das plantas tém sido usadas na medicina e na industria farmacéutica. Dos
varios farmacos aprovados e de maior apelo no mercado mundial desde 2005 se destacam os
alcaloides vimblastina (3), paclitaxel (4), potentes agentes antitumorais usados no tratamento
de certos tipos de canceres e a artemisinina (5) um agente antimalarico. Eles sdo sintetizados a
partir de principios ativos naturais extraidos respectivamente, de Catharanthus roseus
(Vinca), Taxus brevifolia (Teixo do Pacifico) e Artemisa annua (Artemisia) (DEMAIN, 2014;
HARVEY, 2008; NEWMAN, CRAGG, 2016).

A historia do Brasil estd intimamente ligada ao comércio de produtos naturais como
especiarias, madeira, cana-de-agucar, seringueira, e café¢ que motivaram a sua colonizagdo, as
disputas de terras e o povoamento do pais. Os corantes naturais brasileina (6) e morina (7)
extraidos respectivamente do lenho de Cesalpinia echinata (pau-brasil) e Chlorophora
tinctoria, (pau-amarelo) foram por muito tempo a base do comércio portugués do Brasil-
coldnia para a Europa. (VIEGAS JR. et al., 2006).

Outras descobertas representativas de produtos naturais endémicos do Brasil foram: a)
o peptideo bradicinina (8), isolado do veneno de Bothrops jararaca. Este peptideo ¢ um
inibidor de uma enzima que atua na circulagdo pulmonar causando a sua faléncia. Ela se
tornou um importante alvo para a terapia de doengas hipertensivas, sendo a base estrutural
para a sintese de farmacos anti-hipertensivos como o captopril® (9); b) o alcaloide
pilocarpina (10), isolado de Pilocarpus jaborandi sp., ¢ uma fonte estrutural para a sintese do
derivado cloridrato de pilocarpina (11) (Solagen®) usado para aumentar secregdes salivares
em pacientes com cancer durante tratamento com radioterapia € no tratamento do glaucoma
cronico ha mais de 100 anos (BOLZANI et. al., 2012); ¢) o alcaloide emetina (12) extraido de
Carapichea ipecacuanha (poaia), usado como antidiarreico e emético, estd hoje presente em
vérias farmacopeias, inclusive da Organizacio Mundial da Satde (OMS) (SIMOES et al.,
2005a, 2016b); d) os sesquiterpenos a-humuleno (13) e trans-cariofileno (14), presentes no
oleo extraido de Cordia verbenaceous (erva baleeira), sdo componentes ativos do anti-
inflamatorio topico Acheflan®; e) e a mistura de derivados fendlicos (15) (fendis totais e
taninos) presentes no extrato seco extraido de Stryphnodendron adstringens (barbatimdo) com
acdo cicatrizante, antimicrobiana e antisséptica e estdo no fitofarmaco Fitoscar®, o primeiro
genuinamente de uma planta endémica do Cerrado (ANVISA, 2016; BOLZANI et. al., 2012;
DAVID et al., 2015; DIAS et al., 2012).


https://en.wikipedia.org/wiki/Catharanthus_roseus
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Figura 1 — Estruturas quimicas de substancias bioativas utilizadas como farmacos.

OH

Fonte: o Autor

A andlise e a elucidagdo estrutural desses compostos organicos sdo realizadas hoje
usando uma combinagdo de métodos de andlise que incluem técnicas espectroscopicas,
espectrométricas e cromatograficas. A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas com ionizacao por electrospray (CLAE-EM-IES) permite que sejam analisados
compostos com ampla faixa de polaridade e massa molecular, em combinacdo com a
espectroscopia ultravioleta (UV), infravermelho (IV), espectrometria de massa sequencial
EM/EM (conhecida como MS/MS ou MS?, “tanden mass spectrometry”). Dentre as técnicas
de espectroscopia destacam-se a ressonancia magnética nuclear (RMN) unidimensionais de
'H e de *°C e suas correlagdes bidimensionais ('"H-COSY, “correlated spectroscopy”, que
correlaciona os acoplamentos dos H; NOESY, “nuclear overhauser spectroscopy”, que
estabelece a estereoquimica por H préoximos; HSQC, “heteronuclear single quantum
coherence spectroscopy” que correlaciona C e H; HMBC, “heteronuclear multiple bond-
correlations” que correlaciona C e H adjacentes dentre outras). Outras técnicas como o
dicroismo circular (DC), que determina a configuracdo absoluta de enantidmeros e a
cristalografia de raios-X (CRx), que determina a estrutura tridimensional de um composto por

meio de um cristal, também podem ser utilizadas. Um esquema reunindo o processo de
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metodoldgico para elucidacdo de compostos organicos com atividade bioldgica ¢ apresentado
na Figura 2 (COLLINS et al., 2006; NORBERTO et. al.,, 2016; HARVEY et. al., 2014;
SIMOES et al., 2017; VESSECCHI et al., 2011).

Embora eficiente cada técnica apresenta suas limitagdes, sendo cada vez mais
utilizadas em conjunto para tornar esses métodos confidveis, robustos, seletivos e de alta
resolugdo aliados aos conhecimentos ja realizados e acumulados em diversas bibliotecas

(BOLZANI et al., 2012).

Figura 2 — Esquema representativo de metodologia usada para a identificagdo de compostos
bioativos oriundos de PNs.

Mistura Complexa
(Extrato Bruto)
- Métodos Analiticos Identificagiio de
Fragoes CLAE- UV-EM Bioensaios e . Compostos
CLAE-UV- RMN caracterizagio Bioativos
Técnicas
Biotecnologicas
Substancias
isoladas

Fonte: Adaptado de Bolzani et al. (2012).

Em contraponto a todo esse processo sofisticado de estudo fitoquimico, para o
isolamento e identifica¢do de substancias com propriedades bioativas, esta a medicina popular
tradicional, que se caracteriza pelo uso de preparados naturais como chas, extratos,
‘garrafadas’, infusdes, emplastros, pomadas e cremes a partir de uma ou mais plantas ou
mesmo animais e fungos em sua forma bruta. Em todo o mundo, a medicina popular
tradicional (também chamada de medicina alternativa, nao convencional, ndo ortodoxa ou
complementar) tém a confianga de boa parte da populagdo no tratamento alternativo de suas
enfermidades, sob diversas combinacdes com medicamentos alopaticos, homeopaticos, entre
outros (CALIXTO, 2000; FUNARI, FERRO, 2005; RAHMAN, SINGHAL, 2002). O seu uso
¢ passado de geracdo para geracdo e contribui para a propagagdo de suas propriedades
medicinais (FIRMO et al., 2011; LEAO, FERREIRA, JARDIM, 2007). Em paises orientais

como China (tradicional medicina chinesa), India (medicina ayurvedica - hindu) e Japdo a
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medicina tradicional constitui fator milenar intrinseco de suas culturas. Como fator de
preservacdo dos ritos culturais e medicinais de cada povo a Organizagdo Mundial da saude
(OMS) recomenda e estimula a utilizagdo de fitoterapicos como produtos suplementares,
porém, de maneira moderada e em tratamentos médicos, apenas simultaneos aos da medicina
convencional (WHO, 2015; RANDAL, BEHRENS, PEREIRA, 2016). No Brasil, embora
hoje haja legislacdes especificas e até rigorosas para o preparo e a comercializacdo (BRASIL-
MS, 2016a; BRASIL-ANVISA, 2016b; MACHADO et. al., 2016), esses produtos sao
facilmente encontrados em feiras, mercados e ruas por todo o pais (VEIGA JR, PINTO, 2005;
SILVEIRA et al., 2008).

Como ja referenciado, muitas plantas e arvores endémicas do Brasil tém agdes
medicinais comprovadas e sdao usadas como fitoterapicos (medicamentos produzidos a partir
de uma planta medicinal e que em seu conteudo nao pode aparecer nenhum tipo de substancia
sintética ou qualquer derivado isolado de produto natural) e fitofarmacos (contém substancias
isoladas (ou suas misturas) de plantas medicinais ou outra fonte) (VEIGA JR, PINTO, 2005)
amplamente difundidos no pais, gragas a uma vasta e rica biodiversidade, uma das maiores do
mundo, aproximadamente 1,8 milhdes de espécies de plantas, animais e microrganismos
(SiBBr-BRASIL, 2016), e ainda a uma boa parte ndo catalogada. Essa exceléncia da
biodiversidade tropical brasileira em seus diferentes biomas ¢ evidente, porém, o seu estudo e
o numero de substancias isoladas e usadas como farmacos sdo pequenos se comparados a
outras regides equivalentes. Portanto, ha um amplo leque de possibilidades para estudo
(BOLZANTI et al., 2012, DIAS et al., 2008).

Um desses biomas, o Cerrado, conta com aproximadamente 44% de espécies
endémicas e ¢ a savana mais rica do mundo (KLINK, MACHADO, 2005; BRASIL-MMA,
2016). E considerado um hotspot de biodiversidade, isto ¢, area de relevancia ecolégica por
possuir vegetacdo diferenciada da restante e abrigar espécies endémicas (BRASIL-MMA,
2016). Sua vegetacdo tipica tem caracteristicas arbustivas e arvores de troncos retorcidos,
galhos curtos e cascas suberosas ou corti¢as, folhas espessas, largas e aveludadas, raizes
profundas, além de gramineas e flores exoticas. O solo ¢ 4cido e pobre nutricionalmente, com
clima seco e queimadas na maior parte do ano. Porém apresenta dgua fredtica em boa
estimativa de quantidade (BRASIL-MMA, 2016; FIUZA, 2016). A grande maioria dos
preparados de plantas do cerrado, tradicionalmente usados pelas populagdes locais, t€ém agdes
relatadas, mas sem comprovacdo médica de sua eficacia. Por isso estudos fitoquimicos com

essas plantas tém se multiplicado pelo pais e também no exterior em diversos laboratorios
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farmacéuticos e universidades, dentre eles a Universidade Federal de Uberlandia (UFU), por
meio do Nucleo de Pesquisas em Produtos Naturais (NuPPeN).

Uma dessas plantas difundidas pelas populacdes do Cerrado e estudadas no Nucleo ¢ a
Kielmeyera coriacea Mart & Zucc (Pau-santo), especificamente os extratos de suas folhas e

entrecasca (ou casca interna).

1.1 Kielmeyera coriacea Mart & Zucc

Pertencente a familia Calophyllaceae (antiga subfamilia Kielmeyeroideae de
Clusiaceae s.l.) (BARBOSA, 2015; STEVENS, 2012) compreende 46 espécies e 2
subespécies sendo que, 45 espécies e as duas subespécies sdo endémicas (BITTRICH et al.,
2014; MARTINELI et al., 2014; SIBBr, 2016). Sua classificagdo etnobotanica ¢ apresentada

na Tabela 1.

Tabela 1- Classificagdo etnobotanica de Kielmeyera coriacea Mart & Zucc.

Classificacao
Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Malpighiales
Familia Calophyllaceae
Género Kielmeyera Coriacea
Espécie Kielmeyera coriacea Mart & Zucc
Nome popular Pau-santo

Fonte: GBIF-Global Biodiversity Information Facility (GBIF) Geospatial Consortium Services;
HUFU-Herbarium Uberlandense.

A espécie Kielmeyera coriacea Mart & Zucc ¢ a mais abundante do género
Kielmeyera (Figura 3) e estd presente predominantemente em areas abertas do cerrado
chamadas de cerraddo (SILVA, 2008). Também ¢ encontrada em areas de vegetagdo rasteira
aberta da Amazonia (nos estados do Pard, Amazonas, Mato Grosso, Tocantins ¢ Rondonia),
Caatinga (nos estados da Bahia e Minas Gerais) e Mata Atlantica (nos estados de Minas

Gerais, Sao Paulo e Parand) (FORZZA et al., 2010; JBRJ, 2010a; 2016b; GBIF, 2016).
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Figura 3 — Mapa da distribui¢do geografica global das plantas da espécie Kielmeyera coriacea

Mart & Zucc. Ocorréncia nativa e endémica.

Fonte: GBIF- Global Biodiversity Information Facility. Geospatial Consortium Services.

Popularmente ¢ conhecida como pau-santo, folha-santa, pau-de-josé, saco-de-boi e
boizinho (ALVES et al, 2000; VASCONCELLOS, 2009). Apresenta caracteristicas
morfoldgicas de arbusto (em regides mais altas ou de solos mais férteis) ou arvore (de até 3,0
m de altura em regides de solos mais pedregosos do Cerrado) (ALMEIDA-MANSO, 2011),
com ramos tortuosos e sem pelos (Figura 4). As folhas sdo alternas (quando de cada n6 sai
apenas uma folha), coridceas (semelhante a couro) e com nervuras. As inflorescéncias estdo
na extremidade dos ramos e as flores possuem pétalas brancas e estames (6rgao masculino da
planta) amarelo-ouro. Os frutos s3o do tipo capsula e quando secos se abrem em trés partes
(valvas), liberando grande quantidade de sementes aladas (com estruturas que possiblitam o
'pouso’ ou 'voo' da semente) (REDE DE SEMENTES DO CERRADO, 2010; SOUZA,
LORENZI, 2012).
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Figura 4 — Imagens caracteristicas da morfologia de Kielmeyera coriaea Mart. & Zucc.

- J L S

A-Arvore no cerrado. B-Arbusto. C-Flores no apice dos ramos. D-Fruto tipo capsula. E-Flor. F-
Tronco suberoso, casca espessa. G-Fruto seco aberto. H-Folhas com nervura central proeminente.
Fonte: ALMEIDA-MANSO, (2011), MERCADANTE, (2012), MORAES, (2014).

As cascas externas apresentam cicatrizes na forma de cortica espessa que se
despregam facilmente (Figura 5). A casca interna apresenta coloragdo rdsea clara e, quando

cortada, libera um latex de cor creme (LIMA, MARCATI, 1989; RIOS et al., 2011).

Figura 5 — Fotografias de troncos caracteristicos de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc.

A-Troncos com a casca externa; B- Tronco com a casca externa descolada; C-Troncos com a casca
interna exposta.
Fonte: O autor.
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Arvores do género Kielmeyera coriacea sempre apresentaram interesse econdmico
principalmente para a producdo de madeira, carvdo, celulose e tanino para a industria de
couro (CORTEZ et al., 1997; PINTO et al., 1996; SOUZA, 1974). Da casca desta espécie ¢
extraida a cortica, muito utilizada na fabricagdo de placas de revestimentos acusticos,
térmicos e decorativos (ARELLO, PINTO, 1993). Considerada a principal espécie corticeira
do Brasil (DIONELO, BASTA, 1980) foi intensamente utilizada para exportacdo durante e
apos a Segunda Guerra Mundial. As flores e os frutos sao utilizados em ornamentagao (RIOS,
2011).

Considerada uma planta medicinal, a K. coriacea ¢ utilizada pelas populagdes locais
do interior brasileiro no preparo de banhos e unguentos. Esses diversos preparados aquosos
das folhas, caule e cascas sdo utilizados no tratamento de diversas enfermidades tropicais
como malaria, esquistossomose, leishmaniose (ALVES et al., 2000; PINHEIRO et al., 2003).
Sua resina amarela tonica e emoliente extraida do caule ¢ usada no tratamento de dores de
dentes (CORREA, 1969; OBICI et al., 2008).

Diversos estudos comprovam a agdo biologica dos componentes da K. coriacea
encontrados em seus extratos brutos. A Tabela 2 apresenta esses estudos com extratos
utilizados ¢ a acdo testada com sua bioatividade. A Figura 6 apresenta as estruturas das

substancias isoladas (1 a 27) em maior quantidade de seus extratos.

Tabela 2 — Estudos com extratos e substancias isoladas de K. coriacea Mart & Zucc.

Extrato Substancia” Bioatividade Referéncia
(nimero)

Etanolico Cercaricida, Cortez et al, 1999a, 2002b;
(Folhas e 1a27 Anti-inflamatoria, = Dharmaratne, 1999; Pinto et al. 1996;
caule) antitumoral, Silva et al., 2009; Vasconcelos, 2008;

antifungica, Martins et al., 2015.

antibacteriana,

tuberculostatica
Cloroférmio lall,18a Antifingica, Cortez et al., 1997a, 2002b; Gottilieb
(folhas, 23 e26,27 antibacteriana, et al,1971; Lopes et al., 1977,
caules) antitumoral Mesquita, et al., 2009a, 2011b;

Ottobone et al., 2007; Pinto et al.
1987; Scio, 2004; Zagotto et al., 2006.




Tabela 2 — Continuagao
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Metanol-dgua 8¢9 Antitumoral
(caule)
Hexano (raiz) 24 ¢ 25 Antitumoral

Cloroférmio,

hexano, heptano 18 a 23 Antitumoral

(folhas)

Diclorometano 1a 17 Antifungica,

(folhas e antibacteriana,

caules) antitumoral
Antiulcerativo,
Antilarvicida

Martins et al., 2015.

Mesquita et al., 2011.

Figueiredo et al., 2014

Audi et al., 2002; Bagatin et al., 2014;
Biesdorf et al., 2012; Coelho et al.,
2009; Goulart et al., 2005; Martins et
al., 2004; Obici et al., 2008; Ottoboni
et al.,, 2007; Sela et al., 2010; Silva,
2008; Zagotto et al., 2006.

* ;. .
As estruturas quimicas se encontram na Figura 6.

Fonte: o Autor

Diversas substancias foram isoladas da K. coriacea Mart & Zucc, em sua maioria

xantonas. Também foram isolados compostos pertencentes as classes das cumarinas, dos

terpenos e terpenoides. Na Figura 6 estdo representadas algumas estruturas quimicas e os

respectivos nomes dessas substancias. Conforme estudos relatados na literatura, essas classes

de metabolitos apresentam atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e antitumoral

(SIMOES et al., 2004a) e sdo substincias comuns tanto na espécie Kielmeyera coriacea Mart

quanto nas outras espécies de Kielmeyera (BARBOSA, 2015).
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Figura 6 — Estruturas quimicas de algumas substancias isoladas de K. coriacea Mart & Zucc.
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Fonte: Autor.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar e caracterizar quimicamente compostos bioativos presentes no extrato e

particOes da casca interna da Kielmeyera coriacea Mart & Zucc.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Realizar o particionamento liquido-liquido do extrato etandlico e o fracionamento em
coluna cromatografica das partigdes;

v Realizar testes de atividade antimicrobiana e atividade antioxidante com o extrato, as
partigdes e suas fracdes.

v' Caracterizar quimicamente compostos presentes no extrato etandlico ¢ nas parti¢des
em hexano, diclorometano, acetato de etila e¢ n-butanol da casca interna de K.

coriacea.

3 JUSTIFICATIVA

Os extratos etandlicos e suas particdes de diversas partes aéreas da K. coreacea Mart
& Zucc apresentaram importantes resultados antioxidantes (DPPH) e antimicrobianos
(AQUINO et al. 2013). Entretanto, os componentes quimicos do extrato e parti¢des da casca
interna que apresentaram melhores resultados ainda ndo foram caracterizados estruturalmente.
O desenvolvimento do presente trabalho contribuird desta forma, para o maior conhecimento

desta espécie de planta do Cerrado.

4 MATERIAIS

4.1 SOLVENTES E REAGENTES

Os solventes e reagentes utilizados nas extracdes, particionamentos, prospeccao
fitoquimica e andlises cromatograficas e espectroscopicas foram com grau técnico PA, HPLC,
deuterados ou purificados por destilagdo fracionada, quando necessario. Os solventes
utilizados foram obtidos das seguintes empresas Synth®, Vetec® e Sigma-aldrich®.

O etanol utilizado para extragdo da marca Vetec® PA 95°GL.
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Para os testes de determinagdo dos teores de metabolitos especificos fendis totais,

flavonoides, taninos — proantocianidinas e andlise da atividade antioxidante frente ao radical

livre DPPH foram utilizados os reagentes indicados na Tabela 3.

Tabela 3 — Reagentes utilizados como controle (ou padrao) nos testes de determinagdo dos
teores de fenois totais, flavonois e taninos condensados.

REAGENTE MARCA
Acido gaélico Sigma-Aldrich
Folin Ciocalteau Cromoline
Quercetina Arborvita
Catequina Sigma-Aldrich

Cloreto de aluminio

Vanilina

Vetec Quimica Fina

Vetec Quimica Fina

2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) Sigma-Aldrich
2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT) Sigma-Aldrich

Fonte: O Autor.

Para a prospecgdo fitoquimica de grupos metabolicos foram utilizados os reagentes

indicados na Tabela 4.

Tabela 4 — Reagentes utilizados no preparo de reveladores para a prospecc¢ao fitoquimica.

Revelador Reagentes
Liebermann- Buchard Anidrido acético, acido sulfurico, etanol.
Anisaldeido Anisaldeido, acético glacial, metanol, acido sulfurico.
NP/ PEG Acido B-etilaminodifenilborico éster (NP) /metanol;

Vanilina sulftirica
Cloreto de aluminio
Cloreto férrico
Sulfato de cério
Hidréxido de potéssio
Iodocloroplatinado

Reagente de Dragendorff

polietilenoglicol-4000 (PEG) etanol.
Vanilina/etanol, Acido sulfarico.

Cloreto de aluminio.

Cloreto férrico.

Sulfato de cério, acido sulfurico.

Hidroxido de potassio.

Acido hexacloroplatinico, iodeto de potassio/agua.
Nitrato de bismuto, acido acético glacial, iodeto de

potassio.

Fonte: O Autor.
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4.2 EQUIPAMENTOS

AN NNV U N NN

Estufa modelo 411/FPD1551 marca Nova Etica®.

Balanca de luz infravermelha Kett, modelo FD-600.

Balanga analitica SHIMADZU modelo AUW220D.

Evaporador rotatdrio sob pressao reduzida Ika, modelo RV 10.

Aparelho liofilizador Terroni, modelo LS3000.

Placa aquecedora FISATOM modelo 550.

Espectrofotometros UV-VIS Genesyis, modelo 10S e HITACHI, modelo U-2000.
Potenciostato Drop Sens pStat 200 e o software Drop View 1.0 e sistema com
eletrodos de carbono vitreo (didmetro de 1,5 mm); Ag (s) /AgCl (s) /Cl (aq) (saturado
em cloreto de potéssio (KCI) e platina.

Cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) Shimadzu modelo
QP2010 equipado com coluna capilar OV-5/ 121345, d.i. 0,25 m ¢.30m.

Cromatografo liquido de alta eficiéncia semipreparativo, modelo SHIMADZU LC-
6AD com injetor automatico modelo SIL-10AF e degaseificador DGU-20ASE,
sistema de bomba binario LC-6AD, forno CTO20A, autofracionador FRC-10A,
detectores de UV/VIS por arranjo de diodo (DAD, modelo SPD-M20A) e por
espalhamento de luz (ELSD - evaporative light scattering detector, modelo ELSD-
LTII) com coluna analitica Phenomenex Lunna C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) e
coluna semipreparativa Phenomenex Synergi Hydro-RP C18 80 A Axia Packed (100
mm x 21,20 mm, 4 um).

Espectrometros de ressondncia magnética nuclear (RMN) Bruker modelo Ascend™
(9,2 Tesla) frequéncias de 400 MHz para 'H e 100 MHz para *C. Equipamento do
laboratorio multiusuario do IQ-UFU.

Aparelho de infravermelho com transformada de Fourrier Shimadzu IRPrestige-21.
Cromatografo liquido Agilent® Infinity 12060 acoplado ao espectdometro de massa do
tipo QTOF Agilent® 6520B. Com ionizag@o por electrospray, coluna Zorbax Extend
C18 Rapid Resolution HT (2,Imm x 50 mm, 1,8 micro). Equipamento do laboratério
de Nanobiotecnologia - INGEB-UFU.

Cromatografo a gas acoplado a detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) Shimadzu
modelo CG2014, com coluna SPB 5 (30m, 0,25 milimetro com filme de 1,25 micro)
Aparelho de Ressonancia Magnética Nuclear, RMN, Brucker Avance 400, III HD (9,4
Tesla), 400 MHz ('H) e 100 MHz ('*C).
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4.3 ANALISES CROMATOGRAFICAS

As andlises em cromatografia em camada delgada comparativa (CCD) foram
realizadas em placas comercias de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia (UV2s4) 0,20
mm de espessura (ALUGRAM XTRA SIL G).

Para as separacdes cromatograficas em coluna aberta (CC) foram utilizadas as
seguintes fases estacionarias: Silica gel (63—200 um, didmetro de poro 60 A) Sigma Aldrich;
Silica gel para cromatografia flash (40—63 pum, didmetro de poro 60 A) Sigma Aldrich;

4.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios e testes de atividades antimicrobianas frente as bactérias bucais e os fungos
do género Candida, para o extrato etanolico, as fragdes e subfracdes foram realizadas no
Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Aplicada da UNIFRAN em Franca/SP. As
bactérias e as leveduras foram obtidas da “American Type Culture Collection” (ATCC,
Rockville MD, USA). O meio de cultura utilizado com as bactérias aerdbicas foi o caldo
triptona de soja (TSB) e com as bactérias anaerobicas foi o caldo Schaedler® suplementado

com hemina (5,0 ug mL!) e menadiona (10,0 pg mL™).

4.5 SOFTWARES E ESTATITICAS

v' As analises na determina¢do dos constituintes macromoleculares, fendis totais,
flavonoides e proantocianidinas, bem como da atividade antioxidante foram realizadas
em triplicata e os resultados correspondem a média + o desvio padrao.

v Programa Sigma Plot 11.0. Com aplicacdo do método de Analise de Variancia
(ANOVA) e o teste de Turkey para analisar a semelhanca entre os dados, sendo
considerados os valores com nivel de significancia menor ou igual 0,05 (5 %) para
denotar diferenca estatistica significativa.

v Programa ChemDraw ultra 12.0. Desenho de estruturas, calculo de massas teéricas e

fragmentacdes.

Agilent Mass Hunter Qualitative Analisys B0700 para analise dos testes CLAE-EM.

MestReNova 5.3.2.Mestrelab Research para andlise dos testes de RMN.

TopSpin 3.5pl7 Bruker para andlise dos testes de RMN.

DN N NN

CGMS Postrum Analysis para analise dos testes de CG-EM.
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5 METODOLOGIA

A Figura 7 apresenta um fluxograma representativo das etapas desenvolvidas neste

trabalho.

Figura 7: Fluxograma representando todas as etapas do processo desenvolvido neste trabalho.
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5.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL

As amostras do espécime escolhido foram coletadas no municipio de Monte Alegre de
Minas/MG, sob as coordenadas geograficas 18°58°50.70""S, 49°04°30.46"°W, no més de
junho de 2015, e apds aprovagdo do pedido de estudo feito junto ao CNPq, sob o n°
010302/2015-8. As amostras foram levadas ao Herbarium Uberlandense (HUFU) onde foram
identificadas pelo especialista prof. Dr. Glein Monteiro de Aratjo, do Instituto de Biologia da

UFU. Uma exsicata foi depositada sob o numero 71.873.
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5.2 PREPARO DO EXTRATO ETANOLICO (EE)

As amostras da casca interna de K. coriacea Mart & Zucc (Figura 8) foram cortadas,
descascadas e secas em estufa a temperatura de 30°C. Durante este periodo, foi feito o
monitoramento do teor de umidade pelo método gravimétrico em balanga de infravermelho,
sob temperatura de 105+5 °C. Foram usadas no teste amostras de aproximadamente 1,0 grama
e os teores de umidade entre 8-14%. (ANVISA, FIOCRUZ, 2010). O material seco foi
triturado até obter um p6. Em seguida, a casca interna foi triturada e colocada em frasco de
vidro envolto com papel escuro, contendo etanol 95% PA, em processo de extracdo por

maceragao.

Figura 8 — Imagens da preparacdo das cascas de K. coriacea utilizadas para pesquisa.

A- Pedagos do tronco com a casca externa. B- Pedagos do tronco sem a casca externa. C- Casca
interna (ou entrecasca) picada. D- Casca interna triturada.
Fonte: O autor.

Apds esse tempo, o extrato de coloragdo vinho intenso foi filtrado e concentrado em
aparelho evaporador rotativo, a 40°C e sob pressdo reduzida. O extrato vinho escuro obtido
foi seco a 30°C e liofilizado (Figura 9). O solvente removido foi retornado ao frasco. Esse
processo de extragdo foi repetido sucessivamente por cinco vezes. Foram obtidos 212,60g de

extrato etandlico seco.
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Figura 9 — Esquema fotografico do processo de preparagdo do extrato etandlicos da casca
interna da K. coriacea.
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Fonte: O Autor.

5.3 PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO DO EXTRATO ETANOLICO (EE)

Para a obtengdo das parti¢cdes, o extrato etandlico (EE) foi submetido a extragdo
liquido-liquido, utilizando solventes de polaridades crescentes: hexano (PH), diclorometano
(PDM), acetato de etila (PAE) e n-butanol (PBU). A amostra de casca interna (64,7g) foi
ressolubilizada em 200,0 mL de metanol/agua (9:1) e submetida a extragdo sucessiva (5 vezes
cada) com volumes de 200,0 mL: primeiro hexano, seguido de diclorometano, acetato de
etila, e por ultimo n-butanol. Cada solucao foi concentrada em evaporador rotativo, a 40°C, e
pressdo reduzida. Em seguida, os extratos obtidos foram secos a 30°C, congelados e, em
seguida, liofilizados. A parti¢do hidrometandlica residual (RMA) também foi submetida ao

mesmo procedimento de secagem das outras particdes. A Figura 10 apresenta o esquema de
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particionamento e as massas secas ¢ liofilizadas das particdes obtidas no processo de

fracionamento.

Figura 10 — Esquema do processo de particionamento liquido-liquido do EE.
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Fonte: O Autor.

5.4 DETERMINACOES DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AA)

A avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante dos extratos e particdes foi feita
seguindo metodologia descrita na literatura, com pequenas modificacdes, monitorando-se o
consumo do radical livre DPPH pelas amostras, através da medida do decréscimo da
absorbancia de solugdes de diferentes concentragdes. Estas medidas foram feitas em
espectrofotometro UV-Vis, no comprimento de onda 517 nm (BRAND-WILLIAMS et al.,
1995).

5.4.1 Método sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH)

Foram preparados 50 mL de solugdo estoque de DPPH em metanol na concentragdo de
40 pg mL! mantida sob refrigeragdo e protegida da luz. Para o teste foram usadas cubetas de
vidro com percurso Optico de um centimetro. Para o controle “branco” foi usado o metanol e
as absorbancias foram medidas em 517 nm. As solu¢des do extrato e das particoes foram
preparadas em metanol nas faixas de concentracdes expressas na Tabela 5. O BHT (2,6-bis
(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol) foi utilizado como controle positivo e sua solugdo foi preparada
nas mesmas condi¢des das amostras. Para a medida das absorbancias de cada amostra, 0,3 mL

de sua solugao foi misturada com 2,7 mL da solugao de DPPH. Para a medida da absorbancia
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do ‘branco’ a amostra foi substituida pelo metanol. Os procedimentos foram feitos em

triplicata.

Tabela 5 — Faixa de concentragdao das solugdes do extrato e das partigdes usadas para o teste

da AA.
Amostra Concentracdo (em pg mL™)

EE 7—46

RMA 20-83
PH 75 - 500

PDM 6—40

PAE 7—45

PBU 5-30

*BHT 15-175

*Controle positivo.

Fonte: O Autor

Para o calculo da concentracdo eficiente (CE50), que corresponde a concentragdo da
amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais de DPPH, foi plotado um grafico por
meio da regressdo linear (Apéndice B-I), da capacidade antioxidante de cada amostra:
porcentagem de DPPH sequestrado (apds 1 h de reag@o) versus concentragdo. Esse calculo foi

realizado utilizando a Equacao 1:

[ABS(controle) — ABS(amostra) — ABS(branco) ]x100

%DPPH (sequestrado) = ABS(controle)

(Equacgido 1)

Onde: ABS (controle) ¢ a absorbancia inicial da solugdo metandlica de DPPH; ABS (amostra)
¢ a absorbancia da mistura reacional (DPPH + amostra) e ABS (branco) ¢ a absorbancia da

amostra em metanol.
5.4.2 Determinacio do teor de fendis totais
A determinacdo do teor de fenois totais foi feita utilizando-se a metodologia proposta

por MORALIS et al. (2008). Foram preparados 50,0 mL de solugdes do extrato/parti¢des, com

concentragio inicial de 60,0 ug mL™!. O reagente utilizado foi Folin-Ciocalteu (sol. aquosa
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10% v/v). Como padrao, foi utilizado o acido galico. Inicialmente, em um tubo de ensaio foi
adicionado 0,5 mL de solu¢do metanélica do extrato e/ou fragdes (60,0 pg mL'), 2,5 mL de
solugdo aquosa do reagente de Folin-Ciocalteu 10,0% (v/v) e 2,0 mL de uma solugdo recém-
preparada de carbonato de sodio 7,5% (m/v). A mistura foi mantida, por 5 min, em banho de
agua, a 50 °C. No espectrofotometro de UV, a absorbancia da mistura foi medida em 760 nm.
Para obteng¢ao do branco, o0 mesmo procedimento foi realizado utilizando 0,5 mL de metanol.
O resultado foi expresso em mg de equivalente de acido galico (EAG) por grama de
extrato. Para isto, o 4cido galico, em variadas concentragdes (10,0 a 80,0 pg mL™), foi reagido
com a solu¢dao Folin-Ciocalteu, sendo construida uma curva analitica da absorbancia obtida

versus concentracao de acido gélico utilizada (Apéndice B-II).

5.4.3 Determinacio do teor de taninos - proantocianidinas

Os testes para a determinagdo do teor de proantocianidinas foram realizados
utilizando-se a metodologia proposta por Morais et al., 2008. Foram preparadas 10 mL de
solucdo metanolica do extrato/particdes (60,0 ug mL™'), 100,0 mL de vanilina em 4cido
sulfarico 70% m/m (5,0 ug mL™). Inicialmente, em um tubo de ensaio foi adicionado 2,0 mL
de solu¢do metandlica do extrato (60,0 pg mL!) e 3 mL de solucdo de vanilina (5,0 pg mL™)
em acido sulfirico 70% (m/m). A mistura foi mantida por 15 min em banho de 4gua, a 50 °C.

No espectrofotometro de UV, a absorbancia da mistura foi medida em 500 nm. Para
obtengdo do branco, o mesmo procedimento foi realizado utilizando 2 mL de metanol. O
resultado foi expresso em mg de equivalente de catequina (EC) por grama de extrato. Para
isto, solugdo de catequina, em variadas concentracdes (1,0 a 20,0 ug mL!), foi reagida com a
vanilina sulfurica, sendo construida uma curva analitica da absorbancia obtida versus

concentragdo de catequina utilizada (Apéndice B-III).

5.4.4 Determinacio do teor de flavonoides

Os testes para a determinagdo do teor de flavonoides foram realizados utilizando-se a
metodologia proposta por Woisky e Salatino (1998). Inicialmente, em um tubo de ensaio foi
adicionado 2,0 mL de solu¢io metandlica do extrato/fragdes (500,0 ug mL!, como os
resultados nio foram satisfatorios essa concentragdo foi aumentada para 1000,0 ug mL') 1,0
mL de solu¢do metanodlica de AICI3; 3,5% m/v e 2,0 mL de metanol. A mistura foi deixada em

repouso por 30 min a temperatura ambiente.
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No espectrofotometro de UV, a absorbancia da mistura foi registrada em 425 nm. Para
obtenc¢do do branco, o mesmo procedimento foi realizado substituindo a amostra por metanol.
O resultado foi expresso em mg de equivalente de quercetina (EQ) por grama de extrato e
material vegetal. Para isto, a quercetina, em variadas concentracdes (40,0 a 1,0 pg mL™), foi
reagida com a solug@o de AICls, sendo construida uma curva analitica da absorbancia obtida

versus concentragdo de quercetina utilizada (Apéndice B-1V).

5.4.5 Método da voltametria ciclica por pulso diferencial (VPD)

O teste antioxidante de voltametria por pulso diferencial foi realizado no potenciostato
Drop Sens pStat 200, sendo utilizado o software Drop View 1.0 para a aquisicdo dos dados,
conforme metodologia descrita por SOUSA, 2013. Uma célula eletroquimica contendo um
sistema com trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar) foi utilizada no experimento. O
eletrodo de trabalho utilizado foi o de carbono vitreo. O eletrodo de referéncia foi de Ag/AgCl
(saturado em KCl), e como eletrodo auxiliar um fio de platina. Os eletrolitos utilizados
constituiam-se de 10,0 mL de solu¢ao tampao fosfato 0,2 mol/L, pH 7,0, contendo KCI 0,5
mol/L. como eletrolito suporte ¢ 10,0 mL de solugdo tampao acetato 0,2 mol/L, pH 4,5,
contendo KCI 0,5 mol/L como eletrolito suporte. Utilizou-se 1,0 mL de solugdo de extrato ou
fracdo de 1000,0 pg/ mL em etanol. A velocidade de varredura (Srate) foi 25 mV/s, sendo
aplicada uma faixa de potencial entre - 0,3 a 1,0 V. A altura do potencial (Epuls) foi de 60,0
mV. A duragdo do pulso (tpuls) foi de 10 ms. O degrau de potencial (Estep) foi de 6 mV. O
tempo de coleta da corrente (“sampling period”) foi de 50 ms. O eletrodo de carbono vitreo

foi polido entre as medidas voltamétricas (FERNANDES et al., 2015).

5.5 ANALISES DE METABOLITOS PRESENTES NOS EXTRATOS ATRAVES DO
PERFIL OBTIDO POR ESPECTROFOTOMETRIA DE UV-VIS.

Os espectros de absor¢ao UV-Vis do extrato/particdes foram obtidos a fim de verificar
a preseng¢a majoritaria de classes de compostos bioativos.

Solugdes de extrato e particdes na concentragio de 200,0 ng mL™' foram preparadas
utilizando metanol como solvente. Inicialmente a linha de base do espectrofotometro UV-Vis

foi calibrada com metanol. Em seguida, utilizando-se uma cubeta de quartzo, foram obtidos
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os espectros de UV-VIS das amostras por meio da leitura das absorbancias entre 200 e

700 nm, com uma velocidade de varredura de 5 nm por segundo.

5.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os ensaios bioldgicos para verificagdo da atividade antimicrobiana foram realizados
determinando a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM). As analises foram feitas no
Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia Aplicada (LaPeMA) da Universidade de
Franca/SP sob coordenagdo do Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins, seguindo o método
da microdilui¢do em caldo contra bactérias bucais aerobias e anaerdbias e leveduras de

diferentes espécies de Candida.

5.6.1 Determinacio da atividade antibacteriana do extrato e particoes frente as bactérias

bucais aerdbias e anaerobias

A atividade antibacteriana foi determinada utilizando o método da microdilui¢ao em
caldo, de acordo com o CLSI para os microrganimos anaerobios (CLSI, 2012a) e aerobios
(CLSI, 2012b).

A andlise da atividade antibacteriana foi realizada em microplacas contendo 96 pogos.
O indculo, o caldo e a amostra (extrato/fracdes) foram adicionados em cada pogo, obtendo-se
um volume final de 100,0 pL para as bactérias aerobicas e 200,0 pL para as anaerobicas. O
volume de in6culo adicionado nos orificios da microplaca foi de 20,0 pL para os testes com
bactérias aerdbicas e 40,0 plL para os testes com bactérias anaerdbicas. O inoculo foi
preparado e padronizado por comparagao com o tubo 0,5 para bactérias na escala McFarland.

As concentracoes das amostras testadas frente as bactérias aerdbias e anaerobias foram
de 0,195 pg mL! a 400,0 ug mL!. As concentracdes do controle positivo testado para as
aerdbias (Dicloridrato de clorexidina) foram de 0,115 ug mL! a 59,0 pg mL™!. Metronidazol
foi utilizado como controle positivo no intervalo de concentragdes 0,0115 ug mL™! a 5,9 g
mL! frente as cepas Bacteroides fragilis (ATCC 25285) e Bacteroides thetaiotaomicron
(ATCC 2974) para validagdo do método. Como controle negativo foi utilizado o DMSO
(concentragao de 5,0% a 1,0% v/v). Foram ainda realizados os controles de esterilidade do

controle positivo, do meio de cultura e das amostras.
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Para os microrganismos aerdbios, as microplacas foram incubadas em microaerofilia
pelo sistema chama/vela, a 37 °C, por 24 h. Apds o periodo de incubagdo, foram adicionados
30,0 pL do indicador resazurina (0,01% m\v) em cada orificio.

Os microrganismos anaerobios foram incubados por 72 h em camara de anaerobiose
(atmosfera contendo: 5 - 10% de Hz, 10% CO», 80-85% N>), a 36 °C, sendo revelado com o
mesmo indicador. A coloracdo azul resultante apds a adicdo do indicador representa a
auséncia de crescimento bacteriano, enquanto a coloragdo vermelha indica a presenga do

crescimento bacteriano.

5.6.2 Determinacio da atividade antifiingica do extrato/particoes frente a Candida ssp.

Os ensaios foram realizados utilizando o método da microdilui¢cao em caldo conforme
recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). Os micro-
organismos utilizados neste ensaio foram Candida albicans (ATCC 28366), Candida
tropicalis (ATCC 13803) e Candida glabrata (ATCC 15126). Para validacdo do método as
leveduras Candida parapsilosis (ATCC 22019) e Candida krusei (ATCC 6258) foram
utilizadas.

Solugdes de estoque foram inicialmente preparadas dissolvendo as amostras dos
extratos/fragdes em DMSO na concentragio 192.000,0 ug mL!. Dilui¢des com as solugdes
com as solugdes de estoque foram realizadas utilizando meio de cultura RPMI 1640
tamponado a pH 7,2 com 0,165 mol L' do 4cido 3-N-morfolinopropanosulfénico (MOPS) a
12.000,0 ng mL!. O indculo foi preparado usando método espectrofotométrico e comparado
com a 0,5 escala de McFarland para se obter o valor de 6,0 x10°® UFC mL™!. Em seguida
foram realizadas as dilui¢des padrdo em caldo RPMI até que o indculo atingisse 1,2 x10°> UFC
mL.

A andlise da atividade antifiingica foi realizada em placas de microdiluigdo com 96
pocos, onde as dilui¢des seriadas foram realizadas com as concentragdes finais das amostras
variando entre 1,46 a 3000,0 pg mL~!. Cada pogo recebeu 100,0 uL da suspensio do indculo e
o volume final em cada pogo foi de 200,0 pL.

A anfotericina B foi utilizada como controle positivo, sendo diluida em caldo para
concentragdes entre 0,031 e 16,0 pg mL!. O controlo negativo dimetilsulféxido (DMSO) foi
testado com concentragdes variando de 1% a 10% v/v e nao foi influenciado no crescimento

de levedura.
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Para validar os ensaios, a anfotericina B foi utilizada como controle positivo frente as
leveduras de referéncia Candida krusei (ATCC 6258) e Candida parapsilosis (ATCC 22019)
com valores de CIM variando entre 0,25 ¢ 2,0 ug mL™!. Se os valores de CIM obtidos para
estas leveduras estiverem dentro desse intervalo, os resultados para as demais leveduras
testadas estardo validados de acordo com o protocolo de referéncia M27-A3 CLSI (2008).

Ap6s o periodo de incubagdo, por 48 horas, foram adicionados 30 pL de uma solugao
aquosa de resazurina (Sigma) a 0,02% a cada poco e as microplacas foram novamente
incubadas por mais 30 minutos para posterior revelacdo. A CIM calculada corresponde a
concentragdo minima de amostra que ¢ capaz de inibir o crescimento das leveduras. A
resazurina permite a observacdo imediata do crescimento microbiano. As cores azul e
vermelha representam a auséncia e a presenga de crescimento microbiano, respectivamente
(GOUGHENOUR et al., 2015). Foram realizados ainda os controles de esterilidade do meio

de cultura, dos extratos e parti¢cdes e do indculo.

5.7 PROSPECCAO FITOQUIMICA DO EXTRATO ETANOLICO E PARTICOES

Para o estudo fitoquimico preliminar foram utilizados como fase estacionaria (FE)
placas de silica gel sob alumina e como fase mével (FM) a mistura de solventes conforme
metodologia descrita por Vagner e Bladt (2001). Para a fase polar utilizou-se como FM: 10,0
mL de acetato de etila, 1,1 mL de 4cido acético, 1,1 mL de acido férmico, 2,6 mL de 4dgua
destilada; para a fase apolar utilizou-se como FM: 9,0 mL de cloroférmio, 1,0 mL de metanol

e 0,25 mL de hidréxido de amoénio.

5.7.1 Reveladores quimicos, monitoramento UV-VIS

Aproximadamente 2,0 mL de solucdes metanolicas, do extrato/particdes foram
preparadas e aplicadas em placas de silica gel e colocadas em uma cuba para
desenvolvimento. As andlises foram realizadas apos a elui¢do com base no aparecimento de
pequenas ‘manchas’ nas cromatoplacas e seus diferentes fatores de retengao (Rf), inspecao de
fluorescéncia das placas na presenca de luz UV2s4-3650m € visivel a temperatura ambiente ou a

50°C. Os reveladores quimicos utilizados encontran-se descritos na Tabela 3, p. 26.
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5.8 FRACIONAMENTO EM COLUNA CROMATOGRAFICA (CC) DA PARTICAO
HEXANICA (PH)

O fracionamento da parti¢do foi realizado levando-se em consideragdo os resultados
dos ensaios antimicrobianos. O fluxograma de fracionamento em columa cromatografica esta

apresentado na Figura 11.

Figura 11 - Fluxograma do fracionamento em coluna da particao PH.

10g

CC - FE: Silica Gel - FM:
hexano:hexano/diclorometano: diclorometano:
diclorometano/metanol: metanol

ClH1 CIH3 ClH4 CIH5 CiHe || C1H7
46 mg 350 mg 172 mg 210 m 41 m 33 m
CC - FE: Silica Gel - FM:
hexano/diclorometano/metanol
—

I | | ]
Fé6 F26 F33 F42 F11 F108
9 mg 9 mg 8 mg 20 mg 8 mg 6 mg

Fonte: O autor.

lisg

Para o preparo da coluna da particao hexanica (PH), rotulada de C1H, foi usado 1,0 g
de massa. O fracionamento foi realizado em coluna de vidro 3,0 cm de didmetro. Como fase
estacionaria foram utilizadas 48,95g de silica gel 60 (MN: 0,063-0,2mm, 70-230 mesh
ASTM). O monitoramento das cromatoplacas, em CCD, foi realizado seguido de revelagao
com reagentes quimicos e analise por UV2s4nm-3651m, €m temperatura ambiente e temperatura a
50 °C. O sistema de solventes da fase movel foi o gradiente
hexano—diclorometano—metanol. No fracionamento foram coletadas 105 fra¢cdes que foram
agrupadas em sete subfragdes (Figura 11) de acordo com a similaridade observada nas

cromatoplacas de CCD.
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5.8.1 Fracionamento em CC da fraciao hexanica C1H2.

Foram utilizados como material de partida 0,08 mg de massa da fracio C1H2. O
fracionamento foi realizado em coluna de vidro 2,5 cm de didmetro. Como FE foram
utilizadas 30,8¢g de silica gel tipo ‘flash’ (Aldrich 60A, 40-60 pm). O sistema de solventes da
fase movel foi o gradiente hexano—diclorometano—metanol. No fracionamento foram
coletadas 95 fracdes que foram agrupadas em nove subfragdes (Figura 11) de acordo com a

similaridade observadas nas cromatoplacas de CCD.

5.8.2 Fracionamento em CC da fracao hexanica C1H3.

Foram utilizados como material de partida 0,3mg de massa da fragdo C1H3. O
fracionamento foi realizado em coluna vidro 2,5 cm de didmetro. Como FE foram utilizadas
54,8g de silica gel tipo ‘flash’ (Aldrich 60A, 40-60 pm). O sistema de solventes da fase movel
foi o gradiente hexano—diclorometano—metanol. No fracionamento foram coletados 140
frascos que foram agrupadas em 15 subfra¢des (Figura 11), de acordo com a similaridade

observada nas cromatoplacas de CCD.

5.9 ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSAS (CG-EM) DA PARTICAO PH E FRACOES.

As fragoes CIH2-F6, CI1H2-F26, C1H2-F33, C1H2-F42, CI1H3-F11 foram
dissolvidas em cloroformio grau espectroscopico, na concentragio de 1,0 pm mL™' e
analisadas em um cromatografo gasoso acoplado ao espectrometro de massas. Os parametros
do método de andlise foram: tempo 43,85 min.; temperatura: 280°C; pressao: 172,9 kPa. Foi
utilizado como gas carreador o gas Hélio e fluxo de 50,0 mL min™!, a fluxo constante de 2,7
mL min''. As temperaturas utilizadas do injetor (modo slipt 1:20) e detector foram 220 e 280
°C, respectivamente, sendo o gradiente de aquecimento de 60 a 240°C (3°C min™'). O detector
de massas atuou com energia de impacto de 70 eV e os fragmentos foram obtidos entre de 40

a 650 Da.
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5.10 ANALISE POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

As amostras C1H1, CIH2-F42 foram dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDCls: D-
99,8%,) e a analise foi realizada no equipamento Bruker® do laboratério multiusuério do 1Q-
UFU, operando, respectivamente, em freqiiéncias de 400 MHz para o nucleo de hidrogénio, e
100 MHz para o carbono. A temperatura do ensaio foi 30 °C e foi utilizado TMS (3TMS =
0,00) como padrao interno ou sinal residual do solvente (CHClz, como referéncia para os
nicleos 'H e "*C, respectivamente). Também foram realizadas anélises de correlagdes

bidimensionais '"H COSY, HSQC e HMBC (Apéndice E).

5.11 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO POR
ELECTROSPRAY DO EE E DAS PARTICOES PDM, PAE, PBU, RMA.

Para as andlises de CLAE, as amostras foram preparadas na concentracao de 1,0 mg
mL~ . Foram injetados 10,0 pL no cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia em coluna C18
(2,1 por 5 mm, 1,8 um), fase mdvel: solugdo aquosa de acido féormico (0,1%, v/v) (fase movel
A) e metanol (fase movel B). No sistema de gradiente de solventes utilizado, comegou-se com
2% de B e 98% de A, atingiu-se 98% de B em 15 min, permaneceu-se 2 minutos com 98% de
B, e retornou-se a 2% de B, com 1 minuto, a um fluxo de 0,4 mL min™'.

O detector utilizado foi um espectrometro de massas de alta resolu¢do da marca
Agilent® 6520B, modelo QTOF, com ionizagdo por electrospray. O nebulizador operou a 58
PSI, com o fluxo do gas secante operando a 8,0 L min!, a uma temperatura de 220°C. No
capilar foi aplicada uma energia de 4,5 kV. Os dados foram adquiridos nos modos positivo e
negativo. As medidas dos dados obtidos foram de alta resolucdo de massa e comparadas por

meio do erro (em ppm), de acordo com a equacao abaixo:

E . [(massa exata—massa experimental)

ppm = ] 10° (Equagio 2)

massa exata

Foi realizado o modo de fragmentagio EM? em diferentes energias de colisdo. A partir
do estudo dos fragmentos e da massa de alta resolugdo foi possivel propor a presenca dos

constituintes de cada amostra.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 RENDIMENTO DAS PARTICOES

Apoés as extragdes sucessivas (cinco vezes) foram processados os rendimentos de
massas obtidos, que estdo representados na Tabela 6.

O rendimento do processo foi de aproximadamente 87%, em massa. A particdo em
hexano (PH) apresentou o menor rendimento (8,5%), enquanto a parti¢do n-butanol (PBU)
apresentou o maior rendimento (30,0%). Na andlise desses valores observamos que um maior
numero de compostos polares foi extraido. As perdas em massa durante o processo foram de

13%, em sua maioria retidas nos filtros.

Tabela 6 — Rendimentos de massas obtidos das parti¢des liquido-liquido utilizando o extrato

etanolico (EE, 64,7g) da casca interna de K. coriacea.

Particao Total %
(2)

PH 5,6 8,5

PDM 10,9 16,9

PAE 12,7 19,6

PBU 16,9 26,3

RMA 10,3 15,9
Total 87,2

EE- Extrato etanolico; PH- Particdo hexano; PDM- Parti¢ao diclorometano; PAE- Parti¢ao acetato de
etila; PBU- Parti¢ao n-butanol; RMA- residuo metanol-agua.
Fonte: O Autor.

6.2 PROSPECCAO FITOQUIMICA

Os testes qualitativos das principais classes de metabodlitos secundarios indicaram a
presenca de compostos fendlicos taninos-proantocianidinas, flavonoides cumarinas, xantonas,
saponinas terpenoides e esterois. Porém nao foi identificada a presenca de alcaloides ou
nitrogenados (Tabela 7). Para comparagdo e indicagdo dos grupos de metabolitos presentes

foram utilizados dados da literatura (WAGNER, BLADT, 1996).
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Tabela 7 — Resultados da prospeccao fitoquimica do extrato etanolicos e parti¢des da casca

interna da K. Coriaceae.

Classes de compostos

Triterpenos,  Fendlicos, Flavonoides®  Saponinas? Cumarinas  Alcaloides,

Amostra terpendides taninos® xantonas® nitrogenados®
esteroides®

EE + + + + + -

PH + - - - - i}

PDM + + - - + .

PAE - + + + + -

PBU - + + - - -

RMA - + + - - -

Revelador: *Lieberman-Buchard, Anisaldeido Cex(SO4)s; PAnisaldeido, FeCls, NP/PEG, Cex(SOa4)s,
vanilina; °NP/PEG, AICI; Cex(SOs)3; ¢ Liebermann Buchard, Anisaldeido; ¢ KOH; flodocloro-
platinado, Dragendorft.

Fonte: O Autor.

Os reveladores Lieberman-Buchard, anisaldeido, vanilina sulfurica e sulfato de cério
sdo considerados reveladores universais pois detectam a presenca de varias classes de
metabolitos. Os reveladores KOH, FeCls, AICl3, NP/PEG e iodocloroplatinado sao chamados
de reagentes especificos pois detectam um determinado grupo (WAGNER, BLADT, 1996;
REGINATTO, SOARES, FARIAS, 2017). Essas deteccdes sao feitas por coloragdes especificas
no UV-VIS devido as complexag¢des entre componentes do revelador e os metabolitos

presentes no extrato/partigdes.

6.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AA)

A andlise quantitativa da atividade antioxidante do extrato e fragdes da casca interna
da K. coriaceae foi baseada na quantificagdo do teor de fendis totais, proantocianidinas,
flavonoides e pelo ensaio “in vitro” da capacidade de seqiiestro do radical livre DPPH

(MORALIS, et al., 2008).
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6.3.1 Analises da determinacio dos teores de fendis totais

O teor de fendis totais foi calculado apds testes reacionais das amostras com o
Reagente de Folin-Ciocauteau em meio basico. Os resultados sdo apresentados na Tabela 8.
Os calculos do teor de fendis totais foram realizados por meio da regressao linear da curva
analitica do grafico da absorbancia (Apéndice B-I) da reagdo entre o acido galico e o reagente
de Folin versus concentracao de acido galico [y = 0,0112x - 0,0157; y = absorbancia, x =
concentragdo de acido galico (ug mL™); > = 0,9993] (Apéndice B-I). O resultado esta

expresso em mg de equivalente de 4cido galico por g de extrato (mg EAG g! extrato).

Tabela 8 — Teores de fenois totais do EE e partigoes.

Extrato/Parti¢des Fendis totais (mg de EAG g! de amostra) *

EE 527,842,22°
RMA 420,7+3,22¢
PH 65,5+3,40¢
PDM 505,0+2,53¢
PAE 522,942,86"
PBU 555,1+1,86°

*As analises com as mesmas letras ndo mostraram diferenca significativa entre as médias pelo teste de

Tukey a 5% para o mesmo ensaio. Foi obtido p<0,01 para todas as correlacdes com médias diferentes.

Os dados obtidos permitem inferir que aumentando a polaridade do solvente da
particdo aumenta o teor de compostos fenolicos. Desta forma, a particdo hexano (PH) foi a
que apresentou a menor concentragao de fendis totais.

O processo ocorre em etapas, inicialmente o composto fendlico de caracteristicas
acidas reage com o carbonato de s6dio formando o ion benzoato. O meio alcalino ¢ utilizado
para acelerar a reacdo de retirada de elétrons do ion fenolato (facilitada em pH mais altos).
Removendo-se um elétron de um anion fenolato, o produto ¢ um radical livre semiquinona. Se
um segundo elétron for removido a partir de orto-para-difendis produz uma quinona. Essa
mistura de fenol e quinona equilibra-se para produzir intermedidrios de semiquinona
(oxidagdo-reducdo). Quando esse radical livre encontra outra espécie radicalar eles reagem
formando um composto neutro. O elétron ndo emparelhado da semiquinona ressoa entre a
hidroxila anterior e as posi¢des orto e para (dois, quatro ou seis do anel). Uma mistura de

produtos dimerizados resulta a medida que a reacdo se processa regenerando o fenolato e



45

mantendo o ciclo. Em seguida esse ion reage com o reagente de Folin de coloragcdo amarela
[mistura dos acidos fosfomolibdico H3P(M03010)4 e fosfotunguistico H3P(W3010)4] formando
um complexo azul cuja absorbancia pode ser monitorada a 760 nm (Figura 12). Embora a
reacdo seja complexa, Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventds, (1999) consideram que o
molibdénio inicialmente no estado de oxidagdo (VI) (no complexo NaxMo004.2H>0O) sofre
reducdo, pelos fenolatos, formando um complexo com o tungsténio, (PMoW1104)*, de estado
de oxidagdo entre (V) e (VI). Essa mudanga de cor permite a determinacdo dos agentes

redutores, no caso os compostos fendlicos (OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 12 — Reagdo do acido galico com o molibdénio componente do reagente de Folin em

meio alcalino.
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Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, (2009).

6.3.2 Analises da determinacio do teor de taninos condensados (proantocianidinas)

O teor de taninos condensados (proantocianidinas) do extrato/particdes foi
determinado pelo método da vanilina sulfirica. A complexag¢dao da vanilina com o tanino
catéquico (Figura 13) ocorre, por reagdao do tipo substituicao eletrofilica aromatica no anel A
do mondémero de catequina, formado um composto vermelho cuja intensidade

espectrofotométrica pode ser monitorada a 500 nm (SCHOFIELD; MBUGUA; PELL, 2001).



46

Esta metodologia ndo identifica os taninos hidrolisaveis, pois estes ndo complexam com o

reagente utilizado.

Figura 13 — Reacgao simplificada entre a vanilina sulfurica e um tanino catéquico.

Vanilina

H+

H3CO _
R’
o Coloragao vermelha

Fonte: Adaptado de SCHOFIELD, MBUGUA, PELL. (2001).

O teor de proantocianidinas (Tabela 9) foi calculado por meio da curva analitica do

grafico da absorbancia (Apéndice B-II) da reacdo entre a catequina e a vanilina versus a

concentragdo de catequina [y = 0,3418x - 0,074; y = absorbancia, x = concentra¢ao de

catequina (ug mL7); r* = 0,9994]. O resultado estd expresso em mg de equivalente de

catequina por g de extrato (mg EC g! extrato).

Tabela 9 — Teores de taninos condensados (proantocianidinas) do extrato etandlico/partigoes.

Extrato/Parti¢oes

Proantocianidinas (mg de EC g™ de extrato) *

EE
RMA
PH
PDM
PAE
PBU

115,25+ 0,8
80,55+ 0,8"
32,69 + 1,8°
68,64 + 1,3
124,36 + 1,4°
118,87 + 0,6

*As analises com as mesmas letras ndo mostraram diferenca significativa entre as médias pelo teste de

Tukey a 5% para o mesmo ensaio. Foi obtido p<0,01 para todas as correlagdes com médias diferentes.

Com excec¢do da partigdo hexanica que apresentou baixos valores as partigdes em

solventes mais polares apresentaram valores mais concentrados. A parti¢ao em acetato de etila
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apresentou o maior valor, mas dentro da analise estatistica muito préximo da quantidade em
n-butanol. Segundo Hagerman, (1998), Sun e colaboradores, (1998) e Schofield, Mbugua e
Pell, (2001) o métododo apresenta limitacdes por interferéncia da temperatura, da
concentracdo e do tipo do acido utilizado e principalmente nas diferencgas entre as reacdes da
vanilina dcida com o monomero de catequina e com os polimeros de proantocianidinas, o que

pode acarretar em distor¢des nos valores reais desses polimeros numa amostra.

6.3.3 Analises da determinacio do teor de flavonoides

O teor de flavonoides foi calculado (Tabela 10) por meio da regressdo linear da curva
analitica do grafico da absorbancia (Apéndice B-III) obtida da reacdo entre a quercetina e o
AICl; versus a concentracdo de quercetina [y = 0,0549x + 0,0085; y = absorbancia, x =
concentragio de quercetina (ug mL™); r> = 0,9992]. O resultado estd expresso em mg de

equivalente de quercetina por g de extrato (mg EC g! extrato).

Tabela 10 — Teores de flavonoides do extrato etanodlico/parti¢des.

Extrato/Parti¢des Flavonoides (mg de EQ g! de extrato) *

EE 57,3+ 0,3
RM/A 50,6 £2,1°
PH 19,8 + 0,8
PDM 572+ 1,8
PAE 58,8 + 3,7
PBU 63,6 + 2,9

As analises com as mesmas letras ndo mostraram diferenca significativa entre as médias pelo
teste de Tukey a 5% para o mesmo ensaio. Foi obtido p<0,01 para todas as correlagdes com
médias diferentes.

A quantifica¢do do teor de flavonoides foi realizada por meio do método com AlCl;
segundo Woisky e Salatino, (1998). Nesta analise o cation aluminio (Al*") forma complexos
estaveis com os flavonoides. O complexo formado apresenta absor¢do em comprimento de
onda maior que o flavonoide nao complexado, assim o monitoramento desta complexagdo €

realizada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 425 nm (Figura 14).
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Figura 14 — Reagdo de complexagdo da quercetina com AlCI3.

OH

AICI;

H,O/HCI

Fonte: Adaptado de AMORIM et al., (2008).

A particdo em n-butanol apresentou os maiores teores, porém o valor esta dentro da
margem estatistica com os teores da particdo em acetato de etila e o extrato etandlico. A
particdo em hexano apresentou os menores teores, isso pode ser explicado pela baixa
solubilidade desse grupo de substancias no solvente. Os testes revelaram a baixa presenca de
flavonoides que complexaram com o reagente cloreto de aluminio, ja que foram utilizadas
amostras com 1000 ug mL™'. Algumas classes de flavonoides nio complexam ou complexam
em baixa quantidade com o reagente utilizado, isso indica que os flavonoides presentes nas
amostras podem apenas ser mondmeros de taninos e entdo ndo complexam com o AlCI3 ou
nao apresentam hidroxilas como substituintes capazes de complexar com AlCI3, ou ainda o
comprimento de onda do flavonoide complexado com AICI; ¢ diferente de 425 nm (SOUSA,
2015b). Essa técnica de determinagdo do teor de flavonoides pode apresentar limitagdao
dependendo da estrutura do composto analisado, o que resulta na variagdo do comprimento de

onda do complexo (AMORIM et al., 2008; PEKAL, PYRZYNSKA, 2014).

6.3.4 Quantificacdo da atividade antioxidante (AA) pelo método de sequestro do radical

DPPH

A andlise quantitativa da atividade antioxidante do extrato e fragdes da casca interna
da K. coriaceae foi realizada pelo ensaio “in vitro” da capacidade de seqiiestro do radical livre
DPPH (SOUZA, et al., 2007; MORALIS, et al., 2009). O método de sequestro de radicais
livres DPPH" ¢ bastante utilizado para a avaliagdo da capacidade antioxidante por ser
considerado de facil manipulacdo, altamente sensivel, preciso, e de alta praticidade

(OLIVEIRA, 2015).
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As andlises mostraram que tanto o extrato quanto as parti¢des, apresentaram indices
muito bons de concentragdes efetivas (CEso). O CEsp representa a concentracdo da amostra
necessaria para sequestrar 50% dos radicais de DPPH.

Para a obtencdo do CEso (Tabela 11) foram realizados célculos e plotadas as curvas
analiticas de regressdo linear cuja porcentagem de DPPH*® sequestrado, apds 1 h de reagao,

versus as concentragdes de extrato/particoes utilizadas.

Tabela 11 — Valores de CEso para o extrato etandlico e as parti¢des.

Extrato/Parti¢des CEso (ug mL™!' de DPPH®) *
EE 2,8+0,2°

RMA 3,1+0,2°

PH 90,0 + 3,4°
PDM 2,3+0,2°

PAE 2,0+0,1°

PBU 1,6 £0,1*

BHT (controle positivo) 4,8+0,1

*As analises com as mesmas letras ndo mostraram diferenca significativa entre as médias pelo teste de

Tukey a 5% para o mesmo ensaio. Foi obtido p<0,01 para todas as correlagdes com médias diferentes.

Tabela 12 — Intensidade da AA através do sequestro do radical DPPH segundo Reynertson,

Basile e Kennely (2005).
DPPH (CEso, ug mL™) Atividade Antioxidante Relativa
<50 Elevada
50-100 Moderada
100-200 Baixa
> 200 Inativa

Fonte: O autor.

Os resultados indicam que aumentando a polaridade do solvente o potencial
antioxidante do extrato/partigdo também aumenta. Tanto o extrato quanto as particdes em
diclorometano, acetato de etila, n-butanol e o residuo metanol-dgua apresentaram valores
excelentes e muito proximos entre si. A partigdo em hexano foi a que apresentou menor

atividade antioxidante, ainda que moderada. Segundo Reynertson, Basile e Kennely (2005), a
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intensidade da atividade antioxidante pode ser correlacionada com o valor obtido de CEsg
conforme mostrado na Tabela 12.

Portanto, quanto menor esse valor, melhor ¢ a atividade antioxidante. Essa analise
permite afirmar o excelente potencial antioxidante do extrato e das particdes polares.

O DPPH* ¢ uma substancia altamente reativa, assim o teste consiste numa reacao de
oxidagdo-reducao do DPPH*® com substancias ditas antioxidantes, em geral, carotenoides,
compostos fenolicos, vitaminas A C e E (SOUSA et al., 2007) presentes nos extratos. Na
reacdo essas substancias se oxidam doando elétrons ao DPPH* causando sua reducao (Figura
15). Isso ¢ evidenciado pela mudanca de cor (violeta para amarelo) no meio reacional com
consequente desaparecimento da banda de absorc¢do, o que ¢ monitorado pelo decréscimo da
absorbancia (de OLIVEIRA et al., 2009; HASLAM, 1996). Os radicais derivados fendlicos
formados sdo mais estaveis devido a ressonancia de anel aromatico presente em suas

estruturas. (VALKO et al., 2004; QUIDEAU et al., 2011).

Figura 15 — Reagdo redox simplificada do DPPH* com o composto fen6lico BHT.

20

LopIg A

DPPH’ DPPH-H
Violeta, 517nm Incolor, 517nm

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., (2009).

6.3.5 Analises dos resultados da atividade antioxidante por Voltametria Ciclica de Pulso

Diferencial (VPD)

A voltametria de pulso diferencial (VPD) consiste na aplicagdo de pequenos pulsos de
potencial com amplitude constante (10-100 mV). Nesta técnica ¢ medida a corrente ao longo
do tempo apds a aplicagao de cada pulso. A corrente obtida do experimento ¢ na verdade uma
diferenga entre as correntes medidas antes e depois do pulso (GANDRA et al., 2004;
GONCALVES et al.,, 2010; PACHECO, 2013). A carga (Ip) no pico de oxidagdo esta
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relacionada com a concentragdo de substancias antioxidantes e depende também do
coeficiente de difusdo da substincia (GANDRA et al.,, 2004). O potencial (Ep) estad
relacionado com a capacidade redutora (antioxidante) de um composto, o aumento desse
potencial de oxidacdo representa uma menor atividade antioxidante, ou seja, a amostra
apresenta menor quantidade de compostos que se oxidam nesse potencial (PACHECO et al.,
2013; SERUGA, NOVAK, JAKOBEK, 2011). A Tabela 13 apresenta o resultado dos valores
médios obtidos para o potencial de oxidagdo e a carga no pico de oxidagdo medidos por esse

método eletroquimico do extrato/parti¢des, analisados em tampao acetato e fosfato.

Tabela 13 — Cargas e potenciais de oxidagdo por VPD do extrato etanolico/parti¢des.

Extrato/Partigdes Tampao acetato Tampao fosfato

Carga (uC) Potencial (mV) Carga (uC) Potencial (mV)

EE 31,540,2 32542 43,5402  186+2
PH 8,9 +0,7 33743 4,9+0,5 196+3
PDM 32,7+0,2 32441 42,8402 1861
PAE 40,7+0,5 3261 60,8+0,6  185+2
PBU 33,740,2 3261 48,4+0,1  186+2
RMA 29,60,5 32842 48,740,1  185+2

Fonte: O Autor.

A interpreta¢do dos resultados da atividade antioxidante por voltametria ciclica de
pulso diferencial (VPD) mostra a mesma tendéncia no teste frente ao radical DPPH, a boa
atividade antioxidante das amostras mais polares. Para uma correlagdo desses dados
eletroquimicos deve-se lembrar que nesse teste os resultados estdo relacionados com a
concentragdo das substincias que reagem e inibem a oxidag¢do do radical, quanto maior o
numero dessas substancias menor sera seu CESO0.

Analisando os resultados da tabela observa-se que a parti¢do acetato de etila (PAE)
apresenta valores de carga (40,7 e 60,8 uC nos tampdes acetato e fosfato respectivamente)
bem mais altos que as outras amostras indicando uma maior concentragdo de compostos
redutores. A particdo hexano apresentou os menores valores, portanto menor concentragao.
Os potenciais de oxidagdo estdo muito proximos nos dois sistemas, com excessao da particao
hexano que apresenta os maiores valores (337 ¢ 196 mV nos tampdes acetato e fosfato
respectivamente), isso confirma o dado de que nessa particio hd uma menor concentracao de

compostos redutores (acdo antioxidante). Também se observa que no tampao fosfato, sistema
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de maior pH, essas cargas no pico de oxidacdo sdo mais intensas que no tampao acetato, de
menor pH (exceto para a PH). Porém, para os potenciais de oxidagdo observa-se o contrario.
Segundo trabalhos de Kilmartin e colaboradores, (2001a, 2002b), Janeiro e Oliveira Brett,
(2004), Seruga, Novak e Jakobek, (2011) isso ocorre porque a oxidacdo de compostos
redutores, como os fenolicos ¢ diretamente dependente do pH do meio e ocorrem com mais
intensidade em pHs proximos de 7,0. A Figura 16 apresenta o mecanismo simplificado de

oxidagdao do monomero de epicatequina.

Figura 16 — Reagdo global de oxidagdo da (+)-catequina.

o

(+)-catequina semiquinona quinona

Fonte: Kilmartin et al. (2001, 2002); Janeiro e Oliveira Brett (2004); Seruga, Novak e Jakobek (2011).

Segundo os estudos eletroquimicos realizados por Kilmartin et al., (2001, 2002),
Janeiro e Oliveira Brett, (2004), Seruga, Novak e Jakobek, (2011), o anel B ¢ mais facilmente
oxidavel do que o anel A, pois a hidroxila mais oxiddvel é aquela de menor acidez. E no anel
B, em especial, observa-se maior pKa. Assim a transferéncia de elétrons ocorre seletivamente

no anel B do catecol.

6.4 ANALISES DOS ENSAIOS ANTIMICROBIANOS

A analise dos ensaios biologicos para verificacdo da atividade antimicrobiana foi
realizada apds a determinag¢do da concentragdo minima inibitéria (CIM), que representa a
menor quantidade da amostra capaz de inibir o crescimento microbiano. Alguns trabalhos sao
parametros de referéncia para avaliar o potencial antimicrobiano de produtos naturais. Para
valores de CIM iguais ou abaixo de 100 pg mL' a atividade é considerada promissora
(HOLETZ et al. 2002; RIOS, RECIO, 2005); valores entre 100 e 500 pg mL! a atividade é
considerada moderada; entre 500 e 1.000 pg mL™! a atividade é considerada fraca e para
valores acima de 1.000 pg mL™' a amostra é considerada inativa (HOLETZ et al. 2002). Para
substancias puras é relevante que a CIM seja igual ou abaixo 10 pg mL™ (RIOS, RECIO,
2005).
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As bactérias utilizadas nos ensaios sdo as causadoras das principais doengas bucais
que afetam a populagdo. Esses micro-organismos possuem a capacidade de se implantar no
sulco gengival e produzir substancias toxicas que provocam a degeneracdo do tecido
periodontal (RIBEIRO et al., 2015). Em geral, bactérias do género Streptococcus se instalam
interagindo com proteinas e formando um biofilme que causa a desmineralizagdo do tecido
duro dentério e que pode levar & formagao de cavidade, constituindo a cérie (SILVA et al.,
2015; KRZYECIAK et al., 2014). Essas enfermidades sdo um verdadeiro caso de saude
publica em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento como o Brasil devido a falta de
higiene bucal, desinformacao e falta de condi¢cdes socioecondmicas basicas minimas de satde
(SB-Brasil, 2010; SBSP,2015).

Os fungos utilizados nos ensaios sdo do género Candida (C. albicans, C.tropicalis, C.
glabrata, C. krusei, C. parapsilosis). Esse grupo especifico de fungos sdo a causa da maioria
das infecg¢des fungicas invasivas em pacientes nas UTI em todo o mundo (CALANDRA et al.,
2016). Os tipos mais simples de candidiase sdo aquelas bucais (popularmente no Brasil sao
chamadas de ‘sapinho’) e que sdo altamente contagiosas. Algumas se instalam no sistema
digestivo chegando ao estdmago causando sérios danos ao paciente podendo causar sua
morte. Comercialmente para seu tratamento, que ¢ lento e altamente debilitante para o
paciente, sao usados, por exemplo, farmacos antifungicos como o fluconazol, a anfotericina e
as equinocandinas (ANVISA, 2015; CALANDRA et al., 2016; BRUNKE et al., 2011). Com
1ss0, a busca por novas substancias potencialmente antifingicas e menos toxicas pode ser uma

saida para tantos efeitos colaterais graves.

6.4.1 Analise dos ensaios antibacterianos frente as bactérias orais aerobias e anaerobias.

Os resultados de atividade antibacteriana estdo apresentados na Tabela 14. Para avaliar
o potencial antibacteriano dos extratos e parti¢cdes de K. coriacea alguns parametros sobre a as
concentragdes inibitorias minimas (CIM) foram observados conforme descricdo no item
metodologia. O EE apresentou moderada atividade antibacteriana contra a maioria das
bactérias testadas (100 - 400 ug mL™') e forte atividade contra P. gingivalis (50 pg mL™"). A
particdo PH foi a amostra mais ativa, apresentando fortissima atividade antibacteriana (1,56-
6,25 ug mL"), com valores abaixo do atribuido para substancias puras (RIOS, RECIO, 2005).
A PH inibiu o crescimento das bactérias S. mitis e S. sanguinis com CIMs menores do que foi

encontrado para o controle positivo. A PDM apresentou moderada atividade contra S. mitis, S.
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sanguinis, P. gingivalis e A. naeslundii (200 — 400 pg mL™"). As demais particdes nio foram

ativas no intervalo de concentragao testado.

Tabela 14 — Concentragdes Inibitorias Minimas (CIM, pg mL™") do extrato/parti¢des frente as

bactérias bucais.

Microrganismos EE RMA PH PDM PAE PBU Controle

Bactérias aerdbias Clorexidina

S.mutans 400 >400 6,25 >400 >400 >400 0,922
ATCC 25175
S. mitis 100 >400 1,56 400 >400 >400 3,688
ATCC 49456
S. sanguinis 200 >400 3,12 400 >400 >400 3,688
ATCC 10556
A.actinomycetemcomitans 400 >400 12,5 >400 >400 >400 1,844
ATCC 43717

Bactérias anaerobias Metronidazol

P. gingivalis 50 >400 3,12 200 >400 >400

ATCC 33277

F. nucleatum 400 >400 6,25 >400 >400 >400

ATCC 25586

A.naeslundii 100 >400 3,12 200 >400 >400

ATCC 19039

B.fragilis 200 >400 6,25 >400 >400 >400 1,475
ATCC 25285

B. thetaiotaomicron 2,95
ATCC 29741

Fonte: O Autor.

Contudo, a particilo PH foi mais ativa que suas fracdes e subfragdes, inibindo a
maioria dos microrganimos bucais, com CIMs abaixo de 10 pg mL™!' e menores que outros
estudos com plantas do cerrado. Por exemplo, extratos e particdes da madeira e casca de
Maclura tinctoria testados contra varias bactérias bucais aerobias e anaerobias apresentaram
valores de CIM entre 20 e 400 ug mL!' (LAMOUNIER et al., 2012). Os extratos e parti¢des
das folhas de Banisteriospsis laevifolia ndao foram ativos contra S. mutans, S. mitis, S.
sanguinis € B. fragilis e apresentaram moderada atividade contra F. nucleatum e A. naeslundii
(NUNES et al., 2016). As parti¢des das folhas de Cordieira sessilis inibiram o crescimento de
bactérias bucais com CIMs entre 50 e 400 pg mL' (AQUINO et al., 2013). A particdo em
diclorometano da espécie Cassia bakeriana apresentou atividade frente a diferentes micro-
organismos bucais com concentragdes entre 12,5 e 400 pg mL™! (CUNHA et al., 2017a).

Esses valores estdo representados na Tabela 15.
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Tabela 15 — Resultados comparativos de CIM (ug mL™!) entre espécies do cerrado.

Extratos e particdes/Espécie

Micro-organismos PDM (folhas)®  PH (cascas) b EE (cascas) ¢ RMA (folhas) ¢
Cordieira sessilis Cassia bakeriana M. tinctoria B. laevifolia

S. mutans 200 25 >400 >400

S. mitis 200 200 300 >400

S. sanguinis 400 100 >400 >400

F. nucleatum - 12,5 - 200

A. naeslundii 400 12,5 200 100

@ Aquino et al., 2013;® Cunha et al., 2017; ¢ Lamounier et al., 2012; ¢ Nunes et al., 2016.

Os resultados para PH sdo ainda mais relevantes quando se observa o fato de que esta
particdo inibiu importantes patégenos envolvidos com a cérie dental, infec¢des endodonticas,
periodontites e doengas sistémicas (AAS et al., 2005).

Pelo fato da fragdo PH ter evidenciado forte efeito antibacteriano contra as bactérias
bucais testadas, foi proposto o seu fracionamento em coluna cromatografica e os resultados

estao apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Atividade antibacteriana (CIM, pg mL™') de subfracdes da parti¢io hexanica

frente as bactérias orais.

Microrganismos ClH1 ClH2 C1H3 Cl1H3 ClH2 Controle
F108 F42

Bactérias aerdbias Clorexidina

S.mutans ATCC 25175 50 400 25 50 >400 0,922

S. mitis ATCC 49456 12,5 400 25 25 >400 3,688

S. sanguinis ATCC 10556 25 400 50 50 >400 0,922

A.actinomycetemcomitans 12,5 400 25 25 >400 0,460

ATCC 43717

Bactérias anaerdbias Metronidazol

P. gingivalis ATCC 33277 200 200 400 400 >400
F. nucleatum ATCC 25586 200 400 200 >400 >400
A.naeslundii ATCC 19039  >400  >400  >400 >400 >400
B.fragilis ATCC 25285 200 200 400 400 >400 0,3688

B. thetaiotaomicron 1,475
ATCC 29741

Fonte: O Autor.
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De forma geral, as subfragdes testadas apresentaram valores de CIM mais altos que a
particdo em hexano (PH) frente a todas bactérias avaliadas, indicando menor atividade
antibacteriana. Observa-se que o refracionamento da particio PH promoveu uma diminuigao
da acdo antibacteriana. A perda da atividade pode estar relacionada com compostos que
estavam agindo de forma sinérgica e foram separados durante o fracionamento (CUNHA et
al., 2017a). As fragdes C1H1, C1H2 e C1H3 exibiram moderada atividade contra as bactérias
anaerdbias, com CIMs variando entre 200 e 400 pg mL™!, enquanto as fragdes C1H1, C1H3 e
a subfracdo C1H3-F108 foram fortemente ativas contra as bactérias aerobias (12,5 - 50 ug
mL™1). A fracio C1H2 exibiu moderada atividade frente as bactérias aerdbias (400 pg mL™).
A subfracdo C1H2-F42 foi inativa frente a todos as bactérias testadas.

A forte atividade da particdo PH pode estar relacionada com a presenca de
triterpenoides, esteroides, acidos graxos e dlcoois determinados por cromatografia em camada
delgada, cromatografia gasosa ¢ RMN. Estudos com essas classes de compostos tém
demonstrado sua importancia na inibigdo contra diferentes microrganismos, incluindo os
bucais (BORDOLOI et al., 2017; CUNHA et al., 2007b; EVARISTO et al., 2014). As fracdes
C1HI, C1H3 e a subfragdo C1H3-F108, ricas em 4cidos graxos, apresentaram forte atividade
frente as bactérias bucais aerobias. Esses resultados evidenciam a importancia dos acidos
graxos como agentes antimicrobianos (BORDOLOI et al., 2017, CHOI et al.,2013). A
subfracdo C1H2-F42, rica em esteroides nao apresentou atividade relevante contra nenhuma

das bactérias no intervalo de concentragdes testado.

6.4.2 Analises dos ensaios antifingicos frente aos fungos Candida ssp.

Os resultados da atividade antifingica frente as leveduras C. albicans, C. tropicalis e
C. glabrata estao apresentados na Tabela 17. O extrato etandlico da casca interna de K.
coriacea ¢ parti¢cdes inibiram o crescimento de todas as espécies de Candida testadas, com
CIMs variando entre 23,43 ¢ 1500,0 pg mL™!. A particio PH foi a amostra menos ativa (CIMs
entre 375 ¢ 1500 pg mL!). As amostras EE e RMA mostraram moderada atividade contra C.
tropicalis e C. glabrata (187,5 pg mL™) e forte atividade contra C. albicans (23,43 ng mL™).
Os melhores resultados foram encontrados com as particdes PDM e PBU onde evidenciaram
promissora atividade contra todas as leveduras testadas, com CIMs entre 23,43 e 46,87 g

mL™.
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Tabela 17 — CIMs (ug mL") para o extrato e as particdes frente aos fungos Candida ssp.

Leveduras EE RMA PH PDM PAE PBU Controle

Anfotericina

C. albicans 2343 2343 375 2343 375 46,87

ATCC 28366

C.tropicalis 187.,5 187,5 1500 46,87 375 46,87

ATCC 13803

C. glabrata 187,5 187,5 375 46,87 46,87 46,87

ATCC 15126

C. krusei 2,0
ATCC 6258

C. parapsilosis 1,0
ATCC 22019

Fonte: O Autor.

Fazendo-se uma correlagdo destes resultados com os teores de flavonoides (Tabela
10), observou-se que ndo houve diferenca estatistica entre as particdbes PDM e PBU. Desta
forma os compostos fendlicos dessa classe podem estar contribuindo para o relevante efeito
antifingico encontrado para estas partigdes (EDZIRI et al., 2012). Teores de fenois totais e
proantocianidinas mais altos na particdlo PBU comparados a PDM ndo promoveram maior
atividade anticandida.

Os compostos identificados por LC-EM/EM na particdo PDM (epicatequina, taninos-
proantocianidinas A e B) foram também identificados na particdo PBU. Na parti¢do PDM foi
evidenciada a possibilidade de triterpenos, cumarinas e xantonas, classes estas de compostos
ndo evidenciadas na particio PBU. E possivel que essas diferencas na composicio expliquem
a maior atividade de PDM frente a C. albicans. (23,43 ug mL™"), uma vez que a presenca de
triterpenos e xantonas em diferentes extratos de plantas ja foi relacionada com a inibicao de
C. albicans (SINGH et al., 2011; ZUBRICKA et al., 2015, MOKOKA et al., 2013;
MONTAGNER et al., 2008).

Destaca-se aqui a importancia dos resultados antifingicos encontrados para PDM e
PBU, nfio s6 pelo fato das concentragdes inibitorias estarem abaixo de 100 pg mL™! (RIOS,
RECIO, 2005), mas pela dificuldade de um produto natural inibir o crescimento dessas
leveduras em baixas concentracdes. Recente revisdo aponta varios estudos mostrando a
atividade antifingica de vegetais contra as leveduras C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata,

dentre outras espécies de Candida (MARTINS et al., 2015). Grande parte das plantas
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estudadas inibiram essas leveduras com elevadas concentragdes (>1000 pg mL™'). Este
mesmo trabalho destaca a importancia da presenga de compostos fenolicos nas plantas para
que se tenha uma boa atividade antifingica. Esta revisdo também aponta que extratos
preparados com solventes polares como metanol, 4gua e misturas hidroalcoolicas sdo mais
efetivos contra as espécies de Candida. E isto se deve a alta solubilidade de compostos
fendlicos nesses solventes.

Taninos hidrolisados e flavonoides também exercem consideravel efeito anti-Candida
(MARTINS et al., 2015). Portanto, os bons valores de CIM encontrados para PDM e¢ PBU
podem ser justificados devido aos altos teores de compostos fenolicos (acima de 500 mg de
EAG g! de amostra) e também pela presencga de taninos e flavonoides encontrados nessas
amostras.

Quando a amostra PAE foi analisada por UV-VIS foram observados compostos
fenolicos, taninos e flavonoides. Por LC-EM/EM foram identificados os mesmos compostos
que em PDM e PBU. Por CCD foi indicada a possibilidade de presenga de cumarinas,
xantonas e saponinas. Entretanto, a particdo PAE nao apresentou bons valores de CIM como
as particdes PDM e PBU em relacio as leveduras C. albicans e C. tropicalis (375 pg mL™).

De qualquer forma, ¢ possivel afirmar que os extratos e particdes da casca interna de
K. coriacea mostraram ser promissores agentes anti-Candida, particularmente as parti¢des
PDM e PBU. Provavelmente compostos fenolicos, taninos e flavonoides sdo os responsaveis

pela atividade antifingica encontrada.

6.5 ANALISE DO PADRAO DE METABOLITOS NO EXTRATO E PARTICOES POR
ESPECTROSCOPIA NO UV-VIS

Na andlise dos cromatogramas de UV-Vis pode-se identificar similaridades entre o
extrato e as parti¢cdes (Figura 17). Todas as amostras apresentam duas bandas bem definidas
em 230 nm e 280 nm e a partigdo PH (Figura 17 B) apresentou uma terceira banda em 215

nm.
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Figura 17 — Espectros de UV-vis do extrato e partigdes.
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Fonte: O Autor.

A banda em 215 nm ¢ referente a compostos insaturados com duas duplas ligacdes. No
fracionamento em coluna cromatografica realizado seguido de analise por CCD, CG-EM e
RMN 'H e 13C da fracdo PH foram encontrados alquenos, esteroides triterpénicos, triterpenos
e compostos alquilicos de cadeia longa como 4acido carboxilico, alcool, éster e cetona.

A banda de absorbancia em 230nm poderia ser atribuida aos flavonoides, ja que os
taninos condensados sdo formados por unidades de flavan-3-ol (uma classe de flavonoides).
Porém, tanto nos teores calculados quanto na analise de CLAE-EM-IES, a presenca desses
flavonoides foi detectada em baixas concentragdes, a exce¢do da epicatequina, identificada
em sinais intensos. Os flavonoides apresentam duas bandas de absor¢do bem caracteristicas: a
banda I em 320-400 nm devida ao anel B (chamado de sinamoil) e a banda II em 200-250 nm,
devida aos anéis A e C (a parte benzoil).

A banda em 280 nm ¢ caracteristica das proantocianidinas (SUN et al., 2007
WHYREPKWSKI, 2016), compostos conhecidos como taninos condensados ou catecoicos.

Esse grupo de substancias ¢ formado por flavonoides do tipo flavan-3-ol e se distinguem dos
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outros grupos de flavonoides porque tém apenas a banda II, provocado pela ndo conjugacgio
entre os anéis A e B. O alto teor de taninos condensados calculado para as fracdes (Tabela 11
p 49) e a identificagdo de varios tipos de proantocianidinas, na analise das amostras por

CLAE-EM-IES, corroboram esse dado.

6.6 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS DA FRACAO
HEXANICA (PH)

Com o resultado das atividades bioldgicas da fracdo hexanica (PH), notadamente os
resultados frente aos microrganismos bucais, foi feito o fracionamento em coluna
cromatografica desta particdo que resultou em 7 subfracdes, as quais foram submetidas a
analise por CG-EM. As fragcdes C1H2, C1H3 foram particionadas e as suas subfragdes foram

submetidadas a anélises por CG-EM, e/ou RMN.

6.6.1 Analise e identificacio de compostos presentes na fracio C1HI1.

Essa fracao (oriunda do fracionamento de PH) se constitui num 6leo amarelo viscoso,
inodoro e ndo volatil. A anélise por CCD revelou varias manchas de coloracdo azul no
UV3iesnm. Pela analise dos espectros de RMN a maioria dos sinais de 'H aparece nas regides
com deslocamentos quimicos entre 6 0,5-3,0 ppm (Figura 18), apresentando alta blindagem,
sendo tipicamente sinais de hidrogénios em carbonos metilicos, metinicos € metilénicos. Ha
'"H em deslocamentos mais baixos com sinais menos intensos (5 3,0-6,5), indicando a
presenca de ligacao dupla e ligacdo com oxigénio do tipo éster, éter e dlcool. Os sinais pouco
intensos na regido de 8 10 ppm e & 11,5 ppm indicam 'H de 4cido carboxilico, cetona ou
aldeido. Esses sinais sdo vistos com mais nitidez na parte ampliada do espectro apresentados

nas Figuras 19 e 20.
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Figura 18— Atribui¢des no espectro de 'H dos deslocamentos quimicos dos 'H da fragio
CIHI.
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Figura 19 — Ampliagdo do espectro RMN 'H no intervalo de 5,5- 12,5.
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Figura 20 — Amplia¢io do espectro RMN 'H no intervalo de 0,4 -6,6 ppm.
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Pela analise dos espectros de RMN '*C (400 MHz, CDCls) pode-se observar que se
trata de uma mistura de compostos de cadeia com grande numero de carbonos alifaticos
(Figura 20). A alta concentracdo de sinais intensos de carbonos com deslocamento quimico
entre 6 10 ppm e 6 50 ppm tipicos dos carbonos de cadeias carbonicas alifaticas. Os sinais na
regido de 6 110-130 ppm indicam carbonos vinilicos, € os sinais em ¢ 172 ppm e no intervalo
de 190-210 ppm indicam a presenc¢a de carbonilas. Portanto, a analise indica que essa fracao ¢
composta de substancias de cadeia alifatica longa como alqueno, alcool, cetona, aldeido, éster

e/ou acido graxo (Figura 21).

Figura 21— Espectro de RMN *C (400 MHz, CDCI3) da fragio C1HI.
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Fonte: O Autor

Essas substancias com cadeia alifatica longa tém se constituido como bons agentes
antimicrobianos pela forte interagdo entre sua parte lipofilica e as paredes celulares
microbianas, especificamente de bactérias (BORDOLOI et al.,, 2017). Essas informagoes
podem sinalizar que, a presenga dessas classes de compostos seja responsavel pela boa
atividade encontrada no ensaio antibacteriano frente as bactérias bucais aerobias (CIMs 12,5-

50 pg mL1).
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Recentemente, foram identificados no extrato em heptano das folhas de K. coreacea

um alqueno, trés alcoois e duas cetonas de cadeia alifatica com 10 a 20 carbonos

(FIGUEIREDO et al., 2014).

6.6.2 Analise e identificacao de compostos da subfracao C1H2-F6

Essa subfracdo ¢ oriunda do fracionamento em coluna de CIH2. A fracdo foi
submetida a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (Figura 22). O
cromatograma apresentou uma grande quantidade sinais e na comparagdo com as bibliotecas
NIST, SHIMADZU e WILLEY presente no equipamento foi sugerido a presenga de
compostos alifaticos de cadeia carbdnica longa, o que se mostrou compativel na comparagao
dos espectros de massas com padrdes de fragmentacdes descritos na literatura. A tabela 18

apresenta a relacdo desses compostos.

Figura 22 — Cromatograma de CG-EM (70eV) da subfracdo C1H2-F6
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Tabela 18 — Dados da analise por CG-EM da subfragao C1H2-F6

Identificacdo (Bibliotecas do equipamento) Pico Massa 7, (min.) Foérmula
Bis-2-etil-hexiléter 1 242 7,5 Ci6H340
Acido 2-etil-hexiléster octanoico 1 256 8,5 Ci16H3202
Eicoseno 4 280 10,2 Ca0Hao
Tetradecan-1o0l 5 214 10,4 C14H300
Acido metiléster eicosanoico 6 326 11,2 C21H4202
Acido metiléster octadec-6-enoico 9 296 12,6 C19H3602
Acido Pentadecanoico 12 242 13,7 C15H3002
Octadec-9-en-1-ol 13 268 14,5 Ci1sH360

Fonte: O Autor.
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6.6.3 Analise e identificacao de compostos da subfracao C1H2-F26

Essa fragao ¢ oriunda do fracionamento em CC de C1H2. A anélise do espectro de CG
indica que a fracdo ¢ constituida de uma mistura de compostos (Figura 23). Foram
identificados com base nas bibliotecas do aparelho e dados da literatura os picos 1,4 e 5. O
pico 1 (#:13 min.) foi identificado como sendo de um ftalato, uma substancia contaminante. O
fragmento m/z 149 identificado no espectro de massa gerado ¢ caracteristico de ésteres
derivados do acido ftalico (GIESE, 2005). Os picos 4 ¢ 5 foram atribuidos aos triterpenos
lupeol e a-amirina. O isdmero B-amirina encontrado conjuntamente em extratos de outras

partes de K. coriacea (VASCONCELOS, 2009) nao foi identificado nesse estudo.

Figura 23 — Cromatograma de CG-EM (70eV) da subfracao C1H2-F26
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O pico 4 (¢: 27,1 min.) apresentou ion m/z 426 e fragmentos m/z 411, 365, 207, 203,
189, 95, dentre outros. O padrdo de fragmentagcdo (Figura 24) ¢ compativel com o padrdo
fragmentacdo de triterpenos do tipo lupeno com uma hidroxila em C-3 (CULIOLI et al.,
2004). O pico base da fragmentagdo desses compostos € o ion m/z 189 [M™-207-18]. Esse ion
juntamente com outros ions também intensos, 218 [M™-208], 207 [M"-219] e 203 [M"-218-
15] sdo resultantes da clivagem no anel C do lupeol. O ion m/z 365 [M"- 43-18] é resultante
da perda da cadeia lateral seguido de perda de dgua; o ion m/z 411 [M*-15] é formado pela
perda de um radical metil. Esse composto apresenta formula C3oHs00 (BASYUNI et al.,
2007; ZANON, 2006).
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Figura 24 — Espectro de massas CG-EM-IE gerado para o pico 4.

95,15

81.15 _‘.,
40000 -
35000 109.20
5515 69.10 212 13520 = =
-
30000- 4310 189.25 -CH;
m/z 203 e
25000 _
. TTTTmmmme--
20000 2720 P '
- !
1
15000 21825 H,0 .
HO' ‘l
10000 m/z 189 m/z207 HO \
\
229.25
5000 257.30
2730 31540 41150 4250
‘ \‘H \ ‘ ‘ 725 286.10297‘35 | 2540 a0 36540 W40 | |
il IR syt H‘hn‘ “uh‘\‘ il sttt bl lly i I

O g T il O gty s s
225 250 275 300 325 350 375 400 425

B B e B e e e
50 75 100 125

Fonte: O Autor.

O pico 5 (#: 29 min.) de m/z 426 foi identificado como pertencente a substancia o-
amirina. O espectro de CG-EM-IE apresenta o padrdo de fragmentagdo idéntico aqueles
descritos na literatura para triterpenos do tipo amirinas (Figura 25), onde o pico base € o ion
m/z 218 (BASYUNI et al.,, 2007). O espectro também apresenta os fragmentos mais
abundantes, m/z 189, 203, 207, 218, 107, 95, dentre outros. O composto poderia ser
identificado também como B-amirina que apresenta o mesmo padrdo de fragmentacdo
(GIESE, 2005). O ciclo triterpénico da B -amirina (chamado de oleano) tem como fragmentos
mais intensos os ions m/z 203 ou 207, e a a-amirina, cujo ciclo triterpé€nico ¢ chamado de

ursano, tem o ion-fragmento m/z 189 mais intenso (BASAR, 2005; MATOS, 2007).

Figura 25 — Espectro de massa CG-EM-IE gerado para o pico 5.
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O padrdo de fragmentagdo para os triterpenos pentaciclicos com dupla ligagdo em C-
12, como os triterpenos pentaciclicos ursanos ou oleanos, apresentam seus principais
fragmentos formados decorrentes da quebra do ciclo C por uma reagdo retro Diels-Alder

(Figura 26 A). A cisdo heterolitica gera os fragmentos m/z 207 e m/z 218. A partir do
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fragmento m/z 218 (Figura 26 B) ha a perda de um radical C;H3 (29 Da) produzindo o
fragmento m/z 189. A maior intensidade desse fragmento na a-amirina ocorre porque,
preferencialmente, ha a perda do grupo metila no C-19; j4 na B-amirina a fragmentagao

(Figura 26 C) ocorre no C-20 (BASAR, 2005; CULIOLI et al., 2004),

Figura 26 - Proposta de fragmentagdo da a-amirina por mecanismo RDA.
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6.6.4 Analise e identificacio de componentes da subfracao C1H2-F33

Essa fragdo € proveniente do fracionamento em CC da fracdo C1H2. O cromatograma
(Figura 27) da andlise por CG-EM apresentou 10 picos. Destes, os picos 1 e 9 foram
identificados conforme analise de seus espectros de massas e comparagdo com as bibliotecas
do equipamento e com dados da literatura. A mistura sélida apresentou, na analise por CCD,
coloracdo vermelha apos revelagdo com o reagente Liebermann-Buchard, em temperatura de

50°C.
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Figura 27- Cromatograma de CG-EM (70eV) da subfracdo C1H2-F33.
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O pico 1 foi identificado como um derivado do acido ftalico, um contaminante. Os
picos 2, 3,5, 6, 7, 8 e 10 ndo foram identificados. O pico 9 (#: 30,9 min.) apresentou m/z 412
e formula molecular C2oH4gO (Figura 28). Na analise das bibliotecas do aparelho o ion se
refere ao composto sitost-4-en-3-ona. Ao comparar o espectro com outros dados da literatura
(MOREIRA, 2009) verificou-se que pelo padrao de fragmentacdo trata-se realmente desse

esteroide.

Figura 28 — Espectro de massa CG-EM-IE gerado para o pico 9.
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O pico base m/z 124 [M*-288] ¢ caracteristico da fragmentac¢do do anel B de esteroides
3-ceto C-4 insaturados com a perda de 288 unidades. O ion m/z 229 [M"-C3H27] é resultante
da clivagem do anel D entre C13-C17 e C14-C15 com a migragio de um 'H para o fragmento
neutro eliminado. O ion m/z 397 resulta da perda de um radical metil [M™-15] e o ion m/z 271
[M*-CioH21] ¢ indicativo da perda de 141 unidades correspondente a cadeia lateral
(MOREIRA, 2009). O ion m/z 370 ¢ resultante da fissdo do anel A pela carbonila com perda
de 42 unidades. O ion m/z 289 ¢ formado na fissdo do anel B com eliminagao de 123 unidades

(SILVESTRONI, 2014).
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6.6.5 Analise e identificacio dos componentes da subfracio C1H2-F42.

Essa subfragdo ¢ proveniente do fracionamento em CC de C1H2. A fragdo apresentou-
se como um solido cristalino branco (20mg), que apos analise fitoquimica inicial em CCD
com sistema de solvente (Fase Mdvel) hexano, diclorometano, metanol (96:2:2), revelador
Liebermann-Buchard a temperatura ambiente e a temperatura de 50°C, e camara de UVjsa.

365nm, apresentou as cores mostradas na Figura 29.

Figura 29 — Cromatografia em Camada Delgada (CCD) da fragao C1H2-F42.
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Fonte: O autor.

A mancha com coloragdo vermelha sugere a presenca de uma substancia
esteroidal/triterpénica (SIMOES et al., 2004; VAGNER, BLADT, 2001), fato que foi
confirmado pelos dados de CG-EM-IE e RMN da amostra.

O cromatograma de ions totais da analise por CG-EM apresentou cinco picos, destes,
os trés picos mais intensos (7, 24,37; 25,14 e 26,81 min., respectivamente) foram
identificados (Figura 30). A identificacdo foi feita utilizando-se dados das bibliotecas
disponiveis no equipamento (NIST, SHIMATSU, WILLEY). O padrio de comparagdo
apresentou 97% de similaridade com uma mistura de esteroides. O pico 3 foi identificado
como referente ao campesterol; o pico 4 como referente ao estigmasterol e o pico 5 como

sendo o B-sitosterol.
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Figura 30 — Cromatograma de CG-EM (70eV) da subfracao C1H2-F42.
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Os espectros de massas gerados sdo mostrados na Figura 32 e apresentaram ions
moleculares de m/z 400,6, 412,6 ¢ 414,6, respectivamente, estando compativeis com as
formulas moleculares C2sHasO do campesterol, C29oHasO do estigmasterol e C29HsoO do B-
sitosterol, que tém indices de insaturacdo iguais a 5, 6 e 5 respectivamente. O estudo
comparativo do espectro de massa (Figura 31) correspondente a cada pico com os espectros
das bibliotecas do aparelho foi consistente com o padriao de fragmentagdo, apresentado por

estes esteroides, relatados na literatura (ANDRADE, 2003; QUEIROZ, 2008).



Flgura 31 — Espectro de massa CG-EM-IE para os compostos I, IT e III.
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Os esterdis ou esteroides sdo unidades triterpénicas modificadas (SIMOES et al.,

2017), tendo como unidade basica o nucleo ciclopentanoperidrofenantreno com uma hidroxila

no em C-3 e uma ligacdo dupla em C5-C6 (Figura 32). O fator diferencial nas estruturas dos

trés compostos € a cadeia alifatica lateral, representada por R, ligadas a esse ciclo (ROBBERS

et al.,

1998). A diferenca de massa entre o B-sitosterol e o estigmasterol ¢ de 2 unidades e

entre o estigmasterol e o campesterol ¢ de 12 unidades, isso se verifica na formacdo de seus

ions. Portanto as diferentes fragmentacdes da cadeia lateral

identificacao desses trés compostos.

¢ de grande valia para a
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Figura 32 — Estrutura quimica molecular basica dos esteroides hidroxilados em C-3.

R: Cadeia alifatica lateral ao ciclo esteroidal.
Fonte: Adaptado de Robbers et al., (1997)

Os espectros de massa apresentaram uma grande quantidade de ions-fragmentos
(DARNET, RAHIER, 2004; QUEIROZ, 2008), caracteristico da ionizacdo por impacto de
elétrons. Nessa técnica as moléculas gasosas sdo bombardeadas por elétrons com alta energia,
havendo remog¢ao de um elétron da molécula produzindo um cation radical, o ion molecular
(SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2007). Na tabela 19 sdo apresentados alguns desses

ions com as respectivas eliminagdes propostas para os trés compostos identificados.

Tabela 19 — Propostas de fragmentagdes para formagdo de alguns ions dos esterois

identificados. ’
Composto Formula  77: (min) Ion Fragmentacao EM-IE (m/z)
molecular molecular

[-sitosterol C29H500 26,81 414 396(M*-18), 381(M™-18-15), 329(M'-85),
255(M"-141-18), 231(M"-42-141),
213(M"-42-141-18), 57(M"-357)

Estigmasterol ~ Cz9oH4s0 25,14 412 394(M" - 18), 271(M" - 139 - 2H), 231(M"-
139-18), 231(M*- 42-139), 213(M*-42-
139-18)

Campesterol CasHas0 24,36 400 382(M*-18), 271(M*-127-18), 231(M"-42-

127), 213(M*-42-127-18)

Tr: tempo de retengao.

A perda de 4gua na hidroxila do C-3 ou na instaurag¢do do C-5,6 do anel esteroidal leva
a perda de 18 unidades formando os ions de m/z 396, 394 e 382 para o B-sitosterol,
estigmasterol e campesterol, respectivamente (Figura 34 B). A sequente eliminagdo de um
radical metil, desse ion, leva a formagdo dos ions de m/z 381, 379 e 367 [M'-18-15],

respectivamente. O estigmasterol pode sofrer ioniza¢do na insaturagdo entre C-22 e C-23
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(ALTOE, 2014). A ionizagdo na cadeia lateral com eliminagio de 85 unidades forma o ion de
m/z 329.

Na Figura 33 sdo apresentadas propostas de mecanismos para os principais fragmentos
apresentados no espectro de EM-IE do B-sitosterol, componente de maior propor¢cdo em
massa na mistura. Apos a desidrata¢do obtendo m/z 396, pode haver fissdes no ciclo esteroidal
com eliminagdo da cadeia lateral obtendo m/z 381 e abertura do anel obtendo m/z 255. A
ionizacao da hidroxila pode levar a ruptura das ligacdes e quebra do anel provocando a
eliminacao de 355 unidades formando m/z 57. (ALTOE, 2014; NASCIMENTO, 2014;
SIMOTE, 2006).

Figura 33: Proposta de mecanismos da fragmentacdo para alguns ions-fragmentos do -

sitosterol m/z 414

HO

miz 329 'z m/z 396 m/z 381

/z 414
! ﬁ 141 Da Q@é
—

m/z 396 miz 255
H VLLLLH%
e a
w?
* -357Da i

m/z 57
A-Fissdo na cadeia lateral. B-Eliminagdo de agua seguida da perda do radical metil. C- Quebra e
rearranjos com saida da cadeia lateral. D-Ionizagdo na hidroxila e rompimento do ciclo.
Fonte: O Autor.
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6.6.5.1 Anadlise da subfracido C1H2-F42 por RMN

O espectro de RMN (Figura 34) de 'H (400 MHz, CDCl;) da fragio C1H2-F42
identificou a presenca da mistura dos esteroides campesterol, estigmasterol e B-sitosterol. A

mistura € caracterizada por um dupleto em 5,31 ppm, referente ao hidrogénio H-6 que em seu
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acoplamento com os hidrogénios Ha e Hy, de C-7 apresenta uma constante de 5,3 Hz. Em 3,38
ppm ha a presenga de um multipleto relativo ao acoplamento do hidrogénio H-3 com os H de
C-1, C-2 e C-4, respectivamente. Também foi observado um grande niimero de sinais intensos
na regido de 0,6-2,4 ppm, atribuidos aos hidrogénios metilicos, metilénicos ¢ metinicos que
representam o esqueleto esteroidal (Figura 35). Pelo fato dos trés compostos apresentarem
estruturas semelhantes, os sinais resultantes sao coincidentes. Como as diferengas entre os
compostos restringem-se essencialmente a cadeia lateral (Figura 36), os duplo-dupletos
detectados em 4,98 ppm (J = 8,6 ¢ 15,1 Hz) ¢ 5,12 ppm (J = 8,6 ¢ 15,1 Hz) sdo referentes aos
hidrogénios dos carbonos vinilicos C-22 e C-23 do estigmasterol (ANDRADE, 2003;
ZANON et al., 2008).

Figura 34 - Espectro RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) da fragio C1H2-F42.
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Fonte: O Autor.
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Figura 35 - Expansio do espectro RMN de 'H da fragio C1H2-F42, regido de 4,5 a 5,8 ppm.
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Fonte: O Autor.

O espectro de RMN de '3C (Figura 37), apresenta sinais caracteristicos atribuidos ao
carbono C-3 ligado a hidroxila e chamado de carbono carbindlico em 71,8 ppm, essa ligacao
com o -OH torna a regido desblindada aumentando o seu deslocamento. Os sinais em 11,9 e
19,4 ppm sdo referentes as metilas C-18 e C-19 respetivamente. Quatro sinais na regido de
carbono sp? (140,7;121,7; 129,3; 138,3 ppm) indicam a presenca de duas duplas ligagdes. Os
sinais em 121,7 e 140,7 ppm sdo caracteristicos de esteroides com uma dupla ligacao entre C-
5 e C-6 e os sinais em 129,3 e 138,3 ppm sdo referentes aos carbonos C-22 ¢ C-23 na cadeia

lateral do estigmasterol (GOULART, 1993).
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Figura 37 — Espectro RMN de '3C da fracdo C1H2-F42 com a mistura das substancias I, Il e
II1. (100 MHz, CDCI3).
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Como os sinais em 121,7 e 140,7 ppm sao referentes a cadeia esteroidal, comum as
trés substancias, eles aparecerdo mais intensos que os sinais em 129,3 e 138,3 ppm, referentes
apenas ao estigmasterol (ZANON, et al., 2008). Esse fato pode ser comprovado na analise do

espectro de RMN de '*C, DEPT-135. (Figura 38).

Figura 38 — Espectro RMN '*C DEPT®135 da fragio C1H2-F42 com a mistura das
substancias I, II e III. (CDCI5).

13811
129.07
1215
7161

RMN C2BF42
Br.nFT-128

B = Y g Y N IR JR= e g = i e | 700

_~56.56
5585

600
I 500
400
300

200

~-100

r-200

r-300

- -400

[~ -500

[~ -600

T T T T T T T
80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

As principais atribui¢cdes dos deslocamentos com os sinais dos carbonos presentes na
amostra e indicados nos espectros de RMN 3C DEPT-135 estio representadas na Tabela 20.

Os valores encontrados estdo de acordo com os valores encontrados para a mistura dos trés
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esteroides descritos na literatura (ANDRADE, 2003; GOULART, 1993; QUEIROZ, 2008;
NASCIMENTO, 2014).

Tabela 20 — Dados de RMN '3C dos compostos presentes na fragdo C1H2-F42.

Carbono o (ppm) S (ppm)”
(400 MHz, CDCl5) Campesterol Estigmasterol B-sitosterol

1 37,3 (CH2) 37,3 37,3 37,3

2 31,7 (CH2) 31,7 31,7 31,7

3 71,8 (CHOH) 71,8 71,8 71,8

4 42,3 (CH) 423 423 423

5 140,8 (C=) 140,8 140,8 140,8

6 121,7(CH=) 121,7 121,7 121,7

7 31,9(CH») 31,9 31,9 31,9

8 31,9(CH) 31,9 31,9 31,9

9 50,2(CH) 50,2 50,2 50,2

10 36,5(C) 36,5 36,5 36,5

11 21,1(CH>) 21,1 21,1 21,1

12 39,8(CH>) 39,8 39,8 39,8

13 42,3(C) 423 423 423

14 56,8(CH) 56,8 56,8 56,8

15 24,3(CH>) 243 243 243

16 28,2(CH>) 28,2 28,2 28,2

17 56,1(CH) 56,1 56,1 56,1

18 11,9(CHs) 11,9 11,9 11,9

19 19,4(CHs) 19,4 19,4 19,4

20 36,2(CH) 36,2(CH) 39,8(CH) 36,2(CH)

21 19,0(CH3) 19,1(CH3) 21,1(CH3) 18,8(CH3)

22 33,9(CH>) 34,0(CH>) 138,3 (CH=) 31,9(CHy)
138,3 (CH=)

23 26,1(CH>) 26,2(CH>) 129,3(CH) 29,7(CHz)
129,3 CH=)
29,8 (CH2)

24 45,8(CH) 45,9(CH) 51,2(CH) 39,7(CH)
39,7 (CH)

25 29,2(CH) 29,2(CH) 31,9(CH) 31,7(CH)

26 18,8 (CH3) 18,8(CHs) 19,0(CH3) 21,1(CHs)

27 19,8(CH3s) 19,1(CH3) 19,0(CH3) 19,8(CH3)

28 23,1(CHs) 23,1(CH3) 26,2(CH2) 18,8(CHz)
25,4 (CH)

29 12,2(CHs) 12,0(CHz) 12,2(CHs)
11,9 (CH3)

*Andrade, 2003 (200 MHz, CDCls); Goulart,1992 (50,3 MHz, CDCl;); Nascimento, 2014 (500 MHz,
acetona-ds)
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6.6.6 Analise e identificacao de compostos da subfra¢ao C1H3-F11

Essa subfracao ¢ proveniente do fracionamento de C1H3. A analise do cromatograma
de CG (Figura 38) revelou varios picos, sendo dois mais intensos. Foram identificados os
picos 1 (¢: 11,8 min.) como sendo referente ao acido hexadecanoico e o pico 2 (¢: 13 min)
como um éster do acido ftalico (GIESE, 2005), um contaminante. Os picos 3, 4, 5, ¢ 6 ndo

foram identificados.

Figura 39 - Cromatograma de CG-EM (70eV) da subfracao C1H3-F11.

306

50 7s 100

O pico 1 (7, 11,8 min.) foi identificado por seu padrio de fragmentagdo como
pertencente ao acido hexadecandico ou acido palmitico, com base na biblioteca do
equipamento e descri¢do na literatura (DOSHI et al., 2015). Sendo um &cido graxo de cadeia
longa, o acido hexadecanoico apresenta em seu espectro de massa padrdes de fragmentacdes
tipicos desse grupo de substancias, assemelhando-se a ‘aglomerados’ com eliminagao de 14
unidades de diferenga (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2006). Além do pico m/z 60
proveniente de um rearranjo de MacLafferty, o espectro apresenta uma série de picos
resultantes de quebras sucessivas das ligagdes C-C com retengdo de carga pelo fragmento que
possui oxigénio (m/z 73, 87, ..., 115, 129, 143, 157, 171, 185, 199, 213, 227), outra série com
a retengdo das cargas na parte alquila (m/z 43, 57, 71, 85, ...) e outros picos como mostra o

espectro na Figura 40.

Figura 40 — Espectro de massa CG-EM-IE e proposta de fragmentagdo para o acido palmitico.

4305 " = / P

100000 73.05 —_—

. N N N N
75000 R R1 0 45/,’ 7 129) 185 213 227

HOX\/\\/\//\/\//\/\'\//\

50000 (\ : 43 Ak 29

(
.
250004
‘H i ‘ il ‘\ \ mH
AL 1

40 50 6f

8510 12910

97.10
!

1t
‘ 5‘05 wn O ms 21345 o
19915 2115
L \H‘H\ H‘M\w\,m‘H“,“‘1“_”‘3‘HH“JH‘_‘1"HH\_m_““_”\w”‘_mzsszq "
0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

Fonte: O Autor.
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6.7 IDENTIFICACAO DE COMPONENTES POR CLAE-EM-IES MODO NEGATIVO E
MODO POSITIVO NO EXTRATO EE E PARTICOES PDM, PAE, PBU E RMA

Para a identificagdo dos compostos fenolicos foram utilizados, conjuntamente aos
dados de CLAE-EM-IES modos negativo e positivo, os dados da fitoquimica inicial e dos
calculos dos teores de compostos fendlicos, taninos — proantocianidinas e flavonoides, as
analises de UV, o histérico de substancias ja identificadas no género da planta e dados
comparativos da literatura para esses grupos de substancias. As estruturas moleculares foram
propostas a partir dos célculos das massas exatas dos ions majoritarios. Para isso, foram
consideradas aquelas cujas diferencas calculadas de massas (exata e tedrica) ndo
ultrapassassem 5 ppm (KIND, FIEHN, 2007). As substancias identificadas tiveram suas
estruturas justificadas por meio de propostas de fragmenta¢des baseadas nos ions-produtos
obtidos nos experimentos de segunda ordem (EM?) e comparados com dados da literatura.

Desta forma, as particdes PDM, PAE, PBU e RMA ¢ o extrato (EE) foram submetidas
a analise por CLAE-EMZ-IES, modo positivo e negativo, para a verificagio de sua
composicdo, na qual foram observados e identificados ions m/z consistentes com compostos
fenolicos. As proantocianidinas Al, A2, Bl, B2, B3, C, a epicatequina e o dacido
protocatecodico identificados foram encontrados em todas as partigdes.

As informagdes desses compostos identificados sdo apresentadas na Tabela 21. As
informagdes referentes as proantocianidinas (PAs), cujos ions isotopicos sdo duplamente
carregados, estdo relacionadas na Tabela 22, onde também sdo apresentadas as informagdes
sobre proantocianidinas do tipo [2M-H]". No Apéndice A estd mostrada uma tabela contendo
os ions nao identificados nas partigdes e extrato, € 0s seus respectivos espectros de massa de

segunda ordem (EM?), estio relacionados nos anexos.



Tabela 21 — Compostos identificados por CLAE-IE-EM no extrato e parti¢des da casca interna da K. coriaceae.
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T, Massa [M—-HJ [M-HT* Erro EM? Formula Extrato/partigdo Identificacdo Referéncia
(min) exata (ppm) molecular/
calculada (MM)
4,00 575,1232  575,1219 2,3 451,425,407, 289, 151,125  C3oH2012" PAE [M-3H] LIN et al., 2014; SHUYI
(576) Dimero de PA-B etal., 2012.
5,03  153,0193  153,0195 -1,3 109 C7HsO4 EE, PDM, PAE, PBU Acido protocatecoico Abu-Reidah et al., 2015;
(154) Sans et al., 2010;
Ivanova et al., 2011.
5,62 865,1985  865,1993 -0,92 713,577,451, 287, 125 C4sH3s013  EE, PDM, PAE, PBU Proantocianidina C Rodrigues et al., 2007,
(866) (E)Cat-(E)Cat-(E)Cat Callemien, collin, 2008;
Linetal., 2014.
Salminen et al., 2005.
571  879,1802  879,1815 -1,5 721, 709, 591, 439, 301, 259 Ca4sH36011 PAE PA-A Estatbeyoglu,
(890) (E)Gal-(E)Cat-(E)Cat Winterhalter, 2010;
Hamed et al., 2014;
Rockenbach et al., 2012.
6,72  867,2131 867,2143 -1,4 715,579, 409, 289, 249, 127 Cs0H26012 EE, PDM, PAE, PBU (E)Cat-(E)Cat-(E)Cat Fraser, Collette,
(866) PA-C Hancock, 2016; Souza,
2008.
5,89  577,1351  577,1371 -3,4 451, 425,407,289, 151, 125 C3H2012  EE, PDM, PAE, PBU PA-B Geetal., 2017,
(866) (E)Cat-(E)Cat Rodrigues et al., 2007;
Sun et al., 2007; Stefova
etal., 2017.
5,97  579,1548 579,1529 3,3 427,409, 291, 127 C3H2012  EE, PDM, PAE, PBU PA-B Fraser, Collette,
(866) (E)Cat-(E)Cat Hancock, 2016; Souza,
2008.
6,32  451,1256  451,1275 42 365, 331,289 C1H24014 PBU (E)Cat-3-O-glucosideo Patras et al., 2014;
(452) Salminen et al., 2005.
7,60  865,1985  865,1998 -1,5 713,577,451, 287, 125 CssH33013  EE, PDM, PAE, PBU PA-C: trimero Rodrigues et al., 2007,
(866) (E)Cat-(E)Cat-(E)Cat Callemien, Collin, 2008;
Lin et al., 2014.
Salminen et al., 2005.
7,12 867,2131 867,2158 -3,1 715,579, 409, 289, 249, 127 C4sH3s015 EE, PDM, PAE, PBU PA-C: trimero Fraser, Collette,
(866) (E)Cat-(E)Cat-(E)Cat Hancock, 2016; Souza,
2008.
7,12 1157,2966 1157,2952 -1,2 579 CeoH352024 PAE [2M+H]* Fraser, Collette, Hancock,

(1156)

(E)Cat-(E)Cat

2016; Souza, 2008.
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7,20  1155,2765

7,53 289,0727

7,58  291,0875

8,12 289,0727

8,25  291,0875

8,01  579,1548
8,01  581,1675
8,95 575,1195
9,07 577,1351
9,07  579,1499
9,90  561,1402

11,52

1155,2756

289,0730

289,0731

579,1558

575,1219

577,1370

561,1400

575,1219

291,0880

291,0884

581, 1688

579,1522

0,8

-1,0

-1,7

1,4

3,1

1,7
22
2,3

-3,3
-3,9

0,4

577

271, 245, 205, 179, 151, 125

273,207, 165, 139, 123

271, 245; 205; 179, 151; 125

273,207, 165, 139, 123

289
291
449, 407, 341, 289, 271, 125
451, 425,407, 289, 151, 125
427,409,291, 127
516,425,289, 271,112

449, 407, 341, 289, 271, 125

CsoHs2024
(1156)
Ci5H1406
(290)

Ci5H1406
(290)

Ci5H1406
(290)

Ci5H1406
(290)

C30H25012
(580)
C30H24012
(576)
C30H26012
(866)

C30H26011
(562)

C30H24012
(576)

PAE

EE, PDM, PAE, PBU,
RMA

EE, PDM, PAE, PBU,
RMA

EE, PDM, PAE, PBU,
RMA

EE, PDM, PAE, PBU,
RMA

PAE
PAE

PAE

EE, PDM, PAE, PBU,
RMA

EE, PDM, PAE, PBU,
RMA

EE, PAE, RMA

PAE

[2M-H]
(E)Cat-(E)Cat
Epicatequina

(E)Cat

Epicatequina
(E)Cat

Epicatequina
(E)Cat

Epicatequina
(E)Cat

[2M+H]" (E)-Cat
[2M-H] (E)-Cat
PA-A: dimero

PA-B: trimero
PA-B: trimero

(E)Afz--(E)Cat
Epiafzelequina-
epicatequina
PA-A: dimero

Karonen et al., 2004;
Salminen et al., 2005.
Bravo et al., 2006;
Hamed et al., 2014;
Schimidt et al., 2016;
Callemien, Collin, 2008.
Cren-Olivé et al., 2000;
Fraser, Collette,
Hancock, 2016.
Bravo et al., 2006;
Hamed et al., 2014;
Schimidt et al., 2016;
Callemien, Collin, 2008.
Cren-Olivé et al., 2000;
Fraser, Collette,
Hancock, 2016.
Karonen et al., 2004;
Salminen et al., 2005.
LIN et al., 2014; SHUYI
etal., 2012.
Geetal., 2017;
Rodrigues et al., 2007;
Sun et al., 2007; Stefova
etal., 2017.
Guetal., 2003; Ge et al.,
2016; Souza, 2008.

Souza, 2008.

Fonte: O Autor.
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Tabela 22 — fons [M-2H]* de PAs encontrados no extrato/particdes por CLAE-EM-IES.

T, Massa [M—-HJ Erro EM? Extrato/  Identificagdo Referéncia
(min.)  exata (ppm) Partigdo
calculada
4,00 575,1232  575,1219 2,3 451, 407, PAE [M-3H] LIN et al, 2014;
289, 229, Dimero PA- SHUYletal., 2012.
151, 125 B
5,64 576,1308 576,1300 1,4 425, 289, EE, [M-2H]* Lin et al, 2014;
125 PDM, Karonen et al.,
PAE, 2004. Hammerstone
PBU etal., 1999,
6,18 720,1599  720,1590 1,3 677, 449, EE, [M-2H]* Karonen et al,
289, 125 PDM, 2004. Lin et a.,
PAE, 2014.
PBU
8,34 864,1887 864,1898 1,3 720, 577, PBU [M-2H]? Lin et al., 2014;
407, 289 Karonen et al.,

2004. Hammerstone

etal., 1999,

Fonte: O Autor.

O perfil geral dos espectros de EM?-IES mostrou que, tanto no modo positivo quanto

no modo negativo, as particdes PDM, PAE, PBU, RMA e o EE apresentaram o mesmo

padrao. Predominantemente em todas as amostras, foram detectados no modo negativo [M-

H] os ions-fragmentos m/z 577,13; 865,19 e 289,07. Também apareceram no modo positivo

[M+H]" os ions-fragmentos m/z 579,15; 867,21 ¢ 291,08. Na particdo PAE os sinais foram

mais intensos (Figura 41). E nessa fracdo que se concentra a maior variedade de

proantocianidinas detectadas e identificadas. Varios outros picos com fragmentagdes tipicas

foram detectados, porém nao foram elucidados.
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Figura 41 — Cromatograma de CLAE-EMZ-IES da fragio PAE com os picos dos ions n/z em

maior concentragdo. A- Modo negativo; B- Modo positivo.
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Os espectros gerados para o extrato e as parti¢des, mostrados na Figura 41-A e B,
apresentaram, na faixa compreendida entre 6,5 ¢ 13,5 min, picos intensos compativeis €
caracteristicos de taninos oligoméricos e poliméricos, como as proantocianidinas (PAs) do
tipo B, nas formas dimeras, trimeras, tetrameras, pentameras ¢ hexadmeras. Também foi
identificada a presenca do seu mondmero na forma livre, o flavonoide epi-catequina. Outros
ions m/z com picos menos intensos indicam a presenga de outros tipos de PAs, de compostos
glicosilados e de fendlicos mais simples, além de outros picos que ndo foram identificados.

O padrao de fragmentacdo na analise de (-)-EM-IES das partigoes PDM e PAE ¢

apresentado na Figura 42.
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Figura 42 — Espectro de fragmentacdo (-)-EM2-ES de moléculas desprotonadas e de ions-

fragmentos de proantocianidinas do tipo B.
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Fonte: O Autor.

O padrio na anélise de (-)-EM2-IES da particio PDM ¢ apresentado na Figura 42-A,
seja qual for o ion em maior proporcao ([M-H] de m/z 289, 577 ou 865). O perfil apresenta
288 unidades de diferenca entre os polimeros detectados. Também foram detectados ions-
fragmentos intermedidrios do tipo [M-2H]* e [M-3H]* (Figura 42-C) com aproximadamente
144 unidades de diferenga (m/z 720—576), (m/z 1008—864) e (m/z 1297—1153). Os ions m/z
576 e m/z 864 aparecem também nas particdes PAE e PBU. Os ions m/z 579 e m/z 1153 da
particdo PDM (Figura 42-B) também aparecem na parti¢do PAE e sdo espécies do tipo [2M-
H]". Esse padrao ¢ caracteristico das procianidinas polimeros e oligdbmeros formados a partir
dos mondmeros de catequina ou epicatequina. As procianidinas sdao uma classe de
proantocianidinas (LIN et al., 2014; QIANG et al., 2015; SALMINEN et al., 2009).

Também foram identificados compostos com outros dois flavonoides, a epi-
afzelequina e a epi-galocatequina, embora tenham sido detectados e identificados ions livres

apenas da epi-galocatequina na forma glicosilada.
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A diferenca de 288 unidades (m/z 577—289) ocorre porque na formagdo da ligacdo
interflavanoidica do tanino hé a perda de um atomo de H. A formacgdo dos ions-fragmentos
intermediarios ocorre porque a medida que aumenta o grau de polimerizagdo as PAs de
massas mais elevadas estdo propensas a formar cargas multiplas. O estado de carga das
espécies multiplicadas pode ser definido pela diferenga m/z entre seus picos isotopicos de '*C
e '2C. A medida que a carga aumenta de 1 para 2 ¢ para 3 a distdncia isotopica diminui de 1
para 0,5 e para 0,33 a unidade de massa atomica (SARNOSKI et al., 2012). A Tabela 23
mostra essas relacdes. Assim esses ions-fragmentos estdo associados a [M-2H]* de um dmero
de massa maior. O ion de m/z 576 esta associado aos tetrameros de m/z 1153; o ion de m/z 720
esta associado aos pentdmeros de m/z 1441, e assim sequencialmente (HAMMERSTONE et
al.,, 1999; KARONEN et al., 2004; LIN et al., 2014). Os sinais dos oligdmeros somente
aparecem relacionados no espectro de primeira ordem (EM) com pouca intensidade ¢ nado

apresentam fragmentagdes no espectro de segunda ordem (EM/EM).

Tabela 23 — Grau de polimeriza¢io (GP) e ions fragmento [M - H], [2M-H]", [M-2H]*, [M-
3H]* para PAs identificadas.
GP [M-H] [2M-H]' [M-2HJ}*/2 [M-3H}*/3

1 289,07 579,12

2 577,13 1155,27

3 865,19

4 115325 576,12

5 144131 720,15

6 864,18 575*
7 1008/9 672%
8 1152 768*
9 1296/7 864*
10 1440 960*

*Nao detectados na analise dos espectros das particdes desse trabalho.

Fonte: Hammerstone et al., (1999); LIN et al., (2014); Karonen et al., (2004).

Os ions [M-H] m/z 575,11 ¢ 863,17 ¢ [M+H]" m/z 577,19 ¢ 865,13, encontrados na
particdo PAE, sdo mostrados na Figura 43-A, modo negativo e Figura 43-B, modo positivo.
Eles sao compativeis com os ions m/z dos dimeros e trimeros, respectivamente, de PAs do

tipo A. Aparecem como vestigios no espectro de EM-ESI. Mas na fragmentacdo de segunda
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ordem EM/EM somente foram encontrados ions-fragmentos, em pequena quantidade, que
correspondem ao ion m/z 575 na particio PAE. fons referentes ao trimero ndo foram

encontrados em nenhuma das amostras.

Figura 43 — Fragmentacdo com picos caracteristicos de PAs-A detectados na particio PAE.
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A analise dos espectros por (+)-EM-ESI revelou o mesmo padrdo para todas as
amostras. As diferengas estruturais ocorrem na particdo PAE, onde aparecem uma maior
concentracdo de PAs, como verificado na Figura 44-B, C e D. Os fons m/z 291, 722, 579, 867,
1155 sdao aqueles que aparecem em todas as andlises. Os ions m/z 581 e 1157 aparecem

somente na analise da particio PAE.

Figura 44 — Espectros de (+)-CLAE-EM-ESI para as PAs presentes nas particdes PAE e
PDM.
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Fonte: O Autor.
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As procianidinas do tipo B, uma variedade de proantocianidinas, sdo comumente
chamadas de taninos catéquicos por serem formadas exclusivamente por unidades de
catequina ou epicatequina (GU et al., 2003). Quando ha a presenca de outro tipo de unidade
de flavan-3-ol como afzelequina ou galocatequina, as PAs recebem os nomes de
propelargonidinas e prodelfinidinas, respectivamente. Esse grupo de metabdlitos pode ainda
apresentar uma variedade de compostos acilados (geralmente galoil) em C3, formando 3-O-
galatos, glicosilados e outros substituintes (HELLSTROM et al., 2009; RODRIGUES et al.,
2007). A Tabela 24 apresenta as estruturas tipicas de flavan-3-ol e a Tabela 25 apresenta as

estruturas tipicas de flavonois mais comuns com suas diferengas estruturais.

Tabela 24 — Estruturas tipicas de flavan-3-ol com suas massas moleculares.

Flavan-3-ol Ry R» R3 R4 Rs M (u) R,
(+)-Afzelequina Afz H OH H H OH 274 '
(-)-Epiafzelequina (E)afz H OH H H H 274
(+)-Catequina Cat H OH OH OH OH 290
(-)-Epicatequina (E)cat H OH OH OH H 290
(+)-Galocatequina  Gal OH OH OH OH OH 306

(-)-Epigalocatequina (E)Gal OH OH OH OH H 306

Tabela 25 — Estruturas de flavonol com suas massas moleculares.

Flavonol R, R R3 R4 M (u)
Quercetina H OH H OH 302
Miricetina H OH OH OH 318
Kampferol OH H H OH 286
Morina H H H OH 302
Rutina H OH H ORut 610
Quercitrina H OH H  ORham 448

Hiperosideo H OH H 0OGal 464

Rut: Rutinose; Rham: Raminose; Gal: galactose

Fonte: Adaptado de GU et al., (2003) e SUN et al., (2007).

As proantocianidinas sdo caracterizadas pelo seu grau de polimerizagdo, onde os
mondmeros formam ligagdes que levam a oligdmeros, podendo formar polimeros de até
30000 Da. (LIN et al., 2014; RUE et al., 2017). Quando a ligacdo interflavanoidica ocorre
entre C4-C8 e C4-C6 as PAs sdo do tipo B e quando ocorre através da ligacdo entre C2-O-C7
ou C2-0O-C5 elas sao do tipo A (GU et al., 2003; LIN et al., 2014). Devido a essa ligacao éter
as PAs do tipo A tem 2 unidades a menos que as do tipo B em seus compostos (SARNOSKI
et al., 2012). As proantocianidinas do tipo B sdo, portanto, epi-catequinas homo-oligoméricas
com dois grupos hidroxilas no anel B (RUE et al., 2017; SIMOES et al., 2004a). Embora haja
mais subclasses de PAs-B, as estruturas daquelas mais comuns estdo especificados na Figura

45. As proantocianidinas com trés unidades, os dimeros, sdo chamadas de PA-C.
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Figura 45- Estruturas quimicas de PA poliméricas.
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Fonte: Adaptado de XIE e Dixon, (2005); RUE et al., (2017).

Na analise dos picos detectados por (-)-CLAE-EMZ*IES, os ions [M — H]" m/z 289
foram observados numa faixa de tempo #: 7,5 a 9,0 min (Figura 23). Os principais ions-
fragmentos apresentados foram: m/z 271, 245 (100%), 205, 179, 125.

No modo positivo [M + H] ™ para m/z 291 os principais ions-fragmentos foram: 273,
249, 207, 165, 139 (100%), ions [M — H], e para m/z 123, para uma faixa de ¢ 7,5 a 8,5 min.
Esses ions sdo referentes a molécula desprotonada de (+)-catequina ou (-)-
catequina/epicatequina (figura 48A e B) que por serem flavonoides diasteroisomeros
apresentam o mesmo padrdo de fragmentacdo. Os padrdes observados, tanto em modo
negativo quanto positivo, sdo compativeis com dados dessas substancias relatados na
literatura (BRAVO et al., 2006; CALLEMIEN e COLLIN, 2008; CREN-OLIVE et al., 2000;
SCHIMIDT, 2016). A faixa de tempo e a variedade de picos pode indicar a presenca dos dois
tipos de isdbmeros. Como observado, as fragmentagdes nos dois modos apresentam algumas

diferencas.
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Figura 46 — Estruturas dos monomeros de catequina e epicatequina.
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Fonte: o autor.

Devido aos varios estereoisomeros da catequina e da epicatequina suas identificagdes
e a identificacdo de seus polimeros somente por espectrometria de massas tornam-se dificeis
(HELLSTROM et al., 2007; RUE et al., 2017; SUN et al., 2007). Em varios trabalhos
(PEREZ-MAGARINO et al., 1999; ESATBEYUGLU, WINTERHALTER, 2010) onde se
utilizou varias técnicas de separagdo ¢ identificagdo com os padrdes das duas substincias
puras, a catequina apresentou sempre tempos de retencdo menores com intervalos
consideraveis entre ambas (PRASAIN et al., 2009; SARNOSKY et al.,2014). Como nenhuma
diferenciacdo entre estercoisomeros foi realizada, bem como nenhuma informagdo sobre a
posicdo e a estereoquimica da ligagdo interflavonoidica, o termo epi-catequina sera usado
neste trabalho. A Figura 47 apresenta o espectro de fragmentagdao por CLAE-EM-IES (-) e (+)
da epicatequina (M: 290 u).

Figura 47 — Espectro de fragmentacdo por EM-IES da epi-catequina (M: 290 u).
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A Figura 48 apresenta propostas de fragmentagdes onde rearranjos com as perdas de
pequenas moléculas favorecem a formagdo dos ions detectados. O ion m/z 245, em maior
propor¢ao, ¢ devido a perda de 44 unidades [M-44-H], referente ao grupo CH>=CHOH ou
COs. O ion m/z 271 ¢ formado pela perda de 18 unidades [M-18-H], referente a uma
molécula neutra de dgua e representa uma perda caracteristica desse tipo de flavonoide
agliconado. O ion m/z 205 [M-84-H] deve-se a perda de 84 unidades referente a perda de
(C4H403) do anel A numa clivagem por reagdo RDA, retro Diels-Alder. O ion m/z 125 [M-
164-H] ocorre devido a perda de 164 unidades apds a fissao heterociclica (HRF) do anel C o
que ¢ comprovado pela presenca do ion m/z 165 [M-124-H]". O ion m/z 151 ¢ atribuido a uma
clivagem do anel C por reacdo retro Diels-Alder (RDA) (CALLEMIEN e COLLIN, 2008;
HAMED et al.,2014).

Figura 48 — Proposta de fragmentagdo do ion m/z 289.
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HRF = clivagem heterociclica do anel C. RDA = fissdo Retro-Diels-Alder.
Fonte: o autor.
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A analise do espectro [M + H]" m/z 291 da epi-catequina (Figura 49) apresentou o ion
m/z 139 proveniente da perda de 166 unidades por uma clivagem do anel C por fissdo RDA.
O fragmento m/z 273 ¢ proveniente da perda de 18 unidades, uma molécula de agua. O
fragmento m/z 207 ¢ formado por uma fissdo no anel A havendo perda de 184 unidades, uma
molécula de C4H40:. O ion m/z 165 ¢ formado por uma HRF do anel C e perda do anel A a
partir do ion m/z 273 (perda de 108 unidades) ou do ion m/z 207 (perda de 42 unidades). O ion
m/z 123, uma quinona metideo, pode ser formado a partir do fragmento m/z 165 com perda de

28 unidades, uma molécula de C;Hs4 (CREN-OLIVE et al., 2000).

Figura 49 - Proposta de fragmentagdo para os principais ions-fragmentos [M + H]" m/z 291.
oH | ol
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Fonte: O autor.

Os ions [M-H] m/z 577,13 sdo referentes as moléculas desprotonadas dos dimeros
1soméricos de PAs do tipo B cuja massa ¢ 578 e também chamadas de proantocianidinas C.
Foram detectados no intervalo de #: 5,8 a 9 minutos (Figura 52). Os principais ions-
fragmentos detectados foram: 425, 407, 289, 125. As principais rotas de fragmentacao desses
compostos sdo a fissdo quinona-metideo (QM), a fissdo com reagdo retro Diels-Alder (RDA),
a fissdo heterociclica do anel (HRF). No modo positivo [M+H]" apresentou 0 mesmo padrdo

de fragmentagdo com o ion m/z 579,15.
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Figura 50. Espectro de massas do ion precursor m/z 577, obtido por (-)-EM>-IES.
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Fonte: O Autor.

Na proposta de fragmentag¢ao do ion m/z 577 temos que a formagao do ion de m/z 425
deve-se a perda de[M-H-152] como molécula neutra através de um rearranjo do anel C por
uma fissdo Retro Diels-Alder (Figura 51). A RDA pode ocorrer nas duas unidades
oligoméricas, porém ocorre preferencialmente na unidade superior. A eliminag¢ao do anel B da
origem a um ion-produto com sistema conjugado m-m mais estavel. Na sequéncia a RDA a
eliminagdo de 18 unidades (uma molécula de agua) leva a formacao do ion m/z 407 [M-H-
152-18]". Essa eliminacdo da hidroxila do C-3 forma um ion com uma ligagdo cuja
conjugacdo ¢ mais prolongada e estdvel (CALLEMIEN e COLIN, 2008; RODRIGUES et al.,
2007). O ion de m/z 451 ¢ formado apds a clivagem entre C4-C5 e O-C do anel C por HRF
com eliminagdo da molécula neutra de 1,3,5-tri-hidroxibenzeno [M-H-126]". Da mesma forma
que a RDA ocorre na unidade superior porque forma sistemas conjugados mais estaveis. A
formag¢ao do ion de m/z 289, [M-H-287]", ocorre por QM onde a clivagem da ligacdo C-C
interflavanoidica leva a perda de uma unidade do oligdmero. A formag¢do do ion de m/z 125
ocorre a partir do ion m/z 289 através de uma HRF [M-H-164] levando a perda de 164
unidades (GE et al., 2017; MAGRINI, 2016). No modo positivo [M+H]" apresentou 0 mesmo

padrdo de fragmentagdo, com duas unidades maior.
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Figura 51 — Proposta de fragmentacao do dimero de ion m/z 577, modo negativo.
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heterociclica do anel C (HRF); C- mecanismo Retro - Diels - Alder (RDA).
Fonte: Adaptado de Ge et al., (2016); Magrini, (2016); Rodrigues et al., (2007).

Os ions de m/z 865,19 [M-H] sdo caracteristicos de trimeros de proantocianidinas do
tipo B com massa 866 (Figura 52), e aparecem (z: 4,5 a 8§ min.) em todas as amostras. Na
proposta de fragmentacdo do ion m/z 865 temos que os principais ions produtos de suas
fragmentacdes sao: 713, 695, 577 (pico base) 425, 407, 289, 287, 125 (Figura 52). O padrao
dessa fragmentacao ¢ o mesmo apresentado pelos dimeros. O pico base m/z 577 € produzido
por uma fissdo QM no anel A. essa fissdo ocorre com eliminagdo de 288 unidades [M-288-H]
liberando o dimero com as unidades D-F, G-1. Os ions de m/z 289 e m/z 287 sdo formados
num processo idéntico de fissao QM no anel D do dimero onde uma molécula de epicatequina

desprotonada ¢ eliminada (CALLEMIEN e COLIN, 2008).



Figura 52 - Espectro de massas do ion precursor de m/z 865, obtido por (-)-EM2-IES.
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O dimero (m/z 577) produzido também pode gerar os ions de m/z 425 [M-288-152-H]",

mas o mecanismo de fragmentacdo ocorre por RDA (Figura 53). Apds esse processo, a

eliminagdo de dgua gera os ions de m/z 407 [M-288-152-18-H] como descrito na Figura 51 p.

92. O ion de m/z 713 pode ser formado por uma fissio RDA no anel C, no anel F ou no anel I

com eliminacdo dos fragmentos '°B, “E ou !“H. As fissdes nas unidades C ou F sdo

favorecidas porque geram sistemas com ions-produtos mais estaveis eletronicamente.

Sequencialmente o ion m/z 695 pode ser formado pela eliminagdo de uma molécula de agua

[M-152-18-H] a partir do grupo 3-OH dos anéis C, F ou I que restaram intactos na reagdo. A

ligagdo dupla sera do tipo >°A porque favorece um sistema mais estavel de conjugagdo mais

prolongada (RODRIGUES, 2007).

O ion de m/z 451 [M- 414-H] foi gerado apds uma clivagem HRF no anel F com

eliminagdo de um residuo de 414 unidades. O ion m/z 125 [M-288-164-H] pode ser formado

a partir de rearranjos por HRF promovendo a quebra do anel C, E ou I e apds eliminagdo de

164 unidades (MAGRINI, 2016).
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Figura 53 — Proposta de fragmentacao para os trimeros de ion m/z 865.
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Fonte: Adaptado de Callemien e Collin, (2008); Magrini, (2016); Rodrigues, (2007).

Pelo padrdo de formagdo desses ions, € possivel afirmar que eles sdo provenientes de
moléculas desprotonadas e ndo clusters da epicatequina. Esses aglomerados, que se formam
durante o processo, t€ém em geral compostos agregados por interagdes intermoleculares. Os
clusters, também chamados de adutos, podem ser formados com varias substancias presentes
no sistema. As mais comuns no modo negativo sdo 4gua, acido acético ou acido férmico e no
modo positivo, sddio, potassio ou amonio. Em geral, sdo solventes ou aditivos utilizados nas
analises (CARNEVALE NETO, 2014; SOUSA, 2015).

Dois ions do tipo [2M-H] foram encontados na parti¢ado PAE, sdo eles o ion m/z 579
—289 e o ion m/z 1155—577.

Os ions m/z 579 (Figura 54) foram identificados como provenientes de moléculas de
massa 580 e aparecem nas particoes PDM e PAE na faixa de #: de 7,8 a 8,5 min. Eles sao
formados pela ligacao entre duas moléculas do mondmero de epicatequina com perda de um
H [2M-H]. O que pode ser comprovado pela sua fragmentacdo, que apresenta apenas o ion

m/z 289 [2M-290-H]". Aparecem também no modo positivo m/z 581 com o mesmo padrio.
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Os ions m/z 1155 sdo referentes a moléculas de massa 1156 e foram observados na
particdo PAE e seu espectro de massa ¢ apresentado na Figura 54. Sdo formados pela ligacao
entre duas moléculas do dimero de (E)cat de massa 578 ([M-H] m/z 577) com perda de um H,
[2M-H] (KARONEN et al., 2004). Esse fato pode ser comprovado ao analisar a fragmentagao
em seu espectro de massa de segunda ordem, que apresenta como pico base o ion m/z 577
[2M-578-H]". Os ions dessa substancia também aparecem no modo positivo (m/z 1157) com o

mesmo padrao de fragmentacao.

Figura 54 — Espectros de ions produtos com [2M-H]".
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Os ion-fragmentos m/z 575,12 representados na Figura 55 A, aparecem na fracdo PAE
simultdneos com os ions de m/z 577 (t: 4 min.). Seus principais ions-fragmentos
apresentaram m/z 451, 407, 289 125. A formagdo desses ions ocorre quando o dimero
resultante da unido de duas moléculas de epi-catequina sao desprotonados perdendo 3 H [2M-
3H]". Também podem ser formados a partir de heptdmeros isotopicos de PAs-B de m/z 1729
triplamente carregados [M-3H]*" (LIN et al., 2015).
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Figura 55— Espectros dos dois tipos de ions m/z 575 encontrados na parti¢do PAE.
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Essa conclusdo pode ser elaborada pelo perfil de fragmentacdo apresentado, porque
seus principais ions-fragmentos, m/z 451, 407 e 289, sdo idénticos aos do ion de m/z 577
sendo assim, caracterizado como uma PA-B (Figura 55 A). Esses ions poderiam ser
identificados como sendo pertencentes aos dimeros de PAs-A que diferem das PAs-B por
uma ligagdo C2—0O—-CS5 ou C2-O—C7. Porém, o padrao de fragmentagdo encontrado apresenta
os fons com m/z 285, 449 e 423 (LIN et al., 2012) que sdo idénticos aos de um segundo ion
(Figura 55 B) encontrado em ¢.- 8,95 min. (m/z 449, 407, 289). Devido ao tipo da ligacao, a
fissao no anel heterociclico (HRF) produz o ion de m/z 449 na PA-A e de m/z 451 na PA-B. A
fissdo via RDA produz o ion m/z 423 na PA-A e o ion m/z 423 na PA-B. As fragmentacdes
caracteristicas e que diferenciam os dois tipos de PA sdo apresentadas na Figura 56. A
representacdo feita foi para as PAs B2 e A2. Portanto, o espectro de massa dos ions
encontrados em 8,95 min. e também em 11 min. na particdo PAE e apresentados na Figura

55-B sao caracteristicos de uma PA-A.
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Figura 56 — Estruturas com as principais fragmentacdes (-)-CLAE-EMZ2-IES de I-PAs-B2 e II-

PAs-A2.
I m/z 425 -H
-152 Da
OH
/z 285
OH -290 Da
’/OH '
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-288 Da
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m/z 289 @ m/z 423
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QM- Mecanismo via fissdo quinona metideo. HRF- Mecanismo via fissdo hetrociclica do anel F.
RDA- Mecanismo via clivagem retro Diels-Alder. I: fragmentagdo do ion m/z 577; II: fragmentagdo
do ion m/z 575.

Fonte: Poupard et al., (2011); Lin et al., (2014).

Os ions m/z 576, 720 e 864 sdo espécies formadas pela divisdo de moléculas
duplamente carregadas apds perderem 2 H [M-2H]*. Sdo originarios de, respectivamente,
tetrameros m/z 1153, pentameros m/z 1441 e hexametros m/z 1729 (Figura 57). Enquanto os
ions m/z 720 aparecem abundantemente em todas as particdes os ions m/z 576 aparecem nas
particoes PDM e RMA, e os ions de m/z 864 aparecem apenas na particao PDU.

Os ions m/z 576 (Figura 57 B) apresentam o mesmo padrdo de fragmentacdo dos
dimeros de PA-B com m/z 577: 425, 407, 289 e 125. Consequentemente, apresentam o0s
mesmos mecanismos para fragmentagdes, as fissdes RDA, QM e HRF como ja descrito
anteriormente para os dimeros.

Os ions m/z 864 (Figura 57 C) apresentam o mesmo padrdo de fragmentacdo dos
trimeros m/z 865 e, portanto, as vias mecanisticas de fragmentacdo dos seus ions sdo as
mesmas. Da mesma forma que alguns ions m/z 865, eles apresentam um ion-fragmento m/z

720 decorrente da perda de 145 unidades.
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Figura 57 — Espectros dos ions de PA do tipo [M-2H]*.
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Os fons m/z 720 apresentam os fragmentos de m/z 644, 575, 289 e 125 como principais
ions-fragmentos (Figura 57-A). Os fragmentos de m/z 576 (Figura 57 B), sdo formados pela
eliminagdo de 145 unidades e os ions de m/z 289 pela eliminacdo de 431 unidades. Em geral
esses fons apareceram simultaneamente, por exemplo, com os ions m/z 864 (Figura 57 C), o
que comprova a relagdo em suas origens. Também podem ser formados em fissdes HRF de
trimeros de epi-catequina (m/z 865 e 864) com eliminacdo de 145 unidades como visto na
figura 59 C.

A origem do ion m/z 720 pode ser melhor observada na ampliagdo de seu espectro de
massa (Figura 57 A). A indicacdo de dois fragmentos distantes 0,5 unidades ¢ o que identifica
ions de dupla carga, os ions de carga unica apresentam um Unico pico e este esta distante uma
unidade de outros picos. Pode ser visto ainda, na ampliag¢do, varios outros picos do mesmo
tipo indicando ions isotopicos como m/z 721 e 722.

Porém, devido a diversidade de ions encontrados em tempos de retencdo e
fragmentacdes variadas pode-se dizer que, da mesma forma que os ions de m/z 576, estes ions
compdem outros tipos de estereoisdmeros de PAs-A ou B e A-B.

Os ions [M-H] m/z 561,14 foram identificados como pertencentes a um dimero de epi-

afzelequina-epi-catequina, (E)Afz--(E)Cat, de massa 562 sendo, portanto, uma PA do tipo
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propelargonidina. Os ions-produtos principais foram m/z 516, 425, 289, 271 e 112. Seu
padrdo de fragmentacdo ¢ apresentado na Figura 58 e sdo coerentes com os dados da literatura
(GE et al.,, 2016; GU et al., 2007). A (E)Afz tem uma hidroxila no anel B e¢ sua massa
molecular ¢ 273. Em dimeros com a (E)Cat apresenta ions m/z 271[M-288-H] ou 273 [M-
272-H] (SOUZA, 2008; ESTATBEYOGLU e WINTERHALTER, 2010). A principal rota
de fragmentacdo ocorre por QM formando os ions m/z 289 e 271. Os outros ions sdo
formados por fissdes HRF. O ion m/z 516 ¢ formado pela perda de 45 unidades [M-45-H]- e
RDA, enquanto o ion m/z 425 ¢ formado pela perda de 136 unidades [M-136-H]".

Figura 58 - Espectro de massas do ion precursor m/z 561, obtido por (-)-EM?-IES.
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Os fons m/z 879 [M-H] foram identificados como sendo uma PA-A do tipo (E)Gal-
(E)Cat-(E)Cat de massa 890, chamada de prodelfinidina devido a presenga de uma epi-
galocatequina na unidade superior (ESTATBEYOGLU e WINTERHALTER, 2010; HAMED
et al., 2014; ROCKENBACK, et al., 2012). O espectro de massa (Figura 58) apresentou como
principais fragmentos os ions m/z 721 (pico base), resultante da perda de 152 unidades [M-
152-H] por HRF na unidade de (E)Gal, referente a uma molécula de acido galico; os ions m/z
709 sdo resultantes da eliminacdo de agua [M-152-18-H]; os ions m/z 591 e m/z 439 sdo
decorrentes de fissdes RDA. O primeiro ion € proveniente da clivagem na parte catecdica com
perda de 288 unidades; o ion m/z 301 ¢ formado por uma fissdo QM com eliminagdo [M-579-
H] de 579 unidades da parte catéquica, assim como o ion m/z 259. A presenca desse ion-

fragmento ¢ que indica a presenca da unidade (E)Gal.
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Figura 59 — Espectro do ion m/z 879 [M-H] presente na fracdo PAE.

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 5,713 min) Frag=175,0V CID@15,0 (879,1815[z=1] -> **) PAE MSMS15eV.d
OH

3,54
3,25
34 HO
2,75+
2,54
2,25+
24
1,75+
1,5
1,25+
14

0,75+
4 547.0907 591.1183
0,5+ 259.0258 439.0696

o 303.0494  HOT T 503.2323 655.1161 7561364 803.1503

PR DR h PRI, BT DL.‘L‘.\H o ‘\h\ sl .L RN T L.\\ PRRS IRTRAIN o

160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 840 860 880 960
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Os ions [M-H] m/z 451 (Figura 60) detectados na partigdo PBU foram identificados

879.1817
*

727.1344

como referentes a uma epi-catequina-3-O-glucosideo de massa 452 (PATRAS et al., 2014).
Apresenta como principais fragmentos os ions m/z 289 (pico base) resultante da eliminagdo de
162 unidades, a molécula neutra do glucosideo. Os ions m/z 331 resultantes da eliminagdo de
120 unidades da fissdo do anel glucosideo. E os ions m/z 407 (eliminacdo de 44 unidades),
m/z 365 (perda de 86 unidades) e m/z 245 (perda de 44 unidades) sdo resultantes de fissoes

HRF no anel da epicatequina.

Figura 60 - Espectro do ion m/z 451 [M-H] presente na fracdo PBU.

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 6,321 min) Frag=175,0V CID@15,0 (451,1275[z=1] -> **) PBU MSMS15eV.d
2,24 289.0723
2
1,84
1,6
1,4
1,24
14
0,8

0,6
331.0844

0,4
0,2 [
ot . PR H“ ol A

;

365.6268

o i I T . H\l

140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 '
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Os ions m/z 153 (Figura 61), presentes no EE, e nas PDM, PAE, PBU, RMA foram

identificados como [M-H] do é4cido protocatecoico, um composto fendlico de massa 194. Seu
principal ion-produto m/z 109 [M-44-H] ¢ formado pela eliminacdo de 44 unidades de uma

molécula neutra de CO, (ABU-REIDAH et al., 2015; SANS et al., 2009).

Figura 61 - Espectro do acido protocatecoico de ion [M-H] m/z 153.
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7 CONCLUSAO

Diversas classes de metabolitos (triterpenos, estroides, compostos fenolicos, taninos,
flavonoides, saponinas, cumarinas ¢ xantonas) foram identificadas na prospec¢ao fitoquimica
dos extratos da casca interna de K. coreacea. Entretanto, ndo foram identificados compostos
nitrogenados pelos testes utilizados. A presenga de taninos condensados nas fragdes mais
polares (diclorometano, acetato de etila e n-butanol), e em alto teor, foi comprovada pelas
analises de CLAE-EM/EM-IES. A presen¢a das proantocianidinas também foi confirmada
pela andlise dos espectros de UV-vis das amostras, que apresentam o mesmo padrio de
bandas em 280 nm, caracteristicas dessas substancias fendlicas. Os taninos, por serem
compostos fendlicos, e em sinergia com outras classes de compostos bioativos identificadas
tém sido relacionados as ac¢des antioxidantes, cicatrizantes e antifingicos. Os triterpenos o-
amirina ¢ lupeol e os esterdis campesterol, estigmasterol, B-sitosterol e sitost-4-en-3-ona, de
reconhecida atividade bioldgica, foram identificados e caracterizados, por CG-EM e RMN, na
particdo hexanica. Também foram identificados compostos de cadeia longa e acidos graxos de
conhecida agdo antibacteriana.  Nas particdes de maior polaridade como diclorometano
(PDM), acetato de etila (PAE) e n-butanol (PBU) verificou-se, por CLAE-EM-IES, a
presenca de compostos polifenolicos, identificados como proantocianidinas, dimeros ou
trimeros de (+) catequina/epicatequina.

Esses fatos corroboram os excelentes resultados da atividade antioxidante frente ao
radical DPPH e nos testes eletroquimicos de voltametria de pulso diferencial, bem como da
acao antifungica frente ao grupo de leveduras da espécie Candida.

O extrato etanolico da casca interna apresentou, no geral, atividade antibacteriana
moderada. Entretanto, a particdo hexanica (PH) apresentou alta atividade antibacteriana, tanto
para as bactérias aerobias quanto para as anaerdbias (CIMs entre 1,56-6,25 ug mL™!). As
demais fragcdes ndo apresentaram atividades antibacterianas relevantes nas concentragdes
analizadas.

As fragdes em diclorometano e n-butanol apresentaram atividade antifingica muito
ativa (CIMs abaixo de 50 pg mL™') frente a todas as leveduras avaliadas. As demais fragdes
apresentaram atividades antifiingicas moderadas (valores entre 100 e 500 ug mL™).

Desta forma, os resultados de atividade biologica para o extrato bruto e particdes da
casca interna da K. coriaceae Mart & Zucc, bem como a caracterizacdo dos compostos
bioativos na fragdo hexanica, diclorometano, acetato de etila e n-butanol contribuem para

preencher uma lacuna no conhecimento fitobioquimico desta parte da planta do Cerrado.
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APENDICES

Apéndice A- Tabela de ions-fragmentos nao identificados no extrato/particdes por CLAE-

EM-IES.
Tr [M - HJ [M—H]* EM? Nio Extrato/parti¢do
(min.) Identicado
5,02 576,1300 500, 289, 125 n.i. PBU
5,50 583,1180 507,431, 303, 289, 151 n.i. PAE
5,60 583,1180 507,431, 303, 289, 104 n.i. EE, PAE
6,80 493,1597 447,307,139 n.i. PBU, RMA
10,28 567,1734 484,381, 273, 167 n.i. EE, PDM, PAE
10,50 633,2424 589, 503, 307, 289,203, 120 n.i. PAE, PBU
10,78 435,1325 385,315,273,243,185,119 n.i. PAE
10,10 549,1844 503, 424, 369, 245, 195, n.i. PAE, PDM, PBU EE
153
12,20 769,2210 723, 623,557,428,253,172 n.i. EE, PDM, PAE, PBU
12,40 615,2322 598, 542, 434,358,307, 187 n.i. EE, PDM, PAE, PBU
12,19 823,2865 77, 692, 615, 481, 377, 252, n.i. PDM
103
12,87 661,2376 615, 545, 513, 451, 307, n.i. PDM, PAE
237,125
12,60 593,1888 506, 447,397,327,285, 147 n.i. PAE
13,74 483,1885 452,321,115 n.i. EE, PDM
14,27 431,1729 374, 323, 249, 191, 130 n.i. PAE, RMA
14,28 387,1826 369, 342, 281, 267 n.i. PDM, PAE, EE
15,84  409,1646 394, 375, 325,267, 177 n.i EE
16,45 289,1561 223,179, 107 n.i. EE, PDM
15,70 527,3414 497, 399, 344, 281, 215,125 n.i EE, PDM, PAE,
PBU, RMA
15,90 529,3356 461,371, 303, 235, 137 n.i EE, PDM, PAE,
PBU, RMA
16,24 513,3257 463, 385, 344,272,218,143  n.i EE, PDM, PAE,
PBU, RMA
16,28 515,1340 447,371, 303, 235, 137 n.i EE, PDM, PAE,

PBU, RMA
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Apéndice B — I- Curva padrdao de calibracdo tipica para o acido galico. II- Curva de
linearidade da catequina (mg de EC g!' de extrato). II- Curva de linearidade da
quercetina (ug mL™1).
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Apéndice C - Subfragdo C1H3- F108. Espectros de RMN 'H, *C, '3C DPT-135.
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Apéndice D — Cromatograma e espectros de massas de CG-EM-IE da subfracdo C1H3- F108.
Espectros de massa CG-EM-IE dos picos 1, 2, 3,4,5,6,7 ¢ 8.
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Apéndice E — Espectros de RMN 2D da subfragdo C1H2-F42: I- COSY. II-HMBC. III-
HSQC.
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