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RESUMO

Cordiera sessilis, popularmente conhecida como “marmelinho do cerrado” ¢ uma espécie
nativa do Cerrado. De acordo com o conhecimento popular, suas folhas sao usadas em
forma de emplastos ou banhos a fim de tratar afec¢des na pele. As folhas e cascas de C.
sessilis foram selecionadas neste trabalho para estudo quimico e bioldgico. Foram obtidos
extratos etandlicos das cascas e folhas, posteriormente foi realizada parti¢do liquido-
liquido com a sequéncia de solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol.
O extrato etanolico, fracdes e residuo hidrometandlico foram submetidos aos testes de
atividade antibacteriana, antifiingica, inibi¢cdo enzimatica e capacidade de sequestro do
radical peroxil. A fracdo em hexano das cascas apresentou promissora atividade
antibacteriana frente a aerébia bucal Streptococcus mitis (CIM 200 ug mL™!) e foi
selecionada para fracionamento em coluna, a partir dessa fracdo foi possivel identificar,
por meio de CG-EM e RMN, a presenca dos seguintes compostos: campesterol (2),
estigmasterol (3), sitosterol (4), 4cido palmitico (1), dcido estedrico (6), dcido beénico (7),
dcido lignocérico (8), 14-metil pentadecanoato de metila (5), palmitato de etila (9) e
linoleato de etila (10). A fracdo em acetato de etila das cascas apresentou promissora
atividade antibateriana frente a anaerdbia bucal Fusobaterium nucleatum (CIM 200 pg
mL'), antifiingica frente as leveduras Candida albicans (CIM 93,75 pg mL") e Candida
tropicalis (CIM 93,75 ug mL), excelentes resultados na capacidade de sequestro do
radical peroxil (2415,5 + 157,8 umol Trolox eq g!) e de inibi¢do da enzima lipase (98,4
+2,1%), desse modo foi selecionada para fracionamento e identificacdo de compostos. A
fracdo em acetato de etila das cascas de C. sessilis mostrou a presenca dos seguintes
compostos, por meio de CLAE-EM/EM: 4cido geniposidico (11), 4&cido coumaroilquinico
(12), metil éster do acido cafeoilquinico (13), lioniresinol glicopiranosideo (14) e 4cido

dicafeoilquinico (15).

Palavras-chave: Cordiera sessilis, cascas, folhas, atividade bioldgica.



ABSTRACT

Cordiera sessilis, popularly known as "marmelinho do cerrado" is a species native to the
Cerrado. According to popular knowledge, its leaves are used in the form of plasters or
baths in order to treat conditions on the skin. The leaves and barks of C. sessilis were
selected in this work for chemical and biological studies. Ethanolic extracts were obtained
from the barks and leaves, after which a liquid partition was performed with the solvent
sequence: hexane, dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol. The ethanolic extract,
fractions and hydrometanic residue were submitted to the tests of antibacterial and
antifungal activities, enzymatic inhibition and peroxyl radical sequestration capacity. The
hexane fraction of the barks showed promising antibacterial activity against the oral
aerobic Streptococcus mitis (MIC 200 pg mL') and was selected for column
fractionation. From this fraction it was possible to identify, with of GC-MS and NMR,
presence of the following compounds: campesterol (2), stigmasterol (3), sitosterol (4),
palmitic acid (1), stearic acid (6), behenic acid (7), lignoceric acid (8), methyl 14-methyl
pentadecanoate (5), ethyl palmitate (9) and ethyl linoleate (10). The ethyl acetate fraction
of the barks showed promising antibacterial activity against oral anaerobic Fusobaterium
nucleatum (MIC 200 ng mL™), antifungal against yeasts Candida albicans (MIC 93,75
ug mL') and Candida tropicalis (MIC 93,75 pug mL™), excellent peroxyl radical
sequestration capacity (2415,5 + 157,8 umol Trolox eq g') and inhibition of lipase
enzyme (98,4 +2,1%), so was selected for fractionation and identification of compounds.
The ethyl acetate fraction of the C. sessilis barks showed the presence of the following
compounds, with HPLC-MS/MS: geniposidic acid (11), coumariloylquinic acid (12),
caffeoylquinic acid methyl ester (13), lyoniresinol glycopiranoside (14) and
dicaffeoylquinic acid (15).

Key-words: Cordiera sessilis, bark, leaves, biological activity
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo usadas desde o primdrdio da humanidade na cura,
prevencao e tratamento de doengas. Desde 500 a.C. textos chineses ja relatavam nomes,
doses e indicacdes de plantas para tratamento de enfermidades. H4 3000 a.C. o imperador
chinés Shen Nung classificou mais de 300 ervas medicinais sob inspira¢do do Deus da
Criacdo. Atualmente os chineses ainda dispdem do conhecimento milenar das
propriedades das plantas medicinais para tratar diversas doencas (HELFAND; COWEN,
1990).

O interesse pelas propriedades farmacoldgicas das plantas medicinais tem
crescido no Brasil, devido ao progressivo interesse na exploragdo da biodiversidade e no
desenvolvimento sustentavel (SOUZA; MENDONCA; SILVA, 2013).

No mercado de Ver-o-peso, em Belém-PA, por exemplo, sdo comercializadas
mais de 1200 plantas medicinais e ainda existem cerca de 240 espécies sendo cultivadas
em quintais residenciais deste mesmo estado. A enorme biodiversidade da flora nacional
garante a fonte medicinal natural utilizada pela populagcdo brasileira, que assegura a
validade das informacdes terapéuticas, cuja transmissao ultrapassa séculos, desde a época
em que apenas os indios ocupavam o territorio do Brasil (MACIEL et al., 2002).

Aproximadamente 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento sdo
dependentes dos recursos da medicina popular. A prescri¢do depende, na maioria das
vezes, dos efeitos terapéuticos, uma vez que nem sempre os constituintes quimicos sao
conhecidos. O tratamento baseado em plantas medicinais é denominado fitoterapia
(SOUZA; MENDONCA; SILVA, 2013). De acordo com Firmo et al. (2011) 25% das
prescricoes médicas apresentam formulacOes baseadas em substincias derivadas de
plantas ou analogos sintéticos derivados de vegetais.

E estimado que 8% do faturamento da industria farmacéutica originam-se de
medicamentos derivados de produtos naturais. Por isso, é fundamental o conhecimento
das propriedades farmacoldgicas dos vegetais e dos constituintes quimicos responsaveis
pela atividade biolégica, chamados de principios ativos. Esse estudo € importante também
para evitar prejuizos aos usudrios da fitoterapia, além de compreender as potencialidades
terapéuticas da flora brasileira em meio a sua vasta biodiversidade, promovendo a
utilizacdo de recursos de maneira racional e cientifica (BRAGA; CASTILHO, 2012).

Os principios ativos sdo derivados do metabolismo secunddrio dos vegetais. As

moléculas e substincias essenciais para o desenvolvimento da planta como carboidratos
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e proteinas sao responsdveis por fungdes basicas nas células vegetais e sdo conhecidas
como metabdlitos primarios (BRAZ FILHO, 2010).

Como as plantas ndo apresentam sistema imunoldgico semelhante aos animais,
para adaptarem-se, defenderem-se e evoluirem, desenvolvem uma resisténcia quimica
complexa, biossintetizada através do metabolismo secundério. Essas substancias atuam
em alvos especificos das moléculas de seus predadores e podem também alcangar alvos
terapéuticos de doengas humanas. Enquanto os medicamentos apresentam, em sua
maioria, um Unico principio ativo, os extratos vegetais sdo constituidos por
multicomponentes que atuam em alvos farmacoldgicos diferentes. Tal eficdcia tem
garantido a utilidade da fitoterapia para cura de enfermidades hd muito tempo
(FERREIRA; PINTO, 2010).

A concentracdo ou auséncia de metabdlitos secundarios na planta depende de
fatores externos. Condig¢des climaticas, época de coleta, periodo de desenvolvimento da
espécie, indice de pluviosidade, radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo
atmosférica, inducdo de estimulos mecanicos e ataques de patégenos podem influenciar
na quantidade de metabdlitos secundarios produzidos pela planta ou até colaborar para a
auséncia de determinadas substancias na composi¢ao da espécie. Tais fatores podem atuar
em conjunto ou isoladamente para reduzir ou eliminar metabdlitos nas plantas e,
consequentemente, a atividade bioldgica do fitoterdpico (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

O conhecimento popular sobre as propriedades de determinada planta €
transmitido através da tradi¢do oral, o que pode limitar as informagdes sobre os efeitos
maléficos e benéficos do fitoterapico (FIRMO et al., 2011). Essa relacdo entre as pessoas,
plantas e sabedoria que os povos de determinada etnia detém € notéavel para a selecao da
espécie vegetal em estudo (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). Um exemplo esta na
utilidade de Cordiera sessilis, conhecida também pelos nomes populares de “marmelada
do campo” e “marmelinho do cerrado”, em que as folhas e ramos desta Rubiaceae sdo

usadas para tratar afeccdes na pele (SOUZA; MENDONCA; SILVA, 2013).



1.1 Potencialidades do Cerrado no fornecimento de plantas medicinais

1.1.1 Caracteristicas do Cerrado

O Cerrado é um ecossistema brasileiro que ocupa aproximadamente 24% do
territério do pais (BRAGA; CASTILHO, 2012). Nesse ecossistema, as chuvas ocorrem,
geralmente, entre outubro e marco e a temperatura média anual estd entre 22 °C a 23 °C,
por conta de sua posi¢cdo geografica possui radiacdo solar intensa, principalmente no més
de outubro (COUTINHO, 2002).

O relevo € caracterizado por intensos planaltos acima do nivel do mar. Os solos
sao profundos, porosos e permedveis, originados por deposicao de sedimentos desde o
periodo Tercidrio. Possui altos niveis de AI’** responsdveis por tornar os solos
aluminotoxicos, com pH entre 4 e 5 e improprios para a agricultura. Assim hé a
necessidade de correcdo do pH e adubacdo do solo, transformando a regido dos estados
de Goids, Minas Gerais e Mato Grosso como as principais produtoras de soja do pais
(COUTINHO, 2002).

A vegetacdo do Cerrado ndo € unica no ecossistema inteiro, apresenta-se como
um mosaico, manifestando-se como campo sujo, cerradao, campo cerrado, cerrado sensu
stricto ou campo limpo. De modo geral, possui dois estratos vegetais: lenhoso, constituido
de 4rvores e arbustos, e herbaceo, formado por ervas e arbustos (COUTINHO, 2002).

O campo sujo € uma forma de cerrado em que predomina o estrato lenhoso,
enquanto no campo limpo prevalece o herbaceo. Nas formas cerradao, campo cerrado e
cerrado sensu stricto hd um estrato intermedidrio, apresentando-se em vegetacao herbacea
e arborea. Além disso, o fogo exerce um fator de multiplos e diversificados efeitos
ecoldgicos, uma excelente ferramenta para manejo das areas do Cerrado, no sentido de
conservacgao do ecossistema (COUTINHO, 2002).

O Cerrado conta com a disponibilidade de dgua subterranea do Aquifero Guarani
que alimenta nascentes de rios os quais compdem as bacias do Tocantins, Sdo Francisco
e Rio da Prata (RIBEIRO, 2009).

A variedade da fauna e flora permite a presenca de povos desfrutando da
biodiversidade do Cerrado hd mais de 10 mil anos. O uso das plantas medicinais e
fitoterdpicos derivados do Cerrado é baseado no conhecimento tradicional, transmitido
de geracdo em geracdo, e depende da identificacdo da espécie e da forma de manipulagcdo

baseada no conhecimento dos curandeiros e raizeiros (RIBEIRO, 2009).
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A biodiversidade das espécies encontradas no Cerrado € responsdvel pela
producdo de uma variedade de compostos com potencial bioativo. As mais de 6 mil
espécies de arvores existentes nesse ecossistema garantem uma diversidade taxondmica

que provoca uma maior diferenga quimica entre as plantas (OLIVEIRA, 2009).

1.1.2 Plantas medicinais do Cerrado

Desde os primérdios da humanidade hé a relacdo planta-homem, a partir desse
contato sdo desenvolvidas concepgdes sobre as plantas e suas utilidades. Essa relacao é
definida como etnobotanica e os conhecimentos obtidos a partir dela sdo, por muitas
vezes, caracteristicos de uma cultura ou comunidade (OLIVEIRA et al., 2009a). Os
conhecimentos etnobotinicos favorecem a escolha de uma espécie para ser estudada
quimica e biologicamente, pois viabiliza com maior probabilidade a descoberta de
substancias bioativas (MACIEL et al., 2002).

Uma pesquisa popular realizada com raizeiros e curandeiros do Alto e Médio
Jequitinhonha e Norte de Minas Gerais demonstrou que cerca de 29,0% desses detentores
de sabedoria popular utilizam as raizes dos vegetais para preparo dos medicamentos
naturais. Enquanto aproximadamente 27,6% usam as folhas e 17,5% utilizam partes do
caule (DIAS; LAUREANO, 2009).

O barbatimao (Stryphnodendron barbatiman) é uma das principais plantas usadas
pelos curandeiros e raizeiros mineiros. Essa planta apresenta efeito cicatrizante, € usada
no tratamento da gastrite e ulcera, coceira e corrimento vaginal (DIAS; LAUREANO,
2009). Estudos quimicos revelam que as folhas dessa espécie possuem taninos,
flavonoides (SANTOS et al., 2002), saponinas e cumarinas (OLIVEIRA; FIGUEIREDO,
2007), enquanto as cascas apresentam flavonoides, derivados fendlicos e saponinas
(MACEDQO et al., 2007).

Também sdo usadas pelos curandeiros e raizeiros mineiros a pacari (Lafoensia
pacari) e o rufdo (Peritassa campestris). As folhas e entrecascas da pacari em infusdo sdao
recomendadas para o tratamento da gastrite e tlcera e em banhos ou pomadas para curar
feridas na pele, pois apresenta agao cicatrizante (DIAS; LAUREANO, 2009).

Pesquisas comprovaram que as bactérias multirresistentes Staphylococcus aureus
e Pseudomonas aeruginosa, principais causadoras de infeccdo hospitalar, possuem
sensibilidade ao extrato hidrometandlico das folhas de Lafoensia pacari (PORFIRIO et

al., 2009). Essa parte da planta detém metabdlitos das classes dos fendis, taninos
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hidrolisdveis, flavonois, triterpenos, alcaloides, saponinas, flavonas, esteroides e
terpenoides (FIRMO er al, 2014). As cascas de L. pacari apresentam atividade
antifingica (SILVA JUNIOR er al., 2010), efeito analgésico, anti-edematoso, anti-
inflamatério, antipirético (ROGERIO et al., 2006) e propriedades anti-depressivas
comprovadas em camundongos (GALDINO et al., 2009).

Na medicina popular mineira, das raizes alaranjadas do rufdo (Peritassa
campestris) € obtido um 6leo usado em massagens para colicas intestinais e reumatismo.
Esse 6leo também é consumido em infusdes ou café quente como expectorante. As raizes
sao usadas em infusdes e ‘“‘garrafadas” para tratar anemia, impoténcia sexual e
inflamacdes no estdmago e intestino (DIAS; LAUREANO, 2009). As raizes de P.
campestris possuem uma grande variedade de alcaloides (LIAO et al., 2001) e triterpenos
(LIAO et al., 2014).

Os curandeiros e raizeiros goianos do Vale do Rio Vermelho, em Goids,
recomendam as espécies algodaozinho-do-campo e pé-de-perdiz para diversos
tratamentos. Dos rizomas do algodaozinho-do-campo (Cochlospermum regium) é obtido
um polvilho usado para tratar inflamagdes no tutero e ovdrio, menstruacao desregulada,
doencas sexualmente transmissiveis, reumatismo, gastrite e ulcera. A “garrafada” feita
dos rizomas € indicada para purificar o sangue, sanar coceiras, manchas na pela e mioma
uterino. As folhas e flores do algodaozinho sdo recomendadas para inchaco nas pernas e
dores de ouvido, respectivamente (DIAS; LAUREANO, 2009).

Pesquisas sugerem baixa toxicidade do extrato hidroetandlico dos rizomas de
Cochlospermum regium em ratos (TOLEDO et al., 2000) e considerdvel toxicidade do
extrato aquoso dos rizomas em células ovarianas sadias de hamster (CESCHINI;
CAMPOS, 2006). Os rizomas também possuem atividade antimicrobiana frente aos
microorganismos Staphylococcus aureus e Psedomonas aeruginosa, além de apresentar
derivados fendlicos e triacilbenzenos (SOLON, 2009).

Do pé-de-perdiz (Croton antisyphiliticus) os curandeiros e raizeiros goianos usam
a raiz como anti-inflamatério, depurativo do sangue, no tratamento de infecg¢des,
principalmente no utero, ovdrio e prostata, reumatismo, sifilis, também ¢ indicada para
limpar o utero apds o parto, regular a menstruagdo e estimular a gravidez (DIAS;
LAUREANO, 2009). Pereira et al. (2012) realizaram estudo com as raizes de C.
antisyphiliticus, as quais apresentam atividade antimicrobiana frente a S. aureus e foram

encontrados diterpenos com potencial citotoxico (FERNANDES ez al., 2013). As partes



aéreas da planta apresentaram atividade anti-inflamatéria e flavonoides em sua
composi¢ao (REIS et al., 2014).

Na regidao do Bico do Papagaio e Norte do Tocantins, os curandeiros e raizeiros
que ocupam essa localidade recomendam o uso de batata-de-purga (Operculina
macrocarpa) e do ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus) para diversas enfermidades.

Segundo a sabedoria popular, os rizomas da batata-de-purga sdo usados em
“garrafadas” ou p6 com ag¢do laxante, depurativo do sangue e tratamento da ma digestao.
Transformados em p6 e em seguida em pilulas, os rizomas sdo indicados no combate a
vermes, anemia, gripe, inflamacdes, alergia e doencas de pele, deles também ¢é possivel
obter uma resina para tratar vermes, gripe e bronquite asmética. A infusio das sementes
de batata-de-purga é recomendada para sanar a conjuntivite, dor na uretra e célica
menstrual (DIAS; LAUREANO, 2009).

Os rizomas de Operculina macrocarpa t€ém comprovado efeito laxante
(MICHELIN; SALGADO, 2004) e anti-plaquetario, além de apresentarem a existéncia
de polifendis (PIERDONA et al., 2014). O extrato hidroetandlico, a infusdo e resina
obtidos dos rizomas possuem atividade antioxidante e presenca de 4cidos fendlicos.
Entretanto, a infusdo e extrato demonstram efeitos hepatotoxicos (MICHELIN, 2008).

Os curandeiros e raizeiros tocantinenses preparam diversos produtos a partir da
entrecasca do ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus) como “garrafadas”, tinturas e
infusdes que sdo usados no tratamento de inflamacgdes, infec¢des no sistema urindrio,
problemas de pele, doencas do coragdo, derrame, pressdo alta, prisdo de ventre e doencas
sexualmente transmissiveis. A pomada obtida da casca do ipé-roxo € empregada como
cicatrizante de ferimentos, na cura de coceiras e manchas na pele (DIAS; LAUREANO,
2009).

Pesquisas comprovam que a casca da espécie H. impetiginosus € rica em quinonas
(WAGNER et al., 1989), iridoides e fenil-propanoides glicosilados, além disso, apresenta
acdo adstringente, anti-inflamatéria e antioxidante e favorece a reparacdo residual de
lesdes cutaneas (COELHO, 2015). O cerne de H. impetiginosus revela a presenca de
antraquinonas e naftoquinonas (STEINERT ez al., 1996).

O uso de plantas medicinais do Cerrado também esta presente nas tradi¢des do sul
do Maranhdo. Entre as principais plantas recomendadas pelos curandeiros e raizeiros
maranhenses, estdo o buriti (Mauritia flexuosa) e o velame (Croton campestris).

A partir do fruto do buriti obtém-se um azeite que apresenta acao cicatrizante,

anti-inflamatdria, é recomendado para evitar sangramento na gengiva e no tratamento de
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queimaduras e doengas na pele, inclusive em animais. Esse azeite também € usado como
protetor solar, hidratante, repelente e para tratar picadas de cobra. As raizes sdo usadas
em forma de infusdo, recomendada para ma circulagdo e doengas cardiacas. A seiva
obtida do talo verde é indicada para micose e o carvao, resultantes da queima dos frutos,
¢ recomendado para gastrite e ressaca (DIAS; LAUREANO, 2009).

A investigacdo quimico-biolégica sobre o 6leo do fruto do buriti (Mauritia
flexuosa) demonstra que o produto ¢é rico em B-caroteno, vitaminas (FRANCA et al.,
1999), principalmente A e E (SILVA et al., 2009), carotenoides, tocoferdis e acidos
graxos (ALBUQUERQUE et al., 2005), com propriedades que previnem e tratam a
xeroftalmia (SANTOS, 2005). Nas folhas € possivel encontrar flavonoides (OLIVEIRA
et al., 2003) e compostos fendlicos que apresentam acdo antioxidante e também estdo
presentes nos frutos e tronco da espécie. Além dessas propriedades, as folhas também
apresentam atividade antimicrobiana frente a Pseudomonas aureus (KOOLEN et al.,
2013).

Do velame (Croton campestris) utiliza-se a raiz, que em forma de infusdo é usada
para tratar derrame, reumatismo, dor nas juntas, hemorroidas, prisdo de ventre e no
combate aos vermes. A “garrafada” obtida da raiz ¢ indicada no tratamento e prevencao
da epilepsia, febre e gripe. O xarope da raiz é usado para curar a gripe, pneumonia, falta
de ar e tosse (DIAS; LAUREANO, 2009).

A casca de Croton campestris possui diterpenoides e apresenta acdo moluscicida
frente a Bulinus truncatus (EL BABILI et al., 2006). As folhas da espécie possuem
taninos, flavonas, flavondis, auronas, flavondis, catequinas, flavononas, alcaloides e
terpenos (MATIAS et al., 2010), apresentam efeitos anti-ulcerogénicos (JUNIOR et al.,
2013), atividade antibacteriana frente a Escherichia coli e S. aureus (MATIAS et al.,
2011). O dleo essencial das folhas contém sesquiterpenos e acao antimicrobiana frente a
E. coli (ALMEIDA et al., 2013), S. aureus, Enterrococcus hirae e Candida albicans (EL
BABILI et al., 2009).

O uso das plantas medicinais €, em muitos casos, a alternativa mais vidvel para
tratamento de varias enfermidades que acometem determinada populagdo, além de
representar o valor cultural de uma regido e seu povo. Entretanto, sdo baixos os valores
econOmicos obtidos a partir da exploracdo da biodiversidade do Cerrado na perspectiva
do uso de plantas medicinais (RODRIGUES; BARBOSA, 2012).

Uma estimativa realizada por Rodrigues e Barbosa (2012) indica que o valor

econdmico atribuido a cada hectare de Cerrado explorado para o fornecimento de plantas

7



medicinais, sob as condi¢cdes econdmicas atuais, é de R$ 0,001 ao ano, enquanto a
pastagem e a lavoura geram um rendimento por hectare de R$ 221,90 ao ano e R$ 326,90
ao ano, respectivamente. Esse mesmo estudo revela uma projecao futura (em situagdo de
otimismo financeiro e aumento da probabilidade de encontrar um novo medicamento
derivado de plantas de 10%, considerando que atualmente € apenas 0,001%) em que a
inddstria farmacéutica alcancaria metade do faturamento atual das inddstrias norte-
americanas de fitoterapicos, que é de U$ 6,3 bilhdes/ha/ano.

Nesse sentido, o incentivo a pesquisa de produtos naturais e as melhorias nas
condig¢des econdmicas e de exploracao do Cerrado podem contribuir para preservacao da
biodiversidade desse ecossistema, a fim de garantir a matéria-prima dos medicamentos e
o uso sustentavel da biodiversidade (RODRIGUES; BARBOSA, 2012).

O clima e localizag¢do apropriados ao desenvolvimento da agricultura e pecudria
na regido do Cerrado tém colaborado para expansdo dessa atividade em contrapartida a
exploracdo da biodiversidade do ecossistema. O Cerrado tem perdido espagco para o
desenvolvimento de culturas de produgdo de alimentos e dessa forma, sua flora e fauna
perdem o ambiente nativo, prejudicando o acesso da populacdo aos recursos naturais
dessaregido. Menos de 1% do potencial medicinal do Cerrado foi quimicamente estudado
e hd a possibilidade de que menos de 5% das espécies sejam adicionadas ao conhecimento

disponivel antes que sejam extintas (VIEIRA; MARTINS, 2000).

1.2 A espécie Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze

A espécie Cordiera sessilis, conhecida pelos nomes populares “marmelinho do
cerrado” ou “marmelada do campo” ¢ uma planta que pertence ao género Cordiera, a
tribo Gardenieae, a sub-familia Ixoroideae da familia Rubiaceae e é sinonimia de
Alibertia sessilis (PERSSON, 2000).

A planta apresenta aspecto arbustivo e € caracteristica do cerrado sensu stricto. A
espécie possui pequenas flores brancas. O fruto € preto quando maduro, entre novembro
e fevereiro, indeiscente, possui pequenas € muitas sementes, seu gosto adocicado remete
levemente a batata-doce e serve de alimento para passaros (MATSUOKA, 2008).

A madeira da planta é muito utilizada como lenha e carvao, suas folhas sdo
consumidas por bovinos e, junto com os ramos € feita uma compressa pastosa ou banho

para tratar afeccoes da pele, de acordo com a sabedoria popular (SILVA et al., 2013). A



Figura 1 apresenta fotos de C. sessilis em seu habitat natural, das flores, galhos e frutos

verdes da espécie.

FIGURA 1 - Espécie Cordiera sessilis.

(B) Flores

(A)Planta inteira (D) Galhos

Fonte: A autora.



1.2.1 Revisdo do estudo quimico e biologico de C. sessilis

Estudos quimicos e bioldgicos tém sido relatados referentes a espécie C. sessilis.
De acordo com o estudo realizado por Canelhas (2012), o extrato etandlico das folhas e
da madeira da espéice apresentaram metabdlitos secunddrios como fendis, flavonas,
flavonéis, xantonas, esteroides e saponinas. Enquanto o extrato etandlico das cascas
revela a presencga de fendis, flavonas, flavondis, xantonas € saponinas.

O extrato etandlico e fragdes das folhas de C. sessilis apresentaram alta capacidade
de sequestro do radical livre DPPH- e atividade promissora na inibi¢do do crescimento
de microorganismos do género Streptococcus spp e Porphyromonas gingivalis. As
fracdes e extrato das cascas também exibiram resultados promissores frente as bactérias
S. mitis e S. sanguinis (CANELHAS, 2012).

De acordo com Aquino ef al. (2013), o 6leo essencial das folhas apresenta uma
grande quantidade de dcidos graxos (46,0%), dlcoois de cadeia curta (22,4%), aldeidos
(12,4%) e terpenos (6,0%). O 6leo essencial das cascas compde-se majoritariamente de
acidos graxos (88,4%) e o 6leo da madeira € composto por dcidos graxos (29,0%), dlcoois
de cadeia longa (18,5%), fendis (5,2%) e o sesquiterpeno trans-cariofileno (0,7%).

As cascas de C. sessilis também foram estudadas por Silva er al. (2006) e foram
encontradas duas lignanas glicosiladas enantioméricas descritas pela primeira vez no
género Rubiaceae: o (+)-lioniresinol 3a-O-B-glicopiranosideo (I) e o (-)-lioniresinol

30—0-B-glicopiranosideo (II) (Figura 2).

FIGURA 2 - Lignanas enantioméricas identificadas no extrato das cascas de C. sessilis.
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Fonte: SILV A et al., 2006.
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Em 2007a, Silva et al. identificaram nas cascas de C. sessilis os seguintes
compostos: dcido geniposidico (III), geniposideo (IV), 6a-hidroxigeniposideo (V), 6f3-
hidroxigeniposideo (VI), 4cido clorogénico (VII), acido salicilico (VIII), D-manitol (IX)
e o derivado fendlico glicosilado; 3.4,5-trimetoxifenil-1-O-B-D-(5-O-siringoil)-
apiofuranosil-(1—6)-pB-D-glicopiranosideo (X) (Figura 3, p. 11). Todos os compostos
foram submetidos ao teste do potencial antifiingico por bioautografia direta e o derivado
fendlico glicosilado (X) demonstrou atividade moderada (CIM 100 pg mL™!) frente aos

microorganismos Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum.

FIGURA 3 - Substéancias identificadas no extrato das cascas de C. sessilis.
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Fonte: Silva et al., 2007a.

Anteriormente, Bolzani et al. (1997) realizaram estudo com as folhas da espécie
C. sessilis. A planta foi quimicamente investigada e demonstrou a presenga dos

compostos: sitosterol (XI), ésteres metilicos do dcido ursélico (XII), oleandlico (XIII) e
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epi-betulinico (XIV), tocoferolquinona (XVII), a e B gardiol (XV e XVI,
respectivamente), iridéide gardenosideo (XVIII), éster metilico do dcido
deacetilasperulosidico (XXII), quercetin-3-O-rutinosideo (XXI), quercetin-3-O-B-D-(2”-
O-trans-p-coumaroyl)-rutinosideo  (XX) e  kaempferol-3-O-B-D-(27”-O-trans-p-
coumaroyl)-rutinosideo (XIX) (Figura 4).

FIGURA 4 - Compostos identificados no extrato das folhas de C. sessilis.
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Fonte: BOLZANI et al., 1997.

1.2.2 Metabolitos secundarios presentes na espécie Cordiera sessilis

Os triterpenos e esteroides identificados nas folhas da espécie C.sessilis

(substancias XI, XII, XIII e XIV) sdo biossintetizados a partir da ligacdo cabeca-cauda
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de seis unidades de isopreno (2-metil-butadieno), fornecendo uma ampla variedade de
substincias por conta da diversidade de esqueleto e funcionalizacdo (DEWICK, 2009)
(Figura 5).

FIGURA 5 - Esquema simplificado de biossintese de esteroides e terpenos.
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Fonte: Dewick (2009).

Entre os 100 tipos de esqueletos disponiveis, a maioria dos triterpenos € formada
por tetra ou pentaciclos (DOMINGO er al., 2009) e fornecem cerca de 40 000 estruturas
diferentes (ROBERTS, 2007). E a maior classe de produtos naturais, possuindo diversos
papéis no organismo vegetal como defesa contra predadores, patdgenos € concorrentes,

além de envolverem-se em relagdes de mutualismo entre as plantas e seus companheiros
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(GERSHENZON; DUDAREVA, 2007). Apresentam ampla atividade biolégica, dentre
elas; antitumoral, anti-inflamatoéria, antioxidante (VECHIA et al., 2009), leishmanicida
(DELGADO-MENDEZ et al., 2008) e cardioprotetora (SUDHALAR et al., 2007).

O esqueleto iridano, encontrado nos iridéides, presentes nas folhas e cascas de C.
sessilis (substancias II1, IV, V, VI, XV, XVI, XVIII e XXII) € originado a partir de um
monoterpeno, formado por duas unidades de isoporenos. O esqueleto contém um anel
ciclopentano fundido com um heterociclo de oxigénio comportando seis membros e
possui grupos funcionais que garantem a variabilidade de estruturas dessa classe.
Geralmente, os iridoides sdo encontrados em sua forma glicosilada (DEWICK, 2009).

Nas plantas, os iridoides desempenham fungdo protetora frente aos predadores,
sendo amargos e toxicos para os herbivoros (HEGNAUER; KOOIMAN, 1978). Estudos
comprovam atividade antitumoral, antimicrobiana (ISHIGURO et al., 1988), anti-
inflamatéria (RECIO et al., 1994) e anti-viral (BERMEJO et al., 2002) desses compostos.

Os flavonoides, metabdlitos secundarios encontrados nas folhas de C. sessilis
(substancias XIX, XX e XXI), sdo grupos polifendlicos que apresentam sua estrutura
basicamente composta por dois anéis aromaticos. J4 foram identificadas mais de 8000
substancias pertencentes a esse grupo. Tal variedade surge devido a ampla variacio de
combinagdes de grupos metila e hidroxila como substituintes na estrutura quimica bésica
da cadeia (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os flavonoides heterosideos, obtidos a partir de ligagcdes entre os flavonoides e
grupos glicosidicos, garantem caracteristicas importantes as plantas como copigmentagao
em flores e protecdo contra raios ultra-violeta nas folhas (ZUANAZZI; MONTANHA;
ZUCOLOTTO, 2017). Os flavonoides possuem multiplos efeitos biolégicos, sendo eles
atividade antioxidante (HARAGUCHI er al., 1998), anti-inflamatéria (SERAFINI;
PELUZO; RAGUZZINI, 2010) e antitumoral (SRINIVAS, 2015). Essa classe de
compostos também € responsavel por inibir a destruicao do coldgeno (DI CARLO et al.,
1999) e agregacdo plaquetdria. E possivel observar que a ingestio de flavonoides estd
associada a longevidade e a reducdo na incidéncia de doencas cardiovasculares
(KUMAR; PANDEY, 2013).

A Figura 6 (p. 15) apresenta um esquema simplicado de biossintese de

flavonoides.
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FIGURA 6 - Esquema simplificado de biossintese de flavonoides.
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Fonte: Zuanazzi; Montanha; Zucolotto (2017).

As lignanas, exibidas nas cascas da espécie (substincias I e II), sdo dimeros

formados a partir do acoplamento de dlcoois cinamilicos e d4cidos cindmicos. As lignanas

depositam-se nas paredes celular dos vegetais, sendo responsavel pela rigidez que essas

células apresentam (BARBOSA-FILHO, 2017). Os lignoides, grande grupo ao qual

pertencem as lignanas, desempenham funcdo importante na adaptacdo ecoldgica das

espécies € estdo envolvidos em interagdes das plantas com fungos, insetos e outros

vegetais (GOTLIEB, 1982). As lignanas apresentam atividade anticancer (IONKOVA,

2011), anti-inflamatéria, antimicrobiana, antioxidante e imunossupressora (SALEEM er

al., 2005).

A Figura 7 (p. 16) ilustra um esquema simplificado de biossintese das lignanas.
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FIGURA 7 - Esquema simplificado de biossintese das lignanas.
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Fonte: Barbosa Filho (2017).

A variedade de metabdlitos secundarios identificada nas folhas e cascas de C.
sessilis e a atividade antiftingica associada a esses metabdlitos, bem como a acio
antibacteriana e antioxidante dos extratos e fra¢des das cascas e folhas desse vegetal,

demonstram o potencial farmacolégico que a espécie possui.

2 JUSTIFICATIVA

Canelhas (2012) realizou estudo fitoquimico e bioldgico dos extratos das folhas e
cascas da espécie C. sessilis, além da andlise do 6leo essencial das cascas, folhas e
madeira. Foram obtidos resultados promissores para os testes antioxidante e
antibacteriano. Entretanto, os componentes quimicos das fragdes de cascas e folhas ndo
foram identificados, assim como ndo foram realizados testes para verificagdo da atividade
antifingica e inibi¢do enzimatica dessas fracoes.

Nesse contexto, este trabalho realizou estudos adicionais de atividades bioldgicas
(inibicdo enzimdtica e antimicrobiana), bem como a identificacdo estrutural de

substincias bioativas presentes nas folhas e cascas da espécie.

3 OBJETIVOS

Identificar os constituintes quimicos presentes nos extratos, fracdes e residuo
obtidos da parti¢cdo liquido-liquido das cascas e folhas de C. sessilis, assim como avaliar

o potencial de inibi¢do enzimadtica, atividades antimicrobiana e antifiingica e a capacidade
16



de sequestro do radical peroxil dos extratos, fragdes e residuos obtidos das cascas e folhas

da espécie.

4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A andlise quimica das amostras e sua preparacdo foram realizadas no Nicleo de
Pesquisas em Produtos Naturais (NuPPeN) da Universidade Federal de Uberlandia-MG
(UFU). A experimentacdo envolvida para verificacdo da atividade antimicrobiana foi
realizada no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Aplicada (LaPeMa) da
Universidade de Franca-SP (UNIFRAN). Os testes para verificacdo da inibi¢do
enzimatica e avaliacdo da capacidade de sequestro do radical peroxil foram realizados no

Laboratoério de Genética e Bioquimica da UFU.

4.1 Equipamentos e reagentes

4.1.1 Equipamentos

e Balanca analitica Shimadzu, modelo AUW?220D;

e Balanca de luz infravermelha, marca Kett, modelo FD-600;

e Multiprocessador;

e Evaporador rotatorio sob pressao reduzida IKr, modelo RV10;

e Banho de aquecimento Fisaton, modelo 550;

e Aparelho liofilizador Terroni, modelo LZ 3000;

e Placas cromatograficas de silica-gel 60 com indicador de fluorescéncia UVas4 (0,2
mm, Macherey-Nagel);

e Chapa de aquecimento Fisatom, modelo 550;

e Silica-gel 40-63 um, didmetro de poro 60 A, Sigma-Aldrich;

e RMN Bruker modelo Ascend TM (9,2 Tesla) frequéncia 400 MHz para H! e 100
MHz para C'3;

e CG-EM, marca Shimadzu, modelo GC2010/QP5010;

e CLAE-EM/EM, marca Agilent, modelo Infinity 1260B;

e Espectrofotdometro Genesys 10S UV-Vis;
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4.1.2 Reagentes

e NP-40, Sigma-Aldrich;

e PEG, Sigma Aldrich;

e C(loreto de aluminio, Vetec Quimica;

e Vanilina, Vetec Quimica;

e Fase estaciondria Cig, Sorbent Technologies;

e Fase estaciondria silica gel, 40-63 um, Sigma-Aldrich;
e Folin-Ciocalteu, Cromoline;

e Acido gilico, Sigma-Aldrich;

e (CDCI;3(D-99,8%, Cambridge Isotope Laboratories).

4.2 Coleta e identificacao

Aproximadamente 1 kg de folhas e cascas externas da planta foi coletado na
Fazenda Contendas, zona rural do municipio de Morrinhos, em Goids (Latitude:
17°42'00.9"S; Longitude: 49°21'48.6"W), em 18 de Outubro de 2015. A exsicata utilizada
para identifica¢do botanica da espécie foi depositada no Herbario Uberlandense sob o
codigo HUFU 74562. A espécie foi gentilmente identificada pelo professor Dr. Ivan
Schiavini da Silva, da Universidade Federal de Uberlandia, em 19 de Outubro de 2015.

4.3 Preparo das amostras

As folhas e cascas foram secas separadamente em temperatura ambiente. A
umidade do material foi medida utilizando balanca de luz infravermelha. Apés secagem,
as amostras foram picadas e moidas em multiprocessador e o resultante da moagem foi

armazenado em recipiente de vidro para extracdo em etanol.

4.4 Obtencao dos extratos

A extragd@o por maceragdo em temperatura ambiente foi realizada com o material
resultante da moagem das cascas e folhas. O p6 foi divido em trés por¢des e armazenado
em recipientes de vidro, em seguida o material coberto com etanol e deixado em repouso

durante 5 semanas a temperatura ambiente. A cada semana, retirava-se o solvente por
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meio de filtracdo e submetia o filtrado a evaporagio rotativa a 40°C. O produto seco

obtido foi armazenado em freezer a -18,0 + 5 °C, em seguida liofilizado.

4.5 Particao liquido-liquido

Cerca de 30,0 gramas do extrato etandlico das cascas e 30,2 gramas do extrato
etandlico das folhas foram submetidos, separadamente, a particao liquido-liquido (Figura
8). A massa do extrato foi ressolubilizada em 200 mL de metanol/dgua (9:1), em seguida
essa suspensao foi disposta em funil de separacio e submetida a adi¢do dos solventes por
ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol.
Foram realizadas 5 adicdes de 200 mL para cada solvente.

ApOs decantagdo, a fase organica foi recolhida e submetida a evaporacao rotativa
sob pressdo controlada, na temperatura de 40 °C, obtendo-se as fracdes referentes a cada
solvente. Ao final das adi¢des foi obtido o residuo hidrometandlico, o qual teve solvente
retirado por evaporagdo rotativa. As fracdes e residuo resultantes da particdo foram
armazenados no freezer (-18°C = 5 °C) e depois liofilizados. A Figura 8 apresenta o

esquema de obtencdo das fracdes a partir da parti¢do liquido-liquido.

FIGURA 8 - Fluxograma do procedimento para obten¢do dos extratos e fracdes.
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Fonte: A autora.
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As fracdes obtidas da particio liquido-liquido, bem como o residuo
hidrometandlico e o extrato etandlico de cascas e folhas foram submetidos aos testes

bioldgicos e de prospeccao fitoquimica (Figura 9).

FIGURA 9 - Fluxograma dos testes quimicos e bioldgicos das amostras de cascas e folhas.
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Fonte: A autora.

4.6 Atividade antibacteriana

A avaliacdo da atividade antibacteriana foi feita mediante regulamento da Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012a; 2012b) pelo método de Microdilui¢ao
em Caldo (CARVALHO et al., 2011; PETROLINI et al., 2013), realizada no Laboratério
de Pesquisa em Microbiologia Aplicada (LaPeMA) da Universidade de Franca — SP.
Foram utilizadas as cepas aerdbias Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,
Streptococcus sanguinis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans € as anaerdbias
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum e Actinomyces naeslundii.

Triptona de soja (TSB) foi usado como meio de cultura para as bactérias aerdbias
e para as anaerdbias utilizou-se caldo Schaedler suplementado com hemina (5 pg mL™)
e menadione (10 pg mL™!). O teste foi realizado em microplaca contendo 96 pocos, onde
foram adicionados em cada orificio o indculo, o caldo e a amostra (extrato, fracdes e

residuo de cascas e folhas), resultando em um volume final de 100 pL para bactérias
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aerobias e 200 pL para anaerdbias. O indculo foi preparado e padronizado de acordo com
a escala McFarland e o volume adicionado em cada pogo para as bactérias aerdbias foi
20 pL e para anaerdbias 40 plL.

Para o teste com bactérias aerdbias, as microplacas foram seladas com parafilme
e incubadas em microaerofilia pelo sistema chama/vela, na temperatura de 37 °C, durante
24 h. Apos o periodo de incubagdo foram adicionados em cada pogo 30 pL de indicador
resazurina (0,01% em agua).

As bactérias anaerdbias foram incubadas por 72 h em camara de anaerobiose (5-
10% Ha, 10% CO», 80-85% N>»), na temperatura de 36 °C, e também foi usada resazurina
como indicador apds a incubagdo. A coloracdo azul apds adi¢do de resazurina indica
auséncia de crescimento bacteriano e a coloracdo vermelha determina presenca de
crescimento bacteriano.

As concentracdes das amostras testadas para bactérias aerdbias e anaerdbias foram
de 400 pg mL™" a 0,195 ug mL!. Clorexidina foi utilizada como controle positivo para
bactérias aerdbias, as concentracdes testadas deste controle foram 5,9000 pg mL' a
0,0115 pg mL! e para os microorganismos anaerébios foi usado Metronidazol como
controle positivo, com concentragdes testadas entre 5,9000 pg mL™! e 0,0115 pg mLL.
Como controle negativo foi usado DMSO (concentragdo 4% v/v).

O resultado do teste é expresso em Concentracdo Inibitéria Minima (CIM),
usando a unidade ug mL! e indicando a concentracio minima capaz de inibir o

crescimento das bactérias testadas.

4.7 Atividade antifiingica

A avaliacdo da atividade antifingica foi realizada mediante regulamento CLSI
2008, no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Aplicada (LaPeMA) da
Universidade de Franca — SP, pelo método de microdilui¢gio em caldo segundo
metodologia descrita por Goughenour; Balada-Llasat; Rappleye (2015) e Cunha et al.
(2017). Foram utilizados os microorganismos Candida albicans, Candida tropicalis e
Candida glabrata.
Para o teste antifingico, as amostras foram dissolvidas em DMSO na
concentragio de 192000 pug mL™! (solucdo estoque), foram realizadas dilui¢des da solugiio
estoque de cada amostra (extrato, fracio e residuo de cascas e folhas) em meio de cultura

RPMI 1640, tamponado a pH 7,2, com 0,165 mol L' do 4cido 3-N-
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morfolinopropanossulfonico (MOPS) a 12000 pg mL™. O incéculo foi preparado de
acordo com a escala McFarland e obteve-se o valor de 6,0.10° UFC mL™!, posteriormente,
foram realizadas dilui¢des em caldo RPMI até que o inéculo atingisse 1,2.10° UFCmL™'.

O teste foi realizado em placas de microdilui¢do com 96 pogos, nos quais foram
feitas dilui¢des seriadas com as concentragdes variando entre 3000,00 ug mL™ e 1,46 pg
mL!. O meio de cultura usado no teste foi o caldo RPMI tamponado com MOPS (pH
7,2). Volume de 100 pL da suspensdo do indculo foram colocados em cada pogo € o
volume final de cada orificio foi de 200 uL. Anfotericina B foi usada como controle
positivo e as concentragdes testadas variaram entre 16,0 ug mL™! e 0,1 pg mL!, para
controle negativo foi usado DMSO e as concentracdes testadas estavam entre 10% a 1%
(v/v). O resultado foi obtido em Concentracao Inibitéria Minima (CIM) usando a unidade

pg mL!,

4.8 Capacidade de sequestro do radical peroxil

O extrato etandlico, as fracdes e residuo hidrometandlico das cascas e folhas
foram submetidos a avaliacio da capacidade de sequestro do radical peroxil pelo método
ORAC (do inglés Oxygen Radical Absorbance Capacity) segundo a metodologia descrita
por PRIOR et al. (2003). As andlises foram realizadas no Instituto de Genética e
Bioquimica da UFU.

As amostras foram dissolvidas em DMSO, atingindo a concentragdo de 20 ug mL”
!, de onde foram retirados 25 pL aos quais foram misturados 150 puL de fluoresceina
dissolvida em tampao fosfato a 75 mmol L em pH 7,4 (o poder antioxidante da amostra,
ao longo do tempo, € indicado através da fluorescéncia dessa substancia) e deixado em
repouso durante 15 minutos, em temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados
30 uL da solucao de 2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) dissolvido
em fosfato na concentracdo de 75 mmol L', em pH 7,4. A reacdo é iniciada pela
decomposicdo térmica do AAPH que gera o radical peroxil, a anélise avalia o potencial
antioxidante da amostra a partir da inibi¢do da oxidacdo induzida pelo radical peroxil.

A intensidade da fluorescéncia é medida no espectrofluorimetro a cada 1 minuto
e 30 segundos num intervalo de 90 minutos. O branco € determinado substituindo a
amostra por tampao fosfato e para controle positivo foi usado o 4cido ascérbico.

A capacidade de sequestro do radical peroxil é determinada por meio de uma

curva analitica construida com concentracdes conhecidas do 4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
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tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) (125,00; 62,50; 31,25; 15,62 ¢ 7,81 uM). A
medida da perda de fluorescéncia da fluoresceina € feita a partir do calculo da drea sob a
curva de concentracdes conhecidas de Trolox. As andlises foram realizadas em triplicata

e os resultados sdo expressos em umol equivalente de Trolox por grama de amostra.

4.9 Inibicao enzimatica

4.9.1 Inibicdo da a-amilase

Os ensaios de avaliacao da inibigdo da a-amilase foi realizada no Laboratorio de
Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia. Foi utilizado o método
GALG2CNP modificado para verificar a capacidade do extrato, fracdes e residuo em
inibir a atividade da enzima a-amilase (SANTOS et al., 2012; GOUVEIA et al., 2014).

Para o teste foi wusado o substrato a-(2-cloro-4-nitrofenil)-p-1,4-
galactopiranosilmaltosideo (GAL-G2-a-CNP) e uma fracdo de saliva enriquecida de a-
amilase (f-AS), a qual foi obtida a partir da coleta de saliva humana armazenada a -20 °C
por 48h (Comité de Etica N° 407.597). Posteriormente, a saliva foi descongelada e
centrifugada a 12000 xg durante 10 minutos, na temperatura de 20 °C, o sobrenadante
obtido foi submetido ao fracionamento em coluna Q-Sepharose usando como fase mével;
50 mmol L' de Tris-HCI, 10 mmol L' de EDTA e 10 mmol L' de EGTA. O volume de
exclusdo da coluna foi dialisado em tampdo de bicarbonato de amdnio 50 mmol L' (pH
7,0), liofilizado e solubilizado em 50 mmol L' de tampdo 4cido 2-(N-morfolino)-
etanossulfonico (MES), contendo 5 mmol L' de cloreto de célcio, 140 mmol L' de
tiocianato de potéssio e 300 mmol L' de cloreto de sédio (pH 6,0).

Extratos, fragdes e residuo de cascas e folhas foram dissolvidas em DMSO na
concentracdo de 1 mg mL™! e incubadas com f-AS na proporc¢io 1:10, no periodo de 30
minutos e temperatura de 37 °C. Em seguida, houve adi¢ao de 320 uL do substrato (GAL-
G2-0-CNP) na concentragio de 12 mmol L', a fim de iniciar a reagdo. Os valores de
absorbancia foram medidos a 405 nm, durante 3 minutos, com intervalo de 1 minuto e na
temperatura de 37 °C. O controle foi realizado substituindo a amostra pelo tampao MES
e a acarbose foi utilizada como controle positivo, ambos na concentraciio de 1 mg mL™.

Os ensaios foram realizados em triplicata e o resultado é apresentado em

porcentagem de inibi¢do da a-amilase, calculado por meio da Equacdo 3 (p. 24). As
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Equagdes 1 e 2 determinam, respectivamente, a atividade da enzima em U mL! e em %

e foram usadas no calculo da inibicao.

[(Ar:ib; )viFa] Equacdo 1

Atividade da a — amilase (L) =
mL eVs.i

(A amostra)

Atividade da a — amilase (%) = (A control)”

Equacgao 2

Inibicdo da a — amilase (%) = 100 — (% atividade da a — amilase) Equacgdo 3

Onde: AAbs/min = [(Abs3-Absi)/2] corresponde a diferenca de absorbancia por
minuto (Abs = absorbancia; 1 e 3 = minutos); Vf ¢ o volume total da reagao (328 uL); Vs
trata-se do volume das amostras mais o-amilase, 8 pL; Fd ¢ o fator de diluicao da saliva
(50); & refere-se ao coeficiente de absortividade do 2-cloro-p-nitrofenol; I significa o
comprimento do percurso da luz (0,97); A controle é a atividade da a-amilase e A amostra

¢ a atividade da a-amilase na presenga das amostras.
4.9.2 Inibicdo da a-glicosidase

O teste para avaliacdo da inibi¢do da a-glicosidase foi realizado no Laboratério
de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia, de acordo com a
metodologia descrita por Shan et al. (2016) e Toma et al. (2014). O extrato, fracdes e
residuos das cascas e folhas foram testados neste ensaio.

Para verificacdo da capacidade de inibir a atividade da enzima a-glicosidase foi
utilizado o substrato 4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (p-NPG) e uma fracdo enriquecida
da enzima a-glicosidase (f-AG). Foram usados 200 mg de p6 de intestino de rato, para
preparo da f-AG. A massa foi solubilizada em 3 mL de solugdo aquosa de cloreto de s6dio
(0,9% m/v). A solucdo homogeneizada foi centrifugada a 12000 xg durante 30 minutos e
o sobrenadante (f-AG) foi usado no ensaio.

As amostras de extrato, fracdes e residuos das cascas e folhas foram solubilizadas
em DMSO na concentragdo de 1 mg mL™! e incubadas com a f-AG e 1,5 mmol L de
glutationa reduzida (diluida em tampdo fosfato a 50 mmol L', pH 6,8) durante 20
minutos, na temperatura de 37°C. A reacgao teve inicio com a adi¢do do substrato p-NPG

(4 mmol L', em tampido fosfato de sédio a 50 mmol L', pH 6,8). Os valores de
24



absorbancia foram medidos a 405 nm, a cada 5 minutos, no periodo de 30 minutos, na
temperatura de 37 °C. Para o controle negativo, a amostra foi substituida por tampao
fosfato e para controle positivo, foi utilizada a acarbose, ambos na concentracdo de 1 mg
mL!. Os testes foram feitos em triplicata e o resultado é dado em porcentagem de inibi¢io

da a-glicosidase, calculado por meio da Equacio 4.

Inibicio d licosid o (ASC cont. —ASC amost.) 100
nibi¢do da o — glicosidase (%) = ASC cont. _ Equaciio 4

Onde: ASC cont. € a area sob a curva na auséncia da amostra e ASC amost. € a

drea sob a curva na presenca da amostra.

4.9.3 Inibicao da lipase

A andlise de inibicdo da atividade da lipase foi realizada no Laboratério de
Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia, utilizando a metodologia
descrita por Gupta et al. (2002). Foram testados os extratos, fracdes e residuos das cascas
e folhas da espécie.

Para o teste foi utilizado como substrato o palmitato de p-nitrofenil (p-NPP) e
lipase pancredtica suina (PL) (tipo II, Sigma). As amostras foram previamente dissolvidas
em DMSO até atingirem a concentragio de 2 mg mL™! e em seguida, incubadas durante
20 minutos, na temperatura de 37 °C, com uma concentra¢do de PL 10g L' (diluida em
0,05 mol L' de Tris-HCI, pH 8,0, contendo 0,010 mol L' de CaCl, e 0,025 mol L' de
NaCl).

A reacdo teve inicio com a adicdo de 0,008 mol L' p-NPP (diluido em 0,5%
Triton X-100). Os valores de absorbancia foram medidos em 410 nm, durante 30 minutos
e na temperatura de 37 °C. Para controle positivo foi utilizado Orlistat e como controle
negativo foi empregado DMSO, ambos na concentracio de 2 mg mL™!. Os ensaios foram
realizados em triplicata e os resultados sdo demonstrados em percentagem de inibi¢do de

lipase, calculada de acordo com a Equacdo 5.

(ASC controle — ASC amostra) Equacdo 5
o . o) —
Inibicdo da lipase (%) ASC control .100
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Onde: ASC controle € a area sob a curva na auséncia da amostra e ASC amostra é

a drea sob a curva na presenca da amostra.

4.10 Prospeccao fitoquimica

Os extratos, fracOes e residuos das cascas e folhas foram analisados quanto a
presenca das classes de metabolitos secundarios, por meio da prospecgao fitoquimica por
cromatografia em camada delgada de acordo com a metodologia proposta por Wagner e
Bladt (2001). Foram utilizadas placas cromatograficas de silica-gel e dois tipos de fase
moével: uma com caracteristicas mais polares contendo acetato de etila/dcido
férmico/acido acético/dgua (10:1,1:1,1:2,6) e outra com caracteristicas menos polares
contendo cloroférmio/metanol/hidréxido de amoénio (9:1:0,25).

Foram usadas placas cromatograficas com 3,5 cm de largura e 5,0 cm de
comprimento, a aplicagdo das amostras foi feita dissolvendo-as em metanol e com o
auxilio de um capilar.

Ap0s eluicdo e evaporacio do solvente, foi adicionado o revelador quimico e a
placa foi submetida a chapa de aquecimento a 100 °C, sem seguida, foi observada em
camara de fluorescéncia e a olho nu. A presenca de determinadas classes de metabdlitos
secundérios € indicada pelo aparecimento de cor (resultado da reacdo quimica entre os
metabdlitos e os reveladores) (REGINATTO, 2017).

Foram usados reveladores quimicos comuns, conforme Quadro 1. A preparacao
desses reveladores foi realizada segundo Wagner e Bladt (2001) e a andlise dos compostos
foi realizada a quente, a olho nu e em camara de luz UV nos comprimentos de onda 254

- 365 nm.

QUADRO 1 - Principais reveladores quimicos usados na detecgdo de classes de
metabdlitos secundarios.

Reveladores quimicos Classes de metabdlitos secundarios detectados
Dragendorff Alcaloides e compostos nitrogenados
Vanilina Terpenoides e fenil-propanoides, esteroides e saponinas
Liebermann-Burchard Esteroides, triterpenos e saponinas
Cloreto de aluminio Flavonoides e compostos fendlicos
Anisaldeido Esteroides, saponinas e compostos fendlicos
NP/PEG Compostos fendlicos e flavondides

Fonte: Wagner e Bladt (2001).
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4.11 Teor de fendis totais

A determinagdo do teor de fendis totais das amostras de cascas e folhas foi
realizada segundo Morais et al. (2008).

Amostras do extrato etandlico, fracdes em hexano, diclorometanto, n-butanol e
residuo hidrometandlico das cascas foram dissolvidas em metanol na concentragdao 500
ug mL™!, a fragdo em acetato de etila das cascas foi dissolvida em metanol na concentragio
300 ng mL!. Aliquotas de 0,5 mL de cada solucdo foram dispostas em tubos de ensaios,
em seguida houve a adi¢do dos reagentes: 2,5 mL de solucdo aquosa de Folin-Ciocalteu
10% e 2,0 mL de solugdo aquosa de carbonato de s6dio 7,5%. Os tubos contendo as
misturas foram mantidos em banho a 50 °C durante 5 minutos.

Ap0s esse periodo, a absorbincia da mistura foi medida em um espectrofotometro
no comprimento de onda 760 nm. Foi realizada a medida do branco substituindo o volume
de amostra no tubo por metanol. O teste foi realizado em triplicata e o resultado € expresso
em mg de equivalente de 4cido gédlico (EAG) por grama de amostra. O resultado é
calculado por meio da equacgdo da reta obtida pela curva de calibragdo de solugdes-padrao
de 4acido galico (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ¢ 40 ug mL™).

As amostras de folhas também foram submetidas ao teste de determinac¢ado do teor
de fendis totais. Foram preparadas solu¢des metanodlicas do extrato etandlico, fracdo em
hexano, diclorometano, n-butanol e residuo hidrometandlico das folhas na concentracdo
500 pug mL!, a fracdo em acetato de etila das folhas foi dissolvida em metanol na
concentragio 400 ug mL!. As solucdes das folhas seguiram o mesmo procedimento das

amostras de cascas.
4.12 Fracionamento da fracio em hexano das cascas
A fragdo em hexano das cascas de C. sessilis foi selecionada para fracionamento

bioguiado porque apresentou resultados promissores na inibicdo do crescimento

bacteriano.
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4.12.1 Fracionamento em coluna da fracdo em hexano das cascas (Coluna CHI)

Aproximadamente 400 mg da fracdo em hexano foram submetidos a separagao
por coluna cromatografica. A silica gel foi usada como fase estaciondria e hexano com

adicoes crescentes de cloroférmio e metanol foram usados como fase mével (Tabela 1).

TABELA 1 - Solventes usados como fase mével na coluna CH1.

Adicao Volume Adicao Volume

(%) (mL) (%) (mL)
Hexano (100) 140 Cloroférmio/Metanol (95:5) 300
Cloférmio/Hexano (50:50) 190 Cloroférmio/Metanol (94:6) 120
Cloférmio/Hexano (60:40) 200 Cloroférmio/Metanol (93:7) 120
Cloférmio/Hexano (70:30) 120 Cloroférmio/Metanol (92:8) 240
Cloférmio/Hexano (80:20) 360 Cloroférmio/Metanol (90:10) 120
Cloférmio/Hexano (90:10) 360 Cloroférmio/Metanol (80:20) 60
Cloroférmio (100) 80 Cloroférmio/Metanol (70:30) 60

Cloroférmio/Metanol (99:1) 120 Cloroférmio/Metanol (60:40) 60
Cloroférmio/Metanol (98:2) 180 Cloroférmio/Metanol (50:50) 60
Cloroférmio/Metanol (97:3) 180 Metanol (100) 120

Fonte: A autora

Foram obtidas 283 subfragdes cujo monitoramento foi realizado por Cromatografia
em Camada Delgada (CCD) com placa cromatogrifica em silica gel e eluente:
cloroférmio/metanol/hidréxido de amodnio (9:1:0,25). O revelador Liebermann-Burchard
foi usado para detectar a presencga de triterpenos, esteroides e saponinas, uma vez que
essas classes de compostos foram observadas com mais intensidade no teste de
prospeccao fitoquimica da fracdo em hexano. Aquelas subfracdes que apresentavam fator
de retencdo semelhante foram reagrupadas, originando 65 subfracdes denominadas
fragdes “nH1”.

As subfracdes 14H1 e 18HI1 apresentavam manchas unicas na placa
cromatografica e foram selecionadas para serem submetidas a ensaios espectrométricos
(CG-EM) e espectroscépicos (RMN 'H e 13C). A Figura 10 (p. 29) apresenta o fluxograma

da separacdo cromatogréfica da fracdo em hexano por meio da coluna CHI.
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FIGURA 10 - Fluxograma do fracionamento em coluna (CH1) da fragdo em hexano
das cascas.

400,0 mg da fracdo em
hexano das cascas

Fracionamento em
coluna cromatografica

283 subfracdes obtidas

Monitoradas em CCD
Rev. Lierbermann-
Burchard

Reagrupadas em 65
subfragdes “nH1”

~ ~

13H1 14H1 Manchas tnicas : 18H1
Refracionamento Anélises.
espectroscopicas e
espectrométricas

Fonte: A autora.

4.12.2 Refracionamento em coluna da fracao em hexano das cascas (Coluna CH2)

A subfragdo 13H1 (35,67 mg) obtida da coluna CH1 (sélido branco, trés manchas na
placa cromatrografica) foi submetida ao refracionamento por cromatografia em coluna,
usando silica-gel como fase estaciondria e diclorometano com adicdes crescentes de
metanol como fase mével (Tabela 2, p. 30). A Figura 11 (p. 30) revela o esquema de

obtencdo de subfracdes a partir da coluna CH2.
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TABELA 2 - Solventes usados como fase movel na coluna CH2.

Adicao (%) Volume (mL)
Diclorometano (100) 300
Diclorometano/Metanol (97:3) 90
Diclorometano/Metanol (96:4) 30
Diclorometano/Metanol (95:5) 30
Diclorometano/Metanol (94:6) 30
Diclorometano/Metanol (93:7) 60
Diclorometano/Metanol (92:8) 60
Diclorometano/Metanol (91:9) 60
Diclorometano/Metanol (90:10) 60
Diclorometano/Metanol (80:20) 60
Metanol (100) 60

Fonte: A autora.

FIGURA 11 - Fluxograma do refracionamento em coluna (CH2) da subfragdo 13H1.

Fonte: A autora.
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Desse fracionamento foram obtidas 104 subfragdes, as quais foram monitoradas
via CCD usando Liebermann-Burchard como revelador quimico. Aquelas placas que
apresentavam manchas com mesmo fator de reten¢do foram reunidas fornecendo 33
subfragdes que foram denominadas subfracdes “nH2”.

A subfragdo 8H2 apresentava uma tnica mancha na placa cromatografica e foi
selecionada para ser submetida as andlises espectrométricas (CG-EM) e espectroscopicas

(RMN 'H e 13C).
4.13 Fracionamento da fracio em acetato de etila das cascas

A frac@o em acetato de etila apresentou resultados satisfatorios para os testes de
inibicdo enzimdtica, atividade antimicrobiana e capacidade de sequestro do radical

peroxil, sendo selecionada para o fracionamento em coluna.

4.13.1 Fracionamento em coluna da fracdo em acetato de etila das cascas (Coluna

CAlI)

Cerca de 2,0 g da fracdo em acetato de etila foram submetidos ao fracionamento
em coluna, usando C18 como fase estaciondria e 4gua com adi¢des crescentes de metanol

como fase moével (Tabela 3).

TABELA 3 - Solventes usados como fase moével na coluna CAl.

Adicao (%) Volume (mL)
Agua/Metanol (95:5) 70
Agua/Metanol (90:10) 40
Agua/Metanol (80:20) 40
Agua/Metanol (70:30) 40
Agua/Metanol (60:40) 200
Agua/Metanol (50:50) 240
Agua/Metanol (40:60) 160
Agua/Metanol (30:70) 80
Agua/Metanol (20:80) 160
Agua/Metanol (10:90) 160
Metanol (100) 200

Fonte: A autora.
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Foram obtidas 120 subfra¢des que foram monitoradas com os reveladores
Liebermann-Burchard e cloreto de aluminio. As subfragdes que apresentavam mesmo
fator de retencdo foram reagrupadas, dando origem a 42 subfragdes denominadas “nA1”,
novamente foi realizado monitoramento via CCD das subfracdes reunidas. As subfra¢oes
6A1 e 12A1, que apresentavam manchas tnicas nas placas cromatogréficas durante o
monitoramento em CCD, foram submetidas a analise espectrométrica em CLAE-EM/EM

e espectroscépica em RMN (*H e '*C) (Figura 12).

FIGURA 12 - Fluxograma do fracionamento em coluna (CA1) da fragdo em acetato de
etila das cascas.
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de etila das cascas
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coluna cromatografica
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Reagrupadas em 42
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Fonte: A autora.
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4.14 Ensaios espectroscopicos e espectrométricos
4.14.1 Andlise em CG-EM

As subfracdes 14H1, 18H1 (Coluna CHI) e 8H2 (Coluna CH2) foram dissolvidas
em diclorometano, apresentando as respectivas concentragdes 1,4; 0,5 e 2,4 mg mL". De
cada solucdo foram resgatados 1 pL, o qual foi utilizado para inje¢do no CG-EM. As
andlises foram realizadas em equipamento CG-EM equipado com coluna capilar OV-5
Serial 121345, d.i. 0,25 mm THICKNESS: 0,25 um, 30 m. Foi usado gis hélio como
carreador a fluxo constante de 1,2 mL min™!, temperatura do injetor 280 °C (modo Split
1:20), temperatura inicial em 100 °C crescente a cada minuto em 13 °C até 280 °C,
mantendo-se nessa temperatura por 25 minutos. O tempo total da andlise foi de 41
minutos. Os cromatogramas e espectros obtidos de cada subfracdo foram analisados.

A anélise dos espectros de massas foi realizada por comparagdo com as bibliotecas

NIST, SHIMADZU, WILLEY disponiveis no equipamento.

4.14.2 Andalise em CLAE-EM/EM

As subfracdes 6A1 e 12A1 (Coluna CA1l) foram dissolvidas em metanol nas
concentracoes 1,7 e 1,8 mg mL, respectivamente. As anélises foram realizadas em um
aparelho CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) da marca Agilent, modelo
Infinity 1260, aclopado a um espectrometro de massas de alta resolucdo (QTOF), da
marca Agilent, modelo 6520 B, com fonte de ionizacao por electrospray. Os parametros
cromatograficos foram: coluna Agilent modelo Zorbax, 2,1 mm de didmetro interno, 5
cm de comprimento, particulas de 1,8 pum, fase movel: dgua acidificada com &cido
férmico (0,1%, v v'') (A) e metanol (B), com o seguinte sistema gradiente de solventes:
2% de B (0 min), 98% de B (0-15 min); 100% de B (15-17 min); 2% B (17-18 min) e 2%
B (18-22 min). Os parametros de ionizag¢do foram: pressdao do nebulizador de 58 psi, gas

secante a 8 L min’!, a uma temperatura de 220 °C, e energia no capilar de 4,5 KVa.

4.14.3 Anadlise de RMN de 'H e de '3C

As subfracdes obtidas da coluna CH1 (14H1 e 18H1), CH2 (8H2) e CA1 (6Al e
12A1) foram submetidas a andlise de Ressonancia Magnética Nuclear. As amostras foram

dissolvidas em cloroférmio deuterado CDCl3 (D-99,8%). Os ensaios foram realizados no
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Laboratorio de Multiusudrios do Instituto de Quimica da UFU (LAMIQ). A temperatura
dos ensaios foi 30 °C e foi utilizado TMS (6tms = 0,00) como padrio interno ou sinal
residual do solvente (cloroférmio-d éu 7,26 ppm e 6c 77,0 pmm).

A Figura 13 apresenta o fluxograma geral do procedimento experimental adotado

para obtencdo das compostos identificados nas cascas de C. sessilis.

Figura 13 - Fluxograma geral do procedimento experimental.
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Fonte: A autora.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Atividade antibacteriana

Segundo Rios e Récio (2005), valores de CIM abaixo de 100 pg mL™! sdo
considerados promissores, enquanto CIM inferiores a 10 pg mL! sdo excelentes. Para
Holetz et al. (2002), valores de CIM entre 500 pg mL! e 100 pg mL™! expressam uma
atividade moderada, entre 1000 ug mL™' e 500 pg mL™' é considerada fraca e acima de
1000 pg mL™! é inativa.

5.1.1 Atividade antibacteriana aerobia

Os resultados de CIM (ug mL™') referentes as amostras cascas e folhas de C.

sessilis frente as bactérias aerdbias sao demonstrados na Tabela 4.

TABELA 4 — Atividade antibacteriana (aerébias) das amostras de cascas e folhas.

CIM (ug mL)
Bactérias aerobias
Amostras Streptococcus  Streptococcus  Streptococcus Aggregatibacter
mutans mitis Sanguinis actinomycetencomitans
ATCC 25175  ATCC 49456  ATCC 10556 ATCC 43717

C Ext. Et. 400 400 200 400

A Hexano >400 200 400 >400

S Dicloro. >400 >400 200 >400

C AcOEt >400 >400 >400 >400

A Butanol >400 200 100 >400

S Residuo >400 >400 >400 >400

F Ext Et. >400 >400 >400 >400

O Hexano >400 >400 >400 >400

L Dicloro. >400 >400 >400 >400

H AcOEt >400 >400 >400 >400

A Butanol >400 >400 >400 >400

S Residuo >400 >400 >400 >400
Clorexidina* 0,922 1,844 1,844 0,922

Nota: *Clorexidina é o controle positivo.
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O extrato etandlico das cascas de C. sessilis exibiu atividade moderada frente a
todas as bactérias aerdbias testadas, apresentando valores de CIM 400 pg mL™! sobre os
microorganismos S. mutans, S. mitis e A. actinomycetemcomitans e 200 pg mL™! sobre o
microorganismo S. sanguinis. Esses resultados podem estar associados a a¢do conjunta
dos metabdlitos secundérios encontrados no extrato das cascas que inibem o crescimento
bacteriano.

A fragdo em hexano das cascas apresentou atividade moderada frente as aerdbias
S. mitis e S. sanguinis, demonstrando um valor de CIM 200 pg mL™! e 400 ug mL™,
respectivamente. A fracdo em diclorometano das cascas foi moderamente ativa frente a
bactéria S. sanguinis, apresentando um valor de CIM 200 pg mL!. Enquanto a fracdo em
n-butanol das cascas revelou-se moderamente ativa frente as aerdbias S. mitis e A.
actinomycetemcomitans, apresentando o CIM 200 pug mL' e 400 pg mL’,
respectivamente. Essa fragdo também demonstrou atividade promissora frente a cepa S.
sanguinis, apresentando um valor de CIM de 100 ug mL™!. Contudo, a fracdo em acetato
de etila e o residuo hidrometandlico apresentaram valores de CIM superiores a 400 pg
mL!, indicando que essas amostras apresentam fraca atividade ou sdo inativas frente as
bactérias aerdbias testadas.

As amostras de folhas, com exce¢do da fracdo em diclorometano, demonstraram
pouca atividade ou inatividade frente aos microorganismos testados, pois os valores de
CIM foram superiores a 400 ug mL™'. A fragdo em diclorometano das folhas (CIM 400
ug mL™') demonstrou atividade moderada na inibicdo do crescimento de bactérias S.
sanguinis.

Os microorganismos aerdbios testados sdao responsdveis por diversas doencas
bucais, entre elas a gengivite, desenvolvimento da placa dentdria bacteriana, cdrie,
periodontite, alteracdes de restauracOes dentdrias e estdo relacionadas a endocardite,
causada por bactérias que penetram na corrente sanguinea apds trauma (ETO; RASLAN;
CORTELLI 2003; YAMAGUCHI et al., 2006).

Canelhas (2012), em estudo da mesma espécie, submeteu as amostras de cascas e
folhas de C. sessilis a avaliagdo da atividade antimicrobiana pelo método de
Microdiluicdo em Caldo. Foram utilizadas as cepas aerdbias S. mutans (ATCC 25175),
S. mitis (ATCC 49456) e S. sanguinis (ATCC 10556) e as amostras testadas foram as
fragdes em cicloexano e diclorometano das cascas e cicloexano, diclorometano, acetato
de etila e metanol das folhas. Os resultados obtidos por Canelhas (2012) estdo expostos

na Tabela 5 (p. 37).
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TABELA 5 - Comparagao entre resultados obtidos no trabalho atual e em Canelhas (2012)
para as amostras de cascas e folhas de C. sessilis frente a bactérias aerdbias.

CIM (ug mL")

CASCAS FOLHAS

Bactérias Bactérias

Amostras S. mutans S. mitis S. sanguinis Amostras S. mutans S. mitis S. sanguinis

Ext. Et. 400 400 200 Ext. Et. >400 >400 >400
Hexano >400 200 >400 Hexano >400 >400 >400
Dicloro >400 >400 200 Dicloro >400 >400 >400
AcOEt >400 >400 >400 AcOEt >400 >400 >400
Butanol >400 200 100 Butanol >400 >400 >400
Residuo >400 >400 >400 Residuo >400 >400 >400
Cicloexano*  >400 25 400 Cicloexano* >400 400 >400

Dicloro* 200 200 >400
Dicloro* >400 400 200 AcOEt* 200 200 >400

MetOH*  >400  >400 >400

Nota: O asterisco (*) apresenta os dados obtidos por Canelhas (2012).
Fonte: A autora; Canelhas (2012).

As amostras de cascas de C. sessilis do atual trabalho e na pesquisa realizada por
Canelhas (2012) apresentaram valores de CIM superiores 4 400 ug mL™! frente a cepa S.
mutans, com excecao do extrato etandlico do presente trabalho que revelou uma atividade
moderada frente a essa aerébia (CIM 400 pg mL!). O microorganismo aerébio ndo é
suscetivel a acdo dos metabdlitos presentes nas amostras de cascas de C. sessilis.

Amostras de cascas do atual trabalho (extrato etandlico, fracdes em hexano e n-
butanol) apresentaram atividade moderada sobre a bactéria S. sanguinis, assim como
amostras de cascas testadas no trabalho de Canelhas (2012) (fragdes em cicloexano e
diclorometano). Esses resultados demonstram que a bactéria S. sanguinis € suscetivel as
amostras de cascas de C. sessilis, as quais inibiram moderadamente o crescimento do
microorganismo.

A fracdo em cicloexano das cascas do trabalho de Canelhas (2012) apresentou um
resultado promissor frente ao microorganismo S. sanguinis (CIM 25 ug mL™"), enquanto
a fragdo em diclorometano demonstrou um resultado moderado (CIM 400 ug mL™'). O
extrato etandlico e as fragdes em hexano e n-butanol do presente trabalho revelaram
atividade moderada frente & mesma bactéria (CIM 400 pg mL™!, 200 pg mL"' e 200 pg
mL!, respectivamente).
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Nao foi possivel verificar a recorréncia dos resultados de folhas demonstrados por
Canelhas (2012) no atual trabalho. No estudo de Canelhas (2012), as fracdes em
diclorometano e acetato de etila das folhas de C. sessilis exibiram CIM de 200 ug mL"!
frente a S. mutans e S. mitis, demonstrando uma atividade moderada sobre o crescimento
dessas aerdbias. Enquanto no atual trabalho, todas as fragdes de folhas testadas
apresentaram CIM superior a 400 pg mL™! sobre as mesmas bactérias.

As divergéncias exibidas pela comparagdo entre os resultados demonstrados no
presente trabalho e naquele desenvolvido por Canelhas (2012) podem estar associadas as
condi¢des ambientais das espécies de C. sessilis. A espécie estudada neste trabalho foi
coletada em uma Reserva Legal da Fazenda Contendas, no municipio de Morrinhos - GO,
em Outubro de 2015 (periodo de seca), a espécie do estudo de Canelhas (2012) foi
coletada na Reserva Ecoldgica do Panga, em Uberlandia - MG, em Outubro de 2010.

Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), a idade e desenvolvimento da planta, bem
como a localizacdo da espécie influenciam na producdo de metabdlitos secunddrios. Os
locais onde as espécies foram coletadas podem apresentar diferencas na altitude,
temperatura, incidéncia da radiacdo ultravioleta, nutrientes presentes no solo, polui¢ao
atmosférica e indice de pluviosidade, dessa forma alterando a quantidade e variedade de
metabolitos secundédrios e consequentemente a atividade bioldgica que a espécie

apresenta.

5.1.2 Atividade antibacteriana anaerobia

Os resultados da atividade antibacteriana anaerdbia das amostras de cascas e
folhas de C. sessilis sdo fornecidos em CIM, na unidade pg mL™' e estdo expostos na

Tabela 6 (p. 39).
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TABELA 6 - Atividade antibacteriana (anaerdbias) das amostras de cascas e folhas.

CIM (ug mL™")

Bactérias anaerdbias

Amostras Porphyromonas Fusobacterium Actinomyces Bacteroides  Bacteroides

gingivalis nucleatum naeslundii fragilis  thetaiotaomicron
ATCC 33277 ATCC 25586 ATCC 19039 ATCC 25285  ATCC 29741

C Ext. Et. 400 400 400 - -

A Hexano >400 400 400 - -

S Dicloro. 400 >400 200 - -

C AcOE 400 200 >400 - -

A Butanol 400 200 400 3 3

S Residuo  >400 >400 >400 i ;

F Ext. Et. >400 >400 >400 - -

O Hexano >400 >400 >400 - -

L Dicloro. >400 >400 >400 - -

H AcOEt >400 >400 >400 - -

A Butanol >400 >400 >400 - -

S Residuo >400 >400 >400 - -

Metronidazol* - - - 0,737 1,475

Nota: Metronidazol* € o controle positivo; o hifen (-) indica que néo foi testado.
Fonte: A autora.

O extrato etandlico das cascas apresentou atividade moderada frente a todas as
anaerdbias testadas P. gingivalis, F. nucleatum e A. naeslundii, revelando um CIM de 400
ug mL! para as trés bactérias. A fracdo em hexano das cascas foi moderamente ativa na
inibicdo do crescimento das cepas F. nucleatum e A. naeslundii, exibindo um valor de
CIM de 400 pg mL ! para ambas. A fragdo em diclorometano das cascas revelou atividade
moderada frente as anaerdbias P. gingivalis e A. naeslundii, apresentando valores de CIM
de 400 pg mL' e 200 ug mL!, respectivamente.

A fracdo em acetato de etila das cascas foi moderamente ativa sobre as bactérias P.
gingivalis e F. nucleatum, uma vez que apresentou CIM de 400 pg mL ' e 200 ug mL™!,
respectivamente. A fracdo em n-butanol das cascas mostrou-se moderamente ativa em
inibir o crescimento das anaerdbias testadas, apresentando valores de CIM 400 pg mL™!
frente as bactérias P. gingivalis e A. naeslundii e CIM 200 ug mL"! frente & F. nucleatum.

Contudo, o residuo hidrometandlico das cascas demonstrou-se fracamente ativo ou
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inativo sobre as anaerobias testadas, pois apresentou valores de CIM acima de 400 pg
mL.

As amostras de folhas de C. sessilis apresentaram valores de CIM superiores a
400 pg mL!, revelando fraca atividade ou inatividade referente 2 inibi¢o do crescimento
das bactérias anaerdbias testadas. As amostras cascas de C. sessilis demonstraram-se mais
ativas na inibi¢do do crescimento de bactérias aerdbias e anaerdbias bucais do que as
amostras de folhas.

Os microorganismos anaerdbios utilizados no teste sdo responsdveis pelo
desenvolvimento do biofilme dental, periodontite e apendicite aguda (CASTELLARIN
et al.,2011; DIEGE et al., 2009; HOLT et al., 1999).

Canelhas (2012) realizou avalia¢do da atividade antimicrobiana das amostras de
cascas e folhas de C. sessilis sobre as bactérias P. gingivalis (ATCC 33277) e A.
naeslundii (ATCC19039). A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos por Canelhas

(2012) em comparagao com os resultados do presente trabalho.

TABELA 7 - Comparagdo entre resultados obtidos no trabalho atual e em Canelhas
(2012) para as amostras de cascas e folhas de C. sessilis frente a bactérias anaerdbias.

CIM (ug mL1)
CASCAS FOLHAS
Bactérias Bactérias

Amostras  P. gingivalis A. naeslundii Amostras  P. gingivalis  A. naeslundii
Ext. Et. 400 400 Ext. Et. >400 >400
Hexano >400 400 Hexano >400 >400
Dicloro. 400 200 Dicloro. >400 >400
AcOEt 400 >400 AcOEt >400 >400
Butanol 400 400 Butanol >400 >400
Residuo >400 >400 Residuo >400 >400
Cicloexano* >400 >400 Ciclohexano* 50 >400

Dicloro* 50 >400
Dicloro* >400 >400 AcOEt* 400 >400

MetOH* >400 >400

Nota: O asterisco (*) apresenta os dados obtidos por Canelhas (2012).
Fonte: A autora; Canelhas (2012).

No presente trabalho, o extrato etandlico e as fracdes em diclorometano, acetato

de etila e n-butanol das cascas apresentaram CIM de 400 pg mL!, revelando uma
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atividade moderada frente a anaerébia P. gingivalis. No estudo de Canelhas (2012), as
fracdes em cicloexano e diclorometano apresentaram valores de CIM superiores a 400
ug mL!, demonstrando uma atividade fraca ou inativa das amostras de cascas sobre o
crescimento dessa bactéria.

O extrato etandlico e as fra¢cdes em hexano e n-butanol das cascas do atual trabalho
exibiram atividade moderada na inibicdo do crescimento de A. naeslundii, com um valor
de CIM 400 pg mL!. Todavia, no estudo realizado por Canelhas (2012), as fracdes em
cicloexano e diclorometano das cascas revelaram um valor de CIM superior a 400 ug mL"
! demonstrando que essas fragdes de C. sessilis possuem fraca atividade ou sdo inativas
na inibi¢do do crescimento da anaerdbia testada.

Foi verificada a recorréncia nos resultados exibidos neste trabalho e no estudo de
Canelhas (2012) referentes a inibi¢do do crescimento de A. naeslundii. As amostras de
folhas deste trabalho e do estudo de Canelhas (2012) apresentaram CIM superior a 400
ug mL!, revelando uma fraca atividade ou inatividade das amostras de folhas frente 2 A.
naeslundii.

As fragdes em acetato de etila e metanol das folhas, no trabalho de Canelhas
(2012), demonstraram atividade moderada frente a anaerébia P. gingivalis (CIM 400 ng
mL"' e CIM 100 ug mL™!, respectivamente) e as fragdes em cicloexano e diclorometano
das cascas apresentam CIM 50 pg mL!, revelando atividade promissora dessas fracdes
sobre a anaerdbia testada. Entretanto, as amostras de folhas do atual estudo demonstraram
CIM superior a 400 ug mL™!, indicando uma fraca atividade ou inatividade do extrato e
fragdes na inibi¢do do crescimento de P.gingivalis.

As divergéncias dos resultados biolégicos obtidos para a mesma espécie vegetal
(Cordiera sessilis) e mesmos microorganismos testados podem estar associadas ao local
de desenvolvimento e coleta da espécie vegetal, bem como a idade que a planta
apresentava quando foi submetida ao estudo.

Ainda assim, neste trabalho € possivel verificar que as amostras de cascas de C.
sessilis sao moderamente ativas na inibicdo do crescimento de bactérias aerdbias e
anaerdbias bucais e as amostras de folhas mostraram-se fracamente ativas ou inativas na

inibicao do crescimento das mesmas bactérias.
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5.2 Atividade antifiingica

A atividade antiftingica da espécie C. sessilis foi analisada com leveduras do
género Candida spp. O resultado da Concentracdo Inibitéria Minima ¢é expresso em pg
mL!, estd exposto na Tabela 8 para amostras de cascas e folhas, os valores sio

ponderados de acordo com Rios e Récio (2005) e Holetz et al. (2002).

TABELA 8 - Atividade antifiingica das amostras de cascas e folhas de C. sessilis.

CIM (ug mL")
Bactérias aerobias
Amostras Candida Candida Candida Candida Candida
albicans tropicalis glabrata krusei parapsilosis

ATCC 28366 ATCC 13803 ATCC 15126 ATCC 6358 ATCC 22019
C Ext Et 46,87 1500 3000 - -
A Hexano 3000 3000 3000 - -
S Dicloro. 375 >3000 3000 - -
C AcOEt 93,75 93,75 750 - -
A Butanol 93,75 93,75 750 - -
S Residuo 187,50 187,50 375 - -
F Ext Et. 187,50 >3000 >3000 - -
O Hexano 3000 3000 3000 - -
L  Dicloro. 3000 >3000 3000 - -
H AcOEt 46,87 187,50 >3000 - -
A Butanol 93,75 1500 750 - -
S Residuo 46,87 1500 >3000 - -
Anfotericina* - - - 1,0 0,5

Nota: *Anfotericina é o controle positivo e o hifen (-) indica que néo foi testado.
Fonte: A autora.

Os extratos etandlicos das cascas e das folhas apresentaram atividades
promissoras frente ao fungo C. albicans, apresentando um CIM de 46,87 pg mL"! e
indicando o resultando mais eficiente desse teste. O conjunto de metabdlitos secundarios
que o extrato etandlico exibe colaborou para a ocorréncia da atividade promissora na
inibicdo do crescimento do fungo C. albicans, ocorrendo um sinergismo que

proporcionou o melhor resultado entre as amostras de cascas testadas.
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As fragdes com caracteristicas mais polares, acetato de etila e n-butanol das
cascas, demonstraram valores de CIM 93,75 ug mL™!, para ambas, indicando atividade
promissora frente aos fungos C. albicans e C. tropicalis.

O residuo hidrometanélico das cascas expressou valores de CIM 187,5 ug mL"!
frente aos microorganimos C. albicans e C. tropicalis € um valor de CIM 375 ug mL"!
frente a C. glabrata, esses resultados revelam que o residuo hidrometandlico foi
moderamente ativo na inibi¢do do crescimento dos fungos testados.

Os fungos utilizados nesse teste sdo responsaveis pela candidiase, patologia que
acomete pele, cavidade oral, esdfago, trato gastrointestinal, 6rgdos sexuais e sistema
vascular dos seres humanos (CALDERONI; FONZI, 2001).

As fracdes com caracteristicas mais polares das folhas apresentaram melhores
resultados frente aos fungos analisados. A fracdo em acetato de etila demonstrou atividade
promissora frente a levedura C. albicans (CIM 46,87 ug mL') e atividade moderada
frente & C. tropicalis (CIM 187,50 pg mL'). A fracdo em n-butanol das folhas exibiu
CIM 93,75 pg mL"!, apresentando atividade moderada sobre o microorganismo C.
albicans, embora tenha se revelado inativa sobre C. tropicalis e C. glabrata.

O residuo hidrometanélico das folhas exibiu CIM 46,87 ug mL™!, demonstrando
atividade promissora frente a levedura C. albicans, entretanto revelou-se inativo frente
aos microorganismos C. tropicalis e C. glabrata.

O extrato etanolico, bem como as fragdes com caracteristicas mais polares
(acetato de etila, n-butanol e residuo hidrometandlico) das cascas e folhas de C. sessilis
expressaram resultados favordveis a inibicdo do crescimento de leveduras do género
Candida spp, indicando o potencial da espécie frente aos fungos causadores da

candidiase.

5.3 Capacidade de sequestro do radical peroxil

z

O método utilizado no teste € chamado ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) e apresenta vantagens sobre outros métodos, uma vez que a medida da inibi¢ao
da oxidacdo € realizada a partir da intensidade da fluorescéncia, impedindo que a
coloragdo da amostra interfira na medida e, consequentemente, no resultado. Outra
vantagem apresentada pelo método ORAC, comparada aos demais, € a utilizagdo do
radical peroxil ou hidroxil como pré-oxidantes fisiologicos, conferindo ao teste um

significado bioldgico maior (LIMA, 2008a).
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No teste que analisa a capacidade de sequestro do radical peroxil, esta espécie
radicalar é formada a partir da reacdo do AAPH com o oxigénio da atmosfera. O radical
peroxil reage com a fluoresceina (indicador fluorescente) fornecendo um produto ndo
fluorescente. As substancias com propriedades antioxidantes presentes na amostra,
evitam a a¢ao antioxidante do radical peroxil sobre a fluoresceina, fornecendo dtomos de
hidrogénio a espécie radicalar. Sendo assim, a intensidade da fluorescéncia torna-se
proporcional ao potencial antioxidante que amostra apresenta (ALVES et al., 2010).

Os resultados da capacidade de sequestro do radical peroxil sao fornecidos em
umol equivalente de Trolox por grama de amostra, isto &, a quantidade de Trolox
(antioxidante sintético) em micromols que possui a mesma atividade antioxidante que um
grama da amostra testada.

A atividade antioxidante satisfatoria € avaliada a partir de comparagdo do valor
exibido pelas amostras testadas com o controle positivo 4acido ascorbico
(2194 + 321,5 pmol Trolox eq g!). Nesse sentido, quanto maior a quantidade de matéria
de Trolox equivalente a 1 grama de amostra testada, maior serd a capacidade de sequestro
do radical peroxil associada a ela e o potencial antioxidante que a amostra apresenta.

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo da capacidade de

sequestro do radical peroxil para as amostras de cascas e folhas de C. sessilis.

TABELA 9 - Capacidade de sequestro do radical peroxil para as amostras
de cascas e folhas de C. sessilis.

CASCAS FOLHAS
Amostras umol Trolox eq. g  Amostras  umol Trolox eq. g
Ext. Et. 880,6 £26,6 Ext. Et. 1119,4 £ 300,2
Hexano 167,8 £52,1 Hexano 932,1 +131,7
Dicloro. 1511,3+119,7 Dicloro. 265,4 +109,6
AcOEt 2415,5 £ 1578 AcOEt 2319,8 + 80,2
Butanol 606,5 + 157,8 Butanol 2051,6 = 20,0
Residuo 719,5 + 146,4 Residuo 809,1 £110,3

Ac. ascérbico* 2194 +321,5  Ac. ascérbico* 2194 + 321,5

Nota: “O controle positivo é o dcido ascérbico.
Fonte: A autora.
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As fragdes em diclorometano e acetato de etila das cascas de C. sessilis exibiram
resultados satisfatérios na inibicdo da oxidagdo causada pelo radical peroxil (1511,3 +
119,7 e 2415,5 + 157,8 umol Trolox eq g!, respectivamente). O extrato etandlico e as
fracdes em acetato de etila e n-butanol das folhas também demonstraram valores
satisfatorios na inibi¢ao da oxidagao (1119,4 +300,2; 2319,8 = 80,2 ¢ 2051,6 + 20,0 pmol
Trolox eq g!, respectivamente).

A fragdo em acetato de etila das cascas e folhas apresentou valor tdo eficiente
quanto o controle positivo utilizado no teste, revelando o potencial antioxidante das
substancias presentes na fracao. Esse eminente resultado pode estar associado a presenga
de compostos fendlicos e flavonoides na fracdo em acetato de etila, uma vez que essas
classes de metabdlitos apresentam acentuada atividade antioxidante (ZUANAZZI,
MONTANHA; ZUCOLOTTO, 2017).

Os resultados exibidos para o extrato etandlico das cascas e folhas de C. sessilis
(880,6 +26,6 ¢ 1119,4 + 300,2 pmol Trolox eq g'!, respectivamente) sdo melhores do que
aqueles demonstrados pela espécie da mesma familia Nauclea latifolia (Rubiaceae). O
extrato aquoso das folhas de N. latifolia apresentou um valor de 196,55 + 0,073 pumol
Trolox eq g e o extrato aquoso dos frutos demonstrou um valor de 55,88 + 0,073 pumol
Trolox eq g, resultados inferiores aqueles encontrados para C. sessilis (AYELESO;
OGUNTIBEJU; BROOK, 2014).

Estudo realizado com plantas brasileiras por Silva et al. (2007b) demonstrou que
extratos hidrometandlicos das cascas de Cedrela odorata (Meliaceae) e Dalbergia
subcymosa (Fabaceae) foram avaliados quanto a capacidade de sequestro do radical
peroxil e expressaram valores 1038,1 + 189,6 e 1396,8 + 36,8 umol Trolox eq g,
respectivamente. Esses valores sdo inferiores aquele demonstrado pela fragdao em acetato
de etila das cascas de C. sessilis (2415,5 £ 157,8 umol Trolox eq g'), revelando que essa
fracdo apresenta significativa capacidade em inibir a a¢do oxidante do radical peroxil.

O extrato hidrometandlico das folhas de Byrsonima crassifolia (Malpighiaceae)
apresentou resultado 778,8 + 54,4 umol Trolox eq g!, de acordo com Silva et al. (2007b).
O extrato etanodlico das folhas de C. sessilis e as fracdes em acetato de etila e n-butanol
(1119,4 £ 300,2; 2319,8 + 80,2 e 2051,6 = 20,0 umol Trolox eq g™!, respectivamente)
expressaram valores superiores ao extrato hidrometandlico das folhas de B. crassifolia.

Dessa forma, € possivel verificar que as amostras de cascas e folhas de C. sessilis,

principalmente aquelas mais polares e os extratos etanolicos, apresentam excelente
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capacidade em inibir a acdo oxidativa causada pelo radical peroxil, revelando o potencial

antioxidante das cascas e folhas dessa espécie.

5.4 Inibiciao enzimatica

Atualmente, o Diabetes Mellitus € considerado uma epidemia mundial e esté
associado ao desenvolvimento de vérias doencas por conta de suas complicagcdes, como
insuficiéncia renal, amputacdo de membros inferiores, cegueira e doenga cardiovascular.
O diabetes € caracterizado pelo aumento anormal de glicose no sangue (Ministério da
Saude, 2006).

A fonte de glicose na corrente sanguinea depende da acdo das enzimas a-amilase
e a-glicosidase que realizam hidrolise dos carboidratos. Inibir a atividade dessas enzimas
a partir da redu¢do na ingestao de carboidratos € a principal estratégia para o tratamento
do diabetes (SU; LAIL; NG, 2013).

A acarbose € uma droga capaz de inibir a acdo dessas enzimas e € usada no
tratamento do diabetes, entretanto, seu uso apresenta efeitos colaterais, como a eliminacao
de gordura nas fezes. Sendo assim, as fontes vegetais podem apresentar uma alternativa
no tratamento da doenga, uma vez que sdo ricas em inibidores de a-amilase e a-
glicosidase (FIGUEIREDO-GONZALES et al., 2016). Nesse sentido, realizou-se o teste
a fim de verificar a acdo inibitdria das amostras de cascas e folhas de C.sessilis sobre agdo

das enzimas a-amilase e a-glicosidase.

5.4.1 Inibi¢do da a-amilase

Os resultados do teste para verificar a a¢do inibitéria das amostras de cascas e
folhas de C. sessilis sobre a enzima a-amilase sdo expressos em porcentagem de inibi¢do
enzimatica (%). A concentracdo das amostras testadas e do controle positivo utilizado no
teste foi 1 mg mL™"'. Os resultados obtidos para as amostras de cascas e folhas estdo

expostos na Tabela 10 (p. 47).
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TABELA 10 - Inibi¢ao das amostras de cascas e folhas sobre a-amilase.

CASCAS FOLHAS
Amostras Inibicdo (%) Amostras Inibicdo (%)
Ext. Et. 21,6 £3,0 Ext. Et. 2,7+25
Hexano 16,5+ 1,6 Hexano 27.5+3,7
Dicloro. 13,1+7,3 Dicloro. 24,2 +4.5
AcOEt 37,1 £4.8 AcOEt 32,5+5,3
Butanol 15,0 +4,8 Butanol 28,1 +8.,0
Residuo 25,9 +5,8 Residuo 29.0+3,8

Acarbose* 98,8 +0,1 Acarbose* 98,8 0,1

Nota: “Acarbose é o controle positivo.
Fonte: A autora.

Os maiores valores de porcentagem de inibicdo enzimatica indicam melhor
atividade da amostra em coibir a acdo da a-amilase. Logo, as fracdes em acetato de etila
das cascas (37,1 £ 4,8%) e das folhas (32,5 + 5,3) demonstraram o melhor resultado se
comparadas as demais amostras testadas, embora a percentagem de inibi¢do seja muito
inferior aquela demonstrada pelo controle positivo Acarbose (98,8 + 0,1%). Os
compostos fenodlicos possuem acdo inibitoria sobre as enzimas a-amilase e a-glicosidase
(RIOS et al., 2015).

O extrato etandlico das folhas da espécie Genipa americana (Rubiaceae) (0,29 +
0,049%) apresentou valor percentual de inibicdo da enzima a-amilase inferior aquele
encontrado para o extrato etandlico de cascas (21,6 £ 3,0%) e folhas (2,7 £ 2,5%) de C.
sessilis (SOUZA, 2011). O extrato em hexano das folhas de espécies nativas do Cerrado
Morus nigra (Moraceae) e Pouteria torta (Sapotaceae) (22,41 +0,005% e 9,95 + 0,009%,
respectivamente) demonstraram resultados inferiores aqueles exibidos pela fracdo em
hexano das amostras de cascas (16,5 + 1,6%) e folhas (27,5 + 3,7%) de C. sessilis
(SOUZA, 2011).

Entretanto, as amostras de C. sessilis ndo revelaram promissores resultados, como
os que foram exibidos pela espécie Eugenia dysenterica (98,95 + 0,008%) (SOUZA,
2011). Os resultados obtidos para as amostras de cascas e folhas C. sessilis revelam a

insuficiéncia da espécie em coibir a acdo da enzima o-amilase.
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5.4.2 Inibicdo da a-glicosidase

Os resultados da andlise de inibicdo da enzima a-glicosidase sdo expressos em
porcentagem de inibicdo (%). A concentrag¢do das amostras de cascas, folhas e do controle
positivo utilizado no teste foi 1 mg mL™!.

A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos para as amostras de cascas e folhas
de C. sessilis no teste que verifica a percentagem de inibicdo da enzima glicosidica a-

glicosidase.

TABELA 11 - Inibigao das amostras de cascas e folhas sobre a-glicosidase.

CASCAS FOLHAS
Amostras Inibicdo (%) Amostras Inibicao (%)
Ext. Et. S.L Ext. Et. 32,1+£1,1
Hexano 1,6 £0,1 Hexano S.I
Dicloro. S.L Dicloro. 10,0 £ 3.0
AcOEt 7,042 AcOEt 375+ 1,1
Butanol 90+14 Butanol 51,6 2,3
Residuo S.L Residuo 33,3+7,0

Acarbose* 74,4 +0,7 Acarbose* 74,4 0,7

Nota: “Acarbose é o controle positivo e S.I. indica que nio houve
inibi¢do.
Fonte: A autora.

Pelos resultados obtidos, verifica-se que as amostras de cascas ndo apresentaram
resultados satisfatorios para inibi¢do da enzima a-glicosidase. Uma vez que, os valores
encontrados sdo inferiores a 10% para as fracdes em hexano, acetato de etila e n-butanol
(1,6 £ 0,1%, 7,0 + 4,2% e 9,0 + 1,4%, respectivamente). A fracio em diclorometano,
residuo hidrometandlico e extrato etandlico ndo apresentaram inibi¢do sobre a enzima o-
glicosidase.

As folhas de C. sessilis apresentaram resultados de inibicdo de a-glicosidase
inferiores ao controle positivo Acarbose (74,4 + 0,7%), medicamento atualmente
utilizado para inibir a acdo das hidrolases glicosidicas. A fracdo em n-butanol das folhas
apresentou o maior resultado obtido entre as amostras de cascas e folhas testadas (51,6 +
2,3%).

O extrato etandlico das cascas de Allamanda blanchetti (Apocynaceae), espécie

nativa do Cerrado, demonstrou percentual de inibicdo da a-glicosidase 33,57+ 0,065%,
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valor superior aquele apresentado pelo extrato etandlico das cascas de C. sessilis (S.I.).
Ja o extrato etandlico das folhas de A. blanchetti demonstrou percentagem de inibi¢ao
18,11 + 0,051% inferior ao encontrado para extrato etandlico das folhas de C. sessilis
(32,1 £1,1) (SOUZA, 2011).

As fragdes mais ativas das folhas de C. sessilis (fracdo em acetato de etila e n-
butanol; 37,5 £ 1,1 e 51,6 + 2,3%, respectivamente) reveleram um potencial de inibi¢do
entre menor do que aquele apresentado pela Acarbose. Além disso, as amostras de folhas
mostraram-se mais ativas na inibi¢ao de a-glicosidase, se comparadas as cascas, enquanto
no teste sobre inibicao da a-amilase, as cascas se sobressairam as folhas.

As enzimas a-amilase e a-glicosidase atuam juntas na absorc¢do de carboidratos,
realizando a hidrélise dessas moléculas. Dessa forma, um inibidor eficaz deve ser capaz
de impedir a atividade de ambas enzimas. Neste trabalho, é possivel verificar que as
amostras cascas e folhas de C. sessilis foram pouco eficientes na inibicdo da enzima a-
amilase e as folhas demostraram melhor resultado na inibi¢do da enzima a-glicosidase.
Todavia, as amostras ndo demonstraram resultados eficazes, que se aproximam daquele
exibido pelo controle, demonstrando que as cascas e folhas de C. sessilis ndo representam

uma eficaz alternativa no tratamento do diabetes.

5.4.3 Inibicao da lipase

De acordo com a Pesquisa de Orgcamentos Familiares (POF), realizada pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica em 2008-2009, 14,8% dos brasileiros
adultos sdo obesos, o que afeta 12,5% dos homens e 16,9% das mulheres do pais
(BRASIL, 2010). O diabetes, a hipertensdo arterial, as doencas cardiovasculares e a
apneia do sono sdo distirbios que estdo associadas ao desenvolvimento da obesidade
(FARIA et al., 2010).

Os medicamentos mais utilizados para perda de peso sdo o Subtramine e Orlistat
que geram, em média, uma perda de peso de 3 a 5 kg, apds um ano de tratamento
(COUTINHO, 2009). Nesse sentido, surge a procura por medicamentos naturais que
contribuam para a reducdo de peso e melhora na qualidade de vida (SHARMA;
SHARMA; SEO, 2005).

A perda de peso estd relacionada a redug¢do do aproveitamento calérico. Dessa
forma, as enzimas lipases envolvidas no metabolismo dos lipidios tornam-se os alvos dos

inibidores. Durante a ingestdo de lipidios o processo de digestao inicia-se na boca, quando
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a lipase lingual emulsifica pequena quantidade de triacilglicerdis (constituintes dos
lipidios). No estdbmago, a lipase gastrica dispersa os lipidios em particulas menores e no
intestino delgado, pela acdo das enzimas pancredticas (dentre elas a lipase pancredtica) e
sais biliares, os lipidios sdo hidrolisados e absorvidos pelas células da mucosa intestinal
(SILVA et al., 2002).

A lipase pancredtica € hidrossolivel e depende da proteina colipase para degradar
os lipidios, dessa maneira, adquire cardter anfipatico, usando sua extremidade apolar para
interagir com lipidios e polar para ligar-se a dgua, causando a quebra do lipidio (SILVA
et al., 2002). A lipase pancredtica hidrolisa entre 50% a 70% dos lipidios ingeridos na
dieta. Portanto, os inibidores da lipase pancredtica impedem a acdo da enzima de
metabolizar os lipidios e esses s@o eliminados do organismo sem serem absorvidos
(SOUZA, 2009).

Os resultados da avaliacdo da inibicdo da enzima lipase sdo expressos em
porcentagem de inibicdo (%). As amostras de cascas, folhas e o controle positivo utilizado
no teste foram testados na concentracio de 2 mg mL"'. A Tabela 12 apresenta as

porcentagens de inibi¢@o para as amostras de cascas e folhas de C. sessilis.

TABELA 12 - Inibicdo das amostras de cascas e folhas sobre lipase.

CASCAS FOLHAS
Amostras Inibicao (%) Amostras Inibicio (%)
Ext. Et. 36,5 £8.,5 Ext. Et. S.L
Hexano 51,5+17,1 Hexano 25,7 +6,4
Dicloro. 71,2 £10,7 Dicloro. S.I.
AcOEt 98,4 +2,1 AcOEt 71,2 +2,1

Butanol 424 + 17,1 Butanol 28, 7+2,1
Residuo 13,6 +2,1 Residuo 2,5+0,7
Orlistat* 94,5 +2,1  Orlistat* 94,5 +2,1

Nota: *Orlistat é o controle positivo e S.I. indica que ndo houve
inibicdo.
Fonte: A autora.

A fracdo em diclorometano das cascas de C. sessilis (71,2 £ 10,7%) apresentou

resultado promissor em inibir a acdo da enzima lipase. A fracdo em acetato de etila das

cascas (98,4 + 2,1%) demonstrou resultado tdo eficiente quanto o controle positivo
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utilizado no teste (Orlistat 94,5 + 8,3%), sendo a fragao mais ativa entre todas as testadas
e indicando o potencial que essa fracdo demonstra em inibir a acdo da enzima lipase.

Souza (2009) realizou estudo a fim de avaliar a capacidade das cascas de Malus
communis (Rosaceae) em inibir a agdo da enzima lipase. Foi verificado que o extrato
metanodlico das cascas da espécie demonstrou um percentual de inibicao de 24,1 + 0,08%,
inferior ao encontrado para as amostras de cascas de C. sessilis (com ece¢do do residuo
hidrometandlico 13,6 = 2,1%).

O extrato etandlico e a fracdo em diclorometano das folhas ndo apresentaram
capacidade de inibicdo da enzima lipase. Contudo, a fracdo em acetato de etila das folhas
(71,2 £ 2,1%) revelou promissor resultado, demonstrando ser a fracdo mais ativa das
folhas de C. sessilis na inibi¢do dessa enzima.

Em 2009, Souza realizou teste a fim de avaliar o potencial de inibicdo lipatica de
algumas plantas brasileiras. O extrato metanolico das folhas de Coffea arabica
(Rubiaceae) demonstrou percentual de inibicdo equivalente a 53,2 + 0,2%, valor inferior
aquele demonstrado pela fracdao em acetato de etila das folhas de C. sessilis (71,2 £2,1%).

As fracOes em acetato de etila das cascas e folhas e a fragdo em diclorometano das
cascas de C. sessilis (98,4 £ 2,1%, 71,2 + 2,1% e 71,2 = 10,7%, respectivamente)
apresentaram-se ativas na inibicao da enzima lipase, responsdvel pela absorc¢ao de lipidios
no organismo. Dessa forma, esses resultados demonstram que a espécie C.sessilis, em
especial as cascas do vegetal, sdo significativamente ativas em inibir a acdo da enzima

lipase.

5.5 Prospeccao fitoquimica

A prospeccio fitoquimica foi realizada por meio da cromatografia em camada
delgada, utilizando os reveladores mais comuns. Nas placas cromatograficas foi
verificada a presenca e intensidade de manchas, as quais indicavam a existéncia de classes
de metabdlitos secunddrios que reagiam com o revelador quimico utilizado.

O Quadro 2 (p. 52) mostra a intensidade da coloracdo que foi observada nas
manchas das placas cromatograficas durante a prospeccao fitoquimica das cascas de C.

sessilis.
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QUADRO 2 - Prospeccdo fitoquimica das amostras de cascas.

Amostra

Revelador Ext. Et. Hexano Dicloro. AcOEt Butanol Residuo
Dragendorff - - - - - -
(Alcaléides/compostos nitrogenados)
Vanilina - - - - - -
(Terpendides/fenil-propanoides)
Liebermann-Burchard ++ ++ ++ + + +
(Esteroides/triterpenos/saponinas)
Cloreto de aluminio + ++ ++ ++ ++ ++
(Flavonoides)
Anisaldeido - ++ ++ - - ++
(Esteroides/saponinas/fendlicos)
NP/PEG ++ ++ ++ ++ ++ ++

(Compostos fendlicos/flavonoides)

Nota: Os sinais representam a intensidade da coloragdo das manchas: (-) ausente, (+) pouco nitida e (++)
nitida.
Fonte: A autora.

As placas borrifadas com o revelador Dragendorff ndo apresentaram nenhuma
coloragdo caracteristica da ocorréncia de alcaloides ou outros compostos nitrogenados.

No entanto, houve aparecimento de manchas nitidas nas placas apds aplicacao dos
reveladores Liebermann-Burchard, cloreto de aluminio, anisaldeido e NP/PEG, sugerindo
a presenca das seguintes classes de metabodlitos secundarios: triterpenos, esteroides,
saponinas, flavonoides e compostos fendlicos nas cascas de C. sessilis. Em especial, nas
fracdes em hexano, diclorometano e no residuo hidrometandlico, que apresentaram
manchas com coloracdo mais intensa.

O Quadro 3 (p. 53) apresenta o resultado da prospeccao fitoquimica das folhas de
C. sessilis. Os sistemas de eluicdo foram os mesmos das cascas, assim como 0s

tratamentos para revelacao.
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QUADRO 3 - Prospeccdo fitoquimica das amostras de folhas.

Amostra

Revelador Ext. Et. Hexano Dicloro. AcOEt Butanol Residuo
Dragendorff - - - - - -
(Alcaléides/compostos nitrogenados)
Vanilina + + ++ + + +
(Terpendides/fenil-propanoides)
Liebermann-Burchard ++ ++ ++ ++ ++ -
(Esteroides/triterpenos/saponinas)
Cloreto de aluminio ++ + ++ - ++ ++
(Flavonoides)
Anisaldeido ++ ++ ++ + + +
(Esteroides/saponinas/fendlicos)
NP/PEG + ++ ++ + + +

(Compostos fendlicos/flavonoides)

Nota: Os sinais representam a intensidade da colora¢do das manchas (-) ausente; (+) pouco nitida e (++)
nitida.
Fonte: A autora.

Observa-se novamente, a auséncia de manchas nas placas reveladas com
Dragendorff, sugerindo a auséncia de alcaloides e compostos nitrogenados nas folhas da
espécie. Entretanto, € possivel verificar, a partir das manchas nitidas e/ou pouco nitidas e
pela acdo dos demais reveladores, a presenca de determinadas classes de metabdlitos
secundérios como terpenoides, fenil-propanoides, esteroides, triterpenos, saponinas,
flavonoides e compostos fendlicos.

O teste de prospeccdo fitoquimica indicou a presenca das vdrias classes de

metabolitos secunddrios presentes nas cascas e folhas de C. sessilis.

5.6 Determinacio do teor de fendis totais

O reagente de Folin-Ciocalteu, utilizado no teste de determinagdo do teor de fendis
totais, € composto por uma mistura dos dcidos fosfomolibdico H3P(Mo03O10)4 €
fosfotunguistico H3P(W3010)4 € possui coloracdo amarela. No teste, em meio basico, os
compostos fendlicos presentes na amostra sao desprotonados fornecendo anions
fenolatos. Esses anions reagem com o reagente de Folin-Ciocalteu reduzindo o
molibdénio e ocasionando a mudanga de cor de amarela para azul (OLIVEIRA et al.,
2009b).

A absorbancia do meio reacional € medida em um espectrofotdmetro em 760 nm.

O valor que indica o teor de fendis presentes na amostra ¢ determinado por meio da
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equacao da reta fornecida por solug¢des-padrao de dcido gélico (Apéndice — Figura VIII).
O resultado é expresso em mg de equivalente de dcido gdlico (EAG) por grama de
amostra.

A Tabela 13 (p. 54) apresenta os resultados, em mg de equivalente de 4cido gédlico
por grama de amostra (mg de EAG g™'), da determinacio de fendis totais para as amostras

de cascas e folhas de C. sessilis.

TABELA 13 - Teor de fendis totais das amostras de cascas e folhas.

CASCAS FOLHAS
Amostras Fenois totais Amostras  Fendis totais
(mg de EAG g (mg de EAG g)

Ext. Et. 250+£2,5 Ext. Et. 243 £33
Hexano 24+13 Hexano 64+14
Dicloro. 369 +34 Dicloro. 29,4 +0,5
AcOEt 76,1 = 6,0 AcOEt 92,4 +3,1
Butanol 37,5 +4,1 Butanol 340+1,9
Residuo 44 8 + 47 Residuo 11,6 +34

Fonte: A autora.

O resultado mais significativo do teste de determinacdo dos fendis totais das
amostras de cascas é da fracdo em acetato de etila (76,1 + 6,0 mg de EAG g™!), embora as
amostras de cascas de C. sessilis tenham apresentado baixo teor de fendis totais se
comparadas as espécies da mesma familia (Rubiaceae) Psychotria fractistipula e
Guettarda grazielae. O extrato etandlico e a fracdo em acetato de etila das cascas de P.
fractistipula exibiram teor de fendis totais 503,9 + 0,01 e 783,7 + 0,04 mg de EAG por
grama de amostra, respectivamente, valores muito superiores aqueles exibidos pelas
amostras de cascas de C. sessilis. A fracdo hidrometandlica do caule de G. gazielae
demonstrou teor de fenois totais 347,75 + 0,02 mg de EAG por grama de amostra,
superando os resultados exibidos pelas amostras de cascas (LIMA, 2008b; OLIVEIRA,
2015).

A fracdo em acetato de etila das folhas se sobressaiu as demais amostras,
apresentando o teor de fendis totais de 92,4 mg de EAG g'!. Ainda assim, os resultados
expressos por essa fracdo sdo inferiores aos demonstrados pelas espécies da mesma
familia (Rubiaceae) Guettarda grazielae, Psychotria fractistipula e Spermacoce latifolia.

As fragdes em acetato de etila das folhas de G. grazielae e P. fractistipula exibiram teor
54



de fendis totais 298,03 + 0,02 e 679,39 + 0,07 mg de EAG por grama de amostra,
respectivamente, demonstrados valores muito superiores a fracdo em acetato de etila das
folhas de C. sessilis. O extrato metandlico de partes aéreas da espécie S. latifolia
apresentou teor de fendis totais 482,7 + 1,8 mg de EAG por grama de amostra, exibindo
um resultado que se sobressai as amostras de folhas testadas (LIMA, 2008b; OLIVEIRA,
2015; COSMOSKI et al., 2015).

As amostras de cascas e folhas de C. sessilis ndo exibiram alto teor de fendis totais
se comparados a algumas espécies da mesma familia (G. grazielae, P. fractistipula e S.
latifolia). Entretanto, os valores apresentados indicam que as fragdes em acetato de etila
das cascas e folhas (76,1 £ 6,0 e 92,4 + 3,1 mg de EAG g‘l, respectivamente) exibem
maior quantidade de compostos fendlicos do que as demais amostras testadas e
demonstram valores superiores aos das espécies Genipa americana € Bathysa australis,
da familia Rubiaceae. Os extratos etandlicos dos frutos de G. americana e das folhas de
B. australis apresentaram teor de fendis totais 11,78 £+ 0,06 e 40,792 mg de EAG por
grama de amostra, respectivamente, exibindo valores inferiores aqueles demonstrados
pelas fracdes em acetato de etila das cascas e folhas de C. sessilis (BARBOSA, 2008;
SOUZA et al., 2013).

5.7 Fracionamento da fracao em hexano das cascas e identificacio de compostos

As cascas de C. sessilis apresentaram resultados satisfatérios na avaliacdo da
atividade antibacteriana, antiftingica, capacidade de sequestro do radical peroxil e de
inibicao da enzima lipase, sobressaindo-se aos resultados encontrados para as folhas.

A fracdo em hexano das cascas exibiu resultados promissores frente as bactérias
aerdbias e anaerdbias S. mitis (CIM 200 pg mL™), S. sanguinis (CIM 400 ug mL™'), F.
nucleatum (CIM 400 ng mL") e A. naeslundii (CIM 400 ug mL™). Sendo assim, essa

fracdo foi selecionada para fracionamento por cromatografia em coluna.

5.7.1 Fracionamento em coluna da fracdo em hexano das cascas (Coluna CHI)

A partir da coluna CH1 foram obtidas 283 subfra¢des que foram monitoradas por
CCD e reagrupadas em 65 subfragdes denominadas subfragcdes “nH1”, as quais foram
novamente monitoradas. As subfra¢des 14H1 e 18H1 apresentavam manchas tinicas nas
placas cromatogréficas, reveladas com Liebermann-Burchard, e por isso foram

selecionadas para serem submetidas a analise em CG-EM. A andlise dos espectros de
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massas de CG-EM foi realizada por comparagdo com as bibliotecas NIST, SHIMATSU,
WILLEY disponiveis no equipamento.

5.7.2 Subfracao 14H1

O cromatograma de fons totais da subfracdo 14HI1 (8,91 mg) (Figura 14, p. 57)
demonstra a presenga de 6 picos mais intensos nos tempos de reteng¢do apresentados na
Tabela 14 (p. 57).

A identificacdo dos compostos presentes na subfracdo 14H1 foi realizada por meio
da comparacdo de dados espectroscopicos e espectrométricos com aqueles presentes na
literatura. Foram identificados trés esteroides: campesterol CosHisO (2), estigmasterol
C29H430 (3) e sitosterol C29Hs00 (4) e o 4cido palmitico Ci16H3202 (1). Esses esteroides,
bem como o 4cido palmitico sdo comumente encontrados em vegetais e apresentam

reconhecida atividade bioldgica (DEWICK, 2009).
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FIGURA 14 - Cromatograma de CG-EM da subfracido 14HI.
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TABELA 14 - Tempos de retencdo dos principais picos da subfracdo 14HI1.
N°do Tempo de retencio Composto [M**] N°do Tempo de retencio Composto [M**]
pico (minutos) m/z pico (minutos) m/z
1 11,51 Acido palmitico (1) 256 4 26,02 Campesterol (2) 400
2 13,67 Contaminante 1 402 5 26,85 Estigmasterol (3) 412
3 15,64 Contaminante 11 390 6 28,93 Sitosterol (4) 414

Nota: O contaminante I é o tributil-acetil citrato e o contaminante II é o dioctil-ftalato.
Fonte: A autora.
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Os espectros de massas obtidos via CG-EM sdo apresentados na Figura 15.

FIGURA 15 - Espectros de massas dos compostos obtidos na subfracdo 14H1.
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O 4cido palmitico encontrado na subfra¢do 14H1 foi identificado por meio de sua
fragmentacdo caracteristica. A obten¢do do pico base m/z 60 ocorre por meio do rearranjo
de Mc Lafferty, os demais picos sdo gerados por perdas consecutivas de 14 unidades de
massa atdomica (CHz2) a partir do fon molecular, por meio da quebra homolitica da cadeia
hidrocarbonada (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

As propostas de fragmentacdo comuns para os trés esteroides da subfracdo 14H1

sdo demonstradas na Figura 16 (SIMOTE, 2006; LIMA, 2016).

FIGURA 16 - Propostas de fragmentacdo para os esteroides da subfracdo 14H1.
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Nota: Esteroides: campesterol (2), estigmasterol (3) e sitosterol (4). R refere-se & cadeia lateral que difere

cada um dos esteroides encontrados na subfracio 14H1.
Fonte: Simote (2006); Lima (2016).
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A Figura 17 apresenta a estrutura dos esteroides e o dcido graxo encontrados na

subfracdo 14HI1.

Campesterol (2)

Fonte: A autora.

FIGURA 17 - Compostos identificados na subfragdo 14H1.

Sitosterol (4)

Acido palmitico (1)
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A partir da andlise dos sinais de RMN '*C, DEPT135 (Apéndice - Figuras II e III,

respectivamente) e 'H (Figura 18, p. 62) foi possivel comprovar a presenca desses

esteroides. A Tabela 15 apresenta os valores de deslocamentos quimicos e ambiente de

carbono encontrados para o campesterol, estigmasterol e sitosterol, comparados com os

valores obtidos em literatura (WRIGHT ez al., 1978; CHOI et al., 2007).

TABELA 15 - Dados de RMN '3C dos esteroides campesterol (2), estigmasterol (3) e

sitosterol (4) encontrados na subfracdo 14H1.

(continua)
& C3 (ppm) & C'* (ppm)
Posiciio (WRIGHT et al., 1978; CHOI et al., 2007)

Campesterol Estigmasterol Sitosterol Subfracdo 14H1 DEPT
Ci 37,34 37,31 37,31 37,26 CHz
C2 31,76 31,69 31,57 31,67 CHz
Cs 71,87 71,81 71,69 71,82 CH
Ca 42,40 42,30 42,25 42,31 CHz
Cs 140,75 140,79 140,76 140,76 Cq
Ce 121,72 121,60 121,59 121,73 CH
Cr 31,99 31,97 31,92 31,91 CHz
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TABELA 34 - Dados de RMN '*C dos esteroides campesterol (2), estigmasterol (3) e
sitosterol (4) encontrados na subfracao 14H1.

(conclusao)
8 C13 (ppm) & C'? (ppm)
Posicio (WRIGHT et al., 1978; CHOI et al., 2007)
Campesterol Estigmasterol Sitosterol Subfracio 14H1  DEPT
Cs 31,99 31,97 31,92 31,92 CH
Co 50,24 50,27 50,17 50,13 CH
Cio 36,58 36,58 36,51 36,51 Cq
Cn 21,16 21,16 21,11 21,09 CH:
Ci2 39,86 39,77 39,81 39,78 CHz
Cis 42,40 42,30 42,25 42,31 Cq
Cus 56,85 56,96 56,79 56,77 CH
Cis 24,36 24,39 24,32 2431 CHz
Cis 28,27 28,96 28,26 28,25 CH:
Cr7 56,21 56,06 56,11 56,06 CH
Cis 11,90 11,90 11,87 11,86 CH;3
Cuo 19,44 19,42 19,40 19,40 CH;3
C20 35,96 40,54 36,17 36,15; 40,54 CH; CH
Ca 20,07 21,11 19,84 19,82 CH;3
C2 33,80 138,37 33,95 33,95; 138,32 CH»; CH
Cas 26,07 129,32 26,13 26,07; 129,28  CH»; CH
Ca4 45,80 51,29 45,85 45,84; 51,24 CH; CH
Cas 30,37 31,94 29,18 29,15 CH
Cazs 19,03 19,02 19,07 19,07 CH;
C27 19,04 19,05 19,06 19,03 CH;3
Cazs 15,44 25,44 23,09 15,37;24,31  CHs; CH2
C2 - 12,27 12,32 12,25 CHs

Fonte: A autora; WRIGHT et al., 1978; CHOI et al., 2007.

O espectro de RMN H' é apresentado na Figura 18 (p. 62), por meio dele é

possivel verificar que os sinais relativos ao H6 ¢ H3 dos esteroides apresentam

deslocamentos quimicos em 5,38 ppm (dupleto, J = 4,72 Hz) e 3,54 ppm (multipleto),

respectivamente. Esses sinais revelam a presenca da ligacdo dupla em C5-C6 e grupo

funcional ligado ao C3, demonstrando a constituicdo do nucleo basico dos esteroides

tetraciclicos em questdo (NASCIMENTO, 2014).
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FIGURA 18 - Espectro de RMN 'H da subfragdo 14H1.
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Os sinais intensos na regidao 0,67 ppm a 2,31 ppm correspondem aos hidrogénios
metilicos (CH3), metilénicos (CH2) e metinicos (CH), os quais caracterizam o esqueleto
esteroidal das substancias. As estruturas dos trés esteroides sdo idénticas até o C19 e,
desse modo, apresentam deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio semelhantes.
Todavia, as diferencas podem ser identificadas na cadeia lateral, ocasionando
deslocamentos quimicos distintos entre o sitosterol e estigmasterol. Neste ultimo
composto o H22 apresenta deslocamento quimico em 5,17 ppm (duplo dubleto, J = 8,60
eJ =14,79) e o H23 em 5,03 ppm (duplo dubleto, J = 8,72 e J = 16,14), caracteristicos
dos hidrogénios vinilicos presentes no estigmasterol, e ausentes no sitosterol

(NASCIMENTO, 2014).

5.7.3 Subfracdo 18H1

Os compostos identificados na subfragdo 18H1 foram caracterizados por meio da
compara¢do de dados espectrométricos com a literatura. O dcido palmitico (1) e o
sitosterol (4), j4 identificados na subfracao 14H1, também estam presentes na subfracdo
18H1. Além desses compostos, foi possivel verificar a presenca dos acidos graxos: acido
estedrico C18H3602 (6), 4cido beénico C22H1402 (7) e 4cido lignocérico C24HagO2 (8) e do
éster: 14-metil pentadecanoato de metila C17H340> (5).

A Figura 19 (p. 64) apresenta o cromatograma de fons totais obtido da subfragao
18H1 (16,62 mg) e revela a presenca de 10 picos mais intensos nos tempos de retencao

indicados na Tabela 16 (p. 64).
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FIGURA 19 - Cromatograma de CG-EM da subfracdo 18HI.
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Fonte: A autora.

TABELA 16 - Tempos de reten¢do dos principais picos da subfracdo 18H1.

N°do Tempo de retencio Composto [M**] N°do Tempo de retencio Composto [M**]
pico (minutos) m/z pico (minutos) m/z
1 11,22 14-metil pentadecanoato de metila (5) 270 6 15,64 Contaminante II 390
2 11,53 Acido palmitico (1) 256 7 15,71 Acido behénico (28) 340
3 12,98 Acido estedrico (6) 284 8 17,52 Acido lignocérico (29) 368
4 13,67 Contaminante I 402 9 28,18 Sitosterol (11) 414
5 13,79 Nio identificado 285 10 32,87 Naio identificado 450

Nota: O contaminante I é tributil-acetil citrato e o contaminante II é dioctil-ftalato.



Os 4cidos graxos encontrados nas cascas de C. sessilis foram identificados por
meio de suas fragmentacdes caracteristicas. As propostas de fragmentacdo comum para
os dcidos graxos compreendem a obten¢do do pico m/z 60 por meio do rearranjo de Mc
Lafferty e perdas consecutivas de 14 unidades de massa atomica (CH2) a partir do ion
molecular, por meio da quebra homolitica da cadeia hidrocarbonada (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007).

A Figura 20 apresenta as estruturas quimicas dos 4acidos estedrico (6), be€nico (7)

e lignocérico (8) e os espectros de massas referentes a cada um.

FIGURA 20 - Espectros de massas dos dcidos estedrico (6), be€nico (7) e lignocérico

(8).

5510

4005 b0 Acido estedrico (6)

Lo

o]

TEO0Y 73.05

7 OH

50000 ] 5

25000

— L e e e Sy e B S s ey e B e ey e e e e B e B e S B e e
25 su 7S 1600 125 150 175 1137} 228 250 27s 100

25 B 0| 5710 L
7 . A
225000 ] Acido beénico (7)
200000
175000 Q
15 0000-] 41
l:ﬂl)l)l);
1O G0e o—i 19 OH
'7<nnn—: 128 10
s 6000
15000 s 18510 20‘1795 a1 26720 340.25
| 1431 22715 W 26515 281.00 e
E NN 1P 10 O O R PP PP RUPR P YRk o s PG 1 ‘ 311,20 327.00 )
_‘IS F.‘l) 7" 1 |I)|) 1 _LQ ].% ) 1 ‘_Q _‘I‘H) _‘_LS 2 q‘l) 2 L< 3 ll)l) I_: 5
E 591 VI i .
175000 Acido lignocérico (8)
] 5.1
I.‘!)!)!)l)_ O
Il‘l)l)ll;
1 l)l)l)ll{
E 21 OH

75000

50000

250007

Ll
sl
250

622 ag1q 25,3 3653
271 2412 LEU : r 339.2 |
A A il ‘Q?TF‘TW? L J.\f\ ISRl
s

i bl hlibasy +
27 100 425 150 175

Fonte: A autora.

65



O éster graxo 14-metil pentadecanoato de metila (5) foi identificado na subfragdo
18H1 por meio da dados espectrométricos comparados com a literatura. A Figura 18

apresenta o espectro de massas desse composto e sua férmula estrutural.

FIGURA 21 - Espectro de massas do éster 14-metil pentadecanoato de metila (5).
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Fonte: A autora.

No espectro de massas do 14-metil pentadecanoato de metila (5) € possivel
verificar a presenca do pico m/z 227,10, originado a partir da quebra homolitica entre o
C13 e C14, confirmando a presenca da metila ligada ao C14. Nesse espectro, os picos
mais intensos m/z 74,05 e m/z 87,05 sdo originados a partir da quebra homolitica da cadeia
hidrocarbonada do 14-metil pentadecanoato de metila (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2007).

5.7.4 Refracionamento em coluna da fracdo em hexano das cascas (Coluna CH2)

A partir da subfracdo 13H1 (35,67 mg), obtida da coluna CH1, foi realizada uma
segunda coluna cromatografica, denominada Coluna CH2. As subfra¢des obtidas foram
monitoradas e reagrupadas de acordo com seus fatores de retengdo. A subfragdo 8H2 foi
selecionada para ser submetida a analise por CG-EM, por conta da presenga de uma tinica

mancha na placa cromatografica durante o monitoramento via CCD.

5.7.5 Subfracao 8H2

A subfragdo 8H2 (9,63 mg), obtida a partir da coluna CH2, foi submetida ao
fracionamento por CG-EM, o cromatograma obtido € exibido na Figura 23 (p. 68). Foram

verificados 6 picos mais intensos, os tempos de retencdo estdo expostos na Tabela 17 (p.

68).
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FIGURA 22 - Cromatograma de CG-EM da subfracdo 8H2.
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Fonte: A autora.

TABELA 17 - Tempos de retencdo dos principais picos da subfracdo 8H2.

N°do pico Tempo de retencio Composto [M**] N°do pico Tempo de retencio Composto [M**]
(minutos) m/z (minutos) m/z

1 11,63 Palmitato de etila (9) 284 4 14,57 Contaminante 111~ 370

2 13,05 Linoleato de etila (10) 308 5 15,69 Contaminante II 390

3 13,65 Contaminante 1 402 6 16,91 - 19,23 Contaminante II 390

Nota: O contaminante I & o tributil-acetil citrato, o contaminante 11 é o dioctil-ftalato e o contaminante III € o adipato de dioctila.
Fonte: A autora.



Na subfragdo 8H2 foram encontrados os ésteres palmitato de etila C1sH3602 (9) e
linoleato de etila C20H3602 (10) na subfracdo 8H2. Esses compostos foram identificados
por meio de dados espectrométricos em comparagdo com valores da literatura.

A Figura 24 revela as estruturas quimicas dos ésteres graxos encontrados na

subfracdo 8H2 e seus respectivos espectros de massas.

FIGURA 23 - Espectros de massas dos ésteres palmitato de etila (9) e linoleato de etila
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Fonte: A autora.

O éster palmitato de etila (9) apresenta em seu espectro de massa a presencga do
pico base m/z 88,00, originado a partir do rearranjo de Mc Lafferty, e outro pico mais
intenso m/z 101,00 obtido a partir da quebra homolitica da liga¢do entre os carbonos C3
e C4 (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

No espectro de massas do linoleato de etila (10) verifica-se a presenca dos picos
m/z 67,05 e m/z 81,05 resultantes da quebra homolitica da cadeia alquénica do linoleato,
fornecendo as espécies [CsHol* e [CsH7]*, respectivamente (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007).
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A Figura 25 apresenta um esquema simplificado que demonstra de modo geral os

compostos identificados na fracdo em hexano das cascas de C. sessilis.

FIGURA 24 - Esquema de obtenciao dos compostos da fragcdo em hexano das cascas de
C. sessilis.
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Fonte: A autora.

5.8 Fracionamento da fracao em acetato de etila das cascas e identificacio de

compostos

A fracdo em acetato de etila foi selecionada para fracionamento em coluna, pois
apresentou atividade moderada frente aos microorganismos P. gingivalis (CIM 400 pg
mL"), A. naeslundii (CIM 200 ug mL™"), C. albicans e C. tropicalis (CIM 93,75 pg mL™!
para ambas). Também foi a fracdo mais ativa na inibi¢do da enzima lipase (98,4 + 2,1%)

e capacidade de sequestro do radical peroxil (2415,5 + 157,8 pmol Trolox eq g™).

5.8.1 Fracionamento em coluna da fracdao em acetato de etila das cascas (Coluna CA1)

Aproximadamente 2,0 gramas da fracdo em acetato de etila foi submetido ao
fracionamento por cromatografia em coluna (Coluna CAl), fornecendo subfragdes que
foram monitoradas via CCD, reagrupadas de acordo com seus fatores de retengdo e

denominadas “nA1”. Dentre elas, as subfracdes 6A1 e 12A1 apresentavam manchas
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Unicas nas placas cromatograficas e foram selecionadas para ensaio espectrométrico via

CLAE-EM/EM.

5.8.2 Subfracao 6A1

A subfracdo 6A1 (33,1 mg) foi submetida ao ensaio cromatografico via CLAE-
EM/EM e apresentou um cromatograma com 4 picos mais intensos. Foram identificadas
as substancias: dcido geniposidico CisH22010 (11), 4cido coumaroilquinico Ci6HisOs
(12), éster metilico do 4cido cafeoilquinico C17H2009 (13) e lioniresinol glucopiranosideo
C2sH33013 (14). A identificacdo desses compostos ocorreu por meio da comparagdo dos
dados obtidos da amostra com aqueles disponiveis na literatura.

Os compostos 4cido coumaroilquinico (12) e éster metilico do é&cido
cafeoilquinico (13) pertencem a classe de metabdlitos secunddrios conhecida como
compostos fendlicos ou fenilpropanoides, os quais sdo caracterizados pela presenca de
um grupo fendlico e apresentam diversas funcdes no organismo vegetal, porém a de maior
destaque € a antioxidante, uma vez que esses compostos atuam como sequestradores de
radicais livres, como o superoxido Oz, e espécies reativas de nitrogénio (CUPPETT,
1988; SOKMEN et al., 2005).

O 4cido geniposidico (11) pertence a classe dos iridoides, essa classe de
metabolitos secunddrios apresenta diversas atividades bioldgicas e sdo amplamente
distribuidos na natureza, onde desempenham fun¢do de defesa em alguns vegetais
(DINDA; CHOWDURRY; MOHANTA, 2009). O lioniresinol glucopiranosideo (14) é
uma lignana, as quais s@0 comumente encontradas nas paredes das células vegetais,
fornecendo-lhes considerdvel rigidez e também estdo associadas a diversas atividades
bioldgicas (BARBOSA FILHO, 2017).

Os compostos encontrados na subfracdo 6A1 foram identificados por meio de
dados espectrométricos em comparagao com a literatura. Essa subfracao foi submetida a
andlise de RMN porém, por conta da grande quantidade de compostos presentes na
mistura, ndo apresentou dados que permitissem a identificacao das substincias.

A Figura 25 (p. 71) apresenta o cromatograma da subfracdo 6A1 e a Tabela 18 (p.

71) o tempo de rentengdo dos picos principais.
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FIGURA 25 - Cromatograma de CLAE-EM/EM da subfragido 6A1.
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TABELA 18 - Tempos de retencdo dos principais picos da subfracdo 6A1.

N°do Tempo de Composto [M-HJ N°do Tempo de Composto [M-HJ

pico retenc¢io m/z pico retencio m/z
(minutos) (minutos)

1 4,56 Acido geniposidico (9) 373,1144 4 5,79 Ester metilico do 4cido cafeoilquinico () 337,1047

2 5,49 Acido coumaroilquinico (10)  337,0938 5 6,07 Lioniresinol glucopiranosideo () 581,2239

Fonte: A autora.
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O espectro de massas EM/EM do 4cido geniposidico CisH22010 (11) [M-H] m/z
373,1144 (erro -1,01 ppm) foi fornecido em modo negativo (Figura 26, p. 73). Sua
proposta de fragmentacdo revela a eliminacdo da glicose gerando o pico base m/z
211,0643, a consequente perda de CO> que fornece o pico m/z 167,0729 (13,6%) e
posterior desidratacdo gerando o pico m/z 149,0585 (75,9%). A proposta de fragmentacdo
também sugere a eliminacdo da glicose e duas moléculas de CO; fornecendo o pico m/z
123,0460 (65,3%) (BENTES, 2014) (Figura 26, p. 73).

O 4cido coumaroilquinico (12) foi identificado por meio de dados
espectrométricos. O espectro de massas EM/EM (modo negativo) do é&cido
coumaroilquinico Ci6H180g (12) [M-H]™ m/z 337,0938 (erro -2,338 ppm) é apresentando
na Figura 27 (p. 74). A proposta de fragmentacdo sugere a perda do coumaroil fornecendo
o pico base m/z 191,0556, em seguida ocorre desidratagdo gerando o pico m/z 173,0449
(14,2%) que caracteriza a posicdo (CS5) do coumaroil no anel do 4cido quinico
(CLIFFORD et al., 2003; BRESCIANI et al., 2014). O acido coumaroilquinico perde o
quinoil 4cido, gerando o pico m/z 163,0353 (18,9%) e posteriormente elimina CO>
fornecendo o pico m/z 119,0476 (43,9%) (KREUTZMANN; CHRISTENSEN;
EDELENBOS, 2008) (Figura 27, p. 74).

O éster metilico do 4cido cafeoilquinico C17H2009 (13) [M-H] m/z 367,1047 (erro
-1,22 ppm) também foi encontrado na subfracdo 6A1 e sua identificacao foi realizada por
meio dos dados espectrométricos, obtidos via CLAE-EM/EM (modo negativo) (Figura
28, p. 75). A proposta de fragmentagdo para o éster metilico do acido cafeoilquinico
sugere a perda do acido cafeico seguida da desidratacdo, fornecendo o pico base m/z
161,0245. A eliminacdo do 4cido cafeico e uma molécula de CO> fornece o pico m/z
135,0431 (36,3%) (CHEN et al., 2015). Segundo Jaiswal e Kuhnert (2011), a presenca
do pico base em m/z 161 e a auséncia do pico m/z 297 sugerem a posi¢do (C4) do cafeoil
no anel do dcido quinico (Figura 28, p. 75).

O lioniresinol glucopiranosideo (14) C2sH33013 [M+H]* m/z 583,2391 (erro 0,53
ppm) foi identificado por meio de dados espectrométricos. O espectro de massas EM/EM
(modo positivo) (Figura 29, p. 76) forneceu o pico m/z 1165,7966 (18,7%) que
corresponde a um dimero do composto em questdo carregado com H*. A proposta de
fragmentacao do lyoniresinol glucopiranosideo sugere a perda da glicose que fornece o
pico m/z 421,1868 (17,2%). O pico base m/z 267,1232 é formado pela perda do fenol
(quebra da ligacdo C1°-C4) e em seguida, hd desidratag¢ao fornecendo o pico m/z 249,1132
(33,8%) (ACHENBACH et al., 1997; 1992) (Figura 29, p. 76).
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FIGURA 26 - Espectro de massas EM/EM do 4cido geniposidico (11).
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FIGURA 27 - Espectro EM/EM do 4cido coumaroilquinico (12).
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FIGURA 29 - Espectro de massas EM/EM do lioniresinol glucopiranosideo (14).
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5.8.3 Subfracao 12A1

A subfracido 12A1 (6,7 mg) apresentou em seu cromatograma (Figura 30) um pico
mais intenso no tempo de rentenc¢do 6,05 minutos que refere-se ao dcido dicafeoilquinico

Ca2sH24012 (15).

FIGURA 30 — Cromatograma de CLAE-EM/EM da subfragdo 12A1.

-ESITIC Scan Frag=175.0v [2AAMSNEG d

Fonte: A autora.

O 4cido dicafeoilquinico C2sH24012 (15) [M-H] m/z 515,1204 (erro -3,02 ppm) ¢é
um composto fendlico e foi identificado por meio dos dados espectrométricos fornecidos
via CLAE-EM/EM (modo negativo) (Figura 31, p. 78). A proposta de fragmentagdo para
o dcido dicafeoilquinico sugere a perda de um dicafeoil fornecendo o pico base m/z
353,0888, em seguida ocorre a perda do outro dicafeoil gerando o pico m/z 191,0555
(75,39%). Para gerar o pico m/z 179,0344 (48,4%) acontece a eliminacdo de um cafeoil e
do 4cido quinico (CLIFFORD; KNIGHT; KUHNERT, 2005; CLIFFORD et al., 2003)
(Figura 31, p. 78).

De acordo com Clifford et al. (2003) a auséncia dos picos m/z 173,5 e m/z 335,5
sugere a posi¢do de dois cafeois nos carbonos 3 e 5 do anel de dcido quinico. O pico m/z
335,5 indica a desidratagdo no 4cido quinico, possibilitada pela perda do cafeoil ligado
ao C4 e o pico m/z 173,5 indica a perda de outro cafeoil, como houve auséncia desses
picos no espectro de massas € possivel atribuir o pico m/z 515,1204 ao isémero posicional

acido 3,5-dicafeoilquinico.
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FIGURA 31 - Espectro de massas EM/EM do 4cido dicafeoilquinico (15).
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A Figura 32 apresenta um fluxograma que esquematiza a obten¢do dos compostos

identificados na fragdo em acetato de etila das cascas de C. sessilis.

FIGURA 32 - Esquema de obtencdo dos compostos bioativos da fracdo em hexano das
cascas de C. sessilis.

Fragdo em acetato de etila das

cascas
Coluna CA1
6A1 [ ~ Acido geniposidico (11)
(33,1 mg) Acido coumaroilquinico (12)
Ester metilico do 4cido cafeoilquinico (13)
Lioniresinol glucopiranosideo (14)
12A1 Acido dicafeoilquinico (15)
(6,7 mg)
Fonte: A autora.
6 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato etandlico das cascas de C. sessilis, assim como as fracdoes em
diclorometano e n-butanol mostraram-se moderadamente ativas frente as bactérias
aerdbias e anaerdbias bucais. Entretanto, as folhas, que sdo utilizadas para tratar afec¢des
na pele, segundo conhecimento popular, ndo apresentaram resultados satisfatorios frente
as bactérias testadas. O extrato etandlico e as fragcOes mais polares das cascas e folhas
demonstrararam resultados promissores na inibicdo do crescimento das leveduras do
género Candida spp.

No teste que avalia a capacidade de sequestro do radical peroxil, as fracdes em
acetato de etila das cascas e folhas apresentaram resultados tdo eficientes quanto ao
controle positivo utilizado no teste, o dcido ascorbico. Esse valor favordvel estd
relacionado com a presenga de compostos fendlicos e flavonoides presentes na fragdo em
acetato de etila, uma vez que essas substancias possuem propriedades antioxidantes.

Na avaliagdo de inibi¢do das enzimas a-amilase e a-glicosidase, as amostras de
cascas e folhas testadas ndo se sobressairam ao controle positivo, como ocorreu no teste

para verificacdo da inibicdo da enzima lipase. A fracdo em acetato de etila das cascas
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apresentou percentual de inibi¢do da lipase tdo alto quanto o controle positivo Orlistat,
um medicamento atualmente utilizado no combate a perda de peso.

Nos testes bioldgicos, os resultados das amostras de cascas sobressairam-se as
folhas, portanto foram selecionadas as fragdes em hexano e acetato de etila das cascas
para fracionamento em coluna cromatogréfica. A partir da fracdo em hexano foram
obtidas as subfracdes 14H1, 18H1 e 8H2 em que foram identificados, por CG-EM e
RMN, os compostos: campesterol (2), estigmasterol (3) e sitosterol (4), dcido palmitico
(1), 4cido estedrico (6), beénico (7) e lignocérico (8), 14-metil pentadecanoato de metila
(5), palmitato de etila (9) e linoleato de etila (10).

A fracdo em acetato de etila foi submetida ao fracionamento em coluna e forneceu
as subfracdes 6A1 e 12A1, nas quais foram identificados, por CLAE-EM/EM, os
compostos: dcido geniposidico (11), 4cido coumaroilquinico (12), éster metilico do dcido
cafeoilquinico (13), lioniresinol glicopiranosideo (14) e 4cido dicafeoilquinico (15). Os
compostos identificados nas cascas de C. sessilis, possuem reconhecida atividade
bioldgica e conferem valor bioldgico as cascas da espécie. A investigacdo realizada neste

estudo revela que hd no Cerrado um vegetal com propriedades que devem ser valorizadas.
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FIGURA I — Espectro de RMN H! da subfracio 14H]1.
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FIGURA 1II — Espectro de RMN C!? da subfracdo 14H]1.
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FIGURA III — Espectro de DEPT135 da subfragdao 14H1.
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FIGURA 1V — Espectro de RMN H! da subfraciio 6A1.
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FIGURA V — Espectro de RMN C'? da subfragiio 6A1.
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FIGURA VI — Espectro de RMN H' da subfracdo 12A1
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FIGURA VII — Espectro de RMN C!? da subfracio 12A1.
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Absorbancia

FIGURA VIII — Curva de calibragdo do acido gélico.
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