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RESUMO

A espécie Cassia bakeriana Craib. € conhecida popularmente como cassia rosea e
pertence ao género Cassia e a familia Leguminoseae. O presente trabalho teve como
objetivos: determinar a composicdo macromolecular da madeira e da casca de C.
bakeriana; determinar o teor de fendis e proantocianidinas, assim como a atividade
antioxidante de extratos (madeira, casca e folhas); avaliar a atividade antimicrobiana de
diversos extratos de casca e folhas; caracterizar e determinar a atividade antimicrobiana
dos 6leos essenciais (madeira, casca e folhas); realizar o estudo fitoquimico do extrato
em diclorometano da casca e determinar o potencial citotéxico das amostras com maior
atividade antioxidante e antimicrobiana. As porcentagens de extrativos, lignina insoluvel
em acido (Klason), lignina soluvel em acido, holocelulose, a-celulose, hemiceluloses e
cinzas para a madeira foram respectivamente 13,04; 21,0; 0,76; 67,4; 35,35; 32,06 e
2,08; e para a casca 53,88; 15,06; 0,6; 27,41; 20,32; 7,1 e 4,87. O conteudo de fendis
totais pelo método Folin-Ciocalteau e proantocianidinas pelo método da vanilina
sulfurica indicaram uma correlacédo positiva com 0 aumento da polaridade dos extratos
da casca e folhas, com maiores teores para a casca. Os extratos em etanol,
diclorometano, acetato de etila e metanol das folhas e casca de C. bakeriana indicaram
forte atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical livre DPPH com
valores de CEso abaixo de 50 ug mL™, com destaque para o extrato metandlico das
folhas com CEsy de 8,67 ug mL™. Os mesmos extratos que indicaram forte atividade
antioxidante, apresentaram baixa toxicidade para células Vero (concentracdo citotdxica
>512 pug mL™). Os componentes dos 6leos essenciais da madeira, casca e folhas de C.
bakeriana foram identificados por CG-EM e submetidos aos testes de atividade
antimicrobiana frente a microrganismos bucais aerébios e anaerdbios pelo método da
microdiluicdo em caldo. Embora ndo tenham apresentado elevada concentracado de
terpenos, os 6leos das folhas e casca mostraram significativa atividade antimicrobiana
com CIM’s variando entre 62,5 e 125 ug mL™, para a maioria das bactérias utilizadas
nos ensaios. De acordo com as CIM’'s e indice de seletividade, o dleo das folhas
apresentou promissora atividade antimicrobiana e baixa citotoxicidade para células

Vero. O extrato cloroférmico da casca obtido em soxhlet e o extrato em diclorometano
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da casca obtido por particdo liquido-liquido também mostraram atividade frente aos
microrganismos bucais com valores de CIM’s abaixo de 100 pg mL™. Ambos os extratos
indicaram maior efeito antimicrobiano contra os microrganismos anaerobios. O extrato
em diclorometano da casca foi submetido ao fracionamento bioguiado por atividade
antimicrobiana, utilizando métodos fitoquimicos, assim como pela técnica de CLAE
acoplado a espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray. O acido 1,8-
diidroxi-antraquinona-3-carboxilico (rhein) foi isolado da fracdo em diclorometano da
casca e identificado por técnicas espectroscépicas de RMN-'H, HSQC, COSY, IVTF e
espectrometria de massas. O composto rhein indicou forte atividade antimicrobiana

frente a microrganismos bucais anaerobios.

Palavras-chave: Cassia bakeriana, andlises quimicas, 6leo essencial, atividade

antimicrobiana, atividade antioxidante, acido 1,8-diidroxi-antraguinona-3-carboxilico.
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ABSTRACT

The species Cassia bakeriana Craib. is popularly known as pink cassia and belongs to
the genus Cassia and family Leguminoseae. The present study had several goals:
determine the macromolecular composition of the wood and bark of C. bakeriana;
determine the content of phenolics and proanthocyanidins, as well as the antioxidant
activity of extracts (wood, bark and leaves); evaluate the antimicrobial activity of various
extracts of bark and leaves; characterize and determine the antimicrobial activity of
essential oils (wood, bark and leaves); phytochemical study of the dichloromethane
extract of the bark and the determination of the cytotoxic potential of the samples with
the higher antioxidant and antimicrobial activities. The percentages of extractives, acid
insoluble lignin (Klason), acid-soluble lignin, holocellulose, a-cellulose, hemicellulose
and ashes, in wood were: 13.04, 21.0, 0.76, 67.4, 35.35, 32.06 and 2.08, respectively.
The values found in bark: 53.88, 15.06, 0.6, 27.41, 20.32, 7.1 and 4.87. The contents of
total phenols by Folin-Ciocalteau method and proanthocyanidins by vanillin in sulphuric
acid indicated a positive correlation with the increasing polarity of the extracts of bark
and leaves, with higher levels in the bark extracts. The extracts in ethanol,
dichloromethane, ethyl acetate and methanol of leaves and bark of C. bakeriana
showed good antioxidant activity by DPPH free radical scavenging method with CEsg
values below 50 pg mL™, and special attention to methanol extract of leaves with CEsg
of 8.67 ug mL™. The same extracts that showed good antioxidant activity, showed low
toxicity to Vero cells (cytotoxic concentration >512 mg mL™). The components of the
essential oils from wood, bark and leaves of C. bakeriana were identified by GC-MS and
tested for antimicrobial activity against aerobic and anaerobic oral microorganisms by
broth microdilution method. Although these extracts did not showed high concentration
of terpenes, the oils from leaves and bark showed significant antimicrobial activity with
MIC's ranging between 62.5 and 125 pg mL™, for most of the bacteria used in tests.
According to the MIC's and selectivity index, the oil from the leaves showed promising
antimicrobial activity and low cytotoxicity to Vero cells. The chloroform extract obtained
from the bark in soxhlet extractor and the dichloromethane extract obtained by liquid-

liquid partition also showed activity against oral microorganisms with MIC's below pg mL"
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! Both extracts showed higher antimicrobial activity against anaerobes. The
dichloromethane extract of the bark was subjected to biofractioning directed by
antimicrobial activity, using phytochemicals methods, as well as HPLC coupled to mass
spectrometry with electrospray ionization technique. The 1,8-dihydroxy-anthraquinone-3-
carboxylic acid (rhein) was isolated from the dichloromethane fraction of the bark and
identified spectroscopic methods as 1H-NMR, HSQC, COSY, FTIR and mass
spectrometry. The compound rhein showed strong antimicrobial activity against oral

anaerobic microorganisms.

Keywords: Cassia bakeriana, chemical analyzes, essential oil, antimicrobial activity,

antioxidant activity, 1,8-dihydroxy-anthraquinone-3-carboxylic acid.



1. Introducéo

As plantas sdo consideradas verdadeiros laboratorios bioquimicos complexos
que, dentre varias substancias, algumas sao principios ativos naturais. No inicio do
século XIX, com o desenvolvimento da Quimica Farmacéutica, as plantas passaram a
representar a primeira fonte de substancias para o desenvolvimento de medicamentos
(Newman et al., 2003).

Ha tempos, substancias de origem vegetal tém sido usadas pela humanidade
para o tratamento de diversos males, sendo as plantas superiores uma das maiores
fontes desses medicamentos (Butler, 2004). O uso de infusGes e de extratos brutos ou
parcialmente purificados obtidos de folhas, galhos, frutos e raizes de plantas medicinais
representam um potencial significativo no tratamento de diversos males, principalmente
em paises subdesenvolvidos (Rodrigues e Carvalho, 2007). Outra grande importancia
desempenhada pelos produtos naturais € sua utilizacdo como prot6tipos ou modelos
naturais para medicamentos sintéticos com atividades fisiologicas semelhantes a dos
originais (Montanari e Bolzani, 2001; Danishefsky, 2010) Atualmente, o
desenvolvimento de novos protétipos a partir de produtos naturais oriundos da flora,
parte da informacdo etnofarmacol6gica da espécie em questdo, passando por etapas
de avaliacdo da atividade biologica associadas a processos de fracionamento e
purificacdo a partir da matriz vegetal bruta finalizando com a caracterizacdo estrutural
da substancia bioativa e avaliagbes de toxicidade (Filho e Yunes, 1998; Cos et al.,
2006; Lago et al., 2009; Marques, et al., 2010).

Apesar do grande desenvolvimento dos métodos de sintese organica e de novos

processos biotecnolégicos, 25% dos medicamentos prescritos nos paises



industrializados séo originarios de plantas. De fato, os produtos naturais estao
envolvidos no desenvolvimento de 44% de todos os novos farmacos. Em algumas
areas, como aquelas que envolvem doencas como o cancer e doencas infecciosas, em
torno de 60% dos farmacos sdo de origem natural (Newman et al., 2003; Newman e
Cragg, 2007).

Assim, as plantas representam um vasto arsenal na busca de produtos naturais
biologicamente ativos visto que produzem e acumulam substancias com atividades
farmacoldgicas significativas, dentre as quais antitumoral, anti-inflamatéria,
antioxidante, antibiética e antiparasitaria (Filho e Yunes, 1998; Ahmad et al., 2006).

Entre os diferentes biomas brasileiros, o Cerrado é a segunda maior area em
abundancia de plantas nativas do Brasil ocupando 23% do territorio nacional e mais de
6.000 espécies ja foram catalogadas. Esta localizado basicamente no planalto central e
€ considerado um complexo vegetacional de grande heterogeneidade fitofisiondmica.
Este bioma é apontado como grande detentor de diversidade biol6gica, sendo a
formacao savanica com maior diversidade vegetal do mundo, especialmente quando se
consideram as espécies lenhosas (Neto e Morais, 2003; Silva et al., 2009).

Grande parte das espécies do Cerrado brasileiro é utilizada no tratamento de
enfermidades de forma empirica, sendo uma alternativa para as classes sociais de
baixa renda (Silva Junior et al., 2005). Estudos baseados em usos tradicionais das
plantas do Cerrado ja identificaram extratos e compostos isolados com potencial

atividade biolégica (Napolitano et al., 2005; Coelho et al., 2006; Rodrigues et al., 2006;

De Mesquita et al., 2007; Morais et al., 2008; Nascimento et al., 2009).



1.1 Constituintes quimicos da madeira e casca

Dentre os materiais de origem biolégica, a madeira é sem davida o mais
conhecido e utilizado. Desde a antiguidade, a madeira ndo foi somente utilizada como
material de construcdo, mas progressivamente também como importante matéria-prima
para a producédo de carvao, alcatrdo e piche e suas cinzas utilizadas na producéao de
vidros e agentes branqueadores de linho e tecidos de algoddo. Além disso, é a matéria-
prima mais importante na producdo de papel e conjuntamente com sua condi¢cdo de
matéria-prima renovavel, torna-se um bem de inigualavel valor para a humanidade.
(Klock et al., 2005).

A madeira apresenta composicdo quimica bastante variavel. Estas variacdes
podem ser encontradas entre espécies, entre partes diferentes de uma mesma arvore
(raiz, tronco, folhas e casca) (Lamounier et al.,, 2012) e dentro da mesma espécie
devido a condigbes ambientais diferentes como localizacdo, clima, solo e idade do
vegetal (Silva, 2010). Todas as madeiras possuem basicamente trés constituintes
macromoleculares que formam sua parede celular: celulose, hemiceluloses e lignina
(componentes estruturais). Encontram-se também o0s componentes secundarios
(componentes ndo estruturais) que possuem baixa massa molecular e sé&o
representados por compostos inorganicos, denominados vulgarmente por cinzas e
pelos compostos organicos, denominados de extrativos (Silva, 2010).

A madeira é mais bem definida quimicamente como um biopolimero
tridimensional, formada por celulose, hemiceluloses, lignina e uma menor quantidade

de extrativos e compostos inorganicos (Rowell et al., 2005).



A composicdo quimica da madeira adquire uma importancia muito significativa,
uma vez que, determina suas propriedades (quimicas, fisicas e mecanicas) e define seu
uso final (Silva, 2010). A variacdo da quantidade de celulose, hemicelulose e lignina
esta relacionada a sua resisténcia a tracdo, compressdo, umidade, ao ataque de
insetos e patdégenos, informacfes com grande relevéncia na definicAo dos possiveis
usos de cada espécie de madeira (Fengel e Wegner, 1989). A qualidade da madeira
estd sempre relacionada com sua utilizacdo. Para a industria de papel e celulose, a
madeira de boa qualidade é aquela que possui maior quantidade de celulose, fibras
mais longas e pouca quantidade de extrativos. Assim, a qualidade da madeira pode ser
definida como a combinacdo de caracteristicas fisicas, quimicas, anatébmicas e
estruturais da arvore ou de suas partes que levam a um maximo de aproveitamento e
uma melhor utilizagéo para determinado fim (Trugilho et al, 2005).

A celulose é o principal polimero relacionado com a resisténcia da madeira
devido ao seu elevado grau de polimerizacdo e orientacéo linear, embora os outros
componentes em diferentes niveis contribuam para sua resisténcia. As hemiceluloses
agem como uma matriz para a celulose aumentando a densidade de empacotamento
da parede celular. Além disso, as hemiceluloses funcionam como um elemento de
ligacdo entre as fibras de celulose e a lignina. A lignina pode ser pensada como um
“cimento” que mantém a madeira (celulose e hemiceluloses), em conjunto (Rowell et al.,
2005).

As arvores sao vegetais constituidos por raiz, caule, folha, flor, fruto e sementes.
O tronco é composto por varios materiais dispostos em bandas concéntricas. Da parte
externa para a interna do tronco tem-se a casca externa, casca interna, cambio

vascular, alburno, cerne e amago (Figura 1). A casca externa oferece protecao



mecanica para a casca interna e também, ajuda a limitar a perda de agua por
evaporacdo. A casca interna (floema) é o tecido através do qual os acucares
produzidos pela fotossintese séo transportados das folhas para as raizes. O cambio
vascular € a camada entre a casca e a madeira e é responsavel pela formacao de
ambos os tecidos. O alburno é a “vida ativa” da madeira, responsavel pela condugao de
agua ou seiva das raizes para as folhas. O amago no centro do tronco é o
remanescente do crescimento inicial do tronco, antes da madeira ser formada

(Wiedenhoeft e Miller, 2005).

a.F I,
CASCAINTERNA  CAMBIO  ALBURNO

Figura 1. Aspectos macroscopicos de uma secgao transversal
do tronco de uma &rvore (Klock et al., 2005).

As madeiras de arvores classificadas como gimnospermas sdo denominadas
madeiras moles (coniferas) e as madeiras originadas de angiospermas sao
denominadas de madeiras duras (folhosas) (Wiedenhoeft e Miller, 2005). Os
componentes macromoleculares diferem entre as madeiras de coniferas e folhosas. A

Tabela 1 apresenta a proporgéo aproximada dos constituintes em madeiras.



Tabela 1. Composi¢ado quimica em madeiras de coniferas e folhosas
(Klock et al., 2005)

COMPONENTES | CONIFERAS FOLHOSAS
Celulose 42 + 2% 45 £ 2%
Polioses 27 £ 2% 30 + 5%

Lignina 28 + 2% 20 + 4%
Extrativos 5+ 3% 3+2%

A casca € uma importante fonte de biomassa, quantificando cerca de 10 — 15%
do total do peso de uma arvore. A caracterizacdo quimica da casca € importante para
avaliacdo do potencial da sua utilizacdo, mas ainda recebe menor atencdo quando
comparada a madeira. Alguns métodos de andlises de madeira ndo podem ser
aplicados as cascas, tornando a determinagcédo da composi¢cdo quimica destas dificeis.
Além disso, algumas substancias presentes como polifendis e suberina, podem interferir
na determinacao de lignina e holocelulose (Kofujita et al., 1999).

A composicdo quimica das cascas é complexa e varia entre e dentro das
espécies e também entre a casca interna e externa. Andlises quimicas em diferentes
espécies indicam que os constituintes das cascas podem ser classificados em quatro
grupos principais: polissacarideos (Celulose, hemiceluloses e pectinas), lignina,
polifendis e extrativos (gorduras, 6leos, ceras, taninos, terpenos, flavonoides e outros)
(Rowell et al., 2005).

A casca € constituida basicamente pelos mesmos constituintes
macromoleculares principais e constituintes secundarios que a madeira, entretanto, a

composicdo percentual é diferente. Harkin e Rowe (1971) propuseram alguns valores

médios para a composi¢cao aproximada dos componentes macromoleculares de cascas



entre coniferas e folhosas (Tabela 2). Destacaram também que analises de certas

espécies poderiam estar fora desses limites.

Tabela 2. Composicéo quimica em cascas de coniferas e folhosas (Harkin e Rowe, 1971)

COMPONENTES CONIFERAS FOLHOSAS
Polissacarideos 30-48% 32-45%
Lignina 40-55% 40-50%
Extrativos 2-25% 5-10%
Cinzas Até 20% Até 20%

De acordo com estudos mais recentes com cascas de arvores de folhosas como
os de Kofujita et al. (1999); Vieira et al. (2009), Martins (2012) e Lamounier et al. (2012)
€ possivel propor outros valores para a composicdo dos componentes

macromoleculares em cascas de folhosas (Tabela 3).

Tabela 3. Composi¢ao quimica aproximada dos constituintes em cascas de folhosas
(Kofujita et al., 1999; Vieira et al., 2009; Lamounier et al., 2012)

COMPONENTES FOLHOSAS
Polissacarideos 14 - 42 %
Lignina 18-42 %
Extrativos 41 - 58 %
Cinzas 1-8%

A busca de novas fontes de matérias-primas de origem celulésica seja para a

producdo de polpa e papel, indistria moveleira ou mesmo para a producdo de



combustiveis como carvao vegetal e etanol de segunda geracédo e a variabilidade na
composicdo quimica de madeira e cascas justificam o interesse em identificar e

conhecer as caracteristicas quimicas das espécies de madeira.

1.1.1 Celulose

A celulose é o material estrutural das plantas superiores. E constituida de
cadeias nao ramificadas de unidades de B-D-glicose, unidas por ligacdes (-1,4-
glicosidicas (Figura 2). Na D-glicose, o carbono 5 € quiral, uma vez que a hidroxila
deste carbono esté representada no lado direito, por convencédo, este composto recebe

o nome de D-glicose (Figura 3) (Bruice, 2006).

H H
OH
HO'}'«J"i_'l'-‘"" “OH
n /! H
H  “own
Ligacdes B-1,4-glicosidicas ~ (-1)H,0
%\ OH | OH
O7q - /L\ g
HM/ E A m o 1. 0
H H OHpy

n = unidade repetida (glicose)

Figura 2. Representacao estrutural da celulose (Morais et al., 2005).
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CH,OH

Figura 3. Formula estrutural da D-glicose (Bruice, 2006).

A configuracdo ciclica da D-glicose pode ser encontrada em duas formas
dependendo da posicéo da hidroxila do carbono anomérico (C-1), posi¢ao B e posi¢ao a
(Figura 4). Os mondémeros de D-glicose na posi¢cao [ sdo as unidades formadoras da
celulose, e as unidades de D-glicose na posicdo a formam, por exemplo, o amido (Mc
Murry, 2006). Na D-glicose, o grupo aldeido do carbono 1 (carbono anomérico), pode
reagir com o grupo alcodlico do carbono 5, formando um hemiacetal. O fechamento da
cadeia ocorre preferencialmente entre a carbonila do carbono 1 e o grupo hidroxila do

carbono 5, pelo fato de formar um anel mais estavel com seis atomos (Figura 5).

CH,OH | C HOH
HO T HO”’I 7
H(MHO\ | WDH
Posigdo a OH Posigéo f3

Figura 4. Conformacgédo em cadeira da D-glicose nas posigdes a e 3 (Bruice, 2006).
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Figura 5. Formacao de hemiacetal na molécula de glicose (Barbosa, 2011).

As ligacBes B na celulose promovem a formacédo de ligacbes de hidrogénio
intramoleculares (entre unidades de glicose), conferindo as moléculas um arranjo linear.
Ocorrem também, as ligacBes de hidrogénio intermoleculares entre cadeias adjacentes,
isso torna a celulose insoluvel em agua (Bruice, 2006). A Figura 6 mostra o
posicionamento das ligacbes de hidrogénio na celulose. As ligagdes intramoleculares
conferem certa rigidez as cadeias unitarias e as ligacdes intermoleculares sao
responsaveis pela formacédo da fibra vegetal. As fibras sdo constituidas de regides
cristalinas (altamente ordenadas) e amorfas (desordenadas). Na regido cristalina a fibra

tem maior resisténcia a tracdo, ao alongamento e a absorcdo de solventes (Fengel e
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Wegener, 1989). As moléculas de celulose se alinham para formar as microfibrilas, que
por sua vez, formam as fibrilias. As fibrilas se unem para formar a fibra celuldsica

(Klemm et al., 2005).

H—o0

0 |||I'\I'.'.I'.I\|I'\|'.

O_HIIIIIIIIII

H H

it

Figura 6. Posicdes de ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares.

As hidroxilas dos C-2, C-3 e C-6 podem sofrer reacdes semelhantes a dos
alcodis primarios secundarios. A hidroxila ligada ao C-6 é mais reativa que as hidroxilas
dos C-2 e C-3, devido ao C-6 ser primario. A hidroxila do C-2 é mais reativa que a do C-
3. Ambos sdo carbonos secundarios, entretanto, a hidroxila do C-3 é menos reativa
pelo fato de estar mais envolvida com ligacdes intramoleculares mais fortes (Krassig,
1993).

Para o isolamento da celulose em plantas, ela deve ser separada dos extrativos,
da lignina e dos outros compostos ndo celulésicos. Nos métodos comumente usados
para o isolamento e determinacéo da celulose, 0os outros constituintes da madeira sao
removidos 0 mais completamente possivel por técnicas de extracdo ou solubilizacao,
deixando um residuo que € constituido praticamente por celulose. A etapa mais

importante é a remogédo da lignina sendo, portanto, o isolamento da celulose um
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processo primariamente de deslignificacdo (Browning, 1967). A celulose se distingue
analiticamente dos extrativos pela sua insolubilidade em agua e solventes organicos,
das hemiceluloses pela sua insolubilidade em solucdes alcalinas aquosas e da lignina
pela sua relativa resisténcia a agentes oxidantes e susceptibilidade a hidrélises de
acidos (Browning, 1967).

Na determinacdo da holocelulose (celulose e hemiceluloses), ocorre a
solubilizacdo da lignina e os polissacarideos sédo obtidos como um residuo solido. O
material livre de extrativos é tratado com solucdo de clorito de s6dio em meio acido
(Browning, 1967). O método do clorito acido é o mais empregado devido sua
praticidade e facilidade no manuseio do agente oxidante. O di6xido de cloro € mais
seletivo que o cloro durante a deslignificacdo e por isso, os métodos envolvendo didxido
de cloro sédo preferidos em relagcdo a outros. O método do clorito acido consiste em
reagir clorito de sédio com acido, formando acido cloroso, que se decompde formando
diéxido de cloro, como produto principal, e ions clorato e cloreto como subproduto. A
reacdo que ocorre a 60 °C é:4CIO” + 2HCI —»2CIlO, + ClOs + 3CI + HO
(Browning, 1967). O dioxido de cloro formado no meio reacional promove a
deslignificacdo pela rea¢do dos grupos OH fendlicos com os radicais de dioxido de

cloro iniciadas pela abstracéo do hidrogénio (Figura 7).
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Figura 7. Degradacédo oxidativa das unidades fendlicas da lignina pelo diéxido
de cloro (Marabezi, 2009).

1.1.2 Hemiceluloses (Polioses)

Sdo polissacarideos de massas moleculares relativamente baixas e estdo
intimamente associados a celulose nos tecidos das plantas. Enquanto a celulose
contém como unidade fundamental exclusivamente (-D-glicose, as hemiceluloses séo
polimeros cuja composicdo apresenta diferentes unidades de acucar (Figura 8) (Fengel
e Wegener, 1989). Ao contrario da celulose, as hemiceluloses nédo séo cristalinas e tém
um arranjo em geral amorfo, encontrando-se as moléculas dos agucares dispostas em
cadeias com algumas ramificagcdes (Silva, 2010). Algumas unidades de acucar
apresentam cinco atomos de carbono e sdo denominadas de pentoses. Outras
possuem seis atomos de carbono e sdo denominadas hexoses. Assim 0s polimeros
podem ser formados pela condensacdo de pentoses (pentosanas), ou pela

condensacao de hexoses (hexosanas) (Fengel e Wegener, 1989).
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Figura 8. AcUcares que compdem as unidades de hemiceluloses
(Fengel e Wegener, 1989).

As hemiceluloses apresentam-se como misturas complexas de polissacarideos
sendo os mais importantes em madeiras as glucoxilanas, arabinoglucoxilanas,
glucomananas, arabinogalactanas e galactoglucomananas (Morais et al.,, 2005). A
Figura 9 apresenta a estrutura de uma hemicelulose (galactoglucomanana). Para um
melhor entendimento da nomenclatura de polioses, um polissacarideo formado por
unidades de arabinose e galactose € denominado arabinogalactana, outro formado por
unidades de arabinose, &cido glucourénico e xilose ¢é denominado

arabinoglucouranoxilana e assim por diante.
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Figura 9. Estrutura representativa de uma galactoglucomanana (Morais et al., 2005).

Algumas hemiceluloses contem adicionalmente acidos urbnicos. As cadeias
moleculares sdo mais curtas que a de celulose, podendo existir grupos laterais e
ramificacbes em alguns casos. As folhosas, de maneira geral, contém maior teor de
polioses que as coniferas com composicdo diferenciada (Klock et al., 2005).
Geralmente as hemiceluloses de coniferas possuem uma propor¢do maior de unidades
de manose e galactose quando comparadas as folhosas. Estas por sua vez,
apresentam uma maior proporc¢ao de unidades de xilose (Fengel e Wegener, 1989).

As hemiceluloses sdo diferenciadas da celulose pela relativa facilidade de
hidrolise por acidos diluidos e pela solubilidade em solugdes alcalinas, e dos extrativos
pelo fato de serem insollveis em solventes organicos neutros e na sua grande maioria

séo insoluveis em agua.
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1.1.3 Lignina

A palavra lignina vem do latim “lignum” e quer dizer madeira. Sé&o
macromoléculas tridimensionais, que conferem rigidez a parede celular e atuam como
agente de ligacao entre a celulose e as polioses, gerando uma estrutura resistente ao
impacto, a compressdo e dobra. (Lebo et al.,, 2004). Tem um papel importante no
transporte de agua, nutrientes e metabdlitos, na resisténcia mecanica dos vegetais e
protege os tecidos contra o ataque de microrganismos (Fengel e Wegener, 1989).

A lignina € o segundo material mais abundante do reino vegetal, possuindo
natureza aromatica e muito complexa. E um polimero derivado de unidades de
fenilpropano (unidades Cg ou CgC3) que tem sua origem na polimerizacdo
desidrogenativa dos alcoois cumarilico (unidade p-hidroxifenila), coniferilico (unidade
guaiacila) e sinapilico (unidade siringila) (Figura 10) (Morais et al., 1993). A lignina de
madeiras duras (folhosas) é geralmente formada por unidades guaiacilpropano (G) e
siringilpropano (S), enquanto a lignina de madeiras moles (coniferas) é formada
geralmente por unidades de guaiacilpropano (G). A lignina de gramineas contém
unidades guaiacilpropano (G), siringilpropano (S) e unidades de p-hidroxifenilpropano
(H) (Kishimoto et al., 2010). Além dessas duas unidades basicas, pequenas
guantidades de unidades p-hidroxifenilpropano, também sdo encontradas, em coniferas

e folhosas (Morais et al., 1993).
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Figura 10. Estruturas dos alcoois precursores das ligninas (Morais et al., 1993).

A polimerizacdo da lignina é iniciada pela oxidacdo do grupo hidroxila ligada
diretamente ao anel aromatico (fenol). Os precursores de lignina sofrem
desidrogenacfes enzimaticas, que sao iniciadas por transferéncia de elétrons e
estabilizacdes dos radicais fenolato por ressonancia (Freudenberg e Neish, 1968). A
Figura 11 indica a representacao de formacgé&o do radical fenolato no alcool coniferilico e
0os sitios ativos onde podem ocorrer as polimerizagbes e na Figura 12 esta

representado as principais ligacdes entre os mondémeros precursores da lignina.

|C'H30H \IC‘HQOH |C'H30H 1|CHIOH |C'H30H
CH CH CH CH CH
-(e+HY)
E— - - -
L}
OCH; OCH; OCH; OCH;4 OCH;
OH ol o) o o)

Figura 11. Formagéao do radical fenolato no alcool coniferilico e estabilizagbes por
ressonancia (Morais et al., 1993).
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Figura 12. Principais ligacdes entre os mondmeros precursores da lignina
(Knabner-Kogel, 2002).

As ligninas apresentam estruturas bastante diversificadas entre as espécies, e
até mesmo dentro de uma mesma espécie, quando séo analisadas diferentes partes do
vegetal (Morais et al., 2001). Na Figura 13 é apresentado a estrutura proposta para a

lignina de Eucalyptus grandis por Morais et al. (1993).
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Figura 13. Estrutura proposta para a lignina de Eucalyptus grandis (folhosa)
(Morais et al., 1993).
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Com relacédo aos métodos para determinacéo de lignina, nenhum é considerado
totalmente satisfatorio. Isso ocorre porque o isolamento da lignina gera modificacfes na
sua estrutura, obtendo-se uma lignina diferente da nativa (in situ). Os métodos para as
determinacdes de lignina podem ser divididos em métodos diretos e indiretos. No
meétodo direto a lignina é obtida como um residuo e o método indireto a lignina pode ser
calculada pela diferenca entre 100% e a quantidade de polissacarideos presentes em
uma amostra livre de extrativos (Marabezi, 2009).

O método direto consiste na hidrdlise acida e na solubilizacéo total ou parcial dos
polissacarideos (celulose e hemiceluloses) presentes na amostra, obtendo-se a lignina
como um residuo. A hidrolise é realizada com a utilizacdo de &acidos minerais
concentrados, principalmente acido sulfirico 72%, e o residuo obtido € denominado
lignina de Klason. A obtencéo da lignina de Klason inicia com o tratamento da amostra
com &cido sulfarico a 72% a temperatura ambiente, seguida de uma diluicdo do acido
para 3% com aquecimento até a completa hidrélise (Browning, 1967). Esse
procedimento € o método oficial das normas TAPPI — T222 om-88 (TAPPI, 1999). E
possivel que parte da lignina permaneca solubilizada na solugéo acida sendo chamada
de lignina soltvel em &cido.

A hidrélise &cida ocorre com a quebra das ligacdes glicosidicas e o0s seus

respectivos mecanismos estao apresentados na Figura 14 (Fengel e Wegener, 1989).
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Figura 14. Esquema de hidrélise acida em liga¢des glicosidicas (Marabezi, 2009).

Durante a solubilizagdo dos polissacarideos pelo tratamento &cido, varios
produtos de degradacdo podem ser formados. Os principais produtos de degradacao
sdo o furfural, formado a partir de pentoses e &cidos urbnicos e hidroximetilfurfural,
formado a partir de hexoses. Em temperaturas elevadas, hidroximetilfurfural (HMF),
pode decompor-se em acido levulinico, formaldeido e furfural. A formacdo desses
produtos de degradacdo a partir de glicose e xilose esta apresentada na Figura 15

(Marabezi, 2009).
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Figura 15. Produtos de degradac¢éo formados a partir da hidrélise acida de polissa-
carideos (Marabezi, 2009).

Fatores como concentracdo do acido, tempo e a temperatura podem alterar o
rendimento e a composi¢do da lignina de Klason. Quando se utiliza acido sulfdrico em
concentracbes abaixo de 65% (v/v), tempo de reagcdo muito pequeno e temperatura
muito baixa, os polissacarideos ndo sdo totalmente hidrolisados, ao contrario, acido
sulfarico com concentracbes acima de 80% (v/v) pode ocorrer a degradacdo dos
carboidratos em produtos insolUveis. Além disso, tempo de reacdo prolongado e

temperaturas muito altas promovem um falso aumento de lignina (Lin e Dence, 1992).
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1.1.4 Extrativos e cinzas

Os extrativos sdo componentes quimicos organicos que podem ser extraidos de
madeiras e cascas com a utilizacdo de varios solventes. Sdo geralmente relacionados
nos vegetais como precursores para a biossintese de outros compostos ou produzidos
para fins de defesa. Os extrativos consistem principalmente de gorduras, acidos graxos,
alcoois, fendis, terpenos, esteroides, ceras, resinas e outros compostos organicos em
menor concentracdo. Podem ser encontrados na forma de monémeros, dimeros ou
polimeros. O teor de extrativos em madeiras moles geralmente é maior que em
madeiras duras e a maioria desses extrativos estdo localizados no cerne, sendo
responsaveis pela cor, cheiro e durabilidade. Geralmente, o conteldo de extrativos nas
cascas € maior que nas madeiras (Rowel, 2005).

Os métodos de andlises para as madeiras ndo podem ser usados diretamente
para as cascas. Existem compostos nas cascas que nao sao encontrados em madeiras.
Por exemplo, a presengca de suberina nas cascas limita o acesso de agentes
deslignificantes, com isso, ndo ha um fracionamento individual ideal dos componentes
macromoleculares. Além da suberina, flavonoides e taninos condensados podem
complicar as analises das cascas, pelo fato dessas estruturas permanecerem com a
lignina ou na fracdo de polissacarideos e o valor desses componentes na casca serem
erroneamente mais altos (Rowel, 2005).

Os extrativos polares das cascas (taninos, polifendis, glicosideos) sé&o
geralmente trés a cinco vezes superiores aos constituintes apolares (gorduras, acidos

graxos, terpenos e esteroides) (Harkin e Rowe, 1971).
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A porcao inorganica da madeira é analisada como cinza por incineracdo do
material organico madeira ou casca a 600~850°C. A porcentagem de cinzas esta entre
0,2 - 0,5% no caso de madeiras de zonas temperadas, mas frequentemente valores
mais altos podem ser encontrados em madeiras tropicais (Marabezi, 2009). As cinzas
sdo normalmente determinadas em amostras que ndo sofreram extracdo, porque
componentes inorganicos podem ser removidos durante uma etapa de extracdo com
agua (Klock et al., 2005). Os principais componentes das cinzas da madeira séo: K, Ca
e Mg, e sdo obtidos na incineracdo na forma de 6xidos. Outros metais encontrados na
madeira sdo0 manganés, zinco, ferro, aluminio, cromo, niquel entre outros. Os metais
sédo encontrados como carbonatos, silicatos, oxalatos e fosfatos. A casca contém maior
porcentagem de conteudo mineral do que a madeira, 0s metais sdo encontrados como
oxalatos, fosfatos, silicatos, entre outros e os principais sdo sodio, calcio, potassio,

manganés, zinco, fésforo e magnésio (Sjostrom, 1993).

1.2 Consideragdes sobre os solventes utilizados em extracdes

Quando se busca extracdes de materiais vegetais e posteriormente a preparacao
de extratos brutos, alguns fatores sado considerados como caracteristicas do material
vegetal: 0 seu grau de divisdo, metodologias, temperatura, tempo e principalmente os
solventes e suas polaridades. De acordo com a polaridade do solvente empregado, é
possivel selecionar 0os compostos que possivelmente estardo presentes em uma
determinada extracdo. Atualmente, na maioria dos trabalhos envolvendo analises

fitoquimicas objetivando o isolamento de constituintes quimicos presentes em um
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vegetal, a extracao inicial se da por maceracao a frio utilizando os solventes etanol ou
metanol. Misturas hidroalc6olicas com etanol ou metanol a 80% também séo
frequentemente utilizadas. Isso se deve ao fato de que praticamente todos os
constituintes de interesse para a analise fitoquimica apresentam alguma solubilidade
em misturas etanélicas ou metanolicas a 80% (Filho e Yunes, 1998).

Quando ja se tem ideia da polaridade dos compostos desejados, deve-se
escolher o solvente com a polaridade que seja a mais seletiva possivel. Caso contrario,
deve realizar uma particao liquido-liquido do extrato alcodlico bruto com solventes em
ordem crescente de polaridade como hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol,
buscando uma semi-purificacdo das substancias através da polaridade. Outros
solventes de polaridade similares também podem ser empregados nos processos de
extracdo (Filho e Yunes, 1998). Alguns solventes em ordem crescente de polaridade e
0s respectivos metabolitos secundarios extraidos por eles foram propostos por Filho e

Yunes (1998) e Simbes (2004) e estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Separacao provavel dos principais metabdlitos secundarios presentes em
plantas (3Simdes, 2004; °Filho e Yunes, 1998)

SOLVENTES TIPOS DE SUBSTANCIAS PREFERENCIALMENTE EXTRAIDAS

Lipideos?, ceras?, pigmentos?, furanocumarinas?, esteroides”,

Hexano b b
terpenos’ e acetofenonas

Bases livres de alcaloides®, antraquinonas livres?, 6leos
Diclorometano / Cloroférmio | volateis?, lignanas®, flavonoides metoxilados®, sesquiterpenos”®,
triterpenos”, lactonas®, cumarinas”

Flavonoides®®, cumarinas simples?, taninos®, xantonas” acidos

Acetato de etila ) A~ b -~ b cp
triterpénicos’, compostos fendlicos em geral”, saponinas

Flavonoides®, cumarinas simples?, flavonoides glicosilados”®,

Butan-1-ol taninos®, saponinas®, carboidratos®
Etanol / Metanol Heterosideos em geral®
Agua acidificada Alcaloides?

Agua alcalinizada saponinas®
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No objetivo de verificar os potenciais efeitos bioldgicos dos extratos de um
vegetal e isolar seus principios ativos, deve-se testar todos os extratos semi-puros, e
aguele que apresentar efeito bioldgico de interesse, devera ser submetido aos
procedimentos cromatograficos para o isolamento e a purificacdo dos compostos

bioativos (Filho e Yunes, 1998).

1.3 Metabdlitos secundarios

O metabolismo em um ser vivo pode ser entendido como um conjunto de
reacdes quimicas que ocorrem em cada célula. A presenca de enzimas especificas
garante certo direcionamento nas reacdes, estabelecendo o que se denomina de rotas
metabdlicas. Os compostos quimicos formados, degradados ou transformados sao
chamados de metabdlitos (Simdes, 2004). Alguns compostos como agcucares,
aminoacidos, acidos graxos, proteinas, acidos nucleicos e lipidios sdo produzidos por
todos os seres vivos. Por serem comuns aos organismos Vvivos e essenciais a sua
sobrevivéncia, tém sido definidos como integrantes do metabolismo primario e séo
denominados metabolitos priméarios. Os vegetais a partir dos metabdlitos primarios
produzem inumeras outras substancias ndo necessariamente relacionadas de forma
direta com a manutencdo da vida. Esses compostos sdo denominados metabdlitos
secundarios (Dewick, 2002). Os metabdlitos secundarios foram considerados por muito
tempo produtos de excrecdo do vegetal. Hoje, sabe-se que essas substancias estao

envolvidas com mecanismos de defesa contra herbivoros e microrganismos, protecéo
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contra raios UV, atracdo de polinizadores ou animais dispersores de sementes e
alelopatias (Simdes, 2004).

As substancias naturais bioativas se agrupam em quatro classes principais: 0s
terpenos (hormonios, pigmentos ou Oleos essenciais), as substancias fendlicas
(flavonoides, lignina e taninos), as substancias glicosidicas (saponinas, glicosideos
cardiotdnicos, glicosideos cianogénicos e glicosinolatos) e os alcaloides (Garcia e
Carril, 2009). Os terpenos sao sintetizados a partir da acetil-CoA, via rota do acido
mevaldnico, ou via rota do metileritritol fosfato (MEP). Os compostos fendlicos sao
biossintetizados a partir de duas rotas principais, do acido chiguimico e do acido
malbnico e 0s compostos nitrogenados sao sintetizados a partir dos aminoacidos

(Figura 16) (Simdes, 2004).

acetogeninas

Glicose Polissacarideos
L Heterosideos
, | |
Acido Chiquimico _ ______Acetil CoA
Triptofano Acido Galico T
P / Ciclo dc\r-\l
Antraquinonas : acido | Via
Fenilalanina/ flavonoides citrico/ mevalonato
tirosina taninos condensados\ / -
] Tani Condensacao
Alcaldides aninos .
indélicos e hidrolisaveis Isoprenoides
quinolinicos 1 ‘
Ornitina ..
| . Terpenoides
. lisina -
Acido cinamico e esterois
Protoalcaloides ‘
alcaldides Eenil id Alcaloides
i inolini enilpropandides S )
Isoql._ll_nollnl.cosle. pll’r0|IAdI.r‘IICOS. Acidos graxos
benzilisoquinolinicos ‘ tropanicos,

Lignanas e Ligninas
Cumarinas

Figura 16. Esquema das vias do metabolismo secundario de plantas (Simdes, 2004).

pirrolizidinicos,
piperidinicos e
quinozidinicos
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1.3.1 Terpenos

Os terpenos sdo metabdlitos secundarios derivados do isopreno (C5) e sédo
classificados em monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40). (Dewick, 2002; Bakkali, 2008). As unidades de
isopreno podem ser derivadas a partir de duas rotas: do mevalonato e do 1-deoxi-D-
xilulose-5-fosfato (DXP).

Pela via do mevalonato, a molécula acetil-coenzima A € o precursor de terpenos.
Pela condensacédo de Claisen, dois equivalentes de acetil-CoA produzem acetoacetil-
CoA. Seguindo o padrdo de uma reacdo de condensacao alddlica, acetoacetil-CoA
reage com outro equivalente de acetil-CoA como um nucledfilo de carbono para originar
B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA, em  seguida, a reducdo enzimatica com
dihidronicotinamida-adenina-dinucleétideo (NADPH) (Figura 17), na presenca de agua,
obtem-se (R)-acido mevalbnico. A fosforilacdo do &cido mevalbnico pelo ATP
(adenosina trifosfato) (Figura 17) fornece o difosfato de &cido mevalénico que é
descarboxilado e desidratado, formando o isopentenildifosfato (IPP). Este ultimo
isomeriza na presenca de uma isomerase para dimetil-alil-difosfato (DMAPP) (Figura
18). O grupo eletrofilico alilico CH, do dimetil-alil-difosfato e o grupo nucleofilico do
isopentenil-difosfato reagem produzindo o geranil-difosfato (GPP) com 10 atomos de
carbono. A reacdo do geranil-difosfato (GPP) com outra molécula de IPP origina o
farnesil difosfato (FPP), composto formado por 15 atomos de carbono e precursor dos
sesquiterpenos, e assim sucessivamente até formar os politerpenos (Figura 19)

(Breitmaier, 2006).
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Figura 17. Estruturas quimicas do NADPH e ATP (Breitmaier, 2006).
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Figura 18. Mecanismo de formagé&o do acido mevalbnico e geranil-pirofosfato

(Dewick, 2002).
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Figura 19. Formacao de monoterpenos e sesquiterpenos (Breitmaier, 2006).

A producéo de isopentenilpirofosfato (IPP) pode ocorrer no cloroplasto pela via 1-
deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP) pela condensacdo de uma molécula de piruvato e
outra de D-gliceraldeido-3-fosfato que origina o IPP que se converte em seu isdbmero

DMAPP (Figura 20) (Breitmaier, 2006).



31

0 (0) 0 OH
OP
] OH OH
Firuvato D-gliceraldeido-3fosfato 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato

OPP OPP
—_——
NS OH OH
3-metil-D-eritrol-2 4-ciclodifosfato
DMAPP IPP

Figura 20. Biossintese de terpenos via 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (Breitmaier, 2006).

Os compostos terpénicos formados na biossintese de vegetais podem ser
hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos e ésteres (Bakkali,
2008). Na Figura 21 estdo representados alguns monoterpenos aciclicos formados a

partir do geranil-difosfato.
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Figura 21. Monoterpenos aciclicos (Dewick, 2002).
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O papel dos monoterpenos nos vegetais, ainda nao € totalmente definido, mas
em geral, entende-se que eles atuam na atracdo de polinizadores, defesa e como
mediadores entre plantas e ambiente (Phillips e Croteau, 1999). Os monoterpenos sao
constituintes dos 0Oleos essenciais e sdo importantes na industria de perfumes e
fragrancias. Alguns compostos atuam como herbicidas, pesticidas, antimicrobianos e
agentes anticarcinogénicos em alimentos (Silva, 2005).

Varios monoterpenos como, por exemplo, limoneno, a-terpineol, a-pineno e
linalol; sesquiterpenos como trans-cariofileno e espatulenol e o diterpeno fitol tém sido
identificados em analises de 6leos essenciais de folhas, frutos, casca e madeira de
plantas do cerrado por nosso grupo de pesquisa (Figura 22). Os principais constituintes
terpénicos nesses 0Oleos foram monoterpenos e sesquiterpenos. (Aquino et al., 2013;

Martins, 2012; Chang et al., 2011; Londe, 2004; Queiroz, 2001).

OH

OH |

Limoneno alfa-terpineol Linalol alfa-pineno

OH

D-germacreno Espatulenol

Figura 22. Monoterpenos, sesquiterpenos e diterpeno encontrados em plantas
do Cerrado (Aquino et al., 2013; Martins, 2012; Chang et al., 2011;
Londe, 2004; Queiroz, 2001).
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Para exemplificar modelos de compostos diterpenos pode-se citar 0s compostos
ent-15-pimareno-83-19-diol e o &cido ent-kaur-16(17)-en-19-oico (Porto et al., 2009) e
de triterpenos os acidos ursolico e oleanoico (Cunha et al., 2007) que sdo importantes
protétipos para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos para uso
farmacoldgicos. Além disso, os triterpenos acidos oleanoico e ursolico possuem
interessante atividade tripanocida (Figura 23) (Cunha et al., 2006). Os esteroides s&o
formados a partir dos triterpenos. Eles participam da formacdo das membranas
celulares na planta. A ecdisona é um esteroide que possui funcdo protetora contra

insetos (Garcia e Carril, 2009).

acido ent-kaur-16(17)-en-19-oico

00H 00H

acido ursolico

acdisona

Figura 23. Estruturas quimicas de diterpenos e triterpenos e do esteroide acdisona
(Porto et al., 2009; Cunha et al., 2006).



34

1.3.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos pertencem a uma classe de compostos que inclui uma
grande diversidade de estruturas simples e complexas, que possuem pelo menos um
anel aromatico e pelo menos um hidrogénio substituido por uma hidroxila (Simdes,
2004). Compreendem desde fendis simples até sistemas de fendis mais complexos
como: lignanas, estilbenos, flavonoides, quinonas e taninos. Os compostos fendlicos
podem ser classificados segundo o tipo de esqueleto principal conforme apresentado

na Tabela 5.

Tabela 5. Classificacdo dos compostos fenélicos de acordo com seu esqueleto
basico (Simdes, 2004)

ESTRUTURA CLASSE

Cs Fenois

Ce-C4 Acidos hidroxibenzoicos

Ce-Cy Acetofenonas, acidos femlacéticos e lndroxicinamicos. cumarinas
& Cromonas

Cs-Cy Naftoquinonas

Cs-C1-Cs Benzofenonas e xantonas

Cs-Ca-Cy Estilbenzenos e antraquinonas

C-C3-Cy Flavonowdes: flavonois, antocianmas, flavonas, flavanonas,
flavanois e 1soflavonas

[{:';j— ('3-(:15}3 Biflavonoides

(CsCiln Tanmmos hadrolisavels

(Ce-C3-Cely Taninos condensados ou proantocianidinas

(s — anel benzénico

Alguns compostos fendlicos simples estdo exemplificados na Figura 24. A
biossintese desses fendis se inicia com a condensacdo de uma unidade de
acetilcoenzima A e trés unidades de malonilcoenzima A formando um composto com

grupos metilénicos entre carbonilas muito reativo. Essa condigcdo permite gerar
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carbanios e enolatos tendo a tendéncia de formar um composto ciclico com seis
membros mais estabilizado (Poli-ceto-éster). A partir dessa estrutura dois caminhos de
reacdo podem ocorrer. condensacao alddlica ou condensacdo de Claisen (Dewick,
2002). A reacao pelas duas vias e 0s mecanismos sugeridos para a obtencdo de

compostos fenolicos simples estdo apresentados na Figura 25.

HO
OH
(0]
/ = o
Guaiacol Eugenol
\ =0 HO
O 0
HO HO
--'-"--
Siringaldeido Acido B6-metil-salicilico

Figura 24. Exemplos de fendis simples (Dewick, 2002).
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Figura 25. Mecanismos de formacao de compostos fendlicos simples (Dewick, 2002).

1.3.3 Flavonoides

Os Flavonoides s&o estruturas polifendlicas de baixo peso molecular

encontradas naturalmente nas plantas, apresentam 15 atomos de carbono em seu
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nacleo fundamental constituido por dois anéis aromaticos, A e B e um anel heterociclico
oxigenado C formando um sistema (Ce-C3-Cg) (Ignat, 2011). A Figura 26 apresenta o

esqueleto basico de um flavonoide.

Figura 26. Estrutura bésica dos flavonoides.

Os flavonoides sdo um importante grupo de compostos presentes nos vegetais e
nenhuma outra classe de metabdlitos secundarios € tdo creditada com tanta relevancia
para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Muitas funcdes exercidas pelos
flavonoides sdo fundamentais para a sobrevivéncia como protecdo contra raios UV,
defesa contra herbivoros e patdgenos e interacfes alelopaticas. As antocianidinas séao
frequentemente incluidas juntamente com outros flavonoides e o0s acidos
hidroxicinamicos, como protetores de radiacdo UV. A maioria das antocianidinas
absorve a radiacdo UV entre 270 e 290 nm. Os pigmentos formados pelos flavonoides
atuam como filtros de radiacdo UVB. As antocianidinas sdo frequentemente incluidas
juntamente com outros flavonoides e os acidos hidroxicinAmicos, como protetores de
radiacdo UV (Andersen e Markan, 2006).

Os flavonoides possuem propriedades farmacologicas comprovadas no
organismo humano, como capacidade antioxidativa, atividade anti-inflamatoria, acéo

antialérgica, atividade contra o desenvolvimento de tumores, anti-hepatotoxica,
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antiulcerogénica, atividades antiplaquetaria, antimicrobianas e antivirais (Andersen e
Markan, 2006). Uma das propriedades mais importantes dos flavonoides € a sua
capacidade antioxidante. S&8o compostos doadores de elétrons com a presenca de
ligacdes duplas conjugadas e grupos hidroxilas com grande potencial de estabilizacao
sobre agentes oxidantes. Eles reagem inativando anions superoxido, oxigénio singleto,
radicais peroxidos de lipidios e/ou estabilizando radicais livres envolvidos no processo
oxidativo através da hidrogenacdo ou complexacdo com espécies oxidantes (Machado
et al., 2008). Os flavonoides ocorrem na forma de agliconas ou heterosideos. Uma
aglicona representa o metabdlito secundario livre de unidades de acucar (Simdes,

2004). A Figura 27 mostra estruturas quimicas de flavonoides.
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Figura 27. Principais estruturas de flavonoides (Andersen e Markan, 2006).
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Flavonoides e estilbenos podem ser biossintetizados pela reacdo de uma
molécula de cinamoil-CoA precursor originado pela rota do chiquimato com trés
moléculas de malonil-CoA, formando um policetideo. A partir dessa estrutura, enzimas
especificas direcionam reacdes alddlicas e de Claisen, seguida de enolizacbes
formando um composto com um anel heterociclico e dois anéis aromaticos substituidos
caracteristicos de muitos flavonoides (Dewick, 2002). A Figura 28 representa a
formacdo da flavanona naringenina e do estilbeno revesratrol e a Figura 29 representa
a formacdo de outros flavonoides a partir de chalconas. A Figura 30 representa 0s

mecanismos de biossintese de antocianidinas a partir de uma flavona.
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Figura 28. Formacéo de flavonoides e estilbenos (Dewick, 2002).
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1.3.4 Antraguinonas

Sao compostos aromaticos com duas carbonilas, usualmente uma oposta a outra
no anel. As antraquinonas podem ser formadas via acido chiquimico e acetato ou
totalmente pela via do acetato. No primeiro caso, o acido chiquimico reage com o acido
a-cetoglutarico proveniente tanto da desaminacdo do acido glutamico quanto do ciclo
do &cido citrico, produzindo o &cido o-succinilbenzoico. Esse produto com o acido

mevaldnico origina uma antraquinona (Figura 31).

HO C COOH c c
_~COOH COOH _ CODH
L —
HO
OH . COOH . o
acido chiquimico  acido cetoglutarico Acido o-succinilbenzdico
+
o CoOH
<«
OH
HO
o acido mevaldnico

antraquinona

Figura 31. Formacédo de antraquinona a partir do acido chiquimico (Simdes, 2004).

A nomenclatura das quinonas € definida pelo esqueleto do anel aromatico,
estabelecendo-se as posi¢cées dos dois grupos carbonilicos na molécula nas posi¢coes
1,2 (orto) ou 1,4 (para), acrescentando o sufixo quinona. Os trés grupos principais de
quinonas sao as benzoquinonas, naftoquinas e antraquinonas como esta apresentado

na Figura 32 (Simoes, 2004).
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1,4-benzoquinona 1,2-naftoquinona 8 10-antraguinona

Figura 32. Estrutura basica de quinonas e numeracdes dos anéis.

As antraguinonas podem ser formadas exclusivamente pela via do acetato
proveniente de acetil-CoA e malonil-CoA, formando um policetideo por reacfes de
Claisen. A Figura 33 apresenta a formacédo de uma antraquinona pela ciclizacdo de um

policetideo linear (Romagni, 2005).
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Figura 33. Biossintese de antraquinona derivada da via do acetato (Romagni, 2005).
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1.3.5 Taninos

A palavra "tanino" é derivada do termo “tanante”, significando que os taninos
evitam a putrefacdo das peles dos animais e assim elas podem ser transformadas em
couros (Monteiro et al., 2005).

Os taninos séo compostos fendlicos de grande interesse econémico e ecoldgico.
Séo divididos em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Apresentam
solubilidade em agua, alto peso molecular, possuindo a habilidade de formar complexos
insolliveis em agua com proteinas, gelatinas e alcaloides (Simdes, 2004). Isso ocorre,
por exemplo, no caso das proteinas, pelo fato das hidroxilas fendlicas dos taninos se
ligarem com os grupamentos amida das proteinas. Interacdes hidrofébicas também
ocorrem pela interacdo dos nucleos aromaticos dos taninos com as cadeias laterais
alifaticas ou aromaticas dos aminoacidos. Um mol de taninos pode ligar-se a doze
moles de proteinas. Por serem compostos fendlicos sdo muito reativos quimicamente e
formam ligagbes de hidrogénio, intra e intermoleculares. No vegetal tém o papel de
protecdo contra herbivoros e agentes antimicrobianos. Tais compostos sao
responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais, sédo facilmente
oxidaveis, tanto através de enzimas especificas nos vegetais quanto por influéncia de
metais, como cloreto férrico, 0 que ocasiona o escurecimento de suas solucbes
(Simdes, 2004). Sao considerados fortes antioxidantes, mais potentes que a vitamina C
e E, ttm um importante papel nas doencas imunoldgicas, circulatérias e também em
patologias do sistema nervoso. As principais fontes alimentares de proantocianidinas
além das uvas sdo as macas, ameixas, leguminosas, vinho tinto, cha, suco, cacau e

chocolate (Wang et al.,, 2011). Sdo naturalmente encontrados em folhas, frutos,
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sementes, castanhas e cascas de muitas plantas. Varias atividades farmacoldgicas séao
atribuidas aos taninos como: acao bactericida e fungicida, anti-inflamatoéria, antiviral
entre outras. Acredita-se que essas atividades sejam devido a trés caracteristicas
gerais dos taninos condensados e hidrolisaveis: complexacdo de ions metélicos,
atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres e habilidade de complexar

moléculas como proteinas e polissacarideos (Simodes, 2004).

1.3.5.1 Taninos condensados (Proantocianidinas)

As proantocianidinas ou taninos condensados sdo polimeros de alto peso
molecular que tem como unidades precursoras os flavonoides flavan-3-ol e / ou flavan-
3,4-diol e suas estruturas quimicas estao apresentadas na Figura 34 (Monteiro, 2005).
A estrutura dos taninos condensados € formada pela ligacdo entre o carbono 4 de uma
estrutura com o carbono 8 da outra (Figura 35). Variagcdes no polimero podem ocorrer
como diferentes nimeros de monémeros, posicdo das ligacdes, oxigenacao nos anéis e

estereoquimica dos substituintes do anel C (Waterman e Mole, 1994).

Flavan-3,4-diol Flavan-2-al

OH

Figura 34. Estrutura basica de unidades de flavan-3,4-diol e flavan-3-ol (Monteiro,
2005).



45

OH CHs

Figura 35. Exemplo de ligagdo C4-C8 na formagéo de proantocianidinas (Monteiro,
2005).

1.3.5.2 Taninos hidrolisaveis

Sado ésteres de acido gélico e seus dimeros (acido digalico e elagico) com
monossacarideos, principalmente glicose. Normalmente os taninos hidrolisaveis sdo
divididos em galotaninos (produzem acido galico por hidrélise) e elagitaninos (produzem
acido elagico por hidrélise). Os acidos presentes nos taninos hidrolisaveis sao formados
a partir da via do acido chiguimico como esta apresentado na Figura 36 (Dewick, 2002),
e na Figura 37 esta representado a estrutura quimica dos acidos galico, digalico e

elagico.
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Figura 36. Biossintese de formacao do acido galico (Dewick, 2002).
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Figura 37. Acidos presentes nos taninos hidrolisaveis (Dewick, 2002).
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1.3.6 Alcaloides

Os alcaloides sé@o bases organicas nitrogenadas encontradas principalmente em
platas, mas também em menor extensdo em microrganismos e animais. Um ou mais
atomos de nitrogénio sdo presentes e podem ser aminas primarias, secundarias e
terciarias. Os grupos amina conferem basicidade aos alcalbides, facilitando o
isolamento e purificacdo, uma vez que esses compostos com acidos minerais formam
sais soluveis em agua. O nome alcaloide é derivado de &lcali. O grau de basicidade
depende da estrutura da molécula do alcaloide e da presenca e localizacdo de outros
grupos funcionais (Dewick, 2002).

Os atomos de nitrogénio sdo originados dos aminoacidos, e em geral, a cadeia
carbbnica do aminoacido precursor € mantida na estrutura do alcaloide, embora o
carbono do grupo acido carboxilico € frequentemente perdido pela descarboxilacao.
Relativamente poucos aminoacidos sdo envolvidos como precursores envolvidos na
biossintese dos alcaloides, onde os principais sdo: ornitina, lisina, acido nicotinico,
triptofano, acido antranilico e histidina (Dewick, 2002).

7

Exemplificando a estrutura de um alcaloide, € apresentada na Figura 38 a
molécula de nicotina que constitui o principio ativo do tabaco e seu precursor, 0 acido

nicotinico (Simoes, 2004).
CoCH q\ J

Acido nicotinico Micotina

Figura 38. Estrutura do alcaloide nicotina e do acido nicotinico (Simdes, 2004).
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Na sua rota biossintética, as enzimas triptofano descarboxilase e tirosina
descarboxilase modificam estes aminoacidos transformando-os em precursores de
alcaloides e desviando-os do processo de sintese de proteinas (Porto, 2009). Em altas
concentracfes estes alcaloides séao toxicos, contudo, em baixas concentracdes tém
acao terapéutica, agindo como relaxantes musculares, tranquilizantes e analgésicos
(Garcia e Carril, 2009), anti-inflamatérios (Souto et al., 2011), antioxidantes (Maiza-

Benabdesselam et al., 2007) e antibacterianos (Karou et al., 2005)

1.4 Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo misturas complexas formadas por compostos volateis
provenientes do metabolismo secundario dos vegetais, caracterizados por forte odor.
Podem conter varios compostos com concentracfes bastante diferentes. Geralmente
possuem dois ou trés compostos majoritarios compreendendo 20 a 30 % da mistura. Os
Oleos essenciais tém um papel importante na protecdo das plantas, pois agem como
antibacterianos, antivirais, antifungo, inseticida e também na defesa contra herbivoros.
Podem ser sintetizados em todas as partes da planta, tais como, flores, folhas,
sementes, frutos, raizes, casca e madeira. Sao principalmente constituidos por terpenos
(principalmente monoterpenos e sesquiterpenos) e outros constituintes alifaticos e
aromaticos (fenilpropanoides) (Bakkali et al., 2008).

Varios fatores podem afetar a composicdo quimica dos 6leos, tais como clima,

qualidade do solo, época de colheita e genética. Em geral, com a baixa intensidade da
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luz, a producdo de monoterpenos diminui e pequenas variacdes diarias de temperatura
podem estimular a producao de terpenos (Lima, 2008).

A composicdo quimica dos Oleos essenciais presentes em plantas tem sido
estudada, e estes 6leos, vém demonstrando que séo fontes promissoras de metabdlitos
secundarios. Muitos estudos indicam que os Oleos apresentam propriedades biolégicas
importantes tais como atividade antimicrobiana (Tohidpour et al., 2010; Xiong et al.,
2013), esquistossomicida (Magalhdes et al., 2012), antioxidante (Bozin et al., 2006),
antifingica (Bouchra et al., 2003), analgésica, anti-inflamatéria, anestésica,
antiespasmo (Bakkali, 2008), entre outras. Recente revisdo mostrou que 6leos
essenciais de diferentes espécies de vegetais possuem forte atividade antimicrobiana
contra varios microrganismos, 0 que sugere a possibilidade de utilizad-los como
substitutos para as drogas sintéticas devido a resisténcia cada vez maior de alguns
agentes patogénicos (Lang e Buchbauer, 2012). Alguns trabalhos tém demonstrado que
0os Oleos essenciais também sdo potenciais agentes antibacterianos contra
microrganismos bucais (Takarada et al., 2004; Botelho et al., 2007; Cha, 2007; Chang
et al.,, 2011). Essas atividades s&o geralmente relacionadas com substancias
provenientes do metabolismo secundario presentes nos 6leos. Varios destes
compostos estdo sendo testados separadamente e tém indicado significativo efeito
antimicrobiano (Si et al., 2006).

Devido as suas diversificadas propriedades, os Oleos essenciais tém papel
relevante na sociedade por serem utilizados na industria farmacéutica, cosmeética e
alimenticia. Eles sao utilizados como aromatizantes, flavourizantes, analgésicos,
antissépticos, sedativos, expectorantes na industria farmacéutica e na preparacédo de

infusdes para extrair os principios ativos na medicina popular (Bizzo et al., 2009).
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Os principais 6leos produzidos no Brasil sdo: 6leo essencial de laranja, Citrus
cinensis, com maior producdo; 6leo essencial de eucalipto, com destaque para a
producdo de Oleo medicinal de Eucalyptus globulus e Oleo para a perfumaria de
Eucalyptus citriodora, rica em citronelal e Eucalyptus staigeriana, rica em citral; e 6leo
essencial de pau-rosa, Aniba roseaodora, onde Brasil € o Unico pais fornecedor desse
6leo no mundo. O linalol € o principal constituinte desse 0leo extraido da madeira da

planta e o estado de Amazonas é o maior exportador (Bizzo et al., 2009).

1.5 Compostos fendlicos e atividade antioxidante

No organismo humano, sdo formadas espécies reativas de oxigénio (EROs) que
contém um ou mais elétrons desemparelhados, sendo denominadas de radicais livres.
Entre as pricipais espécies de radicais livres encontram-se o O, oxigénio singlete), 0%
(radical superéxido), OH® (radical hidroxila), NO® (6xido nitrico) e ONOQO™ (peroxinitrico).
Sao espécies muito reativas, que causam danos oxidativos as celulas e tecidos, as
quais tem sido relacionadas com diversas doencas, dentre elas o cancer, aterosclerose
e cardiopatias (Lima, 2008).

As plantas e especialmente os frutos do Cerrado contém, além dos nutrientes
essenciais e de micronutrientes (como minerais, fibras e vitaminas), diversos compostos
secundarios de natureza fendlica, denominados polifenois e constituintes volateis (Silva
et al., 2005). InUmeros estudos realizados com compostos fendlicos, especialmente os
flavonoides, demonstram a capacidade de sequestrar radicais livres (atividade

antioxidante) (Verma e Pratap, 2010).
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Existe um interesse crescente em novas fontes de antioxidantes naturais, devido
ao reconhecimento do envolvimento de espécies reativas de oxigénio no aparecimento
de vérias doencas humanas (Aruoma, 1998; Verma e Pratap, 2010) e na degradacéo
oxidativa de alimentos, racdo animal e outros produtos como cosmeéticos (Aruoma,
1998).

Antioxidantes sdo substancias que podem prevenir, impedir ou reduzir o dano de
oxidacdo (Ramarathnam et al., 1995). Eles minimizam os danos oxidativos ao DNA,
proteinas e lipideos atuando como sequestradores de EROs (Diplock et al., 1998;
Verma e Pratap, 2010). Portanto, eles sdo capazes de proteger o corpo humano de
varias doencas (Alzheimer, artrite reumatoide, catarata, diabetes, doenca de Parkinson,
AIDS) atribuidas as reacdes de radicais (Takao et al., 1994). Antioxidantes nédo
enzimaticos envolvem muitas moléculas organicas de baixo peso molecular, tais como
a-tocoferol, &cido ascoérbico, ubiquinol, [-caroteno, etc. Muitos pesquisadores
interessam principalmente nestes antioxidantes de baixo peso molecular, pois eles
podem explorar o seus mecanismos de acdo para proteger os sistemas bioldgicos,
isolar substancias de plantas para verificar as atividades antioxidantes e sintetizar
antioxidantes com novas estruturas baseadas nos produtos naturais bioativos (Liu,
2010). Tem sido utilizado na industria de alimentos, antioxidantes sintéticos tais como o
BHT (butil-hidroxi-tolueno) e BHA (butil-hidroxi-anisol) para prevenir os danos dos
radicais livres, mas estas substancias também sao relacionadas com doencas
carcinogénicas (Diouf et al., 2009), tornando atrativa a busca de compostos
antioxidantes de origem natural. As estruturas do BHT e BHA estdo apresentadas na

Figura 39.
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OH ~0 ~0

BHT (butil-hidroxi-tolueno) BHA (butil-hidroxi-anisol)
(mistura de isémeros)

Figura 39. Estrutura dos antioxidantes sintéticos BHT e BHA.

Entre os métodos utilizados para a quantificacdo dos compostos fendlicos, um
dos mais citados na literatura é o da rea¢cdo com o reagente Folin-Ciocalteau, em que
este tem capacidade de reduzir fendis formando um complexo azul cuja intensidade é
registrada a 760 nm (Queiroz, 2001).

Em funcdo da grande diversidade quimica dos compostos fendlicos, vérios
ensaios tém sido desenvolvidos para avaliar a capacidade antioxidante de diferentes
amostras. Entre os métodos existentes, destaca-se o ensaio com o 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH), em que este radical livre reage com o antioxidante que o converte
para a forma reduzida. A reducdo dos radicais DPPH pode ser acompanhada
espectrometricamente a 517 - 518 nm, pela diminuicdo da absorbancia da solucéo
metandlica de DPPH que € inicialmente violeta e torna-se amarela a medida que a
amostra sequestra os radicais livres (Abdille et al, 2005). Quanto maior a atividade
antioxidante menor sera a coloragao violeta da solucéo, ou seja, menor a concentracéo

de DPPH- residual apds certo tempo. A Figura 40 mostra um mecanismo hipotético
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guando o radical DPPH reage com um antioxidante doador de hidrogénio, formando a

molécula de 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (coloracdo amarela).

02 H NO2

+ A*
NO:2 Oz NQO2

2,2-difenil-1-picrilhidrazila difenil-picrilhidrazina
(coloracéo violeta) (coloragdo amarela)

Figura 40. Reducéo do radical livre DPPH.

A capacidade antioxidante dos fendis é devida principalmente as suas
propriedades redutoras, cuja intensidade da acdo antioxidante depende
fundamentalmente do nimero e da posi¢cédo de hidroxilas presentes na molécula (Melo
et al.,, 2008). As hidroxilas fendlicas por reacdo radicalar doam elétrons através do
hidrogénio para os radicais DPPH, que sédo por sua vez estabilizados. Com a reacéo,
radicais fenolatos e fenoxil sdo formados. Entretanto, sdo espécies bastante
estabilizadas por efeitos de ressonancia. As estruturas radicalares podem reagir entre si

e até mesmo com os radicais DPPH (Figura 41).
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Figura 41. Propostas possiveis mecanismos entre compostos fenélicos e DPPH
(Brand-Williams, 1995).

1.6 Consideracdes gerais sobre o ecossistema bucal

Durante a vida, todas as superficies do corpo sédo expostas a coloniza¢do por
uma grande variedade de microrganismos (Lindhe, 1999). Varios compartimentos
organicos do corpo humano abrigam uma série de microrganismos que infectam esses
locais mesmo no estado saudavel, constituindo a microbiota propria de cada local. O

motivo da ndo existéncia de uma microbiota Unica em todas as partes do corpo, deve-
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se inicialmente ao fato de cada regido ser um habitat diferente, com condicdes
ambientais diversas. As composicfes teciduais, 0s nutrientes necessarios para cada
microrganismo, teores de umidade, pH, taxas de oxigénio, receptores para aderéncia
bacteriana, entre outros, se diferem em cada parte do corpo. Com isso, 0S
microrganismos colonizam certa regido e se adaptam as suas condi¢des ecologicas (De
Lorenzo, 2004).

Particularmente, a cavidade bucal possui estruturas anatdbmicas distintas, sendo
compreendidas basicamente por um tecido duro (dentes) e por tecidos moles como:
mucosas alveolar e ceratinizada e lingua. A renovacdo constante das superficies por
descamacéao previne o acumulo de microrganismos. Entretanto, os dentes apresentam
uma superficie dura ndo-descamativa que favorece o desenvolvimento de grandes
depdsitos bacterianos. Ja a mucosa bucal é caracterizada por continua descamacao
das células epiteliais permitindo a rapida eliminacdo de bactérias aderidas na mucosa
(Theilade, 1990).

A microbiota bucal é uma das mais complexas de todo o corpo humano. Mais de
700 espécies bacterianas ja foram detectadas através de métodos moleculares, no qual
mais de 50% ainda néo foram cultivadas em laboratorio (Aas et al., 2005)

A cavidade bucal é um érgao ecologicamente especial, um local que, em funcéo
de sua complexidade anatdmica, alberga uma microbiota com diferencas marcantes em
sua composicdo, tanto no aspecto qualitativo como quantitativo (Theilade, 1990). O
desenvolvimento de uma comunidade, geralmente envolve uma sucessdo de
populacdes. O processo comegca com a colonizagcdo do habitat por uma populagéo

microbiana pioneira (colonizadores iniciais). O metabolismo desses colonizadores
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iniciais modifica o ambiente do local, fazendo com que as condi¢des sejam favoraveis
para a aderéncia e crescimento de outras espécies (Marsh, 2005).

A temperatura do ambiente bucal se mantém relativamente constante (34°C a
36°C) e o pH perto da neutralidade na maioria das areas e desta forma, suporta o
crescimento de uma variedade de microrganismos. Entretanto, o meio bucal ndo pode
ser considerado um ambiente uniforme. Existem varios habitats dentro da cavidade
bucal, cada um com caracteristicas fisico-quimicas diferentes, abrigando comunidades
microbianas diferentes. As superficies orais sdo constantemente banhadas por dois
importantes fluidos fisioldgicos: a saliva e fluido gengival. Estes fluidos sdo essenciais
para manutencdo do meio bucal. O ambiente supragengival € banhado pela saliva,
enguanto que o ambiente subgengival é banhado pelo fluido gengival (Theilade, 1990).

Na saliva existem muitas proteinas, aminoacidos, carboidratos, varios lipideos,
varias vitaminas e compostos inorganicos necessarios ao metabolismo bacteriano. Por
outro lado, na saliva, existem varios mecanismos que limitam o desenvolvimento
microbiano, pelo fato de na sua composicdo estarem presentes algumas substancias
antimicrobianas, tais como: anticorpos, principalmente da classe IgA (imunoglobulina
A), que além de participarem da destruicdo bacteriana, ainda aglutinam
microrganismos, impedindo sua aderéncia aos tecidos; Lisozima, que tem efeito
bactericida porque hidrolisa o peptidoglicano, importante componente da parede celular,
fazendo com que as bactérias, principalmente as Gram-positivas, figuem muito
sensiveis a alteracbes osmoéticas e sejam lisadas; além de outras como Lactoferrina e

Lactoperoxidase que também promovem acgéo bactericida (Wilson et al, 2002).
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O fluido gengival, assim como a saliva, favorece o desenvolvimento das
bactérias por serem fonte de nutrientes, principalmente proteinas, em contrapartida é
um recurso de defesa local por nele existirem fagocitos, linfécitos, anticorpos e o
sistema complemento (C). Apesar de existirem mecanismos de defesa no meio bucal,
uma microbiota persiste na cavidade bucal. As bactérias podem sobreviver, porque
diante dos mecanismos de defesa, estes sdo menos susceptiveis ou as bactérias
evitam mecanismos imunologicos (Cummins e Creeth, 1992). Também é possivel, que
IgA tenha efeito sobre as bactérias. No entanto, esse efeito € reduzido devido aos
multiplos fatores que mantém a microbiota em equilibrio com a cavidade (Marcotte e

Lavoie, 1998).

1.6.1 Biofilme dental

Na vida intrauterina, a cavidade bucal é isenta de bactérias. Algumas horas apés
0 nascimento, a boca comeca ser infectada por microrganismos provenientes das
pessoas que estdo em maior contato com o bebé, sobretudo da mée (De Lorenzo,
2004). Numerosos estudos mostram que as primeiras espécies que se instalam na
cavidade bucal sdo Streptococcus salivarus, Streptococcus oralis e Streptococcus mitis
biovar 2, mas principalmente o S. salivarus, que tem grande afinidade pela mucosa e
por sacarose. A auséncia de Streptococcus mutans e Streptococcus sanguinis se deve
ao fato de que, estas espécies sdo mais comumente encontradas apos a presenca de
elementos dentais. Em seguida, a complexidade da microbiota bucal, inicia com a

erupcao dos dentes, surgindo novos sitios ecoldgicos (Aas et al., 2008).



58

Apoés a limpeza dos dentes, macromoléculas hidrofébicas sdo adsorvidas pelas
superficies, formando um filme condicionante denominado pelicula adquirida. Este filme
€ composto por uma variedade de glicoproteinas salivares (mucinas), anticorpos,
peptideos e outras moléculas organicas (Clark et al., 1978). A pelicula altera a carga e
a energia livre de superficie, aumentando a eficiéncia da adeséo bacteriana (Lindhe,
1999). A firme aderéncia de bactérias a superficie dental revestida pela pelicula salivar
€ 0 primeiro passo essencial para a formacédo do biofilme dental (Placa Dental). O
biofiilme dental € uma comunidade microbiana organizada, dentro de uma matriz
complexa composta de produtos extracelulares microbianos e compostos salivares
crescendo nas superficies do esmalte (Marsh, 2005). A evolucdo microbiana do biofilme

dental esta apresentada na Figura 42.

Figura 42. Evolucao microbiana do biofilme dental - a) colonizadores iniciais;
b) aderéncia interbacteriana; c) presenca de bactérias Gram-nega-
tivas estritas (De Lorenzo, 2004).

O depésito de bactérias e a composicdo da placa bacteriana séo relatados como

etiologia da cérie dental e de varias formas da doenga periodontal (Li et al., 2004). A
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carie dentaria € uma patologia oral bacteriana frequente, causada por um biofilme
constituido por microrganismos presentes na superficie do dente (Ambrosio et al., 2008;
Allaker e Douglas, 2009). E uma doenga que tem sido associado & Streptococcus spp.,
principalmente Streptococcus mutans e S. sobrinus e Lactobacillus spp (Chung et al.,
2006). A composicdo microbiana da placa depende do local e o estagio de
desenvolvimento que ela se encontra no ambiente bucal (Marsh, 2005). O biofilme é
benéfico ao hospedeiro na medida em que ajuda a prevenir a colonizacdo de
microrganismos exdgenos e patdégenos. Sua composicdo € relativamente estavel,
porém esta estabilidade pode ser modificada quando ocorrerem alteracbes do meio
bucal levando a um desequilibrio desta microbiota residente, favorecendo o
estabelecimento de uma populacdo microbiana cariogénica ou periodontopatogénica.
Este biofiilme patogénico pode levar ao aparecimento de algumas alteracdes
patologicas da cavidade bucal como a carie, doenca periodontal e candidiase (Weyne,

1999). Na figura 43 esté@o apresentadas lesGes ocasionadas por bactérias bucais.

Figura 43. a — Leséo de carie; b — Lesédo periodontal (inflamacao
de gengiva e perda éssea) (Lindhe, 1999).
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A flora bacteriana da cavidade bucal em estado de saude é diferente da flora
bacteriana na presenca de patologias. Por exemplo, muitas espécies associadas
especificamente com doengas periodontais, tais como, Porphyromas gingivalis,
Tannerella forsuthia e Treponema denticola e espécies comumente envolvidas com a
carie dental tais como, Streptococcus mutans e Lactobacillus spp., ndo foram
encontradas em placas supra e sub-gengival em cavidades bucais clinicamente sadias
(Aas et al., 2005).

A superficie dental propicia as condicbes necessarias para a instalacdo de
bactérias que tém a capacidade de se aderir a ela, tais como: S. sanguinis, S. mitis, S.
gordonii, S. oralis e algumas espécies de Actinomyces, consideradas colonizadoras
iniciais ou pioneiras da superficie do esmalte. Streptococcus constituem cerca de 60 a
80% dessas bactérias pioneiras, enquanto que espécies de Actinomyces aparecem na
propor¢cdo aproximada de 5 a 30% (Li et al., 2004). Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus podem se implantar nas superficies dos dentes quando existir
disponibilidade frequente de sacarose (De Lorenzo, 2004). A aderéncia de
microrganismos envolve interacdes especificas entre as adesinas (macromoléculas
ligantes) presentes nas superficies das bactérias e receptores presentes nas superficies
dos dentes (Clark et al., 1978). A importancia dos colonizadores iniciais esta no fato, de
que, eles promovem aderéncia ou modificam o ambiente para outros colonizadores.
Além disso, desempenham papel chave na sucessdo microbiana que acorre nos

biofilmes dentais (Li et al., 2004).
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1.6.2 Estagios do biofilme

Espécies de Actinomyces sdo predominantes no biofilme coletado nas primeiras
horas de sua formagédo. Posteriormente, S. mitis e S. oralis tornam-se mais
predominantes que Actinomyces nas primeiras seis horas de formagé&o do biofilme (Li et
al., 2004). Neste mesmo periodo, pode ser identificada a presenca de Actinobacillus
actinomycetemcomitans nas superficies dos dentes, em niveis extremamente baixos
(Takahashi e Yamada, 1999). A quase que auséncia de bactérias
periodontopatogénicas nos estagios iniciais do biofilme pode ser explicada através dos
niveis de oxigénio dentro dos biofilmes, que precisam ser reduzidos antes da
colonizacdo destas bactérias, para qual o oxigénio é toxico. Em estagios posteriores,
algumas espécies predominantes, tais como S. mitis, S. oralis e S. sanguinis produzem
peréxido de hidrogénio no qual pode ajudar na prevencdo contra a instalacdo de
bactérias periodontopatogénicas (De Lorenzo, 2004).

As condigbes ambientais sofrem alteragbes durante o desenvolvimento do
biofilme dental com o metabolismo dos colonizadores iniciais anaerébios facultativos,
uma vez que, promovem a diminuicdo da taxa de oxigénio, produzindo diéxido de
carbono e hidrogénio. Com isso, 0 ambiente se torna mais susceptivel ao crescimento
de anaerdbios estritos (Marsh, 2003).

A colonizacdo primaria € feita predominantemente por cocos Gram-positivos
anaerobios facultativos. A placa colhida apds 24 horas consiste principalmente de
Streptococcus, sendo que 0 S. sanguinis € o mais numeroso destes microrganismos.
Ap6s a multiplicagdo de Gram-positivos anaerobios facultativos, receptores de

superficie nos microrganismos permitem a aderéncia subseqiiente de Gram-negativos,
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gue possuem pouca habilidade de aderir diretamente a pelicula. A heterogeneidade
aumenta a medida que a placa se torna madura. Mudancas ecoldgicas permitem uma
colonizacdo secundaria por bactérias Gram-negativas anaerobias estritas, contribuindo

para aumentar a patogenicidade do biofilme (Lindhe, 1999).

1.6.3 Microrganismos bucais

Para se estabilizarem na cavidade oral, os microrganismos devem primeiro aderir
a superficie dos dentes ou da mucosa. A aderéncia é essencial para resistir o fluxo
salivar e € mediada por adesinas na superficie das bactérias e por receptores da
superficie oral. As adesinas microbianas consistem de polissacarideos,
glicosiltransferases e lectinas, que sdo adesinas protéicas que tém afinidade especifica
por carboidratos. Estas adesinas sdo encontradas nos componentes da parede celular
das bactérias ou associadas com estruturas celulares, tais como fimbrias ou fibrilas. Os
receptores podem ser componentes salivares (mucinas, glicoproteinas, amilase,
lisozimas, IgA, IgG, proteinas e estaterinas) ou componentes bacterianos
(glicosiltransferase e glicanos), que estdo ligados nas superficies orais (Scannapieco,
1994; Rudney et al., 1995). A interacdo hidrofébica é outra via utilizada pelos
microrganismos quando, as adesinas bacterianas e 0s receptores teciduais s&o
hidrofobicos (apolares). Em presenca de agua ndo se solubilizam promovendo
adsorcao na superficie dos dentes (Wilson et al., 2002).

Além das vias lectinas e hidrofobicas, s&o conhecidos outros recursos de

aderéncia direta ao esmalte dental e a glicoproteina salivar que se deposita sobre ele:
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e Interaco eletrostatica via Ca*: utilizada por S. mutans

e Interacdo via IgA salivar: S. sanguinis

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

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

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

¢ Interacdo com amilase salivar: S. gordonnii.

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

e Interagcdo com outros receptores: S. sanguinis, S. oralis, S. mitis, S. gordonii, F.
nucleatum, Capnocytophaga ochraeae (De Lorenzo, 2004).

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

A coagregacao é um exemplo de comensalismo e sinergismo que ocorre entre
as espécies microbianas (Ochiai et al., 1993). Um exemplo de interacdo positiva ocorre

quando, bactérias anaerObias facultativas utilizam oxigénio, reduzindo sua
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concentracdo, permitindo a colonizacdo de bactérias anaerdbias estritas (Theilade,
1990).

A dieta promove um aumento na propor¢cdo de microrganismos que apresentam
vantagens ecoldgicas na presenca da sacarose no meio bucal, como por exemplo, os
S. mutans. Estes, sdo acidogénicos e aciduricos, sintetizam polissacarideos
extracelulares (PEC) a partir da sacarose e, além disso, sintetizam glicanos através das
enzimas glicosiltransferases (GTFs). Algumas glicosiltransferases sintetizam moléculas
de glicose formando os glicanos soluveis e insolaveis. Os glicanos, principalmente os
insolUveis em &gua, permanecem mais tempo na placa e favorecem a aderéncia e
acumulo de Streptococcus cariogénicos sobre a superficie do esmalte dental (De
Lorenzo, 2004).

Mecanismos de competicdo e antagonismo entre as bactérias bucais residentes
podem ajudar o equilibrio ecolégico prevenindo um crescimento exagerado de algumas
espécies bacterianas (Theilade, 1990). S. mitis e S. sanguinis produzem peroxido de
hidrogénio que pode ajudar na prevencdo de bactérias periodontopatogénicas. O
peréxido de hidrogénio inativa A. actinomycetemcomitans, um patdégeno muito
agressivo para o periodonto adulto, e principalmente de jovens (Willcox e Drucker,
1988). O acumulo de Streptococcus na superficie dental é considerado um dos fatores
criticos no desenvolvimento do biofilme cariogénico, devido a producdo de acidos que
proporcionam a queda do pH do biofilme dental, aumentando a possibilidade de
desmineralizacdo dos tecidos dentais. A producdo de &cido latico pelo S. mutans e
Lactobacillus gera um abaixamento do pH e inibe o crescimento de S. sanguinis e S.

oralis bem como, bactérias Gram-negativas (Loesche, 1986).
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Um elevado grau de especificidade na interacdo adesinas-receptores explica por
que diferentes espécies bacterianas tém afinidade por diferentes estruturas da boca
(Aas, et al., 2005). Analises de amostras de salivas mostraram que nas primeiras seis
horas apos a limpeza dos dentes, os niveis de S. mitis e S. oralis sdo baixos na saliva,
mas foram presentes em altos niveis no biofilme dental. Em contra partida outras
bactérias como: A. naeslundii, F. nucleatum foram encontrados em niveis elevados na
saliva e quase ausentes no biofilme dental (Li et al., 2004).

Os microrganismos bucais, além de serem considerados fatores de risco de
doencas bucais como a carie e periodontites, podem atingir a corrente sanguinea
desencadeando outras doencas no organismo humano como: endocardites, abscessos
cerebrais, infeccdes de garganta, infeccdes nos sistemas respiratorio e gastrointestinal
e bacteremias (Aas et al. 2005). Procedimentos clinicos (extracdes dentais, tratamentos
endodonticos, cirurgias periodontais), infeccées bucais e saude bucal precaria sao
alguns dos principais fatores que promovem a introducdo de microrganismos na
corrente sanguinea. A endocardite infecciosa € a doenca cardiaca mais comum
causada por bactérias da cavidade bucal. S. sanguinis e S. mutans sdo as bactérias
mais particularmente relacionadas com esta patologia. A producdo de PEC por estas
bactérias favorece a aderéncia nas superficies do coracdo, implantando-se facilmente
em agregados de fibrina e plaguetas existentes na superficie das valvulas cardiacas
previamente lesadas (Gendron et al., 2000; Li et al.,, 2000). J4 o S. salivarus produz
glicanos, e é a espécie predominante nas superficies das mucosas, no qual é
encontrado mais comumente no dorso da lingua. S. mitis implanta-se tanto na mucosa

como no dente (Aas et al., 2005).
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Os microrganismos frequentemente isolados de processos infecciosos na
cavidade bucal sdo Streptococcus spp., Enterococcus, Gemella, Actinomyces,
Bifidobacterium, Bacteroides, Fusobacterium, Prevotella, Peptostreptococcus,
Porphyromonas, Lactobacillus, Eubacterium, Veillonella e Propionibacterium

(Socransky; Haffajee, 1992; Aas et al., 2005; Preza et al., 2008; Aas et al., 2008).

1.6.4 Controle do biofilme dental

Um dos fatores de desequilibrio fundamental para o aparecimento do biofilme
dental cariogénico € a dieta rica e frequente de carboidratos fermentaveis,
principalmente a sacarose. Esta dieta promove um aumento da proporcdo de
Streptococcus do grupo mutans, uma vez que estes microrganismos apresentam
algumas vantagens ecolégicas quando da presenca deste aclcar no meio bucal,
permitindo a sua aderéncia, colonizacdo e posterior acimulo na superficie lisa do
esmalte dental (Loesche, 1986). Além disso, a fermentacdo de carboidratos da dieta
pelas bactérias, principalmente sacarose, resulta na producdo de acidos e produtos que
inicialmente desmineralizam o esmalte e posteriormente a dentina, sendo que, quando
esse processo ndo é controlado, ocorre a formagdo das lesdes cariosas (Alam et al.,
2000). Estudos realizados em 258 criangas, avaliando fatores associados com lesdes
brancas ativas no esmalte, mostraram que ha uma forte associagdo entre a presenca
do biofilme dental e o alto indice de carie e lesdes brancas no esmalte dental (Ferreira e
Mendes, 2005). Deste modo, a inibicAo do biofiime dental seria importante na

prevencao de cérie, seja inibindo o crescimento dos Streptococcus do grupo mutans na
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cavidade bucal ou inibindo a aderéncia destas bactérias as superficies dos dentes
através da inibicdo da atividade das glicosiltransferases (Koo et al., 2002).

A remocdo de biofilmes bacterianos supra e subgengival € um componente
decisivo para a prevencao e tratamento da doenca periodontal. Estudos indicam que
microrganismos associados com periodontites colonizam ndo apenas 0s sitios
periodontais, mas também, outros habitats da cavidade bucal tais como: lingua,
amigdalas, mucosa bucal e gengivas. Estdo presentes também em alto namero na
saliva (Asikainen et al., 1991).

Produtos de higiene bucal, contendo diferentes ingredientes ativos, sao
encontrados nas prateleiras de supermercados, farméacias e lojas de cosméticos como:
os dentifricios e as solucdes anti-sépticas que funcionam como coadjuvantes aos
métodos mecanicos. Sendo assim, em algumas situagcbes quando ocorre o
impedimento de aplicacdo adequada dos métodos mecanicos e até mesmo numa
tentativa de compensar a desmotivacdo de alguns pacientes, as substancias quimicas
tém sido alvo de varios estudos. Seu impacto é bastante positivo sobre a prevencao de
caries, doencas periodontais, candidiase e outras enfermidades (Nogueira et al., 2003).

O agente quimico deve ser eficaz contra os microrganismos responsaveis pela
inflamacéo e deve possuir substantividade, isto €, maior efeito residual, para que tenha
tempo de contato suficiente para agir sobre a microbiota existente, e para que
mantenha a inibicdo de placa por um periodo mais prolongado. Além disso, o produto
necessita ser estavel a temperatura ambiente por tempo consideravel e ser seguro para
utilizacdo em seres humanos (Loesche, 1976).

Outras caracteristicas também devem ser observadas para que um agente

quimico seja considerado eficaz, tais como: auséncia de toxicidade, ndo ser alergénico,
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ter comprovacao clinica de reducdes significantes de placa e gengivite, ser seletivo e
ter especificidade para agir na microbiota patogénica, apresentar sabor agradavel, ter
custo acessivel e ser de facil utilizacdo (Van der Ouderaa, 1991).

Contudo, agentes antimicrobianos contra patégenos bucais ou agentes
que inibem a formacdo de placa e acumulacdo de comunidades cariogénicas no
biofilme s&o algumas das estratégias para prevencao de carie dental e outras doencas
relacionadas com a placa bacteriana (Koo et al, 1999). Vérias substancias
antimicrobianas, como a ampicilina, a clorexidina, sanguinarina, metronidazol e
antissépticos de amdnio quaternario e fendlicos, tém sido muito eficazes na prevencao
da carie dentéaria (Tsui et al., 2008). A clorexidina tem sido o agente antimicrobiano mais
utilizado na prevencao e combate a patologias bucais. A sua estrutura esta apresentada

na Figura 44.
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Figura 44. Férmula estrutural da clorexidina.

No entanto, varios efeitos adversos como o manchamento dos dentes, o
aumento da formacéo de calculos, diarréia e desordem na flora oral e intestinal tém sido
associados com o uso destes antimicrobianos (Chung et al., 2006; More et al., 2008).
Assim, estes inconvenientes justiicam a busca por novos e eficazes agentes
antibacterianos que poderiam ser empregados na prevencao da carie e outras doencas

bucais.
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O interesse em plantas com propriedades antimicrobianas tem reaparecido
devido aos varios problemas associados ao uso intermitente de antibibticos,
principalmente aqueles relacionados a resisténcia de algumas linhagens de
microrganismos contra varios medicamentos (Kokoska et al., 2002). Dessa forma,
agentes antimicrobianos, oriundos de plantas, podem levar ao desenvolvimento de
novos farmacos clinicamente importantes (More et al., 2008; Porto et al.,, 2009).
Inmeras substancias naturais, principalmente obtidas de vegetais, tém sido testadas
com o objetivo de se avaliar a atividade antimicrobiana sobre os microrganismos do
biofiime da placa dentaria, constituindo assim um vasto campo de pesquisas ainda a

ser explorado (Porto et al., 2009; Bernardes et al., 2010).

1.7 Estudos com espécies do género Cassia

O género Cassia é constituido por mais de 600 espécies, incluindo arvores,
arbustos e ervas distribuidas em regifes tropicais e subtropicais de todo o mundo
(Lorenzi et al., 2003).

Foi isolada uma grande diversidade de substéncias inéditas e bioativas das
espécies do género Cassia. Mais de 350 metabdlitos secundarios de varias classes ja
foram isolados nas espécies desse género. Os grupos de substancias mais
frequentemente encontrados na maioria das espécies foram antraquinonas, flavonoides
e compostos fendlicos. Alcaloides também sdo metabdlitos encontrados em varias

espécies de Cassia. Vérias espécies de Cassia sdo indicadas pela cultura popular por
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anti-ulcerogénica,
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antibacteriana,

antifingica, anti-inflamatoria, antipirética e analgésica (Viegas Junior et al., 2006).

Trés referéncias de revisdo sobre o0 género Cassia levantaram varias espécies ja

estudadas, partes do vegetal, constituintes quimicos isolados e atividades bioldgicas

comprovadas ou recomendadas pelo uso popular (Agarkar e Jadge, 1999; Viegas

Junior et al., 2006; Mazumder et al., 2008) (Quadro 1). Surpreendentemente, em

nenhuma dessas revisoes foram encontrados estudos com isolamento de metabdlitos e

atividades bioldgicas com a espécie C. bakeriana.

Quadro 1. Espécies de Cassia estudadas, principais classes de metabdlitos isolados e
atividades biologicas.

Espécie Partes do o : I .
X Constituintes isolados Atividades Bioldgicas
estudada vegetal
al :
al : Antitumoral,
Cascas Antraquinonas hepatoprotetor
2l Cicatrizacdo de feridas,
antioxidante, antitumoral,
3l Elavonoides, biflavonoides, hepatoprotetor,
triflavonoides, senosideos, hipoglicémico,
Folhas antraquinonas (acido cassico, antibacteriano,
acido cassico glicosilado), antidiabético e
procianidinas, kaempferol, antifungicida
: alcaloides e triterpenos *1 | axativa, purgativa,
Cassia b1 : 5id h
fistula antraquinonas e esteroéides epatoprotetora,
antioxidante e
antireumética
2l Acido céssico (rhein), 6leos
Flores s . X -
volateis, flavonoides e derivados
de ceras e resinas
al :
Polpa do K.aem.pferoll, gntragumonas
incluindo acido céssico -
fruto
Sementes | * Antraquinonas incluindo acido aLb Antitumoral
cassico
2 Antraquinonas, 32 Eebre amarela, dor de
Cassia Folhas biantraquinonas e flavonoides cabeca e conjuntivite
occidentalis glicolisados ®2 Anti-inflamatorio,
®2 Antraquinonas bactericida e antimalaria
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32 Anti-inflamatéria,
antibacteriana,

Raizes . . . .
a2 Antraguinonas e flavonoides antimalaria,
antimutagénica e
hepatoprotetor
a3 : oo
Cascas Senos_ldeos gntraququ_es, N _
antraquinonas incluindo acido Antifungal
cassico e flavonoides
a3 .
. Flavonoi . .
Cassia alata Folhas avonoides a3 Antibacteriana
a3 . .
Flores, A_ntlbactgrlgna,
. antimutagénica,
raizes, - o o
estemas e antifngica, analgésica,
casca anti-inflamatéria e
hipoglicémica
a4,b3 F F
' marinas, flavonoi o .
ari#a Sinoisa{s a':aﬁinooges’ ““Antimicrobiana,
Folhas 9 o ’ antitumoral e purgative
esteroéides, triterpenos e PR
. . Antiemeética
senosideos antraquinonas
24b3 Senpsideos, antraquinonas
. . , , . a4 . .
Cassia Vagens _ m_clumdo aC|do_ cassico _ Antlde_presswo, _
italica glicosilado, flavonoides, taninos | antinociceptivo e sedativo
e saponinas
3 Anti-inflamatéria,
Planta ) antipirética, analgésica,
inteita antineoplasica e antiviral
° Hipoglicémica
ad - -
Vagens e _Sen03|deo§, carb0|dratc_)s,
folnas taninos, saponinas, flavonoides
e antraguinonas
Raizes % Antraquinonas % Anti-inflamatoria
% Antraquinonas, esteroides, a5 L .
L L - Antinociceptivo,
Folhas acidos estearico, palmitico, relaxante muscular
Cassiatora succinico e tartarico
a5 . . .
a5 : . . L Purgativa, antioxidante,
Antraquinonas incluindo acido : .
Sementes q L. antibacteriana e
cassico N
antipsioriase
Folhas % Antraquinonas % Antidiabético
Cassia a6 % Antidiabético e
- Antragquinonas e sitosterol L
auriculata Flores 9 antioxidante
Planta
inteira e % Antidiabética e laxativa
vagens
Cerne 2" Antraquinonas -
ar 2~
Cassia anti(fc\)rx\illg Iiis\llgi’te
sophora Sementes " Triterpenos glicosilados . N '
hipoglicémico e
hepatoprotetor
Cassia .
Sementes % Antraquinonas -

javanica
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3 Gonorréia, febre,
controle de insetos,

Cassia Folhas e 29 : - .
odocarpa frutos Antraquinonas antiviral, purgative,
p laxative e
antiespasmaodica
Cassia Folhas Flavonoides e alcaloides ® Cicatrizacdo de feridas
absus Raizes  Antraguinonas -
Sementes & Sitosterol, monoterpeno, & Adstringente e infeccdes
flavonoides e triterpenoides oftalmicas
Cassia Flores 219 Antraquinonas, sitosteral e 219 Antioxidante e
siamea catequinas antiespasmadico
a1 Glicosideos, senosideos, 2 purgativa, catartica e
Cassia Folhas flavonoides e antraquinonas vermifugo
angustifolia incluindo &cido cassico ¢ Antiemética
Frutos e . . .
vagens L Antraquinonas e senosideos 2| axativa
— —
. . Anti-helmintico e
Cassia Raizes % Antragquinonas antifungo
mimosoides , 4 Asma, problemas de
Folhas & Antraquinonas - Probt .
estbmago e antiobesidade
Cassia Planta - .
. L - #Fungicida e fungistatica
grandis inteira
al2 ; Lt
. . . Diuréti
Cassia 212 Antraquinonas, diterpenos e uretico,
oumila Toda parte alcaloides espasmolitico e
antipirético
Cassia Folhase |, , .  Antidiabético e
Antraquinonas e esteroides . :
glauca estemas antidepressivo
Cassia ] e .
uniflora Sementes all proteinas e polifendis -
Cassia Flores ** Antraquinonas, flavonoides e )
spectabilis alcaloides
14 Antraguinonas * Prevencao de Ulceras,
Cassia . . roblemas
= Folhas ® Taninos, saponinas e bra 2
nigricans flavonoides gatrointestinais,
contraceptivo.
Sementes | "®Flavonoides, hidroantracenos, | s Tratamento de picadas
Cassia raizes e lactonas naftalénicas e de insetos e di gstivo
torosa folhas antraquinonas 9
Folhas e b5 . .
flores Flavonoides e antraquinonas -

Cassia Cascas ! Taninos, terpenos, cumarinas ¢! Estomatites,
cinnamon e Oleos volateis adstringente e antiséptico
Cassia Planta e : ° Antiulcerogénica e
. S Flavonoides e terpenos S

zeylanicum inteira antialérgica
c3 :

. . . Asma, doencas bucais,
Cassia C‘°’Antraqumonas, flavonoides, . e Gas s
abtusifolia Folhas esteroides, &cidos graxos anti-helmintico, diuretico,

' laxativo e antifungica
Cassia L
Folhas 4 Antiemética

purpurea
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Cassia
holosericea
2 Mazumder et al., 2008; * Luximon-Ramma e Bahorun, 2002 apud Mazumder et al.,

2008; Rao e Venkateswarlu, 1965 apud Mazumder et al., 2008; Rani e Kalidhar, 1998
apud Mazumder et al., 2008; Kashiwada et al., 1996 apud Mazumder et al., 2008; Kaji

Folhas ; 4 Antiemética

et al., 1968 apud Mazumder et al., 2008; Duraipandiyan e Ignacimuthu, 2007 apud
Mazumder et al., 2008; Kumar et al., 1966 apud Mazumder et al., 2008; Liptak e
Szentagali, 1937 apud Mazumder et al.,, 2008; Khanna e Chandra, 1996 apud
Mazumder et al., 2008; Modi e Khorana, 1952 apud Mazumder et al., 2008; Misra et al.,
1997 apud Mazumder et al., 2008; Chaminda et al., 2001 apud Mazumder et al., 2008;
Manonmani et al., 2005 apud Mazumder et al., 2008; # Anton e Duquenois, 1968 apud
Mazumder et al., 2008; Ginde et al., 1970 apud Mazumder et al., 2008; Adjanohoun et
al., 1965 apud Mazumder et al., 2008; Rai e Ashok, 1983 apud Mazumder et al., 2008;
Sharma et al., 2000 apud Mazumder et al., 2008; Tsutomu et al., 1999 apud Mazumder
et al., 2008; Jafri et al., 1999 apud Mazumder et al., 2008; ** Palanichamy et al., 1988
apud Mazumder et al., 2008; Harrison e Garro, 1977 apud Mazumder et al., 2008; Rao;
Subhashini, 1986 apud Mazumder et al., 2008; Somchit et al., 2003 apud Mazumder et
al., 2008; Khan et al., 2001 apud Mazumder et al., 2008; Benjamin et al., 1980 apud
Mazumder et al., 2008; ** Ali et al., 1997 apud Mazumder et al., 2008; Kazmi et al.,
1994 apud Mazumder et al., 2008; Assane et al.,, 1994 apud Mazumder et al., 2008;
Jain et al., 1997 apud Mazumder et al., 2008; Kazmi et al., 1994 apud Mazumder et al.,
2008; Nazirizadeh e Amin, 1985 apud Mazumder et al., 2008; ®> Malhotra et al., 2005
apud Mazumder et al., 2008; ® Latha e Pari, 2003 apud Mazumder et al., 2008; Suresh
et al., 2003 apud Mazumder et al., 2008; Juvekar e Halade, 2006 apud Mazumder et al.,
2008; Jalalpure et al., 2004 apud Mazumder et al., 2008); * Jain et al., 1996 apud
Mazumder et al., 2008; Bilal et al., 2005 Mazumder et al., 2008; Malhotra e Misra, 1982
apud Mazumder et al., 2008; Zhao et al., 2007 apud Mazumder et al., 2008; Khan et al.,
2002 apud Mazumder et al., 2008; *® Akinremi et al., 2000 apud Mazumder et al., 2008;
29 Akomolafe et al., 2004 apud Mazumder et al., 2008; Warrier, 1996 apud Mazumder et
al., 2008; Akinremi et al., 2000 apud Mazumder et al.,, 2008; Abo et al., 2000 apud
Mazumder et al., 2008; #'° Ajaiyeoba et al., 2007 apud Mazumder et al., 2008; Caceres
et al., 1991 apud Mazumder et al., 2008; ** Deachapunya et al., 2005 apud Mazumder
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et al., 2008; 22 Fatawi et al., 1986 apud Mazumder et al., 2008; ** Abo et al., 2000
apud Mazumder et al., 2008; Deachapunya et al., 2005 apud Mazumder et al., 2008;
Ayol et al., 2007 apud Mazumder et al., 2008; °* Samy, 1998 apud Viegas Junior et al.,
2006; Gupta et al., 1989 apud Viegas Junior et al., 2006; Bhakta et al., 1998 apud
Viegas Junior et al., 2006; *> Samy, 2000 apud Viegas Junior et al., 2006; ** Sharma et
al., 1982 apud Viegas Junior et al., 2006; Jain et al., 1997 apud Viegas Junior et al.,
2006; El-sayde et al., 1992 apud Viegas Junior et al., 2006; ** Gupta e Mazumber, 2000
apud Viegas Junior et al., 2006; Nwafor e Okwuasaba, 2001 apud Viegas Junior et al.,
2006; ™ Kitanaka et al., 1994 apud Viegas Junior et al., 2006; Kitanaka et al., 1989 apud
Viegas Junior et al., 2006; Kitanaka e Takido, 1991 apud Viegas Junior et al., 2006;
Trease e Evans, 1994 apud Agarkar e Jadge, 1999; Walllis, 1985 apud Agarkar e Jadge,
1999; °® Trease e Evans, 1994 apud Agarkar e Jadge, 1999; “ Mastuura, 1978 apud
Agarkar e Jadge, 1999; ? Ahmed et al., 2012;  Qamar et al., 2011.

Como se pode perceber, muitas espécies de Cassia ja foram estudadas e
apresentam importantes atividades bioldgicas, tais como laxativa, purgativa,
antibacteriana, antifingica, antimalaria, contraceptivo, hepatoprotetor, analgésica,
antitumoral, antidiabética, antiviral entre outras, demonstrando o0 potencial
farmacolégico do género. Estudos indicam que as diferentes partes das espécies de
Cassia sao fontes de metabdlitos secundarios bioativos como exemplo antraquinonas,
flavonoides, compostos fendlicos e alcaloides. Em nenhuma dessas revisfes foi
relatado compostos isolados de C. bakeriana bem como, possiveis atividades
biolégicas com esta espécie. Recentemente foi publicada uma revisdo abordando
caracteristicas botanicas, propriedades farmacologicas, utilizacées na medicina popular
e compostos isolados de trinta e nove espécies de Cassia. Além disso, foi levantado
trinta e sete antraquinonas isoladas destas espécies e suas aplicacdes, colocando o

género como uma fonte de antraquinonas bioativas (Dave e Ledwani, 2012). Mais uma
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vez nesta Ultima revisdo com espécies de Cassia, ndo foi relatado compostos isolados,
incluindo os da classe das antraquinonas e atividades biologicas da espécie C.
bakeriana. Diante dessa perspectiva, € possivel sugerir que as diferentes partes de C.

bakeriana também podem ser fonte de metabdlitos secundarios biologicamente ativos.

1.8 A espécie Cassia bakeriana Craib.

A planta proposta para os estudos desse projeto de pesquisa € a espécie
Cassia bakeriana Craib. Est4 apresentada nas Figuras 45 e 46 a espécie Cassia
bakeriana e, no detalhe a imagem da casca do caule. Pertence ao género Cassia,
familia Leguminoseae-Caesalpinioideae. E uma arvore frondosa, de 12 -15 metros de
altura, originaria da Tailandia, de tronco robusto com casca pardo-acinzentada lisa.
Ramagem longa e curvada, forte, originando copa ampla e arredondada. Folhas semi-
deciduas, alternas compostas pinadas, com 12 — 15 pares de foliolos opostos, eliticos,
de 2 — 4 cm de comprimento. Inflorescéncias em paniculas densas, globosas, dispostas
ao longo da ramagem, com flores grandes de cinco pétalas ovaladas, réseas, formadas
de novembro a janeiro. Frutos do tipo vagem (legume), indeiscetes, lenhosos,
cilindricos, marrons, quebradicos, de 20 — 30 cm de comprimento, com sementes
castanhas de formato ovalado (Lorenzi et al., 2003).
Facilmente reproduzida por sementes pela abundancia com que sado anualmente
produzidas nas condi¢des do sudeste brasileiro. Arvore frondosa, muito florifera, é
muito utilizada para uso paisagistico principalmente em plantios isolados na arborizacao

de largas avenidas e para a composi¢cdo vegetal de parques e jardins. E 6tima como



arvore para sombreamento em zonas rurais e pastagens. Espécie de origem tropical
umido, contudo tolera as condi¢cdes subtropicais de inverno ameno das regides sul e

sudeste do Brasil. Possui rapido crescimento (Lorenzi et al., 2003).

el L ; t ) L I\ “3 W X VgL .». 8
Figura 46. a- Espécie vegetal Cassia bakeriana Craib, b — casca do caule.
(Fotos do autor).

Alguns estudos com a espécie Cassia bakeriana Craib. foram encontrados na
literatura.
Um estudo com as folhas de cinco espécies de Cassia, dentre elas C. bakeriana

(Cassia grandis Linn., Cassia spectabilis DC., Cassia bakeriana Craib., Cassia sophera
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Linn. e Cassia tora Linn.) foi realizado na Tailandia com o objetivo de determinar os
padrdes de izoenzimas presentes em cada uma das espécies. As enzimas identificadas
foram alcool desidrogenase, isocitrato desidrogenase, chiquimato desidrogenase,
malato desidrogenase e fosfogluconato desidrogenase. Nesse estudo foi colocado que
essas enzimas sdo significantemente diferentes e por isso, cada espécie de Cassia
pode ser identificada através de sua isoenzima padréo (Phadungrakwitaya et al., 2000).

Trabalhos realizados na Tailandia apontam as espécies de Cassia como uma
das principais fontes de antraquinonas. Essas substancias sdo bastante conhecidas
pelas suas propriedades laxativas e anti-fungicas. As espécies Cassia alata (folhas), C.
fistula (vagens), C. tora (sementes) e C. angustifolia (folhas e vagens) sado usadas
popularmente como agentes laxativos na Tailandia e C. alata (folhas) como antifingico.
Nos estudos de Gritsanapan et al. (2005) foi determinado o teor de antraquinonas
glicolisadas em nove espécies de Cassia (C. siamea, C. fistula, C. alata, C. surattensis,
C. grandis, C. spectabilis, C. bakeriana, C. sophera e C. tora) buscando novas fontes de
agentes laxativos. Os maiores contetdos foram encontrados nas folhas de C. alata
(1,24 % do peso seco) e C. bakeriana (0,93 % do peso seco) coletadas durante o
verao, indicando as folhas desses vegetais como promissoras fontes de antraquinonas

e de drogas laxativas.
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2. Justificativa

Uma avaliacdo cuidadosa na literatura sobre trabalhos realizados com a espécie
Cassia bakeriana Craib, indica que até o presente momento, ndo foram encontrados
trabalhos relacionados com analises quimicas da casca, madeira, folhas e constituintes
volateis desta espécie, bem como avaliacbes de atividades bioldégicas como
antimicrobiana e antioxidante com extratos e substancias isoladas desta espécie
vegetal. Mesmo ndo apresentando na medicina popular relatos de propriedades
farmacoldgicas de alguma das partes do vegetal, estudos com outras espécies de
Cassia sao um indicativo que essa espécie pode ser uma promissora fonte de
compostos biologicamente ativos. Desta forma, foi possivel perceber a importancia de

se investigar os extratos, fracées e constituintes quimicos desta planta.
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3. Objetivos

3.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivo analisar e quantificar os constituintes quimicos
da casca, madeira, folnas e Oleos essenciais, bem como avaliar as atividades
antioxidante, antimicrobiana e citotdxica dos extratos e 6leos essenciais da espécie C.

bakeriana, conhecida popularmente como céssia résea.

3.2 Objetivos especificos

a) Coletar o material vegetal, identificar, preparar a escicata, depositar e obter o registro
no Herbario da Universidade Federal de Uberlandia;

b) Analisar e quantificar os constituintes macromoleculares da madeira e casca,

c) Determinar o teor de fendis totais, proantocianidinas e o potencial antioxidante dos
extratos da madeira, casca e folhas;

d) Quantificar e caracterizar os constituintes volateis das folhas, casca e madeira da
espécie Cassia bakeriana;

e) Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos da casca, folhas e 0leos essenciais;

f) Avaliar a atividade citotoxica de extratos, fracdes e 6leos essenciais que indicaram
maiores atividades antimicrobiana e antioxidante;

g) Realizar o estudo fitoquimico da espécie C. bakeriana guiado por atividade

antimicrobiana frente a microrganismos bucais.



4. Materiais e métodos

4.1 Reagentes, solucbes e equipamentos

Os
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reagentes e equipamentos utilizados para as determinacbes dos

componentes macromoleculares, extracdes, teor de fendis, teor de proantocianidinas,

atividade antioxidante e analises de 6leos volateis estdo apresentados nas Tabelas 6 e

7, respectivamente.

Tabela 6. Reagentes utilizados nas analises e suas respectivas marcas

REAGENTES \ MARCA
Etanol PA Cromoline
Reagente de Folin-Ciocalteau Cromoline
Metanol PA Vetec
Carbonato de sédio PA Reagen
Acido gélico PA Vetec
Vanilina PA Isofor
Acido sulfarico PA Vetec
Catequina PA Sigma Aldrich
2,2-d|f<(e[r)ulp-é;_[|))|cgl'gdra2|la Sigma Aldrich
Butilidroxitolueno (BHT) PA Sigma Aldrich
Cloreto de Potéassio PA Vetec
Acido Fosforico PA Vetec
Hidroxido de sodio PA Vetec
Diclorometano PA Vetec
Padréo de alcanos C8-C32 Sigma Aldrich
Dimetilsulfoxido (DMSO) PA Synth
Acido acético glacial Synth
Acetato de sodio PA Synth
Clorito de sodio PA Synth
Hidréxido de potassio PA Synth
Hexano PA Synth
Cicloexano PA Synth
Acetato de etila PA Synth

Cloroférmio PA

Synth




81

Tabela 7. Equipamentos utilizados e suas especificacfes

EQUIPAMENTOS

ESPECIFICACOES

Espectrofotometro UV-VIS

Hitachi U-2000

Cromatégrafo a gas acoplado a
detector de massas

Shimadzu GC17A/QP5000

Cromatégrafo a gas acoplado a
detector de ionizagédo de chama

Shimadzu, modelo 2014

Balanca analitica

Shimadzu AUW 220D

Balanca de luz infravermelha Kett FD-600
Estufa Fanem 315 SE
Evaporador rotativo IKA® HB 10

Ressonancia magnética nuclear

Bruker DRX400 AVANCE

HPLC — MS

LC-IT-TOF-MS-Shimadzu LC-20AD

IVTF

Shimadzu IR - Prestige-21

Determinador de ponto de fusdo

Instrutherm DF-3600

Preparo das solucoes:

Solucdo de carbonato de sodio 7,5%: Dissolveu-se 3,75 g de carbonato de sédio

em agua destilada, em um béquer. Transferiu-se para um baldo volumétrico de 50

mL e completou-se o volume com &gua destilada.

Solucdo de &cido galico 50 pg mL™: Pesou-se 2,0 mg de acido galico, a massa foi

transferida para um baldo volumétrico de 25 mL, completando o volume com

metanol. A partir desta solucéo, foram feitas diluicdes para as concentracfes 5, 10,

15, 20, 25, 30, 40 e 50 ug mL™.

Solucdo de vanilina 0,01 g mL™, em Acido sulfarico 70% (v/v): Preparou-se a

solucdo de acido sulfarico em um baldo volumétrico de 50 mL, transferiu-se 35,0 mL

do acido e completou-se o volume com agua destilada. Pesou-se 0,5 g de vanilina

em um béquer e dissolveu-se essa massa com uma solugéo de acido sulfarico 70%.
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Transferiu-se esta solucdo para um baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o
volume com a solucéo de acido sulfurico 70%.

Solucéo de catequina 50 pg mL™: Pesou-se 0,005 g de catequina, a massa foi
transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com
metanol. A partir desta solucéo, foram feitas diluicbes para as concentracdes de 2,
4,7,10, 13,16, 18 e 20 ug mL™.

Solucéo do reativo de Folin-Ciocalteau 10% (v/v): Em um baldo volumétrico de 100
mL adicionou-se 10 mL do reagente de Folin e completou-se o baldo com agua
destilada.

Solucdo de DPPH’ 50 pug mL™: Pesou-se 0,0025 g DPPH’, a massa foi transferida
para um baldo de 50 mL. Completou-se o volume do baldo com metanol.

Solugdo de hidroxido de sédio 1%: Dissolveu-se 2,5 g de hidroxido de sédio em
agua destilada em um béquer. Transferiu-se para um baldo volumétrico de 250 mL e
completou-se o volume com agua destilada.

Solugdo de &cido acético 10%: Utilizou-se um baldo volumétrico de 100 mL.
Transferiu-se 10 mL do &cido para o baldo e completou-se o volume com agua
destilada.

Solucdo de acido sulfarico 72%: Utilizou-se um baldo volumétrico de 50 mL, com
36,7 mL do &cido e completou-se o volume com agua destilada.

Solucédo de acetato de sodio 20%: Dissolveu-se 20,0 g de acetato de sodio em
agua destilada em um béquer. Transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL e

completou-se o volume com agua destilada.
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e Solucdo de clorito de sodio 40%: Dissolveu-se 40,0 g de clorito de sédio em agua
destilada em um béquer. Transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL e
completou-se o volume com agua destilada.

e Solucdo de hidréxido de potassio 24%: Dissolveu-se cerca de 24,0 g de hidroxido
de potassio em agua destilada em um béquer. Transferiu-se para um baldo

volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com 4gua destilada.

4.2. Area de coleta

Amostras de madeira, casca e folhas da espécie Cassia bakeriana Craib. com
idade de aproximadamente 8 anos, foram coletadas em uma &rvore localizada no
estacionamento da Universidade Federal de Uberlandia proximo ao Instituto de Quimica
— UFU, Minas Gerais, Brasil (18°55'8.95"S; 48°15'34.01"W) nos dias 19/03/2009. A
espécie foi identificada no Instituto de Biologia da Universidade Federal de Uberlandia
pelos professores doutores Glein Monteiro de Araujo e Ivan Schiavini e sua exsicata
depositada no Herbario da Universidade Federal de Uberlandia com nimero 63584.

A coleta da madeira, casca e folhas de C. bakeriana para as extracées dos 0leos

essenciais foi realizada em Junho de 2011.



84

4.3 Secagem e preparacao da amostra da casca, madeira e folhas

O processo de obtencdo das amostras da casca, madeira e folhas de C.
bakeriana, seguiu as seguintes etapas:
Coleta: caules da espécie C. bakeriana foram coletados e descascados, tendo a casca
separada da madeira, e em seguida, a casca e madeira foram moidas em moinho de
bolas.
Secagem: casca, madeira e folhas foram secas e estabilizadas em estufa com
temperatura aproximada de 40°C, durante dez dias.
Moagem: casca e madeira passaram por processo de trituracdo até a forma de pd em
moinho de bolas durante sete dias. As folhas foram trituradas em liquidificador
industrial. Transferiu-se o material vegetal para frascos de vidro e em seguida, foi

estocado em freezer (- 10 °C) até o momento das analises.

4.4 Umidade

Para a determinacdo da umidade utilizou-se uma balanca de luz infravermelha
da marca Kett, modelo FD-600. Cerca de 1,0 g das amostras foram deixadas a uma
temperatura de 105 = 5 °C por quinze minutos até que o teor de umidade

permanecesse constante.
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4.5 Preparacdo da madeira e casca livre de extrativos para a determinacdo dos

constituintes macromoleculares de Cassia bakeriana

Amostras de aproximadamente 20 g do p6 da casca e da madeira de C.
bakeriana foram colocadas em cartuchos de papel filtro e adaptado ao extrator soxhlet.
Realizou-se quatro extracdes com 300 mL dos solventes: cicloexano, cicloexano:etanol
(2:1,4), cloroformio e agua sucessivamente no aparelho soxhlet. Todas as extracdes
foram feitas por um periodo de 10 a 15 horas ou até a vizualizacdo do término da
extracdo. Em seguida, o material vegetal livre de extrativos foi retirado do aparelho
soxhlet e deixado em dessecador até a evaporacdo completa do solvente (Amostra A).
Esse procedimento de extracdo foi realizado por mais duas vezes, obtendo-se as
amostras B e C, realizando o0 processo extrativo em triplicata. Essas amostras foram
utiizadas nas determinacbes de lignina solivel e insolavel, determinacdo de
holocelulose, hemiceluloses e a-celulose. As solu¢des de cicloexano, cicloexano/etanol,
cloroférmio e &gua com 0s seus respectivos extrativos, tiveram seus solventes
evaporados a pressdo reduzida com temperatura de 40 °C, resultando em quatro
extratos brutos, que posteriormente, foram submetidos a testes de atividade
antimicrobiana utilizando o método da microdiluicdo em caldo para a determinacdo da

concentracéo inibitéria minima frente a microrganismos da cavidade bucal.
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4.5.1 Pré-tratamento das cascas

Para a determinacéo de lignina de Klason e holocelulose em casca € necessario
a realizacdo de um pré-tratamento dessa em meio basico para solubilizacdo de
substancias que também sado insollveis em acidos minerais e seriam contabilizadas
como lignina ou holocelulose no rendimento final (Browning, 1967).

Nesse pré-tratamento, cerca de 20,0 g de cada uma das amostras A, B e C
foram tratadas com uma solucdo de hidréxido de sédio 1% (m/v) a 90 °C durante 1
hora. O residuo obtido foi filtrado em cadinho de vidro sinterizado, lavado
sucessivamente com 100,0 mL de agua destilada quente, 50,0 mL de acido acético
10% (v/v) e novamente com 200,0 mL de agua destilada quente, seco a 105 +5 °C e

pesado (Browning, 1967). Calculou-se o rendimento.

4.6. Determinagao dos componentes macromoleculares

4.6.1 Determinacéo de lignina insolivel em acido

O meétodo direto mais firmemente estabelecido é a determinacdo de acordo com
Klason, lignina de Klason. A hidrolise é realizada tratando-se amostras de madeira livre
de extrativos, ou polpa ndo branqueada com H,SO, a 72% e uma etapa final com
H.SO, a 3% sob condi¢bes definidas (Klock et al., 2005).

Para a determinacéo de lignina de Klason em casca € necessario a realizagao de

um pré-tratamento da casca em meio basico para solubilizacdo de substéncias que
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também sé&o insollveis em acidos minerais e seriam contabilizadas como lignina no
rendimento final.

A lignina de Klason foi determinada de acordo com o método descrito por
Browning (1967). Cerca de 1,00 g (40-60 meshes) da madeira livre de extrativos ou
casca livre de extrativos e pré-tratada, foi colocada em um béquer e adicionados 15,0
mL de uma solucdo de acido sulfurico 72%, de forma lenta, sob agitacdo constante. A
mistura é deixada em repouso por duas horas a temperatura ambiente, agitando a cada
10 minutos. Em seguida, a mistura foi diluida em um baldo de destilacdo adicionando
560 mL de agua destilada e refluxada por quatro horas. Depois disso, a solucado foi
resfriada, filtrada e o residuo lavado com agua destilada até pH neutro. O residuo foi
seco em estufa a 105 + 5°C até massa constante. Determinou-se o rendimento pela

diferenca entre as massas da amostra pré-tratada e o residuo obtido.

4.6.2 Determinagéo de lignina soluvel

O filtrado do procedimento anterior foi colocado em um baldo volumétrico de 1 L
e completado com &gua destilada até o volume do baldo. A partir dessa solucao,
retirou-se 10 mL e acrescentou-se mais 5 mL de agua destilada, formando assim uma
segunda solucéo. A partir dessa nova solucéo foi possivel determinar quantitativamente
a lignina soluvel por espectroscopia ultravioleta (UV) a partir da analise das bandas de
absorcdo nas regides de 215 e 280 nm do espectro (Queiroz, 2001; Browning, 1967;

Morais et al, 2005). Foi feito um controle realizando o0 mesmo procedimento para



88

determinacdo de lignina insolavel, entretanto, sem a presenca de casca livre de

extrativos. A concentracdo de lignina soltvel foi calculada segundo a equacéo:

453A,— A,
CLs. = —22 %0 emque:
- 300 q

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

Az15 = absorvancia da solugéo a 215 nm menos a absorvancia do branco a 215 nm

Azgo = absorvancia da solugéo a 280 nm menos a absorvancia do branco a 280 nm.
A equacao acima é resultante da resolucdo simultanea de duas equacodes:

A0 =0,68Cp + 18C_

A5=0,15Cp + 70C,

Onde:

Az15 = absorvancia da solugéao a 215 nm menos a absorvancia do branco a 215 nm

Azgo = absorvancia da solugao a 280 nm menos a absorvancia do branco a 280 nm

C. = concentracdo em g L™ de lignina soltvel

Cp = concentracdo em g L™ dos carboidratos

Os valores 0,68 e 0,15 sédo as absortividades molares dos carboidratos em 280 e
215 nm, respectivamente, e os valores 18 e 70 s&o as absortividades molares da lignina
soltivel em 280 e 215 nm, respectivamente.

A leitura a 280 nm é uma correcao pela presenca de acucares dissolvidos e

produtos derivados como furfural e hidroximetilfurfural gerados durante a hidrdlise da

madeira e casca que interferem na determinacg&o do teor de lignina soltvel e a leitura a
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215 nm representa a absorvancia da concentracdo de lignina soluvel. Os aldeidos
derivados de acuUcares apresentam absor¢cdo maxima no comprimento de onda de 280
nm e a absorvancia desses compostos em comprimentos de onda mais baixos €&
relativamente pequena. Mesmo que pouca, é possivel que o filtrado de lignina que

absorva na regido entre 205 — 215 nm sofra alguma interferéncia.

4.6.3 Polissacarideos

Os teores de holocelulose e a-celulose foram determinados pelos métodos

descritos por Browning (1967).

4.6.3.1 Determinacéo da holocelulose

Em um erlenmeyer de 1 L foram adicionados cerca de 4,0 g de madeira ou casca
livre de extrativos e pré-tratada (40/60 mesh). Em seguida, foram adicionados 110 mL
de agua destilada, 3 mL de &cido acético glacial, 22 mL de solucdo de acetato de sodio
a 20% (m/v) e 9 mL de clorito de sddio a 40% (m/v), respectivamente. A mistura foi
homogeneizada com agitacao, tampada com um erlenmeyer de 100 mL invertido para
evitar a saida prematura de gases e colocada em banho aquecido a 75 °C por 60
minutos, sob agitacdo frequente. A adicdo dos reagentes foi repetida por mais trés

vezes a cada intervalo de 60 minutos, até que se observou a holocelulose com
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coloracdo branca. Em seguida, a solucéo foi filtrada em cadinho de vidro sinterizado
sob vacuo. O filtrado lavado com cerca de 1 L de agua destilada, duas porcdes
pequenas de acetona (cerca de 10 mL cada porc¢ao) e aspirada até a holocelulose ficar

relativamente seca. O produto € secado em estufa a 105 °C e o rendimento calculado.

4.6.3.2 Determinacéo de hemiceluloses

Uma amostra de trés gramas de holocelulose foram pesadas e transferidas para
um frasco de erlenmeyer de 250 mL. Sob atmosfera de nitrogénio, foram adicionados
100 mL de solugdo de hidroxido de potassio a 24%, a 25 °C. A solucdo foi
homogeneizada, o frasco foi vedado e colocado em banho aquecido a 25 °C por 120
minutos, agitando-se a cada 10 minutos. A mistura é filtrada em cadinho de vidro
sinterizado de porosidade média previamente tarado, e o filtrado foi recolhido em um
frasco kitassato de 500 mL.

Em seguida, o residuo fibroso (a-celulose) foi lavado com 25 mL de solucdo de
hidréxido de potassio (KOH) 24%, 50 mL de &gua destilada, 25 mL de acido acético a
10% e agua destilada até pH neutro. A seguir, o residuo foi lavado com 50 mL de
acetona e secado na estufa a 105 + 5 °C até a massa permanecer constante. O residuo
obtido é a a-celulose, sendo entdo o seu rendimento calculado. O teor de

hemiceluloses foi obtido por diferenca entre o teor de holocelulose e de celulose.
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4.7 Cinzas

As cinzas sdo normalmente determinadas em amostras que ndo sofreram
extracdo, porque componentes inorganicos podem ser removidos durante a etapa de
extracdo com agua (Klock et al., 2005).

Para a determinacao de cinzas, cerca de 2,0 g de amostra da madeira ou casca
foi transferido para cadinhos de porcelana previamente calcinados, esfriados e
pesados. Apés a distribuicdo uniforme das amostras nos cadinhos, as mesmas foram
incineradas na temperatura de aproximadamente 600 °C por 6 horas. Apés esta etapa
foram calculadas as porcentagens de cinzas em relacdo ao p6 que foi submetido ao
processo de secagem. Essas medidas foram realizadas em trés repeticbes para cada

amostra (Browning, 1967).

4.8 Extratos brutos obtidos por soxhlet, maceracao e particdo liquido-liquido

4.8.1 Extragcdo em soxhlet

A extracdo em soxhlet foi realizada com aproximadamente 20 g de madeira ou
casca moida. A sequéncia de solventes utilizada foi cicloexano, cicloexano:etanol
(2:1,n), cloroférmio e agua sucessivamente. As solucdes para cada sistema de solvente
foram agrupadas. Em seguida, as solu¢gdes foram concentradas sob pressao reduzida,

obtendo-se os extratos brutos cicloexano, cicloexano:etanol (2:1,y), cloroférmio e agua
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denominados respectivamente por de E1, E2, E3 e E4. Nas Figuras 47 e 48 estao

apresentadas as extracfes em soxhlet e as solucdes obtidas apos a extracdo da casca.

Figura 47. Extrator soxhlet. Figura 48. SolucBes com os extrativos
(Préprio autor) das cascas. (Proprio autor)

A partir dos extratos brutos da casca obtidos em soxhlet foi realizada a avaliacao
da atividade antimicrobiana frente a microrganismos da cavidade bucal. Esses ensaios
de atividade antimicrobiana foram realizados com o objetivo de se fazer uma avaliacdo
inicial do potencial antimicrobiano da casca, ou seja, verificar se nos extratos da casca
existem metabdlitos biologicamente ativos que justifiquem extracdes em maior escala,
particdes e procedimentos cromatogréaficos de isolamento. Nao foi realizado ensaios de
atividade antimicrobiana com os extratos da madeira, pelo fato de que a madeira
geralmente possui menor quantidade de extrativos do que cascas e folhas. Além disso,
€ bem mais relevante a quantidade de estudos fitoquimicos na literatura com cascas e

folhas de vegetais comprovando seus efeitos biolégicos.
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4.8.2 Obtencdo dos extratos brutos etandlicos por maceracdo e particdo liquido —

liquido da casca e folhas de C. bakeriana

Colocou-se cerca de 1,0 kg da casca (seca em estufa a 40 °C e moida em
moinho de bolas) 1,0 kg de folhas (secas em estufa a 40 °C e picadas em liquidificador
industrial) em frascos de 5 L, em seguida, acrescentou-se etanol em cada um dos
frascos (2 L) até cobrir todo o material vegetal. A extracdo aconteceu por um periodo de
sete dias. A solucdo com os extrativos foi filtrada e evaporada com presséao reduzida e
temperatura em torno de 40 °C. Deixou-se 0 extrato remanescente em temperatura
ambiente até que todo solvente fosse evaporado, obtendo-se os extratos etandlicos
brutos da casca e folhas denominados E5 e E6, respectivamente. Repetiu-se a
extracdo com o mesmo material vegetal por mais trés vezes.

Uma amostra do extrato etandlico bruto das folhas (70,0 g) e uma amostra do
extrato etandlico bruto da casca (60,0 g) foram ressuspensas em 250 mL de solucao
metanol/agua (9:1). Executou-se em funil de decantacao a particdo liquido - liqguido com
a seguinte sequéncia de solventes para o extrato etandlico das folhas: hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol e para o extrato etandlico das cascas:
hexano, diclorometano e acetato de etila. Utilizou-se um total de 600 mL de cada um
dos solventes (3 x 200 mL). As solugbes com 0s respectivos extrativos, tiveram seus
solventes evaporados a pressao reduzida com temperatura de 40 °C, resultando quatro
extratos brutos para as folhas (hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol) e trés
extratos brutos para a casca (hexano, diclorometano e acetato de etila), que
posteriormente foram submetidos a testes bioldgicos de atividade antimicrobiana pelo

método da microdiluicdo em caldo frente a microrganismos da cavidade bucal, atividade



94

antioxidante pelo método de sequestro do radical livie DPPH. Ainda com os extratos
brutos etandlicos e as particdes das folhas e cascas realizaram-se as determinacdes de
fendis totais e proantocianidinas. O esquema da particéo liquido-liquido e a separacao
provavel das principais classes de compostos presentes em plantas de acordo com a
polaridade do solvente empregado esta representado no Fluxograma 1. As particdes
hexano, diclorometano e acetato de etila para a casca foram denominadas PC1, PC2 e
PC3, respectivamente. E as particbes das folhas hexano, diclorometano, acetato de

etila e metanol foram denominadas PF1, PF2, PF3 e PF4, respectivamente.

PLANTA IMaceragio com etanol e
evaporagio do solvente

EXTRATO ETANOLICO BRUTO Suspenséo em
metanol/agua (9:1)

PARTICAO SUCESSIVA \

EXTRATO EXTRATO
HEXANO EXTRATO EXTRATO METANOL
DICLOROMETANC ACETATODEETILA
Lignanas Flavonoides
: Flavonoides Taninos Flavonoides
Esteroides .
(Flavonas, Flavonéis, Xantonas Taninos
Terpenos ) .
Flavanonas, Triterpenos Saponinas
Acetofenonas . . ,
Diidroflavonéis Saponinas Heterosideos
Isoflavononas) Compostos fendlicos mais polares
Sesquiterpenos em geral
Cumarinas

Fluxograma 1. Proposta de obtencdo dos extratos brutos e separacdo provavel
das principais classes de metabdlitos secundarios presentes em
plantas (Filho e Yunes, 1998).
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4.8.3 Extracdo etandlica da madeira por maceracao

Colocou-se cerca de 100 g de madeira (seca em estufa e moida em moinho de
bolas) em frasco de 1 L, em seguida, acrescentou-se em cada um dos frascos etanol
(cerca de 300 mL) até cobrir todo o material vegetal. A extragdo aconteceu por um
periodo de sete dias. A solucdo com os extrativos foi filtrada e evaporada com pressao
reduzida e temperatura em torno de 40 °C. Repetiu-se a extracdo com o mesmo
material vegetal por mais uma vez. Deixou-se 0 remanescente em temperatura
ambiente até que todo solvente seja evaporado. O extrato etandlico bruto foi utilizado

na determinacao de atividade antioxidante, fendis totais e proantocianidinas.

4.9 Determinacao do teor de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau

A determinacdo do teor de fendis totais dos extratos brutos etandlicos da
madeira, casca e folhas e particbes obtidas da casca e folhas de C. bakeriana foi
realizada por meio de espectroscopia na regido do visivel (760 nm) utilizando o método
de Folin—Ciocalteau (Sousa et al., 2007).

Preparou-se inicialmente uma solugdo com concentracdo de 400 pg mL™ de
cada um dos extratos brutos secos dissolvendo-se 2,0 mg de amostra em metanol, que
foi transferido para um baldo volumétrico de 5 mL e em seguida teve seu volume
completado com metanol. Desta solucéo retirou-se uma aliquota de 0,5 mL que foi
transferida para um tubo de ensaio. Adicionaram-se 2,5 mL de uma solu¢do aquosa do

reagente de Folin-Ciocalteau a 10% (v/v) e 2 mL de solucdo aquosa de carbonato de
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sédio a 7,5% (m/v). A mistura contida no tubo de ensaio foi mantida em banho aquecido
a 50 °C por 5 minutos. Apds resfriar a amostra, foi feita a medida de sua absorvancia a
760 nm. O teor de fenois totais das amostras foi determinado empregando-se a
equacao da reta obtida pela curva analitica construida com solucdes metandlicas de
acido galico com diferentes concentracfes e expressos em mg de EAG (equivalentes
de acido galico) por grama de extrato.

A curva analitica foi realizada a partir do preparo de uma solucao inicial de acido
galico. Pesou-se cerca de 2,0 mg de acido gélico, transferiu-se a massa para um baléao
volumétrico de 25 mL e seu volume foi completado com metanol (80 pg mL™). A partir
dessa solucéo foram feitas diluicdes para as concentracfes de 50, 40, 30, 25, 20, 15,
10 e 5 pyg mL™. Em tubos de ensaio foram colocados 0,5 mL de cada uma das
solugcbes supra citadas juntamente com 2,5 mL de solu¢cdo aquosa do reagente de
Folin-Ciocalteau a 10% (v/v) e 2,00 mL de carbonato de sodio a 7,5% (m/v). Os tubos
foram aquecidos durante 5 minutos em banho aquecido a 50 °C, apG6s o resfriamento,
foi feito o registro da absorvancia a 760 nm. As leituras foram feitas descontando-se o
valor do branco que € preparado nas mesmas condi¢cdes anteriores com a substituicao

da amostra e das solu¢des de acido galico por metanol (Sousa et al., 2007).

4.10 Determinacéo do teor de proantocianidinas pelo método da vanilina

Preparou-se inicialmente uma solugdo com concentracdo de 100 pg mL™ de

cada um dos extratos etanolicos brutos e particdes da casca e folhas de C. bakeriana

dissolvendo-se 1,00 mg de cada amostra em metanol, que foi transferido para um baldo
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volumétrico de 10,00 mL e em seguida teve seu volume completado com metanol. Em
um tubo de ensaio, colocou-se 2 mL do extrato diluido e adicionou-se 3 mL de uma
solucéo 0,5 % em massa/volume de vanilina em acido sulfarico 70% recém-preparada.
Aqueceu-se a solucéo resultante em banho aquecido a 50 °C por 15 minutos. Apds o
resfriamento das amostras, registrou-se a absorvancia a 500 nm. As leituras foram
feitas descontando-se o valor do branco (2 mL de metanol e 3 mL de solucdo de
vanilina sulfarica.). O teor de taninos condensados foi determinado empregando-se a
equacdao da reta obtida pela curva analitica construida com solucdes de catequina com
diferentes concentracdes. A curva analitica foi construida nas mesmas condi¢cdes da
reacdo em que a amostra foi substituida pela catequina. Os resultados foram expressos
como mg de ECAT (equivalentes de catequina) por grama de extrato.

A curva analitica foi realizada a partir do preparo de uma soluc¢éo inicial de 50 pg
mL™? catequina. Pesou-se cerca de 0,005 g de catequina, transferiu-se a massa para
um bal@o volumétrico de 100 mL e seu volume foi completado com metanol. A partir
dessa solucao foram feitas diluicdes para as concentragfes de 20, 18, 16, 13,107, 4 e
2 ug mL™ e preparou-se uma curva analitica com catequina. Tanto as amostras quanto
0s padrdes da curva de calibragdo passaram pelo mesmo tratamento. A leitura foi feita
contra um branco que foi preparado adicionando 2 mL de metanol a 3 mL de solucéo de

vanilina sulftrica (Morais et al., 2009).
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4.11 Atividade antioxidante e calculo de CEsg

A avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante dos extratos etandlicos e
particbes foi realizada monitorando o consumo do radical livre DPPH na presenca das
amostras em diferentes concentragfes, pelo registro do decréscimo da absorbancia.
Estas medidas foram feitas em espectrofotdmetro UV-Vis no comprimento de onda 517

nm (Sousa et al., 2007).

4.11.1 Curva analitica do radical DPPH"

Primeiramente foi preparado 50 mL de solucdo estoque de DPPH em metanol na
concentracdo de 50,0 ug mL™?, mantida sob refrigeracdo e protegida da luz. Foram
feitas diluicdes de 45, 40, 35, 30, 25, 20 e 10 yg mL™. A curva analitica foi construida a
partir dos valores da absorbancia a 517 nm de todas as solucdes (10 a 50 uyg mL™),
medidas em cubetas de vidro com percurso Optico de 1 cm e tendo como branco o

metanol. As medidas de absorvancia foram efetuadas em triplicata.

4.11.2 Leitura das absorvancias das amostras

A atividade antioxidante do extrato é determinada, através do radical livre estavel

2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) seguindo o método descrito por Sousa et al. (2007).
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Inicialmente foram preparadas solucfes metanolicas dos extratos e particbes na
concentracdo de aproximadamente 800 pg mL™* (denominada de solucdo 100%). A
partir da solugcdo 100%, ainda foram feitas cinco diluigées (83, 66, 49, 32 e 15%). Para
a solucéo 100% e para cada diluicao foi tomada uma amostra de 0,3 mL e adicionado
2,7 mL de solucdo de DPPH de concentracdo de 40 pg mL™ em metanol. Foram feitos
dois controles: controle 1 (0,3 mL de metanol + 2,7 mL de DPPH-) e controle 2 (0,3 mL
de amostra + 2,7 mL de metanol). Ap6s a adicdo do DPPH, registrou-se as
absorvancias imediatamente no comprimento de onda de 517 nm durante uma hora,
com intervalos de cinco minutos entre cada leitura. A porcentagem de DPPH que reagiu

(atividade antioxidante) foi calculada pela expressao:

DPPHeq. (%)= AbvCl1— (AbvA— AbvC2) x100
AbvCl

Onde:

AbvC1 corresponde a absorvancia do controle 1 (0,3 mL de metanol + 2,7 mL de
DPPH); AbvA corresponde a absorvancia da amostra ao final de 60 minutos e AbvC2
corresponde a absorvancia do controle 2 (0,3 mL de amostra + 2,7 mL de metanol).

A concentracdo efetiva (CEsg), que representa a concentragdo de amostra
necessaria para sequestrar 50% dos radicais de DPPH, foi calculada plotando-se a
porcentagem de DPPH' sequestrado versus as concentracfes testadas de cada
amostra (Sousa et al., 2007).

Os padrbes BHT (butil-hidroxi-tolueno) e éacido galico foram utilizados como
controle positivo, tendo seus valores de CEsy comparados aos valores das amostras de

C. bakeriana testadas.
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4.12 Extracdo de 6leo essencial por hidrodestilacao

Amostras frescas de folhas, casca e madeira de C. bakeriana foram coletadas no
periodo da manha. O processo de extracao foi realizado por hidrodestilacao utilizando
aparelho Clevenger. Cerca de 400,0 g de cada amostra foram picadas e colocadas em
um baldo de 1 L com 500 mL de agua. Apés o tempo de 4 horas do material vegetal em
ebulicdo, o 6leo que foi arrastado pela agua, é recolhido em um funil de separacéo, com
a adicado prévia no aparelho Clevenger de 15 mL de diclorometano. O 6leo dissolvido no
diclorometano é transferido para um béquer que posteriormente é filtrado com sulfato
de sodio anidro para retirar a agua que pode estar presente na amostra. Em seguida, o
filtrado é deixado em temperatura ambiente até a evaporacdo completa do solvente. O
Oleo extraido € estocado em frascos de vidro de 10 mL, tampado e armazenado em
freezer a -15,0 °C até sua utilizacdo (Morais et al., 2009). O rendimento foi calculado
relativo a massa seca da amostra inicial. Os o6leos foram submetidos ao teste de
atividade antimicrobiana e citotoxidade, seus constituintes foram separados e

identificados por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas.

4.12.1 Separacao e identificacdo dos compostos volateis

Os oleos foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-MS), modelo CG-17A/QP-5000, Shimadzu, equipado com um coluna
capilar DB-5 de 30 metros. Foi utilizado hélio como gas de arraste com fluxo de 1

mL/min com temperaturas do detector e injetor de 220 °C e 240 °C, respectivamente. O
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volume injetado foi de 1 pL com injetor no modo split 1:50. A programacdo de
temperatura foi de 60 — 240 °C a 3 °C min™. O detector de massas com energia de
impacto do detector de massas foi de 70 eV, foram captados fragmentos de 40 a 650 u,
temperatura da interface de 240 °C, temperatura do quadrupolo de 150 °C e
temperatura da fonte de ions de 240 °C. A concentracdo relativa dos constituintes dos
Oleos foi realizada em um aparelho Shimadzu equipado com detector de ionizacao de
chama (CG — FID) sob as mesmas condi¢cdes empregadas no CG — MS, utilizando
N/Air/H, como gas de queima e gas de arraste.

A identificacdo dos compostos foi realizada por meio das bibliotecas de
espectros de massas Willey e indices de Kovat (Adams, 2007). Os indices de retencéo
foram determinados em relagcdo a uma série de n-alcanos (C8 — C32) nas mesmas
condicBes de operacdo. Os oleos foram quantificados por CG - FID sob as mesmas
condi¢cBes. A concentracdo de cada componente correspondeu a area relativa de seu
pico no cromatograma.

A identificacdo de cada um dos componentes dos 6leos essenciais foi realizada
de acordo com o indice de aritmético em coluna DB-5, tendo como referéncias os
padrdes registrados na literatura e pela comparacdo com as bibliotecas de espectros de
massas NIST 27 e 147 e Wiley 7, 139 e 229 (Adams, 2007; Nist, 2013). Os indices
aritméticos (IA) foram calculados com base nos padrdes de alcanos lineares Cg — Cyo
utilizando a equacéao: 1A (x) =100 + 100 Pz [(t (x) -t (Pz)) / t (Pz + 1) - t (P2))], em que X:
composto no tempo t, Pz: alcano anterior ao x, e Pz + 1: alcano posterior ao x (Adams,

2007).
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4.13 Atividades biologicas

4.13.1 Atividade antimicrobiana

4.13.1.1 Analise biolégica das amostras

As andlises de atividade antimicrobiana foram realizadas no Laboratério de

Pesquisa em Microbiologia Aplicada da Universidade de Franca, LaPeMa, com a

colaboracédo do Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins.

4.13.1.2 Atividade antimicrobiana dos extratos, particdes e fracdes

A atividade antimicrobiana foi determinada foi determinada utilizando o método

da microdiluicio em caldo segundo Carvalho et al. (2011), CLSI para os

microrganismos aerdbios (CLSI, 2006) e CLSI para os microrganismos anaerobios

(CLSI, 2007).

4.13.1.3 Microrganismos utilizados nos ensaios

Para a determinacéo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos, particoes e

fracOes e Oleos essenciais foram utilizadas as seguintes cepas padrao provenientes da

“American Type Culture Collection” (ATCC): Streptococcus sanguinis (ATCC 10556),
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Streptococcus mitis (ATCC 49456), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Enterococcus
faecalis (ATCC 4082), Streptococcus sobrinus (ATCC 33478), Agregactbacter
actinomycetemcomitans (ATCC 43717), Actinomyces naeslundii, (ATCC 19039),
Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586), Bacteroides fragilis (ATCC 25285), Prevotella

nigrescens (ATCC 33533) e Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) (Quadro 2).

Quadro 2. Microrganismos, procedéncia, morfotipos e meios de culturas utilizados
na avaliacao da atividade antimicrobiana.

Microrganismo/Cepas Padréo . Meio de cultura | Meio de cultura
Morfotipo o,
ATCC do inoculo do teste
Streptococcus sanguinis B ;
Coco Gram positivo TSB Agar TSB
ATCC 10556
Streptococcus mitis " i
Coco Gram positivo TSB Agar TSB
ATCC 49456
Streptococcus mutans » i}
Coco Gram positivo TSB Agar TSB
ATCC 25175
Streptococcus sobrinus . ;
Coco Gram positivo TSB Agar TSB
ATCC 33478
Enterococcus faecalis - .
Coco Gram positivo TSB Agar TSB
ATCC 4082
Agregactbacter actinomycetemcomitans ) ) ;
Bacilo Gram negativo TSB Agar TSB
ATCC 43717
Actinomyces naeslundii ) » i
Bacilo Gram positivo Schaedler Agar Schaedler
ATCC 19039
Fusobacterium nucleatum ) . .
Bacilo Gram negativo Schaedler Agar Schaedler
ATCC 25586
Bacteroides fragilis ) . "
Bacilo Gram negativo Schaedler Agar Schaedler
ATCC 25285
Prevotella nigrescens ) . .
Bacilo Gram negativo Schaedler Agar Schaedler
ATCC 33563
Porphyromonas gingivalis ) ) .
Bacilo Gram negativo Schaedler Agar Schaedler
ATCC 33277
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De acordo com os dias em que eram realizadas as analises de atividade
antimicrobiana, algum microrganismo pode nao ter sido testado ou ter feito uma
substituicdo por outra bactéria. Isso ocorreu pelo fato de que uma determinada bactéria

nao apresentou crescimento para a realizacao dos testes naquele dia.

4.13.1.4 Meios de cultura utilizados

Os meios de cultura utilizados para determinacdo da atividade antimicrobiana
pelo método de microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentracdo inibitéria
minima foram Caldo Schaedler (BD®) e Agar Schaedler (BD®) suplementado para
bactérias anaerdbias e caldo triptona de soja (TSB) e Agar sangue para bactérias

aerobias descritas abaixo. O preparo dos meios seguiu as orientacdes do fabricante.

a) Caldo Schaedler (BD®)

Composicgéao:

Digest@o Pancreatica de CaseiNa ..........coocuvveeriiiiiiiiiiiie e 8,109
Digestao Peptidica de Tecido ANiMal ..........ccocouiiiiieeiiiiiiiiiee e 2,50 ¢
Digestéo Papainica de farelo de Soja .........ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiiie i 1,00 g
DIEXIIOSE ..o e 5,82¢
EXIrato de LEVEAUIA ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiie et 500¢g
(@1 (o] (=] (o o [T Yo 1o Lo P 1,709
[0 1S] =1 (0 [ 00 r= 1S3 o o LSRR 0,829

HEIMING ..t e e e e e eeeeees 0,019
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Y] 1] = SRS 0,409

TRIS (hidroximetil) aminOmMetano ............cccoovviiiiiiiiiiicceee e 3,009

Preparacdo: A 28,4 g do po6 foram adicionados 1 L de agua destilada. A mistura foi
homogeneizada e autoclavada por 15 minutos a 121 °C. Em seguida, foi suplementada
com 1 mL de solucéo de hemina a 5,0 mg mL™* e 1 mL de solucéo de menadione a 1,0

mg mL™.

b) Caldo triptona de soja- TSB (BD®)

Composicao:

Peptona de CaseiNa ...........couuuuuiiiiiiiiiie e 17,09
=T o1 (o] F= e (IR - P PORRTR 3,09
€7 1o 01T 2 2,59

(O (0] 1Y (o 1 [=3K=T0 1o [ o T 5,09

Hidrogenofosfato dipOtasSiCO ..........cccoviiuiiiiriiiiiiiiiiee e 2,59

Preparacao: A 30,0 g do p6 de TSB foram adicionados 1000 mL de agua destilada. A

mistura foi homogeneizada e autoclavada por 15 minutos a 121 °C.

c) Base para agar sangue (BD®)

Composigao:
INfus@o de MUSCUIO Cardiaco ..........cooeeviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 2,09
Digestao pancreatica de CaSeiNa .........ccveeeeeereiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 13,09

EXtrato de 1eVedUIa..........coooi i 5,09
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Preparacao: A 40,0 g do po foram adicionados 1000 mL de agua destilada. A mistura foi
homogeneizada com aquecimento até a completa dissolu¢cdo do p6 e autoclavada por
15 minutos a 121 °C. Apos o resfriamento da base (45 a 50 °C) foi adicionado 5% de

sangue desfibrinado de carneiro. Cada placa de Petri recebeu 25 mL dessa mistura.

d) Agar Schaedler (BD®)

Composicao:

Digestdo Pancreatica de Caseina ..........ccccevvvvvvviiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee, 8,29
Digestéo Peptidica de Tecido Animal ..........ccccceevveiiiiiiiiiiiiiniiiieeiiiinn, 2,59
Digestdo Papainica de farelo de soja ..........ccoooeeiiiiiiiiiiiii e 1,09
DIEXIIOSE ..o e 5,89
EXrato de LEVEAUIA .......covniiieieeeeee et e 5,09
(O [o] <Y (o e [T Y0 Lo [ o T 1,79
FOSFAtO AIPOLASSIO ...uvveeeeeiiiiiiiiiie e 0,89
[ (1101 = 0,019
(0411 - PP TP TP TRTPPP 0,49
TRIS (hidroximetil) aminoOmetano ... 3,09
AGAI e 13,549

Preparacao: A 41,9 g do p6 foram adicionados 1 L de agua destilada. A mistura

foi homogeneizada com aquecimento até a completa dissolu¢cdo do po e autoclavada
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por 15 minutos a 121 °C. Em seguida, foi suplementada com 1 mL de solucdo de
hemina a 5mg mL™, 1 mL de solucdo de menadione a 1mg mL™ e 5% de sangue
desfibrinado de carneiro. Apds a preparacdo do meio cada placa de Petri recebeu um
volume de 30 mL .

O termo “suplementado”, no decorrer do texto, deve ser considerado como a
adicdo de 1 mL de solucdo de hemina a uma concentracdo de 5 mg mL™ e 1 mL de

menadione a uma concentracdo de 1,0 mg mL™ para cada 1 L de meio de cultura.

e) Solucdo Hemina

Em um baldo de 100 mL foi colocado 0,5 g de hemina e acrescentado 10 mL de
NaOH a 1,0 mol L™ em seguida adicionou-se agua destilada esterilizada até completar
o volume do baldo. A solucdo obtida na concentracéo final de 5 mg mL™, foi filtrada em

membrana filtrante de 0,22 ym e estocada em frasco esterelizado..

f) Solucdo Menadione

Em um baldo de 100 mL esterilizado foi colocado 0,1 g de menadione e o volume

completado com etanol absoluto, obtendo-se uma solugéo na concentragéo de 1,0 mg

mL™.
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4.13.1.5 Preparo das amostras dos extratos para o método de microdiluicdo

Para a realizacédo da técnica de microdiluicdo em microplaca, todas as amostras
selecionadas (extratos das folhas e cascas e Oleos essenciais das folhas, casca e
madeira) foram inicialmente preparadas com concentracées de aproximadamente 8000
ug mL? (solucdo de partida). Para obter esta concentracdo, dissolveu-se 2,0 mg de
cada amostra em 250 uL de DMSO.

Em seguida, preparou-se as seguintes solucoes:

e Solucdo-mée para o teste de microdiluicdo em caldo para aerdbios: Retirou-se 125
ML da solugao de partida, colocou-se em um frasco de 10 mL e acrescentou-se 1875
uL de caldo TSB, obtendo-se uma nova solucdo de concentragdo 500 ug mL™.

e Solucdo-mée para o teste de microdiluicdo em caldo para anaerdbios: Retirou-se
162,5 pL da solucédo de partida e acrescentou-se 2437,5 uL de caldo Schaedler

suplementado, obtendo-se uma nova solugdo de concentragdo 500 ug mL™.

4.13.1.6 Preparo do indculo

Com o auxilio de uma al¢ca de platina esterilizada, foram transferidas culturas de
24 horas dos microrganismos indicadores, crescidos no meio Agar triptona de soja
adicionado de 5 % de sangue de carneiro, para tubos contendo caldo triptona soja
(Aerdbios); o mesmo procedimento foi utilizado para preparacdo das bactérias

anaerobias com crescimento de 72 h em agar Schaedler. Padronizou-se o indculo,
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fazendo a comparacédo deste com o tubo 0,5 (1,5 x 10® UFC mL™) para bactérias na

escala Mc Farland. Esta preparacao do inoculo foi realizada para todas as bactérias.

4.13.1.7 Preparacao do controle positivo

A droga padrao utilizada para validacdo da técnica foi dicloridrato de clorexidina.
Primeiro pesou-se cerca de 1,0 mg da droga e diluiu-se em 10 mL de agua destilada
esterilizada, tendo uma concentracdo de 0,1 mg mL™. Apés, transferiu 1 mL dessa
primeira diluicdo para um tubo, contendo 4 mL de caldo Schaedler suplementado, essa
dltima diluicdo de concentracdo de 0,02 mg mL™ foi a solucdo usada para a realizacéo

da técnica.

4.13.1.8 Controles positivos e negativos

Para a determinacdo de atividade antimicrobiana pelo método da microdiluicao,
utilizou-se como controle positivo, frente aos microrganismos indicadores, dicloridrato
de clorexidina. Para o método de CIM, as concentragcdes de digluconato de clorexidina
variaram de 0,0115 pg mL™* a 5,9 pg mL™. Ainda realizaram-se para o método de
microdiluicio em caldo os seguintes controles: esterilidade dos caldos TSB e
Schaedler; controle da cultura (indculo); esterilidade da clorexidina, esterilidade dos

extratos e controle do DMSO.
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4.13.1.9 Método da microdiluicdo para determinacdo da concentracdo inibitéria minima

A determinacdo de concentracdo inibitéria minima das solu¢bes dos extratos,
particbes, fracOes e Oleos essenciais foi realizada segundo o método de microdiluicdo
em caldo segundo o CLSI para os microrganismos aerobios (CLSI, 2006) e o CLSI para
0S microrganismos anaerébios (CLSI, 2007).

Realizou-se todo procedimento em capela de fluxo laminar, com os cuidados
necessarios; as vidrarias, ponteiras e os meios de cultura foram esterilizados. Foram
utilizados microplacas estéreis com 96 orificios. Cada orificio recebeu inéculo, caldo
triptona soja ou caldo Schaedler e amostra das solucdes preparadas, de tal maneira
gue o volume final em cada orificio foi de 100,0 uL para os microrganismos aerobios e
200,0 yL para os anaerobios.

Avaliaram-se as amostras nas seguintes concentracdes: 400,0 a 20,0 ug mL* e
as amostras que evidenciaram CIM de 20,0 ug mL™ foram submetidas a uma nova
avaliacdo testando diluicdes entre 20,0 ug mL™ e 0,39 yg mL™. Determinou-se, entéo, a
menor concentracdo de cada amostra capaz de inibir o crescimento dos
microrganismos indicadores. As microplacas foram seladas com parafilme e incubadas
a 37 °C por 24 horas. As placas que contém S. mutans, S. sanguinis, S. mitis, S.
sobrinus, E. faecalis e A. actnomycetemcomitans foram incubadas em microaerofilia
pelo sistema de chama de vela. Apds o periodo de incubacao, foram adicionados em
cada orificio 30,0 pL de resazurina (Sigma) preparado em solugao aquosa (0,01%) para
bactérias (Figura 49). Este sistema revelador permite a observacdo imediata da
atividade antimicrobiana da amostra testada, sendo que a cor azul representa auséncia

de crescimento bacteriano e a cor vermelha, a presenca de crescimento bacteriano
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(Figura 50). Os microrganismos anaerobios sao incubados por 48 a 72 horas em
camara de anaerobiose a 36 °C (Figura 51). Em seguida, utiliza-se o0 mesmo revelador

(resazurina) para a determinagdo das concentracdes inibitérias minimas frente aos

anaerobios.

> Orificios com
concentragbes

> variando entre
B 400 e 20 pg/mL
Solugdo de B ; :
extrato

Caldo triptona

soja
Inéculo A placa € incubada
Totalde 100 pL em 24 horas.

cada orificio sgodvbisseis
(R XX NXK XY l,: Para obtengéo dos
SOOOOEOO8&O8 [e5yltados, foi colo-
$230888eetet coiosopgm ae
(888006660 eee Resazurina
S8880660EE »
L X (] .

Figura 49. Representacao das etapas desenvolvidas para o método de
microdiluicdo para os microrganismos aerdbios (Préprio autor).

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

microrganismos indicadores em triplicata.
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Figura 50. Microplaca com as solugdes dos extratos testadas frente
a S. mutans revelada com resazurina (Proprio autor).

Figura 51. Camara de anaerobiose para incubacao de
microrganismos anaerobios (Préprio autor).

4.13.2 Atividade citotoxica

As andlises de citotoxicidade foram realizadas no Laboratorio de
Tripanosomatideos — Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de
Uberlandia pelo professor Ms. Mario Machado Martins e pelo mestrando Fabricio Castro

Machado com a colaboracéo e supervisdo do professor Dr. Cladio Vieira da Silva.
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4.13.2.1 Preparo dos meios de cultura

O meio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) foi preparado de acordo
com as instrucbes do fabricante. O meio foi suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), L-glutamina (2 mM), D-glicose (4500 mg L™), bicarbonato de sédio (2000
mg L™), HEPES (2380 mg L™), piruvato de sédio (1100 mg L™), penicilina (60 mg . L™),
gentamicina (40 mg L) e estreptomicina (10 mg . L™Y). O caldo Brain Heart Infusion
(BHI) foi preparado de acordo com as instrucbes do fabricante. O caldo foi

suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) e L-glutamina (2 mM).

4.13.2.2 Método da microdiluicdo para a determinacéo da atividade citotoxica

As amostras dos 0leos essenciais e dos extratos foram dissolvidas em metanol,
e diluidos com DMEM suplementado, obtendo-se uma solucdo méae de concentracao
640 pg mL™* . O teste de viabilidade celular foi realizado com a célula Vero ATCC CCL
81 (fibroblastos de rim de macaco verde da Africa). Para avaliagdo da citotoxidade
utilizou-se o método de diluicdo em microplaca. Uma solucdo contendo 1 x 10° células
em 10,0 mL de meio DMEM suplementado foi preparada, em seguida, 100 pL desta
solucéo foi pipetado para cada poco da analise, a placa foi entdo incubada por 6 horas
a 37°C com atmosfera umida e 5% de CO,, ocorrendo a adeséo das células no fundo
do poco. Depois de aderidas, o meio de cultura de cada poco foi retirado e em seguida
adicionou-se solucdes das amostras a serem testadas nas concentracdes de 512, 256,

128, 64, 32, 16, 8 e 4 ug mL™, partindo-se da solugéo mae recém preparada. O volume
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final de cada poco foi de 100 pL e a concentracédo de células presentes em cada poco
foi de 1 x 10* células. A concentracao final de metanol em cada poco néo excedeu 3%.
Controle de crescimento, controle negativo (100% de células lisadas), controle do
solvente e controle das amostras foram também preparados. ApGs serem preparadas,
as placas foram incubadas por 48 horas a 37°C com atmosfera umida e 5% de CO,. Em
seguida, adicionou-se 10 pL de solucéo reveladora de resazurina a 3mM em PBS em
cada poco da placa (Gomez-Barrio et al., 2006), e novamente as placas foram
incubadas por 24 horas nas mesmas condic¢des. A leitura da absorvancia foi realizada a
590 nm em um espectrofotdmetro de microplaca. O ensaio foi realizado em triplicata e a
partir das absorbancias de cada concentracdo testada, a viabilidade celular foi
calculada de acordo com o controle de crescimento (Controle positivo). A concentracao
citotoxica (CCsp) (concentracdo em que 50% das células estdo vivas) foi calculada por
meio de um grafico dose-resposta com regressado nao linear (Chibale et al., 2007). A
estrutura da placa de 96 pogcos com as concentracdes e 0s controles esta expressa na

Figura 52.

Amostral Amostra2 Amostra3
) ) ) CONTROLES

Concentracdol Controlel
Concentracdo2 Controle 2
Concentracdo 3 Controle3
Concentracdo4 Controle 4
Concentracdo5 Controle5
Concentracdo6 Controle6
Concentracdo7 Controle 7
Concentracdo 8

Figura 52. Distribuicdo das amostras e controles na placa para os testes.
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Onde:

Amostras testadas:

e Amostra 1: extrato; Amostra 2: extrato; Amostra 3: extrato

Controles:

e Controle 1: controle positivo (crescimento)

e Controle 2: controle do metanol 3%

e Controle 3: controle negativo (100 % de células lisadas) com 30 pL de solugdo de
Triton X-100 a 0,5% para lise celular

e Controle 4: controle do meio de cultura sem parasita

e Controle 5: controle da amostra 1 sem parasita

e Controle 6: controle da amostra 2 sem parasita

e Controle 7: controle da amostra 3 sem parasita

Concentragdes testadas:
Concentracdo 1: 512 ug mL™; Concentracdo 2: 256 yg mL™; Concentracdo 3: 128 g
mL™; Concentracdo 4: 64 ug mL™; Concentracdo 5: 32 pg mL™; Concentracéo 6: 16 ug

mL™; Concentracdo 7: 8 ug mL™; Concentracgdo 8: 4 pyg mL™.

4.14 Procedimentos fitoquimicos

Os procedimentos de separacdo cromatografica e isolamento foram realizados

com o extrato diclorometano da casca pelo fato de ter sido considerado relevante os



116

resultados de atividade antimicrobiana frente aos microrganismos bucais aerébios e
anaerobios avaliados. Diante dessa situacao foi proposto um biofracionamento guiado
por atividade antimicrobiana do extrato diclorometano, buscando identificar e

caracterizar os possiveis compostos biologicamente ativos presentes no extrato.

4.14.1 Reagentes, solventes e equipamentos

As amostras dos extratos e fracbes foram semi-purificadas e purificadas por
cromatografia em coluna, onde foi utilizado como fase estacionéria silica gel 60 G Vetec
(70-230 Mesh). O comprimento e diametro das colunas e a quantidade de silica
variaram conforme a quantidade de amostra a ser utilizada no procedimento
cromatogréafico. Foi utilizado também sephadex™ GE Healthcare LH-20 como fase
estacionaria.

As fragbes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD),
utlizando spilica gel 60G F 254 Vetec (5-40 um) e silica Gel 60 G vetec (5-40 um) . A
silica foi ressuspendida em agua destilada na proporgéo de 1:2 e distribuida em placas
de vidro por meio de um espalhador mecénico. Utilizou-se também, placas de 6xido de
aluminio F, neutro para os procedimentos cromatograficos em camada delgada.

Os solventes utilizados nas eluicdes para cromatografia em coluna e camada
delgada e recristalizacbes foram hexano PA, diclorometano PA, acetato de etila PA,
cloroférmio PA e etanol PA e metanol PA (Sinth e Vetec).

Os compostos foram revelados nas placas de silica e 6xido de aluminio por luz

UV nos comprimentos de onda 254 nm e 366 nm. As solucdes reveladoras utilizadas
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foram: Anisaldeido, vanilina sulfurica, sulfato cérico, solucdo aquosa de cloreto férrico
10% ml/v, solucdo metandlica de cloreto de aluminio 1% m/v, solucdo etandlica de
hidroxido de potassio a 10% (reagente de Borntrager) e Liebermann-Burchard. Além
disso foi utilizado nas revelacdes vapores de iodo e vapores de amodnia (Waksmundzka-
Hajnos et al., 2008; Wagner e Bladt, 2009).

As fracbes foram concentradas em evaporador rotativo sob pressdo reduzida
(IKA — RV10Basic) ou a temperatura ambiente em capela de exautao.

Foi adotado como critério de pureza para a substancia isolada a obtencéo de
apenas uma mancha na placa cromatografica, apés a eluicao de diferentes sistemas de
solventes.

No preparo das amostras, a dissolugdo das mesmas ocorreu em aparelho
ultrasom USC 750 Ultra-Sonic cleaner com banho de agua a temperatura ambiente.

Uma das fracdes mais ativas nos testes de atividade antimicrobiana foi analisada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de ionizagdo por
eletrospray (CL-EM/EM-IES).

Foi isolado um composto que foi submetido a caracterizacdo quimica por RMN

de 'H, IVTF e espectro de massas. O ponto de fusdo também foi determinado.

4.14.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de massas

As analises foram realizadas no Laboratorio de Caracterizagdo Molecular —

Espectrometria de Massas da Universidade Federal de Ouro Preto com a supervisédo do

professor Dr. Robson José de Cassia Franco Afonso.
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4.14.2.1 CondicOes utilizadas em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massas com detector de ionizacao por eletrospray (CLAE-DAD-IES/EM)

As analises foram realizadas em um cromatografo liquido Shimadzu, equipado
com um sistema de distribuicdo de solventes quaternario de alta pressao (LC-20AD),
injetor automatico (autosampler) (SIL 20AC), desgaseificador, forno para coluna e
detector UV/VIS DAD (arranjo de diodo) modelo SPD-M20A. A separacao
cromatografica foi realizada em uma coluna de fase reversa C18 de 50 mm x 2.10 mm
de comprimento, 2,6 um de granulometria, phenomenex mantida a 40 °C em forno. O
volume injetado foi de 5 pL com fluxo de 0,13 mL min™ utilizando como fase mével agua
acidificada com acido formico (0,1% .») (fase movel A) e metanol (Fase moével B). A
programacao do gradiente foi a seguinte: 15-30 % de B (0-5 min); 30-50 % de B (5-10
min), 50-70 % de B (10-15 min); 70-100 % de B (15-30 min); 100 % de B (30-35 min),
100-15 % de B (35-40 min) e 15 % de B (40-43 min). O detector UV/VIS foi programado
para monitorar compostos nos comprimentos de onda entre 190 - 800 nm.

A deteccgéo por espectrometria de massas foi realizada utilizando o equipamento
Shimadzu LC-IT-TOF com quadrupolo “ion trap” (IT) e “time of flight” (TOF) (analisador
de massas por tempo de voo) trabalhando com as seguintes condi¢des: ionizagao por
electrospray em modo negativo e modo positivo, gas nebulizador (N,): 1,5 L min?,
temperatura de linha de curva de desorcdo (CDL): 200 °C, gas de secagem: 100kPa,
voltagem do detector 1,7 kV, tempo de acumulacdo do ion: 10 ms. Os cromatogramas
TIC foram obtidos com a deteccéo de ions positivos e negativos com m/z 50-1000 para

ambos os modos. O aparelho foi programado para obter automaticamente dados de
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espectros de massas nos modos positivo e negativo, e também para selecionar
automaticamente e obter o espectro de massas dos ions precursores obtidos (EM/EM).

A férmula molecular proposta foi selecionada de acordo com uma lista sugerida
pelo Software Formula Predictor® seguindo a mais baixa diferenca entre a massa
experimental e a massa teorica e também pela analise da real possibilidade de
existéncia da férmula, equivaléncia de ligacdes dupla, regra do nitrogénio e erro em
ppm e mDa.

As sugestbes de possiveis estruturas, fragmentos e classe de metabdlitos
referentes as formulas moleculares encontradas foram propostas de acordo com outros
trabalhos na Literatura, analisando sistema de solventes, tempos de retencéo, espectro

ultravioleta (UV) e espectro de massas.

4.14.2.2 Preparagdo da amostra

A fracdo analisada foi preparada na concentracdo de 500 ug mL™, colocada em

ultrasom em banho de agua a temperatura ambiente. Em seguida a solucao foi filtrada

em filtro millipore e uma aliquota de 5 pL foi utilizada para a analise.

4.14.3 Condicdes da anélise de RMN de *H

Os espectros de RMN foram registrados num aparelho Briker DRX400 AVANCE,

operado a uma frequiéncia 400,130 MHz, com pulso de 9,5 us, intervalo entre pulsos de
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3,95 s. A amostra foi dissolvida em uma mistura de DMSO e acetona deuterada

(1:1viv).

4.14.4 Fracionamento dos extratos e das fracoes da casca de C. bakeriana com maior

atividade antimicrobiana

4.14.4.1 Biofracionamento do extrato cloroformio da casca (E3) obtido em soxhlet

O fracionamento foi realizado com o extrato cloroférmico da casca obtido em
soxhlet pelo fato de ter apresentado maior atividade antimicrobiana comparada aos
outros extratos da casca obtidos pelo mesmo processo de extracao.

Com esse extrato (0,7 g), foi feita cromatografia classica em coluna, utilizando-se
para isso uma coluna de vidro de 4 cm de diametro por 60 cm de altura. Foram
utilizados cerca de 50 g de silica gel do tipo 60H como fase estacionaria. O
empacotamento foi feito utilizando cicloexano como solvente. A amostra foi previamente
submetida a cromatografia em camada delgada e a sequéncia de solventes seguiu a
seguinte ordem crescente de polaridade: cicloexano (300 mL), cicloexano/cloroférmio
1:1 (300 mL), cicloexano/cloroférmio/acetato de etila 1:1:1 (300 mL), acetato de etila
(300 mL), acetato de etila/etanol 1:1 (300 mL) e etanol (400 mL). A Tabela 8 apresenta
a sequéncia dos solventes utilizada, o volume empregado e as fracdes que
posteriormente foram avaliadas frente a bactérias bucais pelo método da microdiluicao

em caldo.



121

Tabela 8. Sistema de solventes, volume empregado no fracionamento do extrato
cloroférmio da casca e fragGes avaliadas pelo ensaio de atividade anti-

microbiana
Solvente Utilizado Volume Utilizado Fracao
(mL)
Cicloexano 300 Al
Cicloex/Clorof 1:1 300 A2
Cicloex/Clorof/AcOEt 1:1:1 300 A3
Acetato de etila 1 300 A4
Acetato de etila 2 300 A5
Acet/Etanol 1:1 300 A6
Etanol 400 A7

4.14.4.2 Biofracionamento da particdo diclorometano da casca (Amostra PC2) obtida

por extracdo liquido-liquido

O fracionamento foi realizado com a particdo diclorometano da casca por ser o
extrato que apresentou maior atividade antimicrobiana comparada aos outros extratos
da casca e folhas obtidos por maceracéo ou extracéo liquido-liquido.

Com o extrato diclorometano (7,0 g), foi realizada a cromatografia classica,
utilizando-se uma coluna de vidro de 10 cm de diametro por 50 cm de altura. Foram
utilizados cerca de 175 g de silica gel do tipo 60H como fase estaciondaria. A propor¢ao
entre amostra e silica utilizada foi de 1:25. A silica foi suspensa em hexano e
transferida para a coluna. A polaridade do sistema de eluicdo foi aumentada
gradativamente buscando alteracées ndo tdo bruscas e uma melhor separagdo dos

compostos, comecando com misturas de hexano e diclorometano, passando por
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acetato de etila e finalmente com metanol. Previamente foi realizado com a amostra,
cromatografia em camada delgada (CCD) para estabelecer os solventes e 0 esquema
de eluicao utilizado na coluna. A sequéncia de solventes utilizada como fase mével foi:
400 mL (hexano/diclorometano 1:1), 400 mL (hexano/diclorometano 2:3), 400 mL
(diclorometano), 2,1 L (diclorometano/acetato 3:2), 400 mL (diclorometano/acetato 1:1),
200 mL (diclorometano/acetato 2:3), 1 L (diclorometano/acetato 1:4), 2,4 L (acetato),
900 mL (acetato/metanol 1:1), 2 L (metanol) e 400 mL (dgua). Foram coletadas 24
fracbes. As fracbes 1-3, 4-5, 9-11, 15-16, 18-20, foram agrupadas apéds andlise
comparativa por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando-se diferentes
sistemas de eluicdo e agentes reveladores. Solucdes de vanilina sulfarica, anisaldeido,
Liebermann-Burchard, cloreto férrico, cloreto de aluminio, hidroxido de potassio a 10%
e sulfato cérico foram utilizadas para a revelacdo das placas cromatogréficas, além de
revelacdo com vapores de iodo e monitoramento em lampada UV nos comprimentos de
onda 254 nm e 366 nm (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008; Wagner e Bladt, 2009).
Apés as fracBes serem reunidas, quinze amostras denominadas F1, F2, F3, F4, F5, F6,
F7, F8, F9, F10, F11, F12, F13, F14 e F15 foram obtidas e submetidas a avaliacdes de
atividade antimicrobiana pelo método da microdiluicio em caldo com excecédo da
amostra denominada F15 obtida com agua, que ndo pbéde ser submetida ao teste de
atividade antimicrobiana e nem determinada sua massa. Ao deixar em temperatura
ambiente para completa evaporacao do solvente, ocorreu a proliferacdo de fungos e por
esse motivo foi descartada. Na Tabela 9 estdo representadas as fracdes que foram
reunidas por CCD, o sistema de eluic&o, os respectivos volumes empregados durante o
fracionamento por cromatografia em coluna da amostra diclorometano da casca de C.

bakeriana e as amostras resultantes ao final do procedimento cromatografico.
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Tabela 9. Fracdes reunidas por CCD, sistema de eluicao e volume empregado durante
o fracionamento em coluna da amostra diclorometano da casca de C. bakeriana

Fracdes
Sistema de Volume Fracao
reunidas por
Eluicao (mL) obtida

CCD
1-3 Hexano/Diclorometano (1:1 / 2:3) 800 F1
4-5 Diclorometano 400 F2
6 Diclorometano/Acetato de etila (3:2) 350 F3
7 Diclorometano/Acetato de etila (3:2) 350 F4
8 Diclorometano/Acetato de etila (3:2) 350 F5
9-11 Diclorometano/Acetato de etila (3:2) 350 F6
12-13 Diclorometano/Acetato de etila (3:2) 350 F7
14 Diclorometano/Acetato de etila (3:2) 350 F8
15-16 Diclorometano/Acetato de etila (1:1) 400 F9
17 Diclorometano/Acetato de etila (2:3 / 1:4) 600 F10
18-20 Acetato de etila 2400 F11
21 Acetato de etila/metanol (1:1) 900 F12
22 Metanol 1000 F13
23 Metanol 1000 F14
24 Agua 400 F15

4.14.4.3 Cromatografia em coluna da fracdo F11 em sephadex

O fracionamento foi realizado com a amostra F11 pelo fato de ter indicado maior
atividade antimicrobiana frente aos microrganismos bucais testados.

Uma massa de 380 mg da fracdo F11 foi ressuspensa em 5 mL de metanol. A
mistura foi colocada em ultrasom durante dois minutos e em seguida filtrada. Da massa
total, apenas 208 mg dissolveu nesse volume. A massa dissolvida foi quantificada por
diferenca de massa entre a massa total (380 mg) e a massa que precipitou (172 mg). O

filtrado foi transferido para a coluna e cromatografado em sephadex. Foi utilizada uma
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massa de 45 g de sephadex como fase estacionaria. Essa massa foi suspendida em
metanol e transferida para uma coluna de 5 cm de didmetro e 50 cm de altura. O
solvente utilizado como fase movel foi exclusivamente o metanol. Foram coletadas 60
fracOes de 5 mL que foram analisadas comparativamente por cromatografia em camada
delgada utilizando como agente revelador solucdo de cloreto de aluminio com
monitoramento em lampada UV nos comprimentos de onda 254 nm e 366 nm, permitiu
agrupar as fracdes 1-15, 16-21, 22-33, 34-36, 37-42, 43-47, 48-51 e 52-60 como pode
ser observado na Tabela 10. As novas amostras resultantes apds 0 agrupamento

fracGes foram denominadas de F11.1 a F11.8.

Tabela 10. Amostras resultantes da eluigdo isocratica com metanol
em coluna utlizando sephadex da fracdo F11

Fracdes
) Amostras
reunidas por _
obtidas

CCD

1-15 F11.1
16-21 F11.2
22-33 F11.3
34-36 F11.4
37-42 F11.5
43-47 F11.6
48-51 F11.7

52-60 F11.8
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As amostras F11.1, F11.2 e F11.3 e a amostra remanescente que nao dissolveu
em metanol denominada de ANDM (amostra ndo dissolvida em metanol) foram
novamente avaliadas frente as bactérias bucais por apresentar quantidade de massa
suficiente para os ensaios antimicrobianos. A fracdo F11.3 indicou maior atividade
antimicrobiana, por esse motivo foi analisada por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas e avaliada por CCD utilizando varios solventes e misturas de
solventes. Os reveladores utilizados nesta etapa foram: solucéo de cloreto de aluminio,
solucdo etandlica a 10% de KOH e vapores de ambnia com monitoramento em
lampada UV nos comprimentos de onda 254 nm e 366 nm. As manchas também foram
vizualizadas em luz UV no comprimento de onda 254 nm sem a presenca de agentes

reveladores.

4.14.4.4 Cromatografia preparativa da fracdo F11.3 em silica gel 60 G e isolamento do

composto acido 1,8-diidroxi-antraquinona-3-carboxilico (acido cassico ou rhein)

Os procedimentos de isolamento foram realizados com a amostra F11.3 pelo fato
de ter indicado menores valores de concentracdes inibitérias minimas frente aos
microrganismos bucais avaliados. Primeiramente foi testado a solubilidade da fragéo
F11.3 em varios solventes. Quando foi realizado o teste de solubilidade da fracdo F11.3
em metanol, parte ndo solubilizou e quando procedeu o teste de solubilidade em
cloroformio, parte da fragdo também néo solubilizou. Com isso foi decidido realizar uma
particio da amostra com cloroformio e metanol, obtendo-se duas fases: fase

cloroférmica (F11.3c) e fase metandlica (F11.3m). A Cromatografia em camada fina das
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fases F11.3c e F11.3m eluidas com cloroférmio/metanol (8:2), indicou a presenca para
ambas amostras de uma mancha com Rf de 0,38. As fracbes F11.3c e F11.3m foram
submetidas a separacdo cromatografica preparativa em placas de vidro de 10 cm x 20
cm com silica gel 60 G. A eluicdo foi realizada com cloroférmio/metanol (8:2). O
composto que apresentou Rf de 0,38 foi retirado das placas com a silica, extraido com
metanol/cloroférmio (1:1) e em seguida, a mistura foi filtrada. O solvente foi removido
em evaporador rotativo com presséo reduzida obtendo-se um solido amarelo. Com esse
sélido foram realizadas analises espectroscépicas de infravermelho por transformada
de Fourier (IVTF), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de HY),

ressonancia em duas dimensdes (HSQC e COSY) e determinacéo do ponto de fuséo.

4.15 Analise estatistica

Todos os resultados das andlises quimicas foram obtidos a partir da média de
trés repeticbes com o seu desvio padrdo. Para as andlises de citotoxicidade os testes
foram realizados em triplicata e com a média das absorvancias foi construido o gréfico
para o célculo da CCsy. Com relacdo aos testes de atividade antimicrobiana, as
amostras foram avaliadas em triplicata, entretanto foi dado apenas um valor como

resultado.
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5. Resultados e discussdo

5.1 Andlise quimica dos componentes macromoleculares da madeira e casca

5.1.1 Determinacao do teor de umidade

O teor de umidade encontrado na amostra de madeira e da casca de C.

bakeriana esta apresentado na Tabela 11.

Tabela 11. Teor de umidade nas amostras de madeira e casca

Amostra Teor de umidade (%)
Madeira 10,4% + 0,3
Casca 8,1+0,2

Uma vez encontrado estes valores, passou-se a considera-lo nos calculos

referentes a composicao geral da madeira e casca.

5.1.2 Rendimento dos extrativos obtidos em soxhlet para a madeira e casca de C.

bakeriana

A extracdo para a obtencdo da madeira e casca livre de extrativos foi realizada
em soxhlet. Embora o calor nem sempre possa ser empregado pelo fato de que muitos

metabalitos sdo termossensiveis, a utilizacdo de solventes em alta temperatura provoca
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um aumento de solubilidade da maioria das substancias, motivo pelo qual os métodos
de extracao a quente, sdo sempre mais rapidos que aqueles realizados em temperatura
ambiente. A Tabela 12 apresenta os rendimentos das extracbes em cada solvente

empregado.

Tabela 12. Rendimento das extra¢coes para madeira e casca de C. bakeriana

Solventes Casca Madeira
Cicloexano 2,34 +0,87 0,0875 + 0,006
Cicloexano: etanol (2:1) 5,31+0,33 1,61+£0,17
Cloroférmio 0,65+ 0,19 0,36 £ 0,08
Agua 12,98 + 1,28 11,74 + 0,42
Solucéao de NaOH 1% 32,60+1,21
Total de extrativos 53,88 +4,5 13,79+2,0

De acordo com os resultados encontrados, as cascas apresentaram maior teor
de extrativos que a madeira, 53,88 % para a casca do peso seco e 13,79 % para a
madeira do peso seco. Segundo Rowell (2005), as cascas geralmente apresentam
maior teor de extrativos. Estudos recentes com casca e madeira das espécies arboreas
Maclura tinctoria (Lamounier et al.,, 2012) e Kielmeyera coriacea (Martins, 2012)
confirmaram resultados semelhantes, 10,8 % para madeira e 50,6 % para a casca e 5
% para a madeira e 45 % para a casca, respectivamente. E possivel sugerir que grande
parte dos grupos de compostos presentes na madeira e casca de C. bakeriana sao
polares, uma vez que as extracbfes com agua apresentaram maior teor de extrativos. Os
extrativos obtidos com agua quente e solucdo aquosa de NaOH 1 % representaram
84,6 % do total de extrativos da casca e a extragcdo com agua quente representou 85 %

do total de extrativos da madeira. O teor de extrativos encontrado para a casca de C.
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bakeriana esta dentro do esperado para folhosas (41 — 58%) segundo os estudos de
Kofujita et al. (1999), Lamounier et al. (2012) e Martins, (2012).

O teor de extrativos encontrado para a madeira foi de 13,79 %. E um valor alto
para madeiras de folhosas se compararmos o sugerido por Klock et al. (2005), embora
em estudos anteriores é colocado que a porcentagem de extrativos em algumas
espécies de madeira pode variar entre 2 — 20 % (Foelkel, 2005). As madeiras de
arvores tropicais possuem amplos diametros, elevada durabilidade, resisténcia a
deterioracdo e sdo usadas em diferentes processos industriais (Kilic e Niemz, 2012). A
resisténcia da madeira a biodegradacdo pode ser atribuida principalmente ao teor e a
composicdo dos extrativos. A presenca de certas substancias como tanino e outros
compostos fendlicos ajudam na preservacdo da madeira, principalmente diante de
organismos xiléfagos (Findlay, 1985; Paes, 2002). Além dos extrativos, a porcentagem
de celulose, a composicdo das hemiceluloses, o tipo de lignina e a associacdo destes
componentes influenciam certas caracteristicas da madeira como resisténcia a tracéo e
compressdo e também pode contribuir como mecanismo de defesa ao ataque de

insetos e patdégenos (Fengel e Wegener, 1989).

5.1.3 Composi¢cao macromolecular para a madeira e casca de C. bakeriana

A andlise utilizada para a determinacdo dos componentes macromoleculares da

madeira e casca de C. bakeriana foi a chamada andlise somativa. Esta analise tem

como objetivo separar e quantificar os componentes macromoleculares individualmente.
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Uma analise satisfatéria € a soma de aproximadamente 100% para todos os
componentes determinados. Este objetivo é dificil de ser conseguido, especialmente se
o0 numero de analises individuais aumenta. Pode ocorrer sobreposicdo de resultados
combinados a erros individuais (Klock et al.,, 2005). Na literatura sdo encontrados
trabalhos que indicam valores de rendimento de analises somativas entre 98 % e 107 %
(Lamounier et al, 2012; Martins, 2012; Morais et al., 2005; Fengel e Wegener, 1989).

A Tabela 13 indica os valores de extrativos, holocelulose, lignina e cinzas

encontrados para a madeira e casca de C. bakeriana.

Tabela 13. Composi¢ao quimica da madeira e casca de C. bakeriana

Componentes quimicos Madeira Casca
Cicloexano 0,087 + 0,006 2,34 + 0,87
Cicloexano/etanol (2:1 v/v) 1,61 +0,17 531+0,33
_ Cloroférmio 0,36 + 0,08 0,65+ 0,19
Extrativos (%) )
Agua 11,74 £ 0,42 12,98 £1,28
Solucdo NaOH 1 % 32,60+1,21
Tolal 13,79+ 2,0 53,88 + 4,5
Total de extrativos 13,79+ 2,0 53,88+ 45
Lignina insolavel em acido 21,0+ 0,47 15,06 + 0,36
(Lignina de Klason)
_ Lignina soltuvel em acido 0,76 + 0,15 0,61 +0,07
Composicéao
Holocelulose 67,41+ 1,52 27,41 +£0,79
macromolecular (%)
a-celulose 35,35+£0,32 20,32 £ 0,20
Hemiceluloses 32,06 £ 0,28 7,1+0,68
Cinzas 2,08 £0,72 4,87 £ 0,27
Total 105,03 101,8

n.e: ndo encontrado
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Os valores totais dos constituintes da madeira e casca foram 105,03 % e 101,8
%, respectivamente. Embora os resultados encontrados estdo acima de 100 %, séo
valores aceitaveis para analises de madeira e casca de arvores. Essa discrepancia é
considerada normal e reflete a diculdade de analises realizadas com materiais de
madeiras e cascas. Na determinacéo da lignina de Klason e holocelulose, os extrativos
podem provocar erros, pois durante os procedimentos pode ocorrer a formacédo de
produtos insolUveis que s&o contabilizados como lignina e holocelulose. (Browning,
1967; Morais et al., 2005, Klock et al, 2005).

Poucos trabalhos sdo encontrados na literatura com relagdo a composicao
macromolecular de cascas de arvores quando comparado a analises de madeira, sendo
notoria a variacdo dos constituintes macromoleculares de casca dentro de uma mesma
espécie de arvore e entre espécies diferentes (Kofujita et al., 1999; Vieira et al., 2009,
Lamounier et al., 2012; Martins, 2012). No estudo de Vieira et al. (2009) com a espécie
de folhosa Tabebuia pentaphyla coletada em quatro diferentes bairros da cidade do Rio
de Janeiro foi analisado os teores de holocelulose e lignina de Klason. A mesma
espécie apresentou diferentes porcentagens com relacdo a esses componentes. Uma
variagao entre 29 % - 42 % para lignina e 31 % - 42 % para holocelulose foi encontrada.

A comparacao da composicdo quimica da casca de C. bakeriana com a casca de

outras espécies esta apresentada na Tabela 14.
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Tabela 14. Composi¢cdo macromolecular média da casca de C. bakeriana e da casca de
outras espécies de arvores

_ 9] O —

P RV R RS R, RE o5

0O 38 &85 &8 &% &od &2 =0

22 g£c £ £90 £ £0 2T

o S 55 3% 32X 53 35 35 8%
Constituintes X 29 o2 08 02 o) o5 23
(%) S 25 22 835 22 »5 25 29

£ P2 L3 Lo o8 L3 @ BB

o NS g9 82 go g3 8o 3T

Bp &8 £0 g2 & o3 =2
Extrativos 53,88 50,6 580 57,0 49,0 414 476 -

Lignina de Klason 15,06 18,8 23,8 234 27,1 314 224 29-42
Lignina solavel em &cido 0,6 0,4 11 0,8 11 32 25

Holocelulose 27,41 29,1 146 165 20,6 153 20,7 31-42
a-celulose 20,32 21,2  ---
Hemiceluloses 7,1 8,7
Cinzas 4,87 22 12 23 73 57
Total 101,8 99,0 99,7 989 1004 986 989 -

(---) nao foi determinado no estudo.

Os dados obtidos para a casca foram comparados com os estudos de Kofujita et
al. (1999); Vieira et al. (2009) e Lamounier et al. (2012).

Os resultados encontrados de extrativos, lignina de Klason, lignina solivel em
acido, holocelulose e cinzas foram respectivamente 53,88 %, 15,06 %, 0,61 %, 27,41 %
e 4,87 %. Os rendimentos encontrados para a casca de C. bakeriana estiveram entre
outros valores encontrados na literatura para casca de arvores de folhosas, exceto para
o teor de lignina que esteve abaixo do esperado (15,0 %).

O teor total de lignina encontrado na casca foi de 15,66 %, valor mais baixo que
0 encontrado para a madeira 21,76 %. Geralmente os teores de lignina na casca sao

inferiores aos teores de lignina em madeira de uma mesma arvore (Foelkel, 2005). A
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casca de C. bakeriana pode ser considerada uma fonte alternativa de fibras pelo fato de

ter apresentado 20,32 % de a-celulose do peso seco total.

E possivel sugerir que a casca de C. bakeriana pode ser utilizada como fonte

alternativa de matéria-prima fibrosa, como combustivel e como fonte de valiosos

metabalitos secundarios devido ao seu alto teor de extrativos. A Tabela 15 apresenta a

composigcdo dos constituintes macromoleculares da madeira de C. bakeriana e da

madeira de outras espécies de arvores.

Tabela 15. Composi¢do macromolecular média da madeira de C. bakeriana e da

madeira de outras espécies de arvores
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=< o -(_% < = =< g L 8 o< = S =)
Extrativos
. 13,79 10,79 5,0 - 9,83 18,2 5-10 3,86 11,0 10,7 11,7 64
totais
Lignina de
9 21,0 21,47 28,0 31-40 27,1 23,8 20-21 25,0 21,3 28,6 22,4 27,7
Klason
Lignina solavel
gnina s 0,76 128 ne  — 054 o e e e
em acido
Holocelulose 67,4 69,4 71,7 41-50 70,9 63,0 69-75 71,9 61,1 64,6 71,4 71,9
a-celulose 35,35 46,0 - --- 46,5 34,86 --- 59,2 44,9 47,7 52,4 44,9
Hemiceluloses 32,06 23,6 18,8 12,7 22,5 16,6 18,8 26,6
Cinzas 2,08 0,7 0,22 0,3
Total 105,03 102,99 99,7 - 98,9 105,0 - 101,12 98,1 103,3 105,5 106,0

(n.e) ndo encontrado; (---) ndo foi determinado no estudo.

O conteldo de extrativos determinado na madeira de C. bakeriana foi mais alto

comparado com o de outras madeiras. Quando foi realizada a extragado sequencial com
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0s solventes, o conteudo mais alto de extrativos foi obtido com agua, representando 85
% do total dos extrativos. O alto teor de extrativos na madeira de C. bakeriana pode ser
um ponto negativo se for utilizada como fonte de fibras, uma vez que os extrativos
aumentam o0s gastos com agentes quimicos durante o processo de polpacdo e
branqueamento, além disso, pode levar a formacdo de depdsitos no maquinario do
moinho, requerendo altos custos de manutencdo no processo de producao de polpa e
papel, diminuicdo da taxa de deslignificacdo e diminuicdo do rendimento e da qualidade
da pasta celulésica (Foelkel, 2005). Ja para utilizacbes da madeira em estruturas ou
aplicacdes exteriores, um teor elevado de extrativos pode ter vantagens, pois contribui
para o aumento da durabilidade da madeira.

O teor de lignina total encontrado na madeira de C. bakeriana foi de 21,76 %,
valor esperado para a madeira de folhosas (madeiras duras), cerca de 18 a 25 % (Klock
et al., 2005; Foelkel, 2005, Rowell, 2005), valor baixo comparado aos das espécies
Cedrela fissilis, Eucalyptus urophylla, Acacia mangium, Tabebuia pentaphyla e
Kielmeyera coriacea, mas proximo ao das espécies Maclura tinctoria e Astronium
urundeuva, que sao reconhecidamente classificadas como madeiras duras por
aspectos botanicos.

A fracao total de polissacarideos na madeira de C. bakeriana compreende 67.0
% do peso seco da madeira livre de extrativos, sendo 35% de a-celulose e 32 % de
hemiceluloses. O teor obtido de holocelulose para C. bakeriana esteve entre os valores
determinados para outras espécies de madeira. Entretanto, o teor de a-celulose (35.0
%) foi mais baixo quando comparado com as outras madeiras, exceto Astronium
urundeuva gque foi ligeiramente maior. Algumas espécies se destacam pelos seus altos

conteudos de a-celulose, como por exemplo, Pinus oocarpa (conifera) (Lima et al.,
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2007) e espécies de Eucalyptus (Botelho et al., 2000). Essas espécies pelo alto
potencial de producdo de celulose vém sendo largamente utilizadas no Brasil para a
producdo de papel (Morais et al., 2005). Em outro estudo, seis espécies de madeira
(Sonneratia apetala, Excoecaria agallocha, Avicennia alba, Heritiera fomes,
Xyloccarpous mekongests e Bruguiera gymnorhiza) também apresentaram baixos
valores de a-celulose, entre 30 e 38 % (Mun et al., 2011).

O valor médio de cinzas 2,08 % encontrado na madeira de C. bakeriana indica
gue esta possui um teor de compostos inorganicos mais elevados quando comparado
com o de outras madeiras.

Quando se observa as Tabelas 14 e 15 verifica-se que a composicdo da
madeira, assim como da casca nao apresentam composi¢cées quimicas definidas. Isso
pelo fato dos componentes macromoleculares variarem nas diferentes partes da arvore,
com a idade, tipo de lenho e com as condicbes ambientais de crescimento (Silva,

2010).

5.2 Obtencéo dos extratos brutos da madeira, casca e folhas de C. bakeriana

5.2.1 Obtencé&o dos extratos brutos da casca de C. bakeriana a partir da extracao em

soxhlet

A extracdo em soxhlet e as massas de cada extrato obtido estdo representadas

no Fluxograma 2. Essa extracao foi realizada em triplicata. Portanto, a massa total de
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casca extraida foi de 60,0 g. As solucbes para cada sistema de solvente foram

agrupadas gerando um anico extrato bruto.

Extracdo sucessiva em Soxhlet

Extrato Extrato Cicloexano/
Cicloexano E1 Etanol2:1 E2
(1,78 g) (3,32 9)

Extrato
Cloroférmio E3

(0,83 9)

Extrato
Aquoso E4
(8,36 9)

TN/

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Fluxograma 2. Extracdo em soxhlet da casca e as massas obtidas para cada solvente.

5.2.2 Obtencédo dos extratos etandlicos brutos da casca e folhas de C. bakeriana e

extratos obtidos por particdo liquido-liquido

A extracdo etandlica por maceracao, obtencdo das particbes e as massas de

cada extrato obtidas da casca e folhas estdo representadas nos Fluxograma 3 e

Fluxograma 4, respectivamente. A partir dos extratos etanolicos brutos obtidos e das

particoes foram realizadas analises de polifendis, proantocianidinas e atividades

antimicrobiana e antioxidante.
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Dissolu¢do em metanol dgua 9:1v/v
* Particao liquido-liquido
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Extrato Extrato Extrato
Hexano PC1 Diclorometano PC2 Acetato de etila PC3
(6,329) (9,84 9) (49,60 g)
* Teor polifendis e proantocianidinas Extrato
* Atividade antimicrobiana -— Etanoélico bruto
* Atividade antioxidante (8,09)

Fluxograma 3. Extracdo etandlica e particdo liquido-liquido da casca de C. bakeriana.

| Materialvegetal |
i _FOLHAS (1,0kg) |

*Dissolugdo em metanol agua 9:1v/v
* Particdo liquido-liquido

Extrato Extrato Extrato Extrato
Hexano PF1 Diclometano PF2 Acetatode etila PF3 Metanol PF2
(8,07 g) (34,358g) (10,80 g) (14,36 g)
* Teor polifendise proantocianidinas Extrato
* Atividade antimicrobiana «—| Etandlicobruto
* Atividade antioxidante (12,0g)

Fluxograma 4. Extragéo etandlica e particéo liquido-liquido das folhas de C. bakeriana.
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5.2.3 Extracdo etandlica da madeira por maceracao

No Fluxograma 5 esta representada a obtencdo do extrato etandlico bruto da
madeira de C. bakeriana que posteriormente foi utilizado para a determinacdo da

atividade antioxidante, teor de fendis totais e proantocianidinas.

Extracdo etandlica
por maceracao

Extrato Etandlico
Madeira E7
(8,729)

* Avaliacdo da atividade antioxidante
* Teor de fendis totais e proantocianidinas

Fluxograma 5. Obtenc&o do extrato etandélico da madeira.

5.3 Determinacéo do teor de fendis totais, proantocianidinas e atividade antioxidante

5.3.1 Amostras avaliadas

As amostras que foram submetidas a determinacao de fendis totais pelo método

Folin Ciocalteau, proantocianidinas método da vanilina e atividade antioxidante pelo de

sequestro do radical livre DPPH estédo apresentadas no Quadro 3.
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Quadro 3. Amostras de C. bakeriana avaliadas.

Parte do vegetal Nome da amostra Tipo de extragéo
E5 — Extrato etandlico Maceracéo
PC1 — Particdo hexano Particao lig-liq
CASCA

PC2 - Particao diclorometano Particdo lig-lig

PC3 — Particdo Acetato de etila | Particao lig-lig

E6 — Extrato etandlico Maceracéo
PF1 — Particdo hexano Particdo lig-liq
FOLHAS PF2 — Particao diclorometano Particdo lig-lig
PF3 - Particao Acetato de etila | Particao lig-lig
PF4 — Particdo metandlica Particdo lig-lig
MADEIRA E7 — Extrato etandlico Maceracao

5.3.2 Teor de fenodis totais dos extratos etandlicos da casca, madeira e folhas e teor de

fendis totais das particdes das folhas e casca de C. bakeriana

O reagente de Folin—Ciocalteau contém uma mistura dos acidos fosfomolibidico
(HsPMo012040) e fosfotungstico (HsPW12040) formando uma solucdo de coloragéo
amarela com absorcdo maxima em 760 nm. Em meio béasico, ocorre a desprotonacao
dos compostos fendlicos, gerando anions fenolatos. Em seguida, ocorre uma reacéo de
oxirredugcdo entre o anion gerado e o reagente de Folin, no qual os acidos
fosfomolibidico e fosfotungstico sofrem reducédo, ocasionando a mudanca de cor do
meio reacional de amarela para azul e o composto fendlico é oxidado, como pode ser

observado na Figura 53 (Oliveira et al., 2009; Messerschmidt et al., 2011).
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COOH ({00} COO-
- Na,CO, - 2¢, -H' 5
‘ + 2 M0+6 ’ = + 2 M0+
/ > >
HO OH HO OH HO™ ~~ O
N OH | o o
Acido galico Anion fenolato

Figura 53. Reacao tipica do acido galico com o ion molibdénio presente no reagente de
Folin—Ciocalteau (Oliveira et al., 2009).

A partir da determinacdo das absorvancias obtidas para as amostras de

concentracdes conhecidas de acido gélico, foi tracado uma curva analitica, apresentada

no Gréfico 1.

Grafico 1. Curva analitica para a determinacao do teor de fendis totais.
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A partir dos valores de absorvancia medidos das amostras em 760 nm e
empregando-se a equacgdo da reta obtida pela curva analitica do &cido gélico, foram

obtidos os teores de fendis totais, expressos em miligramas equivalentes de &acido
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galico (EAG) por grama de extrato (mg EAG / grama de extrato), mostrados na Tabela

16.

Tabela 16. Teor de fendis totais (expresso em mg EAG / grama de amostra)
nos extratos e particoes de C. bakeriana

Amostras de C. bakeriana

(mg EAG/grama de extrato)

E5 Extrato etandlico 696,5+ 0,9

Casca PC1 Particdo hexano 39,81+2,0
PC2 | Particdo diclorometano 183,45+ 2,0

PC3 | Particdo Acetato de etila 226,27 +2,0

E6 Extrato etandlico 184,82+ 2,0

PF1 Particdo hexano 43,77 £ 0,7

Folha PF2 | Particdo diclorometano 45,64 £ 2,0
PF3 | Particdo Acetato de etila 90,67 £1,0

PF4 Particdo metandlica 106,35 £ 0,7

Madeira | E7 Extrato etandlico 129,42 +1,0

Os mesmos resultados estdo representados no Grafico 2 em forma de

barras. Os maiores teores de fenodis foram econtrados no extrato etanélico da casca e

particdo acetato de etila da casca, 696,5 e 226,27 mg EAG / grama de extrato,

respectivamente. Em seguida, os valores mais altos encontrados foram os da particdo

diclorometano da casca e extrato etanolico das folhas com valores muito proximos

183,45 e 184,82 mg EAG / grama de extrato.



142

Gréafico 2. Fendis totais dos extratos de C. bakeriana.
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Amostras de casca, folhas e madeirade C. bakeriana

Os extratos hexanicos da casca (PC1) e folhas (PFl) apresentaram menor
conteudo de fendis totais comparado aos outros extratos, como pode ser observado no
Grafico 2. Resultados semelhantes foram encontrados por Martins, (2012) onde as
paticbes cicloexanicas das cascas externa e interna de Kielmeyera coriacea
apresentaram 0s mais baixos teores de fendis totais. Os compostos fendlicos
apresentam grupos hidroxila na sua estrutura, conferindo carater polar. Por esse motivo
possuem menor afinidade por solventes apolares como hexano e cicloexano e maior
afinidade por solventes mais polares como metanol e etanol. Para as particoes tanto da
casca quanto das folhas houve uma correlacdo positiva entre 0 aumento da polaridade
do solvente e o teor de fendis totais.

No Grafico 3 esta representada uma comparacdo do teor de fendis totais entre

0s extratos etandlicos da casca, folhas e madeira de C. bakeriana.
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Grafico 3. Teor de fendis totais dos extratos etandlicos da casca,
folhas e madeira de C. bakeriana.
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Verificou-se maior conteudo de fendis pelo método Folin-Ciocalteau no extrato
etandlico da casca (696,5 mg EAG/grama de extrato) em relacdo a madeira e folhas de
C. bakeriana. O teor de fendis em mg EAG/ grama de extrato encontrado na casca é
5,4 vezes maior que o encontrado na madeira e 3,77 vezes o encontrado nas folhas. O
estudo com a casca da espécie arbérea Kielmeyera coriace apresentou valores de
346,0 e 77,0 mg EAG/grama de extrato para os extratos etandlicos da casca interna e
externa (Martins, 2012). Os extratos etandlicos das cascas de Eucalyptus globulus e
Castanea sativa indicaram 119,0 e 266,0 mg EAG/grama de extrato, respectivamente
(Vazquez et al., 2008); extrato hidroalcéolico da casca de Trichilia catigua indicou 486,0
mg EAG/grama de extrato (Brighente et al., 2007); extrato etandlico da casca da
espécie de conifera Chamaecyparis obtusa var. formosana com 50,8 mg EAG/grama de
extrato (Marimuthu et al., 2008), contetudos de fendis mais baixos do que o encontrado
para a casca de C. bakeriana. O valor 696,5 mg EAG/grama de extrato da casca de C.

bakeriana equivale a 57,1 mg EAG/grama de casca. Comparando com a casca da
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espécie Maclura tinctoria que apresentou um total de fendis de 35,0 mg EAG/grama de
casca com extracdo metanol/agua 4:1v/iv. e 43,2 mg EAG/grama de casca com
extragdo acetona/agua 7:3 v/v (Lamounier et al., 2012), o contetdo de fendis na casca
de C. bakeriana foi mais alto.

O teor de fendis encontrado no extrato etanolico da madeira de C. bakeriana
(129,4 mg EAG/grama de extrato) equivale a 11,2 mg EAG/grama de madeira. E um
conteudo mais baixo do que o encontrado nas madeiras de outras espécies, como nho
extrato metanol:dgua (4:1v/v) de Maclura tinctoria (Lamounier et al., 2012), extrato
metanol:agua (8:2v/v) e acetona:agua (7:3v/v) de Astronium urundeuva conhecida
como aroeira preta (Queiroz et al., 2001), extrato metanol/dgua de Eucalyptus grandis
(Morais et al.,, 1991) e mais alto que 0s extratos metanol/agua e acetona/agua de
Moquinia polymorpha conhecida como candeia (Lima et al., 2007). O valor de fendis
totais para a madeira de C. bakeriana esteve entre os valores encontrados para as
madeiras de Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus globulus e Eucalyptus rudis (Conde
et al., 1996).

As folhas de C. bakeriana indicaram ser fonte de compostos fenélicos com um
teor de 184,82 mg EAG/grama de extrato etandlico. Valor mais alto do que de outros
extratos de folhas utilizando o mesmo solvente como de Campomanesia pubescens foi
de 115 mg EAG/grama de extrato (Chang et al., 2011), Baccharis platypoda (149,13
mg g*) (Brighente et al., 2007) e mais baixo que Kielmeyera coriacea (309,0 mg g*)
(Martins, 2012) e Baccharis illinita (351,0 mg g™*) (Brighente et al., 2007). As Tabelas 17
e 18 apresentam uma comparacao entre os teores de fendis totais encontrados para a

madeira e casca de C. bakeriana com outras espécies de vegetais.
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Tabela 17. Teor de fenodis totais na casca de C. bakeriana e de outras cascas de

arvores

Amostras de cascas

(mg EAG/grama de extrato)

Cassia bakeriana 696,5 (etanol)

(Martins, 2012) Kielmeyera coriace 346,0 (etanol)

(Vazquez et al., 2008) Eucalyptus globulus 119,0 (etanol)

(Vazquez et al., 2008) Castanea sativa 266,0 (etanol)
(Brighente et al., 2007) Trichilia catigua 486,0 (etanol/agua)

(Marimuthu et al., 2008)

Chamaecyparus obtusa

50,8 (etanol)

(mg EAG/grama de casca)

Cassia bakeriana

57,1 (etanol)

(Lamounier et al., 2012)

Maclura tinctoria

35,0 (m/ag) e 43,2 (acet/ag)

(Queiroz et al., 2001)

Astronium urundeuva

43,8 (acet/ag) e 37,7 (m/ag)

(m/ag): metanol/agua; (acet/ag): acetona/agua.

Tabela 18. Teor de fendis totais na madeira de C. bakeriana e de outras madeiras

Amostras de madeiras (mg EAG/grama de extrato)
Cassia bakeriana 129,4 (etanol)
(Martins, 2012) Kielmeyera coriace 130,0 (etanol)

Amostras d

e madeiras

(mg EAG/grama de madeira)

Cassia bakeriana

11,2 (etanol)

(Lamounier et al., 2012)

Maclura tinctoria

38,4 (m/&g) e 45,3 (acet/ag)

(Queiroz et al., 2001)

Astronium urundeuva

43,8 (acet/ag) e 37,7 (m/ag)

(Lima et al., 2007)

Moquinia polymorpha

0,93 (m/ag) e 1,56 (acet/agu)

(m/ag): metanol/agua; (acet/ag): acetona/agua.
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Devido ao alto teor de compostos fendlicos na casca de C. bakeriana € possivel
sugerir que a casca pode oferecer resisténcia e proteger a madeira contra a
biodegradacao (Klock et al., 2005).

E dificil a comparac&o entre os teores de fendis totais encontrados nos vegetais,
uma vez que, além das diferencas ambientais que cada espécie se encontra, 0s
diferentes sistemas de solventes utilizados durante as extracdes, influenciam na
quantificacdo dos compostos fendlicos (Vazquez et al., 2008).

A presenca de fendis totais pelo método Folin-Ciocalteu presentes nos extratos
da casca, madeira e folhas sugere a existéncia de substancias com atividade
antioxidante, uma vez que os compostos fendlicos presentes em vegetais tém recebido
consideravel atencéo por serem 0s principais componentes com atividade antioxidante,

embora ndo sejam os Unicos (Lima et al., 2006).

5.3.3 Determinacao de proantocianidinas pelo método da vanilina sulfurica

As proantocianidinas sdo estruturas fendlicas complexas. Estdo presentes na
maioria das cascas e em algumas madeiras, mas poucas espécies possuem
quantidade suficiente para exploracdo econbmica, tém maior producdo em plantas
lenhosas do grupo das angiospermas e com menor frequéncia nas gimnospermas; sao
responsaveis pela defesa contra microrganismos patogénicos (Klock et al., 2005).

A metodologia empregada baseia-se na reacdo da vanilina com o0s taninos

condensados, formando compostos vermelhosque absorvem em 500 nm (Figura 54).
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anel metassubstituido dos flavonoides

OH
\m\“‘ ‘e : OH
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HO

complexos vermelhos
que absorvem em 500 nm

Figura 54. Reacdo tipica da vanilina com uma proantocianidina. (Schofield et al., 2001)

O mecanismo mais detalhado da reacdo entre a vanilina e a estrutura de uma
proantocianidina esta representado na Figura 55. O método depende do solvente
usado, da concentracdo do acido, do tempo da reacdo, da temperatura e da

concentracdo da vanilina (Schofield et al., 2001).

HsCO H3CO H5CO

HO HO

Vanilina HO



148

OH

Composto vermelho
(Absorve em 500 nm)

Figura 55. Proposta do mecanismo da reagéo entre a vanilina e proantocianidina.
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A partir da determinacdo das absorvancias a 500 nm para as amostras de
concentracfes conhecidas de catequina, foi tracada uma curva analitica, apresentada

no Gréafico 4.

Gréfico 4. Curva analitica para determinacado de proantocianidinas
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A partir dos valores de absorvancia das amostras medidos em 500 nm e
empregando-se a equacdo da reta obtida pela curva analitica de catequina, foram
obtidos os teores de proantocianidinas, expressos em miligramas equivalentes de
catequina (ECAT) por grama de extrato (mg ECAT / grama de extrato), mostrados na

Tabela 19.
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Tabela 19. Teor de proantocianidinas em mg ECAT / grama de extrato)
nos extratos e particdes de C. bakeriana

Amostras de C. bakeriana (mg EAG/grama de extrato)

E5 Extrato etandlico 197,76 £ 8,0

Casca PC1 Particdo hexano 73,35+6,0
PC2 | Particao diclorometano 112,48 +2,0

PC3 | Particdo Acetato de etila 174,56 £ 5,7

E6 Extrato etandlico 150,93 £ 9,0

PF1 Particdo hexano 71,50+ 7,4

Folha PF2 | Particdo diclorometano 78,71 +11,4
PF3 | Particdo Acetato de etila 115,06 £ 7,7

PF4 Particdo metandlica 130,45 +£9,0

Madeira | E7 Extrato etandlico 98,70 £ 2,7

Os resultados dos teores de proantocianidinas também podem ser observados
no Gréfico 5. Os maiores conteldos de proantocianidinas foram econtrados no extrato
etandlico da casca (197,76 mg ECAT / grama de extrato), seguido da particdo acetato
de etila da casca e extrato etandlico das folhas 174,56 e 150,93 mg EAG / grama de

extrato, respectivamente.
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Grafico 5. Teor de proantocianidinas dos extratos de C. bakeriana.
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Amostras de casca, folhas e madeira de C. bokeriogna

A casca de C. bakeriana demonstrou mais alto teor em proantocianidinas quando
comparado com o da madeira e folhas. O valor 197,76 mg ECAT / g de extrato que
corresponde a 16,22 mg ECAT / g de casca, é maior do que o encontrado para 0s
extratos metanol/dgua e acetona/agua da madeira e da casca de M. tinctoria
(Lamounier et al., 2012), extratos etandlicos das raizes, estemas e frutos de
Campomanesia pubescens (Chang et al., 2011) e extratos etandlicos das folhas, casca
externa e madeira de K. coriacea (Martins, 2012).

O extrato etanodlico da madeira de C. bakeriana apresentou maior conteudo de
proantocianidinas que o extrato metanol/agua e acetona/agua da madeira de Maclura
tinctoria (Lamounier et al., 2012), extratos metanol/dgua e acetona/agua da madeira
Moquinia polymorpha conhecida como candeia (Lima et al., 2007), extrato

metanol/dgua de A. urundeuva (Morais et al., 1999), extratos aguosos da casca e

madeira de Tabebuia penthaphylla (Vieira et al., 2009). A Tabela 20 apresenta os



152

teores de proantocianidinas encontrados para a madeira e casca de C. bakeriana

comparados com outras espécies.

Tabela 20. Teor de proantocianidinas na madeira e casca de C. bakeriana e de outras

espécies de vegetais

Amostras de cascas (mg ECAT/g de extrato) (mg ECAT/g de casca)
Cassia bakeriana 197,76 16,22 (et)
Maclura tinctoria
- 3.9 (m/ag) e 4.9 (acet/ag)
(Lamounier efal., 2012)
Kielmeyera coriacea
19.9 (et)
(Martins, 2012)
Amostras de madeiras (mg ECAT/g de extrato) (mg ECAT/g de madeira)
Cassia bakeriana 98.7 (et) 8.60 (et)
Maclura tinctoria

(Lamounier et al., 2012)

38.4 (m/ag) e 45.3 (acet/ag)

5.1 (m/ag) e 6,5 (acet/ag)

Astronium urundeuva

(Queiroz, 2001)

6.1 (acet/dg) ¢ 31,2 (m/ag)

Moeguinia polymorpha

0,29 (m/ag) e 0,58 (acet/ag)

A presenca de compostos fendlicos e proantocianidinas em associagdo com 0s

componentes macromoleculares na madeira e casca de C. bakeriana podem contribuir

com a resisténcia a degradacéo bioldgica desta espécie.
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5.3.4 Atividade antioxidante

A metodologia utilizada para verificar a capacidade antioxidante consistiu em
avaliar a atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de
coloracdo purpura, que tem maximo de absor¢cdo em em um comprimento de onda de
516 - 517 nm. Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R"), o DPPH é
reduzido formando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de coloracdo amarela, com
consequente desaparecimento da banda de absorcéao (Oliveira et al., 2009). A partir do
decréscimo das absorvancias, determinou-se a porcentagem de atividade antioxidante
pela quantidade de DPPH consumida e/ou pela porcentagem de DPPH remanescente
no meio reacional. Na Figura 56 abaixo esta representado a rea¢do entre um composto

fendlico e o radical DPPH.

Sy on on K e e Y o
OH o*

-
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Figura 56. Reacdo quimica entre um composto fendlico e o radical DPPH (Oliveira et
al., 2009).

A partir da determinagédo das absorvancias a 517 nm para as amostras de
concentragbes conhecidas do radical DPPH, foi obtido uma curva analitica,

apresentada na Grafico 6.
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Grafico 6. Curva analitica para a determinacdo da atividade antioxidante
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Com relacdo as amostras testadas, solucdes iniciais foram preparadas com
concentracdes de 800,0 ug mL™ (denominada de solucdo 100%). De acordo com o
decaimento da absorvancia inicial dessa solucdo 100%, verificou-se a necessidade de
diluir ou concentrar a amostra a ser avaliada pelo método do radical DPPH. Em
seguida, concentracbes de 83, 66, 49, 32 e 15% a partir da solucdo 100% foram
testadas. Um grafico relacionando as concentracfes testadas e as porcentagens
sequestradas do radical DPPH apds uma hora de reacao foi plotado. Dessa forma, foi
possivel obter o valor de CEsp, a concentracdo necessaria para absorver 50% dos
radicais livres.

Abaixo estédo representados os graficos 7 a 16 obtidos das amostras da casca,
folhas e madeira de C. bakeriana avaliadas pelo método do radical livre DPPH. Embora
todas as amostras tenham sido testadas em triplicata, € mostrado apenas um dos

resultados.
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Grafico 7. Porcentagem de DPPH sequestrado Grafico 8. Porcentagem de DPPH sequestrado
em funcédo das diferentes concentracoes testadas em funcéo das diferentes concentracdes testa-
do extrato etandlico da casca (E5). das da particdo hexano da casca (PC1).
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Grafico 9. Porcentagem de DPPH sequestrado Grafico 10. Porcentagem de DPPH sequestrado

em funcéo das diferentes concentragfes testadas em funcao das diferentes concentracdes testa-

da particdo diclorometano da casca (PC2). da da particdo acetato da casca (PC3).
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Grafico 11. Porcentagem de DPPH sequestrado  Gréafico 12. Porcentagem de DPPH sequestrado

em fungéo das diferentes concentragfes testadas em funcao das diferentes concentracdes testa-
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Gréfico 13. Porcentagem de DPPH sequestrado

em funcdo das diferentes concentragdes testadas

da particdo diclorometano das folhas (PF2).
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Gréfico 15. Porcentagem de DPPH sequestrado

em funcéo das diferentes concentracoes testadas

da particdo metandlica das folhas (PF4).
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Grafico 14. Porcentagem de DPPH sequestrado
em funcéo das diferentes concentracfes testa-
das da particdo acetato das folhas (PF3).
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Gréfico 16. Porcentagem de DPPH sequestrado
em funcéo das diferentes concentracoes testa-
das do extrato etandlico da madeira (E7).
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Substituindo o valor de “x” por 50 nas equacfes acima, obtem-se os valores de

CEso em ug mL™ que estdo apresentados na Tabela 21.
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Tabela 21. Valores de CEsp encontrados para os diferentes extratos de C. bakeriana

AMOStras Fenois totais CEso

(ug mL™) (ug mL™)

ES 696,5 + 0,9 17,92 + 0,4
PC1 39,81+1,5 129,45 + 3,0
PC2 183,45+ 2,0 26,75 +2,0
PC3 226,27 +2,0 19,38 + 0,7
E6 184,82 +1,7 17,04 + 0,7
PF1 43,77 +0,7 165,10 + 0,3
PE2 45,64 + 1,6 33,68 + 1,7
PE3 90,67 + 0,9 29,55 + 3,5

PF4 106,35 + 0,7 8,67 +0,5
E7 129,42 +1,0 35,89 + 0,2

A. gélico - 3,63+ 0,2

BHT - 7,17+ 0,4

De acordo com resultados apresentados na Tabela 21, com excecdo dos

extratos hexano da casca e hexano das folhas que indicaram moderado efeito

antioxidante, todos os demais indicaram forte atividade antioxidante pelo método do

radical livre DPPH. Quanto mais baixo o valor de CEsy maior é o efeito antioxidante.

Amostras com valores de CEsy abaixo de 50 ug mL™ s&o consideradas muito ativas,

entre 50 e 100 pg mL™ moderadamente ativas, entre 100 pg mL™* e 200 pg mL™* pouco

ativa e acima de 200 pg mL™ o extrato é considerado inativo (Reynertson et al., 2005).

Tanto para os extratos da casca quanto para os das folhas, houve uma correlacéo
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positiva entre o teor de fendis e a atividade antioxidante. As amostras que evidenciaram
0S mais baixos valores de CEsy foram E5, E6, PC3 e PF4. A forca redutora das
amostras mais ativas seguiu a seguinte ordem decrescente: fragdo PF4 > Extrato E6 >
Extrato E5 > fragcdo PC3. Comparando essas quatro amostras mais ativas, o extrato
metandlico das folhas (PF4), mesmo apresentando menor conteudo de fendis totais,
indicou menor valor de CEsp, proximo ao encontrado para o BHT, padrdo purificado
utilizado neste trabalho como controle positivo e analisado sob as mesmas condi¢cfes
gue as amostras dos extratos. Isso pode estar relacionado ao fato de que, durante a
particdo liquido-liquido do extrato etandlico bruto das folhas, com a semi - purificacao
dos compostos, ocorreu um aumento da concentracdo de constituintes com maior
potencial redutor na fase metandlica.

A Tabela 22 apresenta uma comparacao de valores de CEsp encontrado para a
casca, folhas e madeira de C. bakeriana das amostras mais ativas com diversas

amostras de outras espécies de vegetais e padrdes encontrados na literatura.
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Tabela 22. Valores de CEsp da madeira, casca e folhas de C. bakeriana, outras plantas

e padroes 1
ESPECIE VEGETAL EXTRATO CEso(gml)
Casca Folhas Madeira
C. bakeriana Etanol 17,92 17,04 35,89
C. bakeriana Fase Ac.etato 19.38
de etila
C. bakeriana Fase metanol 8,67
Maclura tinctoria (Lamounier et al., 2012) Metanolico 20,9 18,7
;Zoelrlr;pomane&a pubescens (Chang et al, Etandlico 6.6
Cordiera sessilis (Aquino et al., 2013) Etandlico 38,9
Cordiera sessilis (Aquino et al., 2013) Fase acetato 17.9
de etila ’
Baccharis illinita (Brighente et al., 2007) Hidroalcodlico 21,5
Baccharis platypoda (Brighente et al., 2007) Hidroalcodlico 38,0
Cyathea phalerata (Brighente et al., 2007) Hidroalcoolico 9,0 20,0
Cyathea phalerata (Brighente et al., 2007) Fase acetato 70
de etila ’
Cyathea phalerata (Brighente et al., 2007) Fase aquosa 17,0
Trichilia catigua (Brighente et al., 2007) Hidroalcodlico 2,10
Chamaecyparis obtusa (Marimuthu et al., Etandlico 31,07
2008)
Calocedrus formosana (wang et al., 2004) Etandlico 23,0 23,0
Nephelium lappaceum (Thitilertdecha et al., |  \1otanslico 4.94
2008)
Cassia didymotrya (El-Hashah et al., 2010) Metandélico 202,75
Cassia fistula (El-Hashah et al., 2010) Metandlico 132,86
Cassia glauca (El-Hashah et al., 2010) Metandlico 18,53
Cassia grandis (El-Hashah et al., 2010) Metandlico 50,37
Cassia nodosa (El-Hashah et al., 2010) Metandlico 75,15
Cassia occidentalis (El-Hashah et al., 2010) Metandlico 213,48
Cassia sophera (El-Hashah et al., 2010) Metandlico 225,88
Naringenina (Brighente et al., 2007) 18,0
Luteolina (Brighente et al., 2007) --- 4.5
Apigenina (Brighente et al., 2007) --- 31,0
Kaempferol (Brighente et al., 2007) --- 15,0

O extrato etandlico da madeira de C. bakeriana embora tendo apresentado

consideravel atividade antioxidante, com CEs, de 35,89 pg mL™, apresentou valor
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superior as outras espécies de madeira. Como se pode observar na Tabela 21, a fase
metandlica das folhas (PF4) de C. bakeriana apresentou valor de CEsq 8,67 pg mL™,
menor que 50 pug mL™ indicando forte atividade antioxidante. Além disso, esta mesma
amostra obteve CEsy mais baixo que as folhas de outras espécies de Cassia; folhas,
casca e madeira de varias outras espécies de vegetais e também de flavonoides como
naringenina, apigenina e kaempferol. A fase metandlica das folhas de C. bakeriana
indicou valor de CEsp mais alto que o extrato etandlico das folhas de C. pubescens,
extrato hidroalcodlico da casca de T. catigua, extrato metandlico de N. lappaceum, fase
acetato de etila de C. phalerata e do padrao luteolina.

A Tabela 23 apresenta a relacdo entre os valores de CEsy das fracbes mais
ativas, resultados de citotoxidade e indices de seletividade. A comparacdo entre a
citotoxicidade para células Vero e atividade antioxidante das amostras mais ativas foi
realizada utilizando o indice de seletividade (IS), que consistiu na razado entre a
concentracédo citotoxica 50% (CCsp) para células Vero e concentracdo necessaria para
sequestrar 50% dos radicais livres (CEsp) (IS = CCs / CEso) (Case et al., 2006). Foi
considerado que quanto maior o valor do IS, maior € o potencial da amostra como
agente antioxidante, apresentando menor efeito citotoxico. Se ocorrerem valores de IS
menores que zero, € um indicativo que a amostra € mais toxica para células Vero, do

gue seletiva para o sequestro dos radicais livres DPPH.
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Tabela 23. Resultados de citotoxidade dos extratos de C. bakeriana com maior
atividade antioxidante e indices de seletividade

Atividade Atividade
Amostra antioxidante citotéxica indice de
CEso (ug mL™Y) Células Vero seletividade (1S)

09 CCso (kg ML)

E5 17,92 >512 > 28,57

E6 17,04 >512 > 30,04

PC3 19,97 271+22 13,57

PF4 8,67 >512 > 59,05

As amostras E5, E6, PC3 e PF4 apresentaram resultados bastante significativos,
uma vez que, apresentaram baixa toxicidade para células Vero em concentracdes que
indicaram forte atividade antioxidante, com destaque para a fase metandlica das folhas
(PF4), que exibiu maior indice de seletividade. As amostras E5 e E6 foram no minimo
28 vezes mais seletiva para os radicais livres DPPH que téxica para células Vero. Ja a
amostra PF4, foi no minimo 59 vezes mais seletiva para o sequestro dos radicais livres
gue para células Vero.

Embora outros testes de citotoxicidade serdo futuramente realizados com as
amostras mais ativas de C. bakeriana, é possivel sugerir a utilizacdo desses extratos
como agentes sequestradores de radicais em substituicdo a produtos sintéticos como o

BHT.
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5.4 Composicao quimica, atividade antimicrobiana e citotoxicidade dos 6leos essenciais

da madeira, casca e folhas de C. bakeriana

5.4.1 Composicao quimica dos 6leos essenciais

A Tabela 24 mostra a composicdo de 6leos essenciais das folhas, casca e
madeira de C. bakeriana. A Tabela 25 apresenta a classificagdo dos compostos por
grupos funcionais nas composi¢ées dos 0Oleos essenciais de diferentes partes de C.
bakeriana. As folhas tiveram o maior rendimento de 6leo essencial com 0,94 + 0,03 %,
seguido da casca com 0,46 + 0,08 %, e a madeira com 0,12 + 0,02 %.
Surpreendentemente, os terpendides foram representados apenas por linalol (3,55%) e

fitol (4,45 %) no 6leo essencial das folhas.

Tabela 24. Composicéo quimica dos 6leos essenciais de diferentes partes de
C. bakeriana

Composto 1A 1A Método de Composicao (%)

P Referéncia | (Calculado) | identificagdo | Madeira | Casca | Folhas
Hexanal 801 806 a, b,c 1,13 0,82 -
Furfural 828 830 a, b,c 1,27 - -
(E)-Hex-2-enal 846 847 a,b,c - - 10,48
(2)-Hex-3-en-1-ol 850 851 a, b, c 1,56 6,73 34,90
Hex-2-en-1-ol 854 855 a, b, c - - 0,95
Hexan-1-ol 863 862 a,b,c 1,03 0,72 -
Octanal 998 1001 a, b, c - 0,87 -
Acetato de hex-3-en-1-ila 1004 1007 a, b, c - - 8,68
Fenilacetaldeido 1036 1038 a, b, c 3,76 - -
Octan-1-ol 1063 1065 a, b, c - 2,82 -
Linalol 1097 1097 a, b, c - - 3,55
Nonanal 1100 1099 a, b, c - 14,42 -
Nonanol 1165 1170 a, b, c 0,98 -
$alici|ato de metila 1190 1193 a, b, c - 1,27 -
AC|d9_ octanoico (acido 1192 1196 a, c,d i 1,53 )
caprilico)

Decanal 1201 1201 a, b, c - 0,89 -
Cis-dec-2-enal 1261 1262 a, b, c - 6,17 -



Acido nonanoico (acido
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A 1293 1291 acd - 5,77 -
pelargdnico)
2-metoxi-4-vinilfenol (4- ;359 1314 ab,c : - 24
vinilguaiacol)
2—m§tOX|—4—prop|Ifen0I (4- 1374 1367 a b, d 3.02 i i
propilguaiacol)
(E)-nerolidol 1561 1564 a,b,c - 4,70 -
Acido dodecanoico (acido ) gag 1566 a,cd : 192 0,93
laurico)
Acido tridecanoico (acido 1662 1660 a c d i 0,79 )
tridecilico)
Acido tetradecanoico 1770 1764 a,c,d : 145 -
(&cido miristico)
N. I. 0,93 - -
Acido hexadecanoico 1959 1958 a,c,d 58,14 3480 5,89
(&cido palmitico)
N. I. 1,05 - -
Fitol 2114 2110 acd - - 4,45
Acido (Z,2)-octadeca-
9,12-diendico (acido 2132 2149 acd 8,46 2,09 -
Linoleico)
Acido (2)-octadec-9- 2132 2149 a,c,d 1522 220 -
endico (acido oleico)
Acido octadecanoico 2158 2155 a,c,d 353 072 -
(&cido esteérico)
Tricosano 2300 2300 a, b,c - 0,69 1,03
Tetracosano 2400 2400 a,b,c - - 1,14
N. I. ) ) ) - - 2,38
Pentacosano 2500 2500 a, b,c - 1,33 -
Heptacosano 2700 2700 a, b, c - - 8,27
N. I. ) ) - 3,62 -
Octacosano 2800 2800 a, b, c - 0,74 2,07
N. I. (hidrocarboneto) i ) ) - 2,06 12,57
N. I. (hidrocarboneto) - 0,93 -

Compostos identificados (%) 98,02 93,39 86,05

IA = Indice aritmético sobre uma coluna DB5 (comparagdo com n-alcanos Cg-Ca); N.I =

N3o identificado. Método de indentificacdo: ?indice aritmético; ® Biblioteca de espectros

de massas e indice de retencdo Adams; © Comparacéo dos espectros de massas com

a biblioteca Wiley; ¢ Comparacédo dos indices aritméticos e espectros de massas com

NIST 2011.



Tabela 25. Classificacdo dos compostos presentes nos 6leos essenciais de diferentes

partes de C. bakeriana pelos grupos funcionais

Grupos funcionais Madeira | Casca Folhas

Alcoois 2,59 11,15 37,15

Aldeidos 6,16 23,17 10,48

Esteres - - 8,68

Monoterpenos oxigenados - - 3,55
Sesquiterpenos oxigenados - 4,70 -

Diterpenos oxigenados - - 4,45

Alcanos de cadeia longa - 2,76 12,78

Fendlicos 3,92 - 2,41

Acidos graxos 85,35 51,27 6,82

Compostos nao identificados 1,98 6,61 13,95

Os componentes majoritarios identificados nos 6leos essenciais das folhas foram
(Z2)-hex-3-en-1-ol (34,90%), heptacosane (8,27%), acetato de hex-3-en-1-ila (8,6%), (E)-
hex-2-enal (10,48%), acido hexadecanoico (5,89%), diterpeno oxigenado fitol (4,45%) e
0 sesquiterpeno oxigenado linalol (3,55%) (Figura 56). A composicao quimica dos 6leos
das folhas de algumas espécies de Cassia ja foi determinada, como a de Cassia alata
(Agnaniet et al., 2005; Ogunwande et al., 2010) e Cassia fistula (Tzakou et al., 2007). A
maioria dos compostos encontrados para as folhas de C. bakeriana diferem dos
encontrados para outras espécies de Cassia. Em estudos anteriores com o0 0leo
essencial das folhas de C. alata, os compostos majoritarios foram linalol (23,0%),
borneol (8,6%) e pentadecanal (9,3%) (Agnaniet et al., 2005) e 1,8-cineol (39,8%), -
cariofileno (19,1%) e Oxido de cariofileno (12,7%) (Ogunwande et al., 2010). Os
principais constituintes das folhas de C. fistula foram fitol (16,1%), tetradecano (10,5%)
e hexadecano (8,7%) (Tzakou et al., 2007). A composi¢do quimica dos 6leos podem

variar entre espécies, entre as mesmas especies e entre as suas diferentes partes.
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Estas diferencas séo devido a varios fatores que afetam a composicdo quimica
dos dleos, tais como clima, qualidade do solo, época de colheita e caracteristicas
genéticas. Em geral, a baixa intensidade da luz diminui a producdo de monoterpenos e
uma pequena variacao diaria da temperatura pode estimular a producéo de terpenoides
(Lima, 2008).

O oleo de madeira contém acidos graxos como componentes majoritarios, o que
representou 85,35% do total, incluindo os acidos palmitico (58,14%), oleico (15,22%) e
linoleico (8,46%) como o0s majoritarios. Fenilacetaldeido (3,76%) e 4-propilguaiacol
(3,92%) estado também presentes em guantidades significativas.

O 6leo de casca é rico em acido hexadecanoico (34,80%), nonanal (14,42%),
(2)-hex-3-en-1-ol (6,73%), (Z)-dec-2-enal (6,17%) , &acido nonanoico (5,77%) e o
sesquiterpeno oxigenado (E)-nerolidol (4,70%) (Figura 57). A classe predominante dos
compostos nos 0Oleos essenciais de casca e da madeira foi a dos acidos graxos

representando 51,27 e 85,35%, respectivamente.
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Figura 57. Componentes majoritarios dos 6leos das folhas (A) e casca (B) de C.
bakeriana.
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5.4.2 Atividade antimicrobiana e citotoxicidade dos 6leos essenciais de C. bakeriana

A atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais de diferentes partes de C.
bakeriana foi determinada frente a microrganismos bucais aerébicos e anaerébicos. Os
resultados da actividade antimicrobiana e citotoxicidade sédo apresentados na Tabela
26. Os Oleos da casca e folhas indicaram forte atividade antibacteriana, mostrando
inibicdo para ambos os tipos de microrganismos. Os valores de CIM variaram entre 62,5
e 125 yg mL™*, para a maioria das bactérias testadas. Todas as bactérias apresentaram
algum grau de sensibilidade para os 0leos essenciais nas concentracdes testadas. Os
microrganismos mais suscetiveis foram A. naeslundii, P. gingivalis e B. fragilis
(bactérias anaerobias) e S. mitis, S. mutans, S. sanguinis e A. actinomycetemcomitans
(bactérias aerobias), enquanto F. nucleatum foi mais resistente. O 6leo essencial da
madeira demonstrou menor atividade contra as bactérias investigadas, com CIMs

variando de 500 a 2000 (ou superior) yg mL™,
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Tabela 26. Concentragdes inibitorias minimas dos 6leos essenciais contra bactérias
bucais aerdbias e anaerodbias e atividade citotoxica de diferentes partes de

C. bakeriana
Concentrag&o inibitéria minima (CIM) — pg mL™ o
L © &
T ©
, . 225
.‘2 Microrganismos '9‘:5 2
g zZs L
c Anaerébicos Aerdbicos <5 §
brd )
(%)
()
(2] 0
8 g
S = —_
4 © =9 ~ O oo © o 8~ P
o % © 2o 2K o, o 2o B o R 25| £®
© 20 S5O0 8N =N|Em o &9 EN O _J
n T =20 2m 5l S0 E 0o S O m > 0
o L N S ©Dm g A 24 g8 50 g < n O
= SO 30 £0 F0| 80 -0 EQ 20| 8]
@ SO0 €0 20 O] 90 O O gO0| 2
E b adkE S E|lGE E YE | O 2
£ L S < << < < 5| OF
@
bt

Folhas | 1000 62,5 125 62,5 125 62,5 62,5 125 |153+13
Casca | 1000 125 125 62,5 125 625 62,5 125 | 119+2

Madeira| 2000 1000 500 1000 | 1000 500 2000 1000 | 93+3

%CHD 1,84 1,84 3,68 1,84 1,84 368 092 7,37 ----

ACHD: controle positivo (digluconato de clorexidina), ° bactéria Gram—positiva,
¢ bactéria Gram—negativa.

Comparando as Tabelas 25 e 26, os resultados similares de CIMs apresentados
pelos Oleos essenciais das folhas e casca pode estar relacionado com os alcoois
alifdticos e aldeidos identificados. Os acidos graxos presentes em concentracdes
elevadas no Oleo essencial de madeira, aparentemente ndo apresentaram efeitos
inibitérios sobre as bactérias testadas. Geralmente, as propriedades biol6gicas dos
Oleos essenciais sdo determinadas pelas caracteristicas dos compostos majoritarios

(Bakkali et al., 2008). A atividade antimicrobiana neste estudo pode estar relacionada
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com um metabdlito especifico que estd em concentracdo mais elevada na composicao
de 6leo ou com sinergismo entre 0S compostos majoritarios e minoritarios na mistura.
Os compostos nao identificados nos 6leos também podem ser contribuintes para os
efeitos antimicrobianos. Alguns compostos encontrados nos 6leos essenciais de C.
bakeriana, j& sdo bem conhecidos como agentes antimicrobianos, tais como o (Z)-hex-
3-en-1-ol e linalol (Dorman e Deans, 2000), acido caprilico (Kollanoor et al., 2007), os
acidos laurico e linoleico (Outtara et al., 1997), aldeidos, especialmente (E)-hex-2-enal
(Patrignani et al., 2008), salicilato de metila (Chung et al., 2006), (E)-nerolidol (Skaltsa
et al., 2000) e octan-1-ol (Togashi et al., 2007).

Embora ndo tenham uma elevada composicdo de terpenos, os 0leos essenciais
das folhas e cascas de C. bakeriana apresentaram significativa atividade antimicrobiana
contra os patdgenos bucais avaliados. Extratos ou 6leos de espécies vegetais, com
valores de CIM inferiores a 100 pg mL™ s&o considerados promissores como potenciais
agentes antimicrobianos (Rios e Recio, 2005). Os 6leos essenciais das folhas e cascas
de C. bakeriana exibiram forte efeito antibacteriano contra microrganismos bucais com
valores de CIM inferiores a 100 yg mL™ e menor que outros estudos na literatura. O
oleo de folha de Lippia sidoides e os padrdes puros de monoterpenos (timol e carvacrol)
exibiram contra S. mutans, S. mitis, S. sanguinis e S. salivarus, valores de CIMs entre
2500 pg mL™ e 10000 ug mL™* (Botelho et al., 2007). Os valores de CIMs para os 6leos
essenciais de C. pubescens para os mesmos microrganismos estudados neste trabalho
variaram entre 500 pug mL? e 2000 pg mL* (Chang et al., 2011). Oleos de
Leptospermum scoparium, Melaleuca alternifoia, Eucalyptus radiata e Lavandula
officialis inibiram o crescimento de S. mutans, S. sobrinus, A. actinomycetemcomitans,

P. gingivalis e F. nucleatum com CIMs variando entre 300 ug mL™ e 10000 pg mL™*
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(Takarada et al., 2004) O 6leo essencial de Artemisia iwayomogi foi avaliado contra
quinze bactérias bucais, e as CIMs variaram entre 100 yg mL™ e 3200 pg mL™, com
excepcao para P. gingivalis com CIM de 50 ug mL™ (Cha, 2007).

Utilizando uma concentracdo de 62,5 ug mL™, os 6leos das folhas e casca de C.
bakeriana inibiram o crescimento de S. mutans, principal agente etioldgico da cérie
dentaria. Os resultados sdo ainda mais promissores, porque ambos o0s O6leos
apresentaram maior toxicidade para os microrganismos do que para as células Vero na
mesma concentracdo. A comparacao da citotoxicidade para as células Vero e atividade
antimicrobiana foi realizada utilizando o indice de selectividade, que foi calculado pelo
logaritmo da razdo entre a concentracao citotoxica (CCsp) € 0 valor de CIM para os
microrganismos (IS = log [CCso] / [MIC]). Um valor positivo representa maior
seletividade contra microrganismos que toxicidade para as células Vero, e um valor
negativo indica uma maior toxicidade para as células Vero do que para as bactérias
(Case et al., 2006). O indice de seletividade para o 6leo das folhas nas concentracdes
inibitérias de 62,5 uyg mL™ e 125 ug mL™ foram de 0,38 e 0,08, respectivamente, e para
0 Oleo da casca, nas mesmas concentracdes foram de 0,28 e -0,021, respectivamente.
Para o 6leo de madeira os valores de IS obtidos foram -0,73 e -1,03, nas concentracdes
de 500 e 1000 pg mL™, respectivamente, o que indica uma maior toxicidade para as
células Vero e baixa atividade contra patégenos bucais. De acordo com os valores de
CIM e os indices de seletividade, o Oleo das folhas apresentou promissora atividade

antibacteriana enquanto exibiu baixo efeito citotoxico para células Vero.
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5.5 Atividade antimicrobiana dos extratos brutos e particdes liquido — liquido da casca e

folhas de C. bakeriana

5.5.1 Atividade antimicrobiana dos extratos brutos da casca de C. bakeriana obtidos em

soxhlet

A metodologia empregada nesse estudo para determinacdo da atividade
antimicrobiana (microdiluicdo em caldo) é quantitativa. O método da microdiluicdo em
caldo é considerado a melhor opcdo para avaliacdo da atividade antibacteriana de
produtos naturais (Alves et al., 2008).

Os resultados das concentracfes inibitorias minimas (CIM’s) dos extratos
obtidos em soxhlet da casca C. bakeriana frente a bactérias bucais aerdbias e

anaerobias estdo apresentados na Tabela 27.

Tabela 27. Concentragdes inibitérias minimas dos extratos da casca obtidos em

soxhlet
Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) — uyg mL™
Microrganismos Extratos brutos
. Cicloexanol/et o , “CHD
Cicloexano anol (2:1vAv) Cloroféormio Agua
°F. nucl m
o e 5 | >400 >400 20 >400 | 1,84
: (bg gec‘eig‘o”:g) >400 >400 30 >400 | 1,84
o °P. gingivalis
é o Bcgizﬁﬁz) 300 60 30 200 3,68
< (ATCC 25285) >400 >400 20 >400 1,84
(,F;T’ggfgg‘;%gs) 400 300 20 300 1,84
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®S. sanguinis
2 (ATCC 10556) 300 200 200 200 1,84
2 °S. mitis
o > >
\g (ATCC 49456) 400 400 100 400 3,68
b
< S. mutans
(ATCC 25175) 300 200 200 300 0,92

aCHD: controle positivo (digluconato de clorexidina), ® bactéria Gram—positiva,
‘bactéria Gram—negativa.

As extracdes em soxhlet de cascas e madeiras sdo geralmente realizadas para
determinar o rendimento de extrativos presentes nessas amostras e obter a madeira ou
casca livre de extrativos para posteriores analises de determinacdo de lignina e
holocelulose. Em seguida, esses extrativos sdo descartados. Ao invés de se descartar
0s extrativos, foi decidido neste trabalho avaliar a atividade antimicrobiana dos mesmos,
verificando se na casca existe compostos bioativos com propriedade antibacteriana
contra microrganismos bucais. Como se pode observar na tabela 26, os extratos da
casca obtidos pela extracdo em soxhlet inibiram o crescimento dos microrganismos
bucais com valores de CIM entre 20 uyg mL™ e 400 pg mL™. O extrato cloroférmio
mostrou-se mais ativo contra as bactérias anaerdbias com CIM’s variando entre 20 e 30
ug mL™. Parece estar bem estabelecido entre os pesquisadores, que valores de
concentracdes inibitérias minimas abaixo de 100 yg mL™ para extratos brutos de
produtos naturais e concentracdes inibitérias minimas para substancias puras abaixo de
10 yg mL™ sdo consideradas promissores (Rios e Recio, 2005). Os resultados dessa
avaliacao inicial foram considerados relevantes, uma vez que, os dados de CIM para os
microrganismos anaerobios sdo valores proximos de atividades consideradas

promissoras para compostos isolados.
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5.5.2 Fracionamento do extrato cloroférmio bruto da casca de C. bakeriana obtidos em

soxhlet e atividade antimicrobiana

Considerando os resultados de atividade antimicrobiana encontrados para o
extrato cloroformio, foi proposto seu fracionamento em coluna de silica gel-60, mesmo
sabendo que a quantidade de amostra do extrato cloroformico era pequena devido ao
baixo rendimento obtido com cloroférmio na extracdo em soxhlet. Apos o fracionamento
em cromatografia em coluna foram obtidas sete fracdes denominadas Al, A2, A3, A4,
A5, A6 e A7, que novamente foram todas submetidas ao teste de atividade
antimicrobiana pelo método da microdiluicio em caldo. As massas obtidas e os
resultados das concentragdes inibitérias das fracbes estdo apresentados na Tabela 28

e no Quadro 4, respectivamente.

Tabela 28. Massas das fracdes obtidas pelo fracionamento do extrato cloroférmio da
casca de C. bakeriana

Sistema de Massa da
Fracéo

solvente Utilizado fragcdo (mg)
Cicloexano Al 223,0
Cicloex/Clorof 1:1 A2 89,0
Cicloex/Clorof/Acet 1:1:1 A3 27,0
Acetato de etila 1 A4 151,0
Acetato de etila 2 A5 65,0
Acet/Etanol 1:1 A6 38,0

Etanol A7 72,0




Quadro 4. Concentracdes inibitérias minimas das fracdes do extrato
cloroformico da casca de C. bakeriana.
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Concentracao Inibitéria Minima (CIM) — pg mL™

Microrganismos Fracdes obtidas do extrato cloroférmio 4CHD
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7
°F. nucleatum
>400 >400 80 400 400 >400 >400 1,84
(ATCC 25586)
°A. naeslundii
0 200 200 200 200 200 >400 200 1,84
S | (ATCC 19039)
o °P. gingivali
S gingvalls 1 00 | 400 30 400 | >400 | 300 | 200 | 3,68
g | (ATCC 33277)
c °B. fragilis
>400 >400 20 40 90 >400 >400 1,84
< | (ATCC 25285)
°P. nigrescens
(ATCC 33563) >400 400 200 300 300 | >400 400 1,84
b . .
S. sanguinis
> > > > > > 184
7 (ATCC 10556) 400 400 100 400 400 400 400 :
= S. mitis 300
a 400 400 90 300 300 300 3,68
S | (ATCC 49456) ’
b
S. mutans
< ! >400 | >400 200 >400 | >400 | >400 | >400 0,92

(ATCC 25175)

4CHD: controle positivo (digluconato de clorexidina), ® bactéria Gram—positiva,
¢ bactéria Gram—negativa.

Como pode ser observado no Quadro 4, a fracdo A3 foi a que indicou maior

efeito antimicrobiano pelo fato de ter apresentado os menores valores de CIM’s,

inibindo microrganismos aerébios e anaerdbios. As concentracdes inibitorias minimas

da fracdo A3 para as bactérias anaerdbias F. nucleatum, A. naeslundii e P. nigrescens

foram mais altas quando se compara com as CIM’s do extrato bruto cloroférmico,

indicando diminuicdo do efeito antimicrobiano. J& para as bactérias aerdbias S.

sanguinis e S. mitis, as CIM’s foram mais baixas, indicando aumento da atividade

antimicrobiana. A fracdo A3 inibiu o crescimento Bacteroides fragilis e Porphyromonas

gingivalis com baixas CIM’s, 20 e 30 ug mL™ respectivamente. Tanto no extrato bruto
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cloroférmico, quanto na fracdo A3, existem compostos bioativos com potencial
antimicrobiano frente a bactérias bucais. A quantidade de amostra do extrato
cloroférmio bruto e da fracdo A3, ndo permitiu a continuidade do fracionamento, mas
esse estudo inicial justifica extracfes e fracionamentos em maior escala, uma vez que,
a casca de C. bakeriana evidenciou ser fonte de metabdlitos com atividade

antimicrobiana contra bactérias bucais aerébias e anaerébias.

5.6 Resultados da atividade antimicrobiana dos extratos brutos etandlicos e particbes

da casca e folhas de C. bakeriana

Os resultados de atividade antimicrobiana dos extratos e particbes da casca e

folhas de C. bakeriana avaliadas in vitro pelo método da microdiluicdo em caldo estdo

apresentados no Quadro 5.

Quadro 5. Resultados de CIM’s para os extratos e particdes da casca e folhas de

C. bakeriana.
Concentragdes inibitérias minimas (CIM’'s) em pg mL™
EXTRATOS - C. bakeriana
BACTERIAS CASCA FOLHAS Conirole
E5 PC1 PC2 PC3 E6 PF1 PF2 PF3 PF4 4CHD
°3 ini
sanguinis 400 | >400 | 100 | 400 | >400 | >400 | >400 | >400 | >400 | 1,84
ATCC 10556
PS. mitis
>400 300 200 200 >400 >400 >400 >400 >400 3,68
ATCC 49456
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b

S. mutans 400 o5 400 >400 >400 >400 12,5 >400 | >400 0,92
ATCC 25175
5 .
S. sobrinus 400 o5 100 | >400 >400 >400 25 >400 | >400 1,84
ATCC 33478
5 .

E. faecalis >400 | >400 | >400 | >400 | >400 | >400 | >400 | >400 | >400 | 7,37
ATCC 4082
°B. Fragili

ragis >400 | 200 20 | >400 | 100 200 400 400 | >400 | 1,84
ATCC 25285
P. nigrescens >400 | >400 | 200 400 >400 | >400 | >400 | >400 | >400 1,84
ATCC 33563
°A. naeslundii

>400 | >400 | 125 | 400 >400 | >400 | >400 | >400 | >400 1,84

ATCC 19039
°F. Nucl

HeeaUM 5400 | 200 | 12,5 | 200 | >400 | >400 | >400 | >400 | 400 1,84
ATCC 25586
°P. gingivali

gingivalis >400 | 400 100 >400 >400 >400 200 400 >400 3,68
ATCC 33277

3CHD: controle positivo (digluconato de clorexidina), ® bactéria Gram—positiva,

¢ bactéria Gram—negativa.

Os extratos etandlicos brutos da casca e folhas nao evidenciaram atividade

antimicrobiana nas concentracfes testadas, com excecdo do extrato etandlico da casca

frente a S. sanguinis com concentracao inibitdria minima de 400 pg mL™ e do extrato

etanolico da folha frente a B. fragilis com CIM de 100 pg mL™. As particdes da casca e

folhas evidenciaram atividade antimicrobiana entre 12,5 e 400 ug mL™. As mais baixas

concentracdes inibitérias foram encontradas para a particdo PC2 da casca (particao

diclorometano da casca) com valores de 12,5 ug mL™ diante de A. naeslundii e F.

nucleatum e 20 ug mL™ frente a B. fragilis. A mesma particdo inibiu o crescimento de

todos os microrganismos avaliados, exceto E. faecalis, porém com maior efeito

antibacteriano frente aos anaerébios, onde foi encontrado os menores valores de CIM.

Os valores encontrados para a particdo diclorometano da casca vém de encontro ao
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“screening” inicial realizado com os extratos obtidos em soxhlet, onde a extracéo
cloroférmio da casca apresentou relevante atividade antimicrobiana com destaque para
0S microrganismos anaerobios. Uma vez que as polaridades dos solventes
diclorometano e cloroformio sdo proximas, € possivel sugerir com esses dados de
CIM’s que a casca de C. bakeriana apresenta nessa polaridade compostos bioativos
contra bactérias bucais aerébias e anaerdbias. Nenhum extrato foi ativo frente a E.
faecalis em concentracbes iguais ou abaixo de 400 pg mL*, mostrando-se o
microrganismo mais resistente aos extratos. Destaca-se mais uma vez neste trabalho,
as consideracdes de Rios e Recio (2005), quando enfatizam que extratos brutos e
compostos isolados de produtos naturais sdo promissores quando indicam valores de
CIM’s abaixo de 100 pg mL™ e 10 ug mL™, respectivamente.

Resultados importantes foram encontrados para os extratos PC1l (particdo
hexano da casca) e PF2 (particdo diclorometano das folhas), uma vez que inibiram S.
mutans e S. sobrinus, importantes agentes etiolégicos da carie dental com
concentracdes inibitérias minimas entre 12,5 e 25 pg mL™. As amostras PC1 e PF2
foram analisadas por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas, mas
ndo foi possivel identificar compostos nessas amostras por essa técnica.
Posteriormente, estudos fitoquimicos serdo realizados com essas amostras, haja vista a
importancia dos valores de CIM diante desses microrganismos e a importancia dos
mesmos em varias infec¢des bucais.

Pelo fato do extrato diclorometano da casca ter apresentado atividade
antibacteriana contra a maioria dos microrganismos bucais aerobios e anaerdbios
avaliados, valores de CIM’s iguais ou abaixo de 100 pg mL™ para vérias bactérias e

massa suficiente, foi determinado que com essa amostra, seria iniciado o0s
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procedimentos cromatograficos objetivando a separacao e identificacdo de metabdlitos

bioativos contra microrganismos bucais.

5.7 Fracionamento da particdo diclorometano da casca (Amostra PC2) em silica gel

60H e atividade antimicrobiana

As fracdes e as massas resultantes do fracionamento do extrato diclorometano
da casca estdo apresentadas na Tabela 29. Cada fracdo foi novamente submetida ao

teste de atividade antimicrobiana pelo método da microdiluicdo em caldo.

Tabela 29. FracOes obtidas por cromatografia classica do extrato diclorometano da
casca e suas respectivas massas

Sistema de Eluigcédo Fracdo obtida  Massa (mg)
Hexano/Diclorometano (1:1 / 2:3) F1 136,0
Diclorometano F2 130,0
Diclorometano/Acetato de etila (3:2) F3 168,0
Diclorometano/Acetato de etila (3:2) F4 660,0
Diclorometano/Acetato de etila (3:2) F5 288,0
Diclorometano/Acetato de etila (3:2) F6 196,0
Diclorometano/Acetato de etila (3:2) F7 160,0
Diclorometano/Acetato de etila (3:2) F8 66,0
Diclorometano/Acetato de etila (1:1) F9 41,0
Diclorometano/Acetato de etila (1:4) F10 243,0
Acetato de etila F11 390,0
Acetato de etila/metanol (1:1) F12 1412,0
Metanol F13 366,0
Metanol F14 871,0

Agua F15 -
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Os resultados das concentracdes inibitorias minimas das fracfes F1 a F14 estéo

apresentados no Quadro 6.

Quadro 6. Resultados da atividade antimicrobiana das fracfes obtidas a partir do
fracionamento da amostra PC2.

" Concentracdes inibitérias minimas (CIM’s) em pg mL™
L
E:))n ANAEROBIAS AEROBIAS
i e B e e e Rl B B Sl e
19039 25586 25285 33277 10556 4082 49456 43717 25175
F1 | >400 | >400 | >400 | 300 | >400 | >400 | 200 | 200 | 300
F2 | > 400 400 300 200 400 | >400 | 400 | 400 | 400
F3 | > 400 400 > 400 25 400 | >400 | 25 200 | 300
F4 100 200 > 400 25 100 | >400 | 100 | 200 | 200
FS 100 400 >400 | 100 400 | >400 | 200 | 400 |>400
F6 100 400 > 400 | 100 400 | >400 | 100 | 200 | 200
F7 — — o o — e e — —
F8 | > 400 400 >400 | 200 | >400 | >400 | 400 | 400 | 400
F9 — — — — - —_ —_ e e
F10 | 100 400 >400 | 100 400 | >400 | 200 | 200 |>400
F11 | 100 62,5 50 0,78 100 200 | 100 25 100
F12 | > 400 200 >400 | 6,25 | >400 | >400 | 400 | 400 |> 400
F13 | > 400 200 >400 | 6,25 | >400 | >400 | 400 | 400 | 400
F14 | 200 50 100 3,12 400 | >400 | 200 | 200 |>400
‘CHD| 1,84 1,84 1,84 3,68 1,84 | 7,37 |3,68| 7,37 | 0,92

---- Nao apresentou massa suficiente para a avaliacdo antimicrobiana, *CHD: controle

positivo (digluconato de clorexidina).

Comparando os valores das concentragOes inibitorias minimas obtidas pelas

fragbes F1 a F14, os menores valores de CIM foram encontrados com a fragdo F11.
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Com relacdo aos microrganismos aerobios, a fracdo F11 apresentou menores valores
de CIM comparado a amostra PC2 (particdo diclorometano da caca), indicando
aumento de atividade antimicrobiana. E. faecalis que foi resistente a todos os extratos
da casca e folhas de C. bakeriana, a fragdo F11 conseguiu inibir seu crescimento com
CIM de 200 pg mL™. Nessa etapa n&o foi possivel realizar os testes com a bactéria
aerdbia S. sobrinus devido a problema de crescimento desse microrganismo, por esse
motivo, foi substituido pela bactéria anaerobia facultativa Gram-negativa H.
actinomycetemcomitans, patégeno bucal bastante agressivo, envolvido nos casos de
periodontites severas em jovens e adultos (De Lorenzo, 2004). A fracdo F11 inibiu esse
microrganismo com CIM de 25 pg mL™. Os valores das CIM's da fracdo F11
comparados com os da amostra PC2 com relacdo aos microrganismos anaerébios
foram mais altos, embora as CIM’s ainda indicam significativa atividade antimicrobiana
com valores de 100 pg mL™ e abaixo. Resultado bastante relevante foi encontrado com
a fracdo F11 contra P. gingivalis, onde a concentracdo inibitéria foi de 0,78 pg mL™,
valor mais baixo do que o encontrado pelo controle positivo.

Com a fracdo F11 foi realizada andlise por cromatografia em camada delgada e

posteriormente cromatografia em coluna utilizando sephadex como fase estacionaria.

5.8 Cromatografia em coluna da fracdo F11 em sephadex

O fracionamento foi realizado com a amostra F11 pelo fato de ter indicado maior

atividade antimicrobiana frente aos microrganismos bucais. A fracdo F11, quando teve

a massa total de 380 mg ressuspensa em 5 mL de metanol para ser cromatografada em
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sephadex, 172 mg nao foi dissolvida, portanto, a massa transferida para a coluna foi de
208 mg. E possivel que ocorreu a saturacdo da amostra F11 no volume de 5 mL de
metanol ocorrendo precipitacdo de parte da amostra, ndo sendo necessariamente
insolivel em metanol. Com a fase movel metandlica, foram obtidas 60 fracGes a partir
da cromatografia em coluna da fragdo F11, que em seguida, foram monitoradas por
cromatografia em camada delgada e agrupadas em 8 fracfes, sendo denominadas

F11.1 F11.2, F11.3, F11.4, F11.5, F11.6, F11.7 e F11.8 (Tabela 30).

Tabela 30. Fracdes obtidas em sephadex da amostra F11

Fracdes reunidas Fracéo Massa
por CCD obtida obtida (mg)
1-15 F11.1 79,0
6-21 F11.2 55,0
22-33 F11.3 67,0
34-36 F11.4 1,0
37-42 F11.5 1,3
43-47 F11.6 1,9
48-51 F11.7 1,4
52-60 F11.8 1,0

As amostras F11.1, F11.2 e F11.3 e a amostra remanescente que nao dissolveu
em metanol, denominada de ANDM (amostra ndo dissolvida em metanol) foram
novamente submetidas aos ensaios de atividade antimicrobiana e os resultados estéo
no Quadro 7. As demais amostras F11.4 a F11.8 néo foram avaliadas pela limitacédo de

massa para 0s ensaios.
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Quadro 7. Resultados de atividade antimicrobiana das fracdes F11.1, F11.2 e F11.3.

Concentragdes inibitérias minimas (CIM's) em pg mL™
MICRORGANISMOS AMOSTRAS

F11.1 F11.2 F11.3 ANDM CHD
’j\-T”CagSl'gggg > 400 > 400 100 200 1,84
FA-TN(;Jg'ggts‘gg > 400 > 400 50 200 1,84
AE;-CF(;‘ZQS‘QES > 400 > 400 50 05 1,84
K%g%‘ggﬁ > 400 > 400 12,5 100 3,68
i-TSCaé‘ 91‘313”512 > 400 > 400 25 50 1,84
EfEaSZ%'QZ > 400 > 400 200 300 7,37
ATS(-: Cmigjs ] > 400 > 400 12,5 50 3,68
ﬁégti{g’?”l‘% > 400 > 400 25 50 7,37
AST-Crguégrl‘% > 400 > 400 50 100 0,92

CHD: controle positivo (digluconato de clorexidina); ANDM: amostra nédo

dissolvida em metanol.

Das quatro amostras testadas, a fracdo F11.3 apresentou os menores valores de
CIM’s. Comparando a fragdo F11 com a F11.3, o fracionamento possibilitou aumento
de atividade antimicrobiana para os microrganismos F. nucleatum, S sanguinis, S. mitis

e S. mutans, as concentracdes inibitérias mantiveram constante para A. naeslundii, E.
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faecalis e A. actinomycetencomitans, houve perda de atividade apenas para a bactéria
P. gingivalis com CIM de 0,78 pug mL™ para 12,5 pg mL™. Em estudos de atividades
antimicrobianas de extratos brutos e fracdbes de produtos naturais, o efeito
antimicrobiano muitas vezes ndo se deve a um Unico composto, mas a um conjunto de
substancias presentes em uma amostra agindo de forma sinérgica (Cunha, 2006). O
aumento da atividade antimicrobiana pode estar relacionado ao fato de que o composto
ativo ou 0s compostos ativos estejam em mais alta concentragdo numa determinada
fracdo apds os procedimentos de separacdo cromatografica. Em contrapartida, durante
o fracionamento os compostos bioativos podem ser separados, ocorrendo diminui¢cao

do efeito antibacteriano. A amostra ANMD conseguiu inibir o crescimento de todos os
microrganismos indicadores e alguns valores com CIM’s abaixo de 100 pg mL™. Diante

desses resultados, a fracdo AMND juntamente com a fracdo F11.3 foi avaliada por
cromatografia em camada delgada para se ter o perfil cromatografico das mesmas.
Percebeu-se que na amostra F11.3 existia um menor nimero de compostos, por esse
motivo, e pelos resultados de CIM’s obtidos diante dos microrganismos bucais,
continuou-se os procedimentos de isolamento com essa fracdo. Nessas andlises em
CCD, foi observada a presenca de manchas de coloracdo entre amarelo-laranja,
amarelo-verde e verde-azul quando reveladas com cloreto de aluminio e observadas a
254 nm, sugerindo a presenca de flavonoides na amostra. Na revelagdo com solucao
etandlica de KOH a 10%, foi observado a presenca de uma mancha de coloracdo entre
o rosa e vermelho a 365 nm, sugerindo a presenca de antraquinonas (Waksmundzka-
Hajnos et al., 2008; Wagner e Bladt, 2009). Em seguida, a fracdo F11.3 foi avaliada por

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.
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5.9 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas da fracdo F11.3

Foi proposta a analise cromatografica por CLAE acoplada a espectrometria de
massas antes de continuar os procedimentos de isolamento com essa amostra, para
garantir algumas informacdes tais como o perfil cromatografico da amostra, a relacao
massa/carga (m/z) dos ions, 0s espectros de massas e 0s espectros no ultravioleta dos
compostos presentes na fracdo F11.3, verificando posteriormente, a possibilidade de
sugerir a férmula molecular de algum composto e a até mesmo sua estrutura ou parte
dela por comparacdo das massas e dos espectros de massas ja publicados na
literatura. Foi considerada indispensavel essa analise, pois ndo era possivel ter certeza
de um possivel isolamento, identificagdo e caracterizagcdo de algum composto na
amostra bioativa F11.3.

Nessa andlise ja se pensava na possibilidade de duas classes de metabdlitos
secundarios, flavonoides e antraquinonas. Foram considerados dois pontos
importantes, o primeiro a revelagcdo dos compostos da fragdo F11.3 com solucao de
cloreto de aluminio e hidroxido de potassio, reagentes indicativos da possivel presenca
de flavonoides e antraquinonas na amostra. Segundo, o fato do isolamento desses
grupos de substancias em varias espécies de Cassia (Junior et al., 2006; Mazumder et
al., 2008; Agarkar e Jadge, 1999).

Foi realizada inicialmente a comparacao entre 0s picos obtidos no cromatograma
detectados por UV/VIS DAD (Diode Array Detector - Detetor Espectofotométrico com
Arranjo do Diodo) com varredura entre 190 e 800 nm com 0s respectivos ions

detectados por ionizacdo por eletrospray no mesmo tempo de retencdo. Foram
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anotados todos os ions observados no TIC, os espectros de massas dos ions
precursores e o espectro no UV que os respectivos compostos apresentaram.

O espectro das bandas de absor¢do dos compostos no UV/VIS € uma importante
ferramenta na identificacdo de metabdlitos, uma vez que determinadas classes de
compostos apresentam bandas caracteristicas no UV como é a caso dos flavonoides e
antraquinonas. Os flavonoides apresentam duas principais bandas de absorcéo
caracteristicas: Banda | (300 nm — 400 nm) e banda Il (240 nm — 285 nm) (Lv et al.,
2011, Wang et al., 2008), enquanto as antraquinonas tém uma banda de absorcdo
aproximadamente em 230 nm, uma segunda entre 240 nm e 260 nm (Dionex, 2009).

Numa etapa seguinte, foram propostas as formulas moleculares correspondentes
de alguns compostos utilizando o software Formula Predictor. Observou-se a diferenca
de massa entre a massa experimental do ion e a massa teérica da formula prevista pelo
software. O erro em ppm entre as massas foi calculado pela diferenca entre a massa
experimental e a massa tedrica, o resultado foi dividido pela massa teorica e
multiplicado por 10° (Mao et al., 2012; Brenton e Godfrey, 2010). O erro em mDalton
(mDa) foi calculado pela diferenca entre a massa tedrica e a massa exata, e o resultado
multiplicado por 10° (Brenton e Godfrey, 2010). A massa experimental correspondeu a
uma média das massas observadas no TIC em cada injegéo.

A terceira etapa foi buscar dados ja publicados na literatura sobre flavonoides e
antragquinonas, comparando-os com relacbes massa/carga dos ions [M-H]', espectros
de massas, fragmentacdes, tempos de retencdo e espectros de ultravioleta obtidos
neste estudo.

A Identificacdo de compostos utilizando cromatografia liquida com UV — DAD

acoplado ao espectrometro de massas utilizando a técnica IES - EM/EM
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(Espectrometria de massas sequencial com “ionizagao” por electrospray (electrospray
ionisation tandem mass spectrometry) tem-se mostrado uma técnica mais potente que a
utilizacdo exclusiva de IES — EM/EM. A determinacdo estrutural normalmente &
conseguida através da combinacdo de tempos de retencdo, espectros de massa
(EM/EM) e de UV e espectros de massas de padrdes existentes na literatura ou em
bibliotecas acopladas ao equipamento. Entretanto, diferentemente da cromatografia a
gas acoplada a espectrometria de massas, existe a dificuldade de se estabelecer
bibliotecas confiaveis utilizando dados de EM/EM obtidos em diferentes equipamentos
de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (Dias et al., 2006). Nas
analises realizadas neste trabalho por CL-EM/EM (cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em série), ndo foram utilizados padrdes pelo fato de ainda
ndo se ter conhecimento de nenhuma estrutura isolada com a espécie C. bakeriana,
entretanto, foi utilizado um espectrbmetro de massas de alta resolucdo com um
software que fornece as formulas moleculares que mais se aproximam da molécula
considerada.

Né&o foi encontrado na fracdo F11.3 ions no modo positivo. Produtos naturais que
apresentam grupos acidos podem ser desprotonados, 0 que permite a analise dos ions
desses compostos em modo negativo [M-H]. Por outro lado, substéancias com
grupamentos basicos podem ser protonadas gerando ions positivos, sendo mais
adequada a analise em modo positivo. Provavelmente, a presenca em baixa
concentracdo ou até mesmo a auséncia de compostos com carater basico na amostra,
nao permitiu a observacao de ions positivos no TIC.

A seguir serao discutidos alguns dos ions encontrados na fragdo F11.3 analisada

por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de ionizacdo por
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eletrospray (IES-EM/EM) e detector UV/VIS - DAD, buscando sugerir, para algumas
moléculas, a estrutura e a classe de metabdlitos a qual pertencem.

Na Figura 58 esta representado o cromatograma obtido da fracdo F11.3 no
comprimento de onda 254 nm, onde na ordenada tem-se a intensidade do sinal e na
abscissa o tempo de retencdo dos compostos. A Figura 59 mostra o TIC em modo
positivo e na Figura 60 mostra o TIC em modo negativo da fracdo F11.3, onde na
ordenada tem-se a intensidade do sinal e na abscissa o tempo de retencdo dos

compostos.
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Figura 58. Cromatograma no UV (254 nm) da fracdo F11.3.
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Figura 59. Cromatograma TIC da amostra F11.3 em modo positivo.
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Figura 60. Cromatograma TIC da amostra F11.3 em modo negativo.

O cromatograma obtido no comprimento de onda 254 nm da amostra F11.3
coincide com o seu respectivo TIC em modo negativo no intervalo de 1 a 10 minutos,
nao na intensidade, mas nos componentes presentes. Isso indica que 0s compostos
identificados no TIC nesse intervalo de tempo absorvem na regido do UV.

Acima de 10 minutos, alguns picos observados no TIC detectados por fonte de
ionizagdo por eletrospray nao foram observados no cromatograma com detector
UV/VIS. Esse fato pode estar relacionado com a presenca de compostos que nédo sdo
detectados por UV/VIS ou a concentragdo dos mesmos esta abaixo do limite de
deteccao para o UV/VIS.

Analisando de forma semiquantitativa o cromatograma TIC, em modo negativo, é
possivel obter algumas informacdes sobre quais componentes estdo em maior
concentragdo na amostra F11.3. Podemos observar cinco regides no cromatograma

TIC onde aparecem 0s picos no espectro (Figura 61).
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Figura 61. Regifes de picos no cromatograma TIC em modo negativo.

Na Tabela 31 estdo apresentados os ions [M — H] encontrados em cada regidao do

espectro, intervalo de tempo e a intensidade relativa de cada uma das regides.

Tabela 31. Relacao entre a regido do espectro e 0s ions precursores encontrados no
cromatograma TIC em modo negativo

REGIAO NO I[N)-I;E'I'ITE\K/IAPLC()) [ONS [M = H] INTENSIDADE
ESPECTRO . (m/z) RELATIVA (x 10°
(minutos)

106,3068 / 180,0154 / 208,9543 /
223,1799 / 235,9868 / 184,5236 /
REGIAO 1 1,50 — 2,52 189,9938 / 233,0500/ 282,9341 / 0,8
290,5430/170,0117 / 235,0497 /
283,0215°/ 299,0512" / 315,0425

REGIAO2 | g, g5 | 299,055 /2830208 / 239,0322 32
REGIAOS | 5o\ oo 329,0679 / 313,0358"/ 351,4649 / oo
0% =S, 254,0238 / 269,0443 !
146,9618 / 294,3612 / 297,8746 /
REGIAO4 | 17041763 | 321,3907/325,1790" / 325,4227 | 0,6
326,1977
REGIAO 5 27302885 | 269,2540/283,2632" / 284,2677 0,6

* [ONS PRESENTES EM MAIOR CONCENTRACAO EM CADA REGIAO DO ESPECTRO
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Os ions precursores principais na amostra F11.3 sdo 283,0215, 299,0512
(Regido 1), 299,0515, 283,0208 (Regido 2), 329,0679, 313,0358 (Regido 3), 325,1790
(Regido 4) e 283,2677 (Regido 5). Entretanto, a importancia relativa dos ions
encontrados nas regides 1, 3, 4 e 5 na amostra em termos de concentracdo, é
pequena, uma vez que, a intensidade maxima encontrada nessas regides foi de 0,9 x
10°. Verificando a intensidade relativa da regido 2 (3,2 x 10°), é possivel sugerir que os
compostos referentes aos ions observados nessa regido, estdo em mais alta
concentracdo na amostra F11.3. Analisando o cromatograma a 254 nm no mesmo
intervalo de tempo (5 — 7 minutos), observa-se um pico, na mesma regido 2 do
cromatograma TIC, com a maior intensidade relativa, reforcando a maior concentracao
desses compostos na amostra e a absor¢cdo dos mesmos na regido do UV. Um detalhe
interessante foi a presenca dos ions de m/z 283 e 299 nas regides 1 e 2 do espectro,
com massas muito proximas. E possivel que estes compostos sejam de isdmeros,
embora os compostos da regido 1 apresentem maior carater polar.

Na Tabela 32 estdo apresentados o tempo de retencdo, a massa experimental
do ion, a massa exata, a formula proposta pelo software, indice de deficiéncia de
hidrogénio (IDH) e o erro em ppm (partes por milhdo) e em mDa (milidaltons) dos ions

presentes em maior concentragdo na amostra F11.3.
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Tabela 32. Férmula fornecida pelo software Formula Predictor para os ions mais
abundantes da fragao F11.3

Tempo de Massa Massa
, , Formula Erro Erro
retencéo experimental tedrica _ IDH
_ sugerida (ppm) | (mDa)
(min) [M-H] [M-H]
5,99 299,0536 299,0555 C16H1206 11 -6,3 -19
6,75 283,0214 283,0242 Ci15HgOs 12 -9,9 -2,8
7,83 329,0651 329,0661 C17H1407 11 -3,0 -1,0
8,53 313,0336 313,0348 Ci16H1007 12 -3,8 -1,2
17,39 325,1790 *oeee
27,83 283,2637 283,2637 Ci1gH3602 1 0 0

* Os dados nado permitiram determinar a férmula molecular

Como pode ser observado na Tabela 32, os ions m/z 299,0536 e m/z 283,0214
apresentaram 0s erros em ppm acima de 5, ou seja, valores maiores do que o
recomendado para relacionar o ion [M-H]" com a férmula correspondente (Brenton e
Godfrey, 2010). Com relacdo a essa diferenca entre as massas teorica e experimental,
fatores como temperatura, umidade, vibracdo e campo magnético local podem alterar a
estabilidade de instrumentacdo e consequentemente a reprodutibilidade dos resultados.
As variacOes desses fatores podem levar a medi¢cdes de massa menos precisas (Webb
et al., 2004). Pequenas contaminacdes por outros compostos de mesma massa
aumentam também o erro.

No cromatograma a 254 nm, no tempo de retencao 1,70 minutos observou-se um
pico denominado de A (Figura 58). No mesmo tempo foi observado no cromatograma
TIC, na mesma regidao do pico A, em modo negativo a presenca dos ions de m/z

184,5236; 189,9938; 233,0500; 282,9341 e 290,5430, todos com relacao de intensidade
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66,67 e com relacdo de intensidade 100 foi encontrado o ion m/z 271,0417. No
cromatograma a 254 nm, a esquerda do pico A, no tempo de retencéo de 1,50 minutos
foi encontrado um ombro, indicando a possivel presenca de outros componentes na
amostra, como foi confirmado no cromatograma TIC em modo negativo. Foram
observados os ions de m/z 106,3068; 180,0154; 208,9543; 223,1799 e 235,9868.

Entre 1,88 minutos até aproximadamente 2,14 minutos foi observado no
cromatograma a 254 nm o pico B. Nesse mesmo intervalo de tempo foram encontrados
no TIC em modo negativo os ions com m/z 170,0117 (46,27); 235,0497 (31,04);
283,0215 (69,25); 299,0512 (100) e 315,0425 (31,04). Comparando-se as relacbes de
intensidade, 0s principais ions presentes nesse pico sao 283,0215 e 299,0512. Mesmo
programando-se o aparelho para gerar o EM/EM, a partir do EM dos precursores, 0
detector de ionizacéo por eletrospray ndo indicou o espectro de massas de nenhum dos
ions supracitados no intevalo de 1,50 minutos a 2,14 minutos. Isto indica que esses
compostos apresentam forte absorcdo de luz no UV, mas tem fraca resposta no
detector de massas com ionizagao por eletrospray.

No tempo de retencdo 5,99 minutos, foi observado no cromatograma TIC o ion
m/z 299,0515 como precursor, que por sua vez, apresentou no EM/EM o ion m/z
284.0288 (100) como pico base (Figura 62). Os fragmentos 255,0622 (40,78), 240,0365
(20,77), 227,0304 (1,08) e 211,0351 (0,54) também foram encontrados. Na Figura 63

esta apresentado o espectro UV/VIS encontrado para o ion 299,0515.
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Figura 62. Espectro EM/EM obtido do ion precursor m/z 299,0515.
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Figura 63. Espectro no UV da molécula precursora do ion de m/z 299,0515.

A formula molecular sugerida para a molécula precursora do ion m/z 299,0515 foi
C16H1206 com um erro de -6.3 ppm. Analisando o espectro de massas desse ion,
verifica-se que a fragmentacdo do composto iniciou com a perda de um radical metila
[CH3®] originando o ion [(M — H) -- CH3]™* de m/z 284,0288 como o mais abundante.
Geralmente os ions [M -- H] de antraquinonas e flavonoides com o grupo metoxila
[OCHj3] perdem inicialmente o radical [CH3*], originando o fragmento predominante
(Justesen, 2001; Rafaelly et al., 2008). A formacao do fragmento m/z 255,0622 pode
ser devido a perda de HCO® (29u) a partir do ion [M-H-CHs]. O fragmento de m/z
240,0365 sugere que composto pode ser um acido que libera facilmente CO; a partir do

grupo — COOH. Esse tipo de clivagem parece ser bem caracteristico quando existe a
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presenca do grupo carboxila no composto (Derksen et al.,, 2002; Puchalska et al.,
2003). A perda de CO, por metabdlitos secundarios como flavonoides que néo
possuem o grupo carboxila também é relatada (Ablajan, 2011). Portanto, os fragmentos
encontrados sdo bem caracteristicos de antraquinonas e flavonoides que apresentam
como [M-H] o ion m/z 299 (Justesen, 2001; Derksen et al., 2002; Wang et al., 2008).

Algumas antraquinonas foram encontradas na literatura com o mesmo perfil no
espectro UV, principalmente a alizarina de massa molar de 240u (Derksen., et al., 2002;
Rafaelly et al., 2008). Portanto, a partir dos resultados acima, a estrutura mais plausivel
para o composto de massa molar 300u é a de uma antraquinona acida metoxilada.

No tempo de retencédo 6,75 minutos, foi observado no cromatograma a 254 nm
um pico, e na mesma regido no TIC foram observados os ions [M — H] de m/z
283,0208; 239,0322 e 299,0531 (Figura 64). Na Figura 65 € apresentado o espectro de

massas do ion 283,0208.
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Figura 64. lons observados a 6,75 minutos.

Nesse mesmo tempo de retencdo de 6,752 minutos foi obtido o espectro de
massas apenas do ion precursor m/z 283,0208 que apresentou como pico base o ion

de m/z de 239,0333 (Figura 65). Na Figura 66 esta apresentado o espectro do UV/VIS
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gerado para o ion com m/z 283,0208. As bandas de absorcdo no UV ocorreram nos

comprimentos de onda 228, 258, 290 e 433 nm.
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Figura 65. Espectro de massas EM/EM do ion precursor de m/z 283,0208
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Figura 66. Espectro UV do ion precursor m/z 283,0208.

A férmula molecular sugerida para o ion m/z 283,0208 foi C;5HgOs. Mesmo com
0 erro em ppm acima de 5%, a férmula molecular proposta foi mantida pelos seguintes
pontos: verificagdo da ndo possibilidade de outras formulas sugeridas pelo software, do
levantamento na literatura sobre trabalhos ja publicados com ions m/z 283, pela
comparacao do espectro de massas e UV de padrdes ja estudados e pela possibilidade

ja aventada de haver pequena contaminacéo por outro composto de massa molar 284.
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De acordo com a comparacdo dos dados obtidos neste trabalho com os
relatados por Duraipandiyan e Ignacimuthu (2010), Jiang et al. (2012), Ye et al. (2007),
Fuh e Lin (2003); Wei et al. (2003) e Dionex (2009), foi possivel propor que o ion de m/z
283 poderia corresponder a estrutura da antraquinona acido 1,8-diidroxi-antraquinona-
3-carboxilico, também conhecida por acido cassico ou rhein (Figura 67) ou de algum

isbmero deste composto.

OH 0] OH
‘ I COOH
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Figura 67. Antraquinona acido 1,8-diidroxi-antraquinona-3-carboxilico.

Os fragmentos observados no EM/EM para o ion m/z 283,0208 foram também
encontrados por Duraipandiyan et al. (2012), Duraipandiyan e Ignacimuthu (2010), Ye
et al. (2007), Wei et al. (2003), e Fuh e Lin (2003). O espectro UV do ion m/z 283 foi
similar ao espectro do composto rhein determinado por Dionex (2009). Além disso,
outro indicio forte de que essa antraquinona realmente pode estar presente na espécie
C. bakeriana, € o fato de ja ter sido isolada em varias outras espécies de Cassia
(Mazumber et al., 2008; Junior et al., 2006; Duraipandiyan e Ignacimuthu, 2010;
Duraipandiyan et al. 2012). Outra avaliagcéo realizada, mesmo diante das variaveis que

ocorrem, foi o tempo de retencédo do composto rhein encontrado em outros estudos.
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A comparacdo do tempo de retencdo de metabdlitos secundarios € bastante
dificil, uma vez que, os trabalhos apresentam condi¢cdes experimentais diferentes. E
sabido que a polaridade dos solventes utilizados, o pH da fase mdvel, o gradiente
empregado na corrida cromatografica, o tipo de coluna e as condicbes do aparelho
interferem no tempo de retencdo dos compostos, mesmo analisando analitos idénticos.
Mas é possivel ter uma nocao diante das condicdes utilizadas, se € aceitavel ou ndo um
determinado composto apresentar um certo tempo de retencdo comparado com as
condic¢des de outros trabalhos. No trabalho de Gomez-Romero et al, (2010), verificou-se
gue padrdes de acidos organicos apresentaram tempo de retencéo (tr) entre 1,5 a 8,5
minutos, enquanto padrbes de acidos hidroxibenzoicos indicaram tg de 4,5 a 20,5
minutos quando foi utilizado coluna apolar e gradiente com acetonitrila/agua acidificada
como fase mével. Se avaliarmos o tempo de retencdo desse ion dentro da proposta dos
grupos funcionais sugeridos, estda de acordo com o esperado para um gradiente
metanol/dgua em coluna apolar. As antraquinonas alizarina (1,2-diidroxi-9,10-
antraquinona) e purpurina (1,2,4-triidroxi-9,10-antraquinona) apresentaram trentre 6 e 7
minutos em coluna apolar com solucdo metandlica (50% v/v) como fase movel
(Puchalska et al., 2003).

Neste estudo o tempo de retencéo para o ion de m/z 283 foi de 6,75 min com
fase movel metanol-agua acidificada com acido foérmico a 0,1% e coluna em fase
reversa. Jiang et al. (2012), utilizando acetonitrila-Agua acidificada com acido formico a
0,2% e coluna em fase reversa encontrou para o rhein o tempo de retencdo de 8,5
minutos, sendo detectado pela ionizacdo por eletrospray em modo negativo o ion de
m/z 283. Os mesmos autores consideraram o rhein como um composto de média

polaridade.
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Em outro estudo, foi investigado em coluna de fase reversa, o efeito da variacéo
do pH da fase moével acetonitrila - agua acidificada com solucdo tampao acido
acético/acetato de amoénio na separacao oito componentes padrdo, incluindo rhein.
Quando o pH foi da fase movel foi alterado de 4,02 a 6,80 o tempo de retencéo do rhein
variou de 7,5 a 12,5 minutos respectivamente (Dionex, 2009). O ion m/z 283,0208 neste
estudo apresentou tempo de retencdo menor, condicdo considerada aceitavel uma vez
gue a fase mével com metanol é mais polar, permitindo uma eluicdo na coluna mais
rapida.

Analisando o espectro de massas foi identificado o ion molecular com m/z
284,0268, no qual estad de acordo com a férmula molecular C15HgOg. O fragmento com
m/z 239,0333 predominante no EM/EM pode ter sido formado a partir da clivagem do
grupo carboxila (CO;) do ion [M-H] de m/z 283,0208. O fragmento m/z 257,2652 pode
ter resultado da degradacéo do anel aromatico com perda de acetileno (C,H,) pelo ion
[M-H]". Os fragmentos m/z 255 e m/z 211 podem ter originado a partir das perdas [M-H-
COJ e [M-H- CO,-CQJ, respectivamente.

No intervalo de tempo entre 7,64 minutos e 8,87 minutos foram encontrados 0s
seguintes ions precursores pelo detector de ionizacdo por eletrospray m/z 329,0679;
313,0358; 351,4649; 254,0238 e 269,0443. Entretanto, foi obtido o EM/EM apenas dos

ions 329,0679 e 313,0297, e eles podem ser observados nas Figuras 68 e 70.
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Inten.i>10,000,000)

T 314.0367
1 285073
ool igtasss  zoapepg (10N
100 200 300 4000 500 miz

Figura 68. Espectro EM/EM do ion precursor de m/z 329,0679.

No espectro de massas do ion precursor de m/z 329,0679 [M-H], o pico
predominante foi o ion m/z 314,0387 (100), além dos fragmentos 299,0165 (13,68),
285,0735 (19,97), e 270,0496 (13,53). O espectro no UV obtido para o ion m/z

329,0679 estd mostrado na Figura 69.
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Figura 69. Espectro indicando as bandas de absorcdo do ion precursor m/z 329,0679.

O erro em ppm - 3.3, abaixo de 5%, sugere fortemente a formula molecular
C17H1407 como provavel para o ion [M-H]' com m/z 329,0679. As fragmentacdes
observadas no EM/EM do ion 329,0679 parecem ser caracteristicas de flavonoides
(Duarte-Almeida et al., 2007), assim como as absor¢des encontradas no espectro UV

(Lv et al., 2011, Wang et al., 2008). Os fragmentos predominantes no espectro de
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massas (Figura 66) sdao o de m/z 314,0679 [M-H] bem como os fragmentos de m/z
299,0165; 285,0735 e 270,0496. Eles podem ter sido originados a partir da formacao
dos seguintes ions [M-H-CHjg]’, [M-H-CH3-CHOQO] e [M-H-CH3-CO]’, respectivamente.

No tempo 8,53 minutos foi observado o ion molecular precursor [M-H] de m/z
313,0297, cujo espectro de massas apresentou o ion de m/z 269,0421como pico
predominante. Ainda verificou-se no espectro de massas os fragmentos m/z 299,0151
(10,61), 287,0502 (4,92) e 254,0176 (18,45) (Figura 70). O espectro no UV obtido para

0 ion de m/z 313,0297 estd mostrado na Figura 71.

Eventf: 4 MS/MS[E-] Ret Time: 8.533 Scand: 1543 Precurzor: 3130297
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Figura 70. Espectro EM/EM do ion precursor de m/z 313,0297.
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Figura 71. Espectro no UV do ion precursor de m/z 313,0297.
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A férmula molecular proposta para o composto relacionado ao ion [M-H]" com
m/z 313,0297 é C1sH1007. As fragmentacdes provaveis que ocorreram para originar os
ions de m/z 299, 269 e 254 foram [M-CHgs], [M-H-CO;] e [M-H-CO,-CH3]. Nao foi
encontrado na literatura um espectro de massas ou de UV para o ion m/z 313 que
pudesse sugerir de forma conclusiva a estrutura de um flavonoide ou de uma
antraquinona, embora as perdas que ocorreram no espectro de massas sao bem
conhecidas nesses tipos de metabolitos. E possivel que a presenca de tracos de outros
analitos, juntamente com o ion 313, interfira no espectro UV/VIS ndo deixando o
mesmo claramente resolvido, dificultando, assim, uma possivel identificacdo (Gomez-
Romero et al.,, 2010). Entretanto, os resultados obtidos acima, principalmente o
espectro no UV, sugerem que o composto de massa molar 314 se trata de uma
antraquinona com um grupo acido e dois grupos metoxila.

No tempo de retencdo 17,39 minutos, é observado no cromatograma TIC um
pico que foi detectado em modo negativo pelo ion de m/z 325,1791 [M-H] e o seu
espectro de massas indicou o pico predominante de m/z 183,0113 como mostra a
Figura 72. Analisando o cromatograma nesse tempo de retencdo néo foi observado
nenhum pico, indicando que ndo houve absor¢cdo do componente por UV/VIS. Esse
composto detectado no TIC por ionizagdo por eletrospray no tempo 17,39 minutos,
parece nao ser detectado por UV/VIS ou a concentragdo do composto ndo esteve

dentro do limite de deteccgéo.



201
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Figura 72. Espectro EM/EM do ion precursor de m/z 325,1791.

Para o ion precursor com m/z 325.1791, o espectro de massas apresentou como
pico base o ion de m/z 183,0113 com intensidade 100, além dos fragmentos 197,0261
(2,22), 170,00 (3.29) e 119,0499 (3.84). N&o foi possivel propor uma férmula molecular
consistente para o ion 325,1791 com os dados obtidos na espectrometria de massas e
pelo espectro no UV.

No tempo 27,87 minutos foram observados os ions de m/z 269,2540, 283,2632 e
284,2677 com relagbes de intensidade 9,37, 100 e 9,37, respectivamente (Figura 73).

N&o foi gerado o espectro de massas de nenhum dos precursores citados acima.

Eventf: 3MS[E-] Ret Time: 27.873 Scanft : 4971

Inten.(x100,000)

e 2832632
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Figura 73. lons observados no tempo de retencéo de 27,87 minutos.

Foi proposta a férmula molecular C,gH3z60, para o ion m/z 283,2632 [M-H], onde

o indice de deficiéncia de hidrogénio para a férmula foi 1. Os valores das massas
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tedrica e experimental foram coincidentes, assim, o valor do erro em ppm entre essas
massas foi 0, deixando consistente a sugestdo da férmula proposta. A formula
molecular e o valor da massa do ion apontam para a estrutura de um acido graxo, mais
precisamente o acido octadecanoico (acido estearico). O tempo de retencéo encontrado
para o ion de m/z 283,2632 esteve dentro da faixa de tempo de retencdo esperado para
acidos graxos segundo proposto por Gomez-Romero et al. (2010). Nesse mesmo
trabalho o ion m/z 283,2643 foi apontado como sendo o &cido octadecanoico
(esteérico) (Gomez-Romero et al., 2010). A Figura 74 mostra o espectro no UV/VIS do
ion [M — H] de m/z 283,2643. Nao houve absorvancia em nenhum comprimento de

onda, o que fortalece a sugestédo da presenca do acido estearico.
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Figura 74. Espectro no UV do ion precursor de m/z 283,2643.

Apoés a analise dos espectros de massas, fragmentacdes e espectros no UV da
amostra F11.3, foi possivel sugerir que os principais componentes dessa fragcdo sao

antraquinonas e flavonoides, podendo haver também a presenca de acidos graxos.
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5.10 Cromatografia preparativa da fracdo F11.3 e isolamento do composto acido 1,8-

diidroxi-antraquinona-3-carboxilico

Uma massa de 65 mg da fracdo F11.3 foi submetida a particAo com os solventes
cloroférmio e metanol, originando duas novas fases denominadas F11.3c e F11.3m,
respectivamente. Apos a evaporacdo dos solventes, foi obtido com a fase F11.3c uma
massa de 36 mg e com a fase F11.3m uma massa de 29 mg. A Cromatografia em
camada delgada dessas fracdes eluidas com cloroférmio/metanol (8:2), indicou uma

mancha com Rf de 0,38 para ambas as fracdes como se observa na Figura 75.

® @ ---{-» Rf080
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Figura 75. Cromatografia em camada delgada das fracoes F11.3c
e F11.3m eluidas com cloroférmio/metanol (8:2).

As fracbes F11.3c (36 mg) e F11.3m (29 mg) foram submetidas a separacéo
cromatografica preparativa em placas de vidro com silica gel 60 G de 10 cm x 20 cm. A

eluicdo foi realizada com cloroférmio/metanol (8:2). O composto que apresentou Rf de
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0,38 foi retirado das placas com a silica, extraido com metanol/cloroférmio (1:1v/v) e em
seguida, a mistura foi filtrada. O solvente foi removido em evaporador rotativo com
pressdo reduzida obtendo-se 8 mg de um solido de cor amarela. Em seguida, a
amostra foi submetida as anélises espectroscopicas de RMN de H', COSY, HSQC e
IVTF.

A identificacdo estrutural foi realizada por espectrometria de massas, e
espectroscopia de RMN de H*, espectroscopia no IVTF e ponto de fusdo. Através das
analises dos resultados o composto identificado foi acido 1,8-diidroxi-antraquinona-3-
carboxilico (acido cassico ou rhein).

No espectro de massas do ion [M-H]" de m/z 283,0208 (Figura 76) foram
encontrados 0s picos de m/z 284, 257, 256, 240, 211 e 183, mostrando como ion

molecular o pico de m/z 284, cuja férmula molecular proposta foi C15HgOs.

Ewentf: 4 MS/MS[E-] Ret Time: 6752 Scantt: 1223 Precurzor: 2820208 Cutoff: 73

Irten.(x10,000,000) Baze Peak: 239.0333418,237,011
.0 7390353 Mz 23903  &bs.men. 18,237,017 - Rel. Inten. 100,00
1.0
0 n: 183046 211 034 257 p3gy 2040268
T 200 250 200 350 400 450 miz

Figura 76. Espectro de massas do ion de m/z 283,0208 (Eletrospray - modo negativo).

As fragmentacdes no espectro de massas para o ion [M-H] m/z 283 confirmam a

estrutura do composto rhein (Figura 77).
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Figura 77. Proposta de fragmentacfes para o composto acido 1,8-diidroxi-
antraquinona-3-carboxilico.
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O ponto de fusdo encontrado para a amostra foi de 320 °C, coerente com 0
encontrado por Gavit e Laddha (2010) para o composto rhein.

O RMN de H' (400 MHz, DMSO/ACETONA DEUTERADA) apresentou 0s
seguintes sinais 6 ppm: 11,9 (3H, largo, COOH, C;-OH, Cg-OH), 8,21 (1H, s, C4-H), 7,36
(1H, d, J = 8,0 Hz, C-H), 7,82 (1H, t, J = 8,0 Hz, Cg-H), 7.76 — 7.74 (2H, m, C»-H e Cs-
H), que comparados com os estudos da Danielsen et al. (1992), corresponde ao
composto acido 1,8-diidroxi-antraquinona-3-carboxilico (acido céssico ou rhein). O
espectro de RMN de H' obtido do composto rhein esta representado na Figura 78. A
Figura 79 mostra a ampliacdo RMN de H* na regido de aromaéticos e a correspondéncia

desses sinais com o composto rhein.
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Figura 78. Espectro de RMN de H'! (400 MHz, DMSO/ACETONA) do composto
acido 1,8-diidroxi-antraquinona-3-carboxilico isolado da espécie C. bakeriana.
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Figura 79. Relacao dos sinais na regido dos aromaticos com o composto acido 1,8-
diidroxi-antraquinona-3-carboxilico.

O sinal correspondente do hidrogénio fendlico € usualmente, um singleto agudo,
ocorrendo geralmente um sinal entre & 7,5 e 4,0. Entretanto, a presenca de um grupo
carbonila formando um sistema conjugado com o fenol, desloca a absor¢cdo do proton
da hidroxila fendlica para a faixa entre 6 12,0 e 10,0 devido a formacéo de ligacdo de

hidrogénio intramolecular (Figura 80) (Silverstein, et al., 2007). Por esse motivo, 0s



209

sinais dos hidrogénios fendlicos (C;-OH e Cg-OH) estdo em 6 11,9, juntamente com o

sinal do hidrogénio do grupo carboxila.

H
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Figura 80. Ligacao de hidrogénio entre o grupo fendlico e o grupo carbonila.

O RMN de H* indicou a presenca de cinco prétons aromaticos na regiéo entre §
8,3 ed7,3. Um tripleto em 6 7,82 (J = 8.0 Hz) indica que o hidrogénio do carbono 6 (Cs
— H) esta acoplado a outros dois hidrogénios. O hidrogénio do carbono 7 (C; — H)
apresentou um dupleto em 6 7,36 (J = 8.0 Hz), enquanto que o sinal do hidrogénio do
carbono 5 (Cs — H) estd em 87,74 - 7,76. Era esperado um dupleto para esse
hidrogénio devido ao acoplamento com o Cgs — H. Entretanto, os hidrogénios dos
carbonos 2 e 5 estdo na mesma regido em & 7,74 - 7,76, ocorrendo a presenca de um

multipleto devido a sobreposicéo dos sinais.
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Danielsen et al. (1992) propuseram a partir do RMN de *C para o rhein os

seguintes sinais apresentados na Figura 81.
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Figura 81. Sinais de RMN - *C para o composto rhein em ppm (Danielsen et al., 1992).

N&o foi possivel obter o espectro RMN - **C para o composto isolado neste
trabalho. Entretanto, através dos espectros HSQC foram extraidos os sinais de *3C e
comparados com valores ja determinados na literatura.

Na Figura 82 esta apresentado o espectro HSQC correspondente a0 composto
acido 1,8-diidroxi-antraquinona-3-carboxilico isolado da casca da espécie C. bakeriana.

O espectro HSQC correlaciona acoplamentos de ligagées *H - 3¢,
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Figura 82. Espectro HSQC do composto &cido 1,8-diidroxi-antraquinona-3-carboxilico
(400 MHz — DMSO/ACETONA DEUTERADA).

Correlacionando os sinais dos hidrogénios aromaticos com 0s respectivos sinais
de *C, foi encontrado os seguintes valores em ppm: 119,1 (C,), 119,5 (Cs), 124,7 (C-),
138,4 (Ce) € 124,3 (C,). Esse valores correspondem ao encontrado por Danielsen et al.
(1992) no espectro de *C para o composto rhein. Foi atribuido na regigo de § 7,74 -
7,76 do espectro de RMN de *H os sinais dos hidrogénios ligados aos carbonos 2 e 5.
Pelo espectro HSQC, dois sinais de carbono estdo correlacionados com os dois
hidrogénios nessa regidao, um com & 119,3 e outro com ¢ 124,3 sinais coincidentes aos

encontrados na literatura para os carbonos 5 e 2 do composto rhein, respectivamente
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(Danielsen et al., 1992). Com isso, pelo HSQC foi possivel atribuir que o sinal do
hidrogénio 5 esta em & 7,74 e que o sinal do hidrogénio 2 esta em & 7,76.

Foi obtido também o espectro COSY para a amostra isolada. O experimento
COSY *H - *H mostrou o acoplamento entre os hidrogénios vizinhos H — 6 (8 7,82) e H —
7 (6 7,36). Indicou também que o hidrogénio do carbono 4 ndo esta acoplado com
nenhum hidrogénio. No espectro ainda é mostrado um sinal intenso dos prétons 6, 5 e
2, entretanto, ndo foi possivel determinar o acoplamento pelo fato dos sinais desses
estarem todos na mesma regido. A Figura 83 mostra o espectro COSY obtido para o

composto isolado rhein.
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Figura 83. Espectro COSY obtido para o composto rhein (400 MHz —
DMSO/ACETONA DEUTERADA).
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O espectro no infravermelho do composto isolado rhein esta representado na

Figura 84.
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Figura 84. Espectro no infravermelho do composto acido 1,8-diidroxi-antraquinona-
3-carboxilico.

Na anélise espectroscopica no infravermelho foi observado na faixa de 3200 e
3630 cm™, uma banda indicando o estiramento OH. Em 3066 cm™, estiramento C-H de
aromatico; 1695 cm™, estiramento C=O (carboxila); 1634 cm™, estiramento C=0
(carbonila); 1270 cm™, estiramento C-O; 1190 cm™, deformac&o angular C=0; 751 cm™,

deformac&o angular C-H de aromatico. Entre 1700 e 2000 cm™, harménicas.
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O composto rhein foi confirmado pela comparacao de infravermelho, RMN de
H!, HSQC, COSY, espectro de massas e ponto de fusdo com dados ja publicados na
literatura sobre o composto.

O composto rhein ja foi isolado em varias outras espécies de Cassia como j& foi
mencionado (Mazumber et al., 2008; Junior et al., 2006; Duraipandiyan e Ignacimuthu,
2010; Duraipandiyan et al. 2012) e € relacionado com varias atividades bioldgicas tais
como antibacteriana (Kavanagh, 1947), antiviral (Barnard et al., 1992), antioxidante
(Vargas et al., 2004), antiangiogénica (He, et al., 2011), antifungica (Duraipandiyan e
Ignacimuthu, 2010) e anticancer (Duraipandiyan et al., 2012).

O composto isolado neste trabalho ja € bastante conhecido na literatura. Varias
propriedades farmacolégicas estdo bem estabelecidas para o composto rhein. Portanto,
destaca-se aqui, a importancia de se descobrir na espécie C. bakeriana, mais uma

fonte deste componente bioativo.

5.11 Atividade antimicrobiana do composto acido 1,8-diidroxi-antraquinona-3-carboxilico

(rhein)

Esta apresentado no quadro 8 os valores das concentracdes inibitérias minimas

encontradas para o composto (rhein).



Quadro 8. Concentrac¢des inibitérias minimas para o composto rhein.
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Concentracao inibitéria minima (CIM) — ug mL™* B a
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Lg < &g L a2l |9 < < S| Q<o
PC2 | 12,5 12,5 100 20 200 100 200 400 | >400 | 32524 | 0,21
F11.3| 50 100 | 12,5 50 25 12,5 50 200 | 196424 | 0,29
Rhein * 20 25 * 3,12 | >200 | >200 | >200 * * *
CHD | 1,84 1,84 3,68 | 1,84 | 1,84 | 1,84 | 368 | 0,92 | 7,35
*: Nao foi determinado (quantidade de amostra insuciente para o0 ensaio); ---: ndo foi

realizado; PC2: particdo diclorometano da casca; F11.3: fracdo F11.3; rhein: composto
isolado; CHD: controle positivo — digluconato de clorexidina.

Por se tratar de um composto purificado, o protocolo da atividade antimicrobiana
para o composto rhein foi reduzido avaliando concentracdes inibitérias minimas entre
0,78 e 200 ug mL™. Houve também uma reducdo no nimero de microrganismos
utilizados nos ensaios, pelo fato de ndo haver quantidade suficiente de amostra para os
testes. De acordo com os resultados de CIM’s no quadro 8, observa-se que 0 composto
rhein ndo mostrou-se ativo contra as bactérias aerobias quando testadas concentracdes
de 200 pg mL™* ou abaixo. Houve perda de atividade antimicrobiana quando as CIM’'s
do composto isolado sdo comparadas com as CIMS’s da fracdo F11.3 e do extrato

diclorometano (amostra PC2). E possivel que a atividade antimicrobiana do extrato PC2
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e da fracdo F11.3 esteja relacionada a um sinergismo de compostos presentes nas
amostras. O composto isolado ndo € ativo frente aos microrganismos bucais aerobios
testados em baixas concentracdes. Entretanto, quando se observa os valores das
concentracfes inibitérias minimas do composto rhein frente aos microrganismos
anaerobios, percebeu-se que os valores das CIM’s estiveram em baixas concentracdes
entre 3,12 e 25 ug mL™?, indicando forte atividade contra os anaerébios, com valores
proximos e abaixo do que é considerado promissor para compostos isolados de
produtos naturais, que é de 10 yg mL™ (Rios e Recio, 2005).

Com relacdo aos ensaios de citotoxicidade, a fracdo F11.3 indicou menor valor
de concentracdo citotoxica (CCsp) quando comparada ao extrato diclorometano,
indicando maior toxicidade. Entretanto, considerando valores de CIM’s até 200 yg mL™
para o extrato diclorometano e até 100 pg mL™ para a fracdo F11.3, observa-se que as
concentracfes citotdéxicas estdo acima desses valores respectivamente para cada uma
das amostras, além disso, os indices de seletividade com valores positivos indicam que
ambas as amostras apresentam maior seletividade contra os microrganismos bucais,
gue toxicidade para células Vero (Case et al., 2006). Nao foi realizado com o composto
rhein, o ensaio de citotoxicidade. O composto rhein indicou maior especificidade contra
0S microrganismos anaerobios. Outros testes de citotoxicidade serdo futuramente
realizados para avaliar com mais propriedade a toxicidade das amostras bioativas PC2
e F11.3 e do composto rhein.

Futuramente serédo propostas modificacdes na estrutura do composto rhein para

avaliacdes de estrutura — atividade e ensaios de citotoxicidade.
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6. Conclusoes

A casca de C. bakeriana possui maior teor de extrativos que a madeira, embora
o teor de extrativos na madeira seja elevado comparado com outras madeiras de
folhosas. Isso sugere que a madeira de C. bakeriana pode ser resistente aos processos
de biodegradacdo. A presenca de compostos fendlicos e proantocianidinas nos
extrativos da madeira podem garantir a sua preservacao.

O extrato etandlico da casca apresentou maior teor de fendis e proantocianidinas
que o extrato etandlico da madeira. Comparando a madeira de C. bakeriana com outras
espécies de madeira, a de C. bakeriana possui elevado teor de proantocianidinas.

Analisando os extratos da casca e das folhas separadamente, o teor de fendis
totais e proantocianidinas aumentou com o aumento da polaridade da amostra.

Os extratos da madeira, casca e folhas de C. bakeriana, evidenciaram forte
atividade antioxidante, com excec¢édo dos extratos hexanicos. Analisando os resultados
de CEsp para as folhas e casca, houve aumento da atividade antioxidante com o
aumento da concentracdo de fendis. As amostras mais ativas, Es, Es e PF4
apresentaram baixa toxicidade para células Vero.

O extrato metandlico das folhas apresentou a maior atividade antioxidante com
CEsp de 8,67 pg mL™, valor préximo ao encontrado para o BHT, utilizado na industria
alimenticia e como controle positivo neste trabalho.

Os oOleos esséncias das folhas e casca indicaram baixa concentracdo de
terpenos e forte atividade antimicrobiana com CIM's entre 62,5 e 125 pg mL™ contra
bactérias bucais aerdbias e anaerdbias. O indice de seletividade indicou que os 0leos

Sao mais ativos contra as bactérias que toxicos para celulas Vero.
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A desreplicacdo da amostra F11.3 originada do fracionamento do extrato
diclorometano da casca, indica que a mesma pode ser constituida principalmente de
flavonoides, antraquinonas e acidos graxos.

O composto acido 1,8-diidroxi-antraquinona-3-carboxilico (rhein) foi isolado da
fracdo F11.3 e identificado por RMN de H!, HSQC, COSY, IVTF, espectro de massas e
ponto de fusdo. O ion de m/z 283,0208 presente na fracdo F11.3 € o composto 1,8-
diidroxi-antraquinona-3-acido carboxilico (rhein).

A fracdo F11.3 indicou promissora atividade antimicrobiana com CIM’s entre 12,5
e 50 pg mL™* para a maioria das bactérias bucais indicadoras.

Um dos componentes bioativos na amostra F11.3 € o composto rhein, que
apresentou maior atividade antimicrobiana contra as bactérias bucais anaerdébias.

O composto rhein € um promissor agente antimicrobiano contra bactérias bucais

anaeroébias.
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Abstract: The chemical composition of the essential oils from leaves, bark and wood
of Cassia bakeriana Craib. was determined by Gas chromatography (GC) and
chromatography—mass spectrometry (GC-MS). Alcohols, aldehydes and fatty acids
were the major components in leaf oil and bark, and the wood essential oil was rich in
fatty acids. Terpenes such as linalool, (E)-nerolidol and phytol were present in low
concentrations. The antimicrobial activity was evaluated using the microdilution
method against aerobic and anaerobic oral bacteria. The cell viability test was carried
out with Vero cells using the microdilution method. The oils from leaves and bark
showed high antimicrobial activity with minimum inhibitory concentrations between
62.5 and 125 pg mL™ for most of the tested bacteria, including Streptococcus mutans,
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the main etiological agent of dental caries. Leaves oil displayed the lowest cytotoxic
effect (ECso of 153 pug mL™) while wood oil exhibited the highest toxicity to Vero
cells. C. bakeriana oils are a source of biologically active compounds against aerobic
and anaerobic oral microorganisms. This study is the first report on the chemical
composition, antimicrobial activity as well as cytotoxicity of the C. bakeriana.

Keywords: Cassia bakeriana; essential oil; antimicrobial activity; cytotoxicity.

1. Introduction

Cassia bakeriana Craib. is a tree belonging to the genus Cassia and the Fabaceae-
Leguminoseae family and is native to Thailand. It is also known as pink cassia and can reach 12
to 15 metres high. Its climate is humid tropical but tolerates subtropical conditions of mild winter
from Brazil’s south and southeast regions [1]. This plant has rapid growth and good adaptation to
the Brazilian cerrado. Many species of Cassia are used in folk medicine with different
pharmacological properties, such as laxative, purgative, antibacterial, antifungal and antimalarial,
demonstrating the pharmacological potential of this plant genus. Studies from various parts of
these species have reported the isolation of bioactive secondary metabolites, such as
anthraquinones, flavonoids and other phenolic compounds being the most common constituents
present [2]. C. bakeriana leaves are considered as an alternative source of drug laxative and they
exhibit significant content of anthraquinones glycosylated [3]. The chemical composition of
essential oils present in plants has been studied, and these oils are promising sources of secondary
metabolites with important biological properties, including antimicrobial activity [4]. A recent
review revealed that several essential oils possess strong antimicrobial activity against various
microorganisms, suggesting the possibility of using these oils as replacements of synthetic drugs
to overcome the increasing resistance of some pathogens [5]. Some works have shown that
essential oils are potential antibacterial agents against oral microorganisms [6-9]. These activities
are generally related to substances from the secondary metabolism present in the oils. Several of
these compounds are being tested separately and have shown significant antimicrobial effects
[10]. The chemical composition of the oils leaves of some species of Cassia has been determined,
as Cassia alata [11, 12] and Cassia fistula [13].

The microorganisms evaluated in this study are considered to be risk factors for oral diseases
such as caries and periodontitis; they can also reach the bloodstream triggering other diseases in
the human body, like endocarditis, brain abscesses, throat infections, infections in respiratory and
gastrointestinal systems and bacteremia. The oral microbiota is one of the most complex in the
human body [14]. The search for new natural products or prototypes with antibacterial activity
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would be very important for the control and prevention of oral and systemic diseases in human
health.

Given this perspective, the aim of the present study was to determine the chemical
composition, investigate the antimicrobial potential of essential oils against aerobic and anaerobic
oral pathogens and cytotoxic effect of the essential oils from leaves, bark and wood of C.
bakeriana. This is the first report involving the chemical composition and biological activity of
essential oils of C. bakeriana.

2. Results and Discussion

2.1 Chemical composition of the essential oils

Table 1 shows the composition of essential oils from the leaves, barks and wood of C.
bakeriana. Table 2 shows the classification of compounds in the essential oil from different parts
of C. bakeriana by functional groups. The leaves had the highest essential oil yield of 0.94 +
0.03%, followed by barks at 0.46 + 0.08%, and wood at 0.12 + 0.02%. Surprisingly, terpenoids
are represented only by linalool (3.55%) and phytol (4.45%) in the leaves’ essential oil.

Table 1. Chemical composition of essential oil from different parts of C. bakeriana.

c q Al Al Identification.  Composition (%)
ompoun Reference | (Calculated))  method Wood\ Barks| Leaves

Hexanal 801 806 a,b,c 1.13 0.82 -
Furfural 828 830 a,bc 1.27 - -
(E)-Hex-2-enal 846 847 a,b,c - - 10.48
(2)-Hex-3-en-1-ol 850 851 a,bc 156 6.73 34.90
Hex-2-en-1-ol 854 855 a,b,c - - 0.95
Hexan-1-ol 863 862 a,bc 1.03 0.72 -
Octanal 998 1001 a,b,c - 0.87 -
Hex-3-en-1-ol , acetate 1004 1007 a,bc - - 8.68
Phenylacetaldehyde 1036 1038 a,b,c 3.76 - -
Octan-1-ol 1063 1065 a,bc - 2.82 -
Linalool 1097 1097 a,b,c - - 3.55
Nonanal 1100 1099 a,bc - 14.42 -
Nonanol 1165 1170 a,b,c 0.98
Methyl salicylate 1190 1193 a,bc - 1.27 -
Octanoic acid (caprylic acid) 1192 1196 acd - 1.53 -
Decanal 1201 1201 a,bc - 0.89 -
Cis-dec-2-enal 1261 1262 a,b,c - 6.17 -
glc?gfmmc acid (pelargonic 1293 1201 a c d i 577 i
4-Vinylguaiacol 1309 1314 a,bc - - 241
4-propylguaiacol 1374 1367 a,b,d 3.92 - -
(E)-Nerolidol 1561 1564 a,bc - 4.70 -
Dodecanoic acid (Lauric acid) 1565 1566 acd - 192 093
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Tridecanoic acid (tridecylic

: 1662 1660 acd - 0.79 -
acid)
Te_tradecanmc acid (myristic 1770 1764 acd i 145 i
acid)
N. I. ) ) ) 0.93 - -
'a"c%‘;"decano'c acid (palmitic g5 1958 a,c,d 5814 3480 5.89
N. I. | | ’ 1.05 - -
Phytol 2114 2110 a, cd - - 4.45
(,2)-Octadeca-9,12-dienoic 5, 2149 acd 846 209 -
acid (Linoleic acid)
(2)-Octadec-9-enoic acid 2132 2149 acd 1522 220 -
(oleic acid)
z(i)ctifja)decanom acid (stearic 2158 2155 a ¢ d 353 072 i
Tricosane 2300 2300 a,b,c - 0.69 1.03
Tetracosane 2400 2400 a,bc - - 1.14
N. I. ’ ’ ) - - 2.38
Pentacosane 2500 2500 a,b,c - 1.33 -
Heptacosane 2700 2700 a,bc - - 8.27
N. I. ’ ’ ) - 3.62 -
Octacosane 2800 2800 a,bc - 0.74  2.07
N. I. (hydrocarbon) ’ ’ ) - 2.06 12.57
N. I. (hydrocarbon) ] ] ] - 0.93 -

Total identified (%) 98.02 93.39 86.05

Al = Arithmetic index on a DB5 column (comparison with n-alkanes Cg-Cy); N. I. = Not

Identified. Identification method: ®Arithmetic index; ® Adams mass spectral-retention index
library; © Mass spectrum comparison with Wiley library; “mass spectrum and Arithmetic index
comparison with NIST Standard Reference Data (Nist 2011).

Table 2. Classification of compounds in the essential oil from different parts of C.
bakeriana by functional groups.

Functional groups Wood Bark Leaves
Alcohols 2.59 11.15 37.15
Aldehydes 6.16 23.17 10.48
Esters - - 8.68
Oxygenated monoterpenes - - 3.55
Oxygenated sesquiterpenes - 4.70 -
Oxygenated diterpenes - - 4.45
Long chain alkanes - 2.76 12.78
Phenolics 3.92 - 241
Fat acids 85.35 51.27 6.82

N. I. compounds 1.98 6.61 13.95
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The major components identified in the leaves were (Z)-hex-3-en-1-ol (34.90%), heptacosane
(8.27%), hex-3-en-1-ol, acetate (8.6%), (E)-hex-2-enal (10.48%), hexadecanoic acid (5.89%),
oxygenated diterpene phytol (4.45%) and oxygenated sesquiterpene linalool (3.55%) (Figure 1).
Most of these compounds differ significantly from those found in other species of Cassia. In
previous studies of essential oil of C. alata leaves, the major compounds were linalool (23.0%),
borneol (8.6%) and pentadecanal (9.3%) [11], and 1,8-cineole (39.8%), B-caryophyllene (19.1%)
and caryophyllene oxide (12.7%) [12]. Leaves of C. fistula contained as the main constituents
phytol (16.1%), tetradecane (10.5%) and hexadecane (8.7%) [13]. The chemical composition of
the oils can vary among species, among same species and their different parts. These differences
are due to several factors that affect the oil chemical composition such as climate, soil quality,
harvest season and genetics. In general, at low intensity of light the production of monoterpenes
decreases and a small daily variation of temperature can stimulate the production of terpenoids
[15].

The wood oil contained fatty acids as the major components, which accounted for 85.35% of
the total, including palmitic (58.14%), oleic (15.22%) and linoleic (8.46%) acids as the majority.
Phenylacetaldehyde (3.76%) and 4-propylguaiacol (3.92%) were also present in significant
amounts.

The bark oil was rich in hexadecanoic acid (34.80%), nonanal (14.42%), (Z)-hex-3-en-1-ol
(6.73%), (Z)-dec-2-enal (6.17%), nonanoic acid (5.77%) and in the oxygenated sesquiterpene
(E)-nerolidol (4.70%) (Figure 1). The predominant class of compounds in the essential oils of
bark and wood was fatty acids at 51.27 and 85.35%, respectively.

Figura 1. Major components in the leaf oil (A) and bark (B) of C. bakeriana.

A 4l ®B 0
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2.2 Antimicrobial activity of essential oils

The antimicrobial activity of different plant parts was determined against aerobic and
anaerobic oral microorganisms. The results of antimicrobial activity and cytotoxicity are shown
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in Table 3. The leaves and bark oils indicated strong antibacterial activity, showing inhibition of
both types of microorganisms. The MIC values ranged from 62.5 to 125 pg mL™ for most of the
bacteria tested. All bacteria demonstrated some degree of sensitivity to the essential oils within
the concentrations tested. The microorganisms more susceptible were A. naeslundii, P. gingivalis
and B. fragilis from anaerobic bacteria and S. mitis, S. mutans, S. sanguinis and A.
actinomycetemcomitans from aerobic bacteria, while F. nucleatum was more resistant. The wood
essential oil exhibited lower activity against investigated bacteria with MICs ranging from 500 to
2000 (or higher) pg mL™.

TABLE 3. Inhibitory effect of essential oils against aerobic and anaerobic oral bacteria and
cytotoxic activity of different parts of C. bakeriana.

Minimum inhibitory concentration (MIC) — pg mL*
Microorganisms Samples of Essential Oils
Leaves Bark Wood CHD
C
F. nucleatum 1000 1000 2000 0.922
(ATCC 25586)
b ..
3 A. naeslundii 62.5 125 1000 1.844
S (ATCC 19039)
@ C ——
> P. gingivalis 125 125 500 3.68
(ATCC 48417)
B. fragilis 62,5 62.5 1000 1.844
(ATCC 25285)
b - -
S. sanguinis 125 125 1000 3.68
(ATCC 10556)
b - -
© S. mitis 625 62.5 500 3.68
5 (ATCC 49456)
& S mutans 625 62.5 2000 0.922
(ATCC 25175)
A. aCtlonmycetemcomltanS 125 125 1000 14.7
(ATCC 43717)
Cytotoxic activity ECso- pg mL™
Vero cells (ATCC CCL 81) 15313 1192 93+3

~ 3CHD: positive control (chlorhexidine dihydrochloride), "Gram—positive bacteria,
‘Gram—negative bacteria.

Comparing Tables 1 and 3, the similar results presented by leaf and bark essential oils could
be assigned to the identified aliphatic alcohols and aldehydes. On the other hand, fatty acids,
were present in high concentrations in the wood essential oil, apparently with no inhibitory
effects on the tested bacteria. Usually, the biological properties of essential oils are determined by
the characteristics of the major compounds [16]. The antimicrobial activity in this study may be
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related to a specific metabolite that is in highest concentration in the oil composition or a
synergism between major and minor compounds in the mixture. Unidentified compounds in oils
can be contributors to the antimicrobial effects by reinforcement or synergistic interactions. Some
compounds found in the essential oils are well-known antimicrobial agents, such as (Z)-hex-3-en-
1-ol, linalool [17], caprylic acid [18], lauric and linoleic acids [19], aldehydes, particularly (E)-
hex-2-enal [20], methyl salicylate [21], (E)-nerolidol [22] and octan-1-ol [23].

Although they did not have a high composition of terpenes, the essential oils of the leaves and
bark of C. bakeriana showed significant antimicrobial activity against the oral pathogens
evaluated. Extracts or oils from plant species with MIC values below 100 ug mL™ are considered
promising as potential antimicrobial agents [24]. The essential oils of the leaves and barks of C.
bakeriana exhibited strong antibacterial effect against oral microorganisms showing MIC values
lower than 100 pg mL™ and lower than other studies in the literature. The leaf oil of Lippia
sidoides and pure standards of monoterpenes (thymol and carvacrol) against S. mutans, S. mitis,
S. sanguinis and S. salivarus, showed MICs from 2500 pg mL™ to 10000 pg mL™ [7]. The MIC
values of the essential oil of C. pubescens for the same microorganisms studied in this work
ranged from 500 pg mL™ to 2000 pg mL™ [9]. Oils of Leptospermum scoparium, Melaleuca
alternifoia, Eucalyptus radiata e Lavandula officialis inhibited the growth of S. mutans, S.
sobrinus, A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis and F. nucleatum with MICs ranging from
300 pg mL™ to 10000 pg mL™ [6] The essential oil of Artemisia iwayomogi was evaluated
against fifteen oral bacteria, and inhibitions occurred with values between 100 pg mL™ to 3200
ng mL™, except for P. gingivalis with an MIC of 50 ug mL™ [8]. Using a concentration of 62.5
nug mL™, leaf and bark oils of C. bakeriana inhibited the growth of S. mutans, principal
etiological agent of dental caries. The results are even more promising because both oils
exhibited higher toxicity to the microrganisms than to Vero cells at the same concentration. A
comparison of the cytotoxicity to Vero cells and antimicrobial activity was performed using the
selectivity index, which was calculated by the logarithm of the ratio of cytotoxic concentration
(ECs0) and the MIC value for microorganisms (SI = log [ECso] / [MIC]). A positive value
represents higher selectivity against microorganisms than toxicity to Vero cells, and a negative
value indicates a higher toxicity to Vero cells than to bacteria [25]. The selectivity index for the
leaf oil at inhibitory concentrations of 62.5 pg mL™ and 125 pg mL™* were 0.38 and 0.08
respectively and for the bark oil in the same concentrations were 0.28 and -0.021 respectively.
For the oil wood the obtained Sl indexes were -0.73 and -1.03 at the concentrations of 500 and
1000 pg mL™ respectively, indicating greater toxicity to Vero cells and low activity against oral
pathogens. According to the MIC values and selectivity indexes, the leaf oil showed promising
antibacterial activity while displaying low cytotoxic effect to Vero cells.

3. Experimental

3.1 Plant material
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Different parts of C. bakeriana (leaf, bark and wood) were collected in June 2011 at the
Federal University of Uberlandia, Minas Gerais, Brazil (18°55'8.95"S; 48°15'34.01"W). The
plant is located in the Cerrado area (savannah). The plant was identified by a specialist, and a
voucher specimen was deposited in the Uberlandenses Herbarium, under number 63584, in
Uberlandia.

3.2 Essential oil isolation

Flesh leaves, barks and wood of C. bakeriana were separately cut and about 400 grams of
each part was extracted by hydrodistillation using a Clevenger-type apparatus for four hours. The
oil obtained was extracted with 5.0 mL of dichloromethane, the organic layer was separated and
this fraction was dried with anhydrous sodium sulfate, filtered and kept in a closed vial under
refrigeration (-10 °C) for further analysis. The percent yield was calculated relative to the dried
mass of the initial sample.

3.3 Analysis of the essential oils

The oil was analysed by a gaseous chromatograph coupled to a mass spectrometer (GC-MS)
Shimadzu brand, model CG-17A/QP-5000, equipped with a 30-m DB-5 capillary column. The
carrier gas used was helium at a flow rate of 1 ml/min, detector and injector temperatures were
220° and 240° C, respectively, and the injection volume was 1 ul and the split ratio was 50:1. The
oven temperature was programmed from 60 to 240 °C at 3 °C/min. The electron impact energy
was set at 70 eV and fragments from 40 to 650 m/z were collected. The quantification of oils
were performed in a Shimadzu brand CG/flame ionization detector (CG/FID) model 2014 under
the same conditions employed in the CG/MS, using No/Air/H; as burning and carrier gas.

3.4 Identification of the constituents

Identification of each individual constituent of the essential oils was achieved based on
Arithmetic Index on DB-5 in reference do standard compounds; and by comparison of their mass
spectral fragmentation patterns (NIST database/ChemStation data system and Wiley
library/ChemStation data system of mass spectral database) [26,27]. For calculation of arithmetic
indexes for linear Cg-Cyo alkanes were calculate by equation based on alkane standards: Al (x) =
100 P, + 100[(t (X) —t (P,)) / t (P,+1) — t (P2))]; where x: compound at time t; P,: alkane before X;
and P . 1: alkane after x [26].

3.5 Microbial strains

The tested strains were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC). The
following microorganisms were used in the present work: aerobic Streptococcus mutans (ATCC
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25175), Streptococcus mitis (ATCC 49456), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) and
Agregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43717) and anaerobic Fusobacterium nucleatum
(ATCC 25586), Bacteroides fragilis (ATCC 25285), Actonomyces naeslundii (ATCC 19039) and
Porphyromonas gingivalis (ATCC 48417).

3.6 Antimicrobial activity

The MIC (minimal inhibitory concentration) value is the lowest concentration of the
compound, extract or oil capable of inhibiting microorganism growth. The essential oils of
different parts of C. bakeriana were determined in triplicate by using the microdilution broth
method in 96-well microplates [28]. Samples were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO;
Synth) at 8000 ug mL™, followed by dilution in tryptic soy broth (Difco) for aerobic and
Schaedler broth (Difco) supplemented with hemin (5.0 pg mL™") and vitamin K1 (10.0 ug mL™")
for anaerobic; concentrations tested ranged from 2000 to 10 pg mL™. The final DMSO content
was 4% (v/v), and this solution was used as a negative control. The inoculum was adjusted for
each organism, to yield a cell concentration of 5 x 10° colony forming units (CFU) per mL,
according to NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standard) [29]. The
microplates (96 wells) with the aerobic microorganisms were closed with a sterile plate sealer
and incubated aerobically at 37 °C for 24 h. The anaerobic microorganisms were closed with a
sterile plate sealer and incubated for 48-72 hours in an anaerobic chamber (Don Whitley
Scientific, Bradford, UK), in 5-10% H,, 10% CO,, 80-85% N, atmosphere at 37 °C. After that,
resazurin (30 pL) in aqueous solution (0.01%) was added to the microplates, to indicate
microorganism viability for the determination of minimal inhibitory concentration [28].
Chlorhexidine dihydrochloride (CHD) was used as a positive control, and the concentrations
ranged from 0.0115 pg mL™? to 5.9 ug mL™. The controls of sterility of TSB and Schaedler
broths, control culture (inoculum), chlorhexidine dihydrochloride sterility, sterility of the extracts
and control DMSO were performed.

3.7 Cytotoxic activity

Samples of the essential oils were dissolved in methanol and diluted in culture medium
DMEM supplemented until form a solution with a concentration of 640 pg ml™. The cell viability
test was performed with Vero ATCC CCL 81 cells (kidney fibroblasts African green monkey).
For evaluation of cytotoxicity was used microplate dilution method. A solution was prepared
containing 1.10° cells in 10 pL DMEM supplemented, 100 pL of this was pipetted into each well
and then the plate was incubated for 6 hours at 37 °C with humidified atmosphere and 5% CO,,
occurring cell adhesion in the well. Once attached, the culture medium was removed and added
solutions of the samples at concentrations of 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 and 4 ug mL™, starting
from the initial solution of DMEM. The final volume in each well was 100 pL and the
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concentration of cells present in each well was 1.10* cells. The final concentration of methanol in
each well did not exceed 3%. Controls growth, negative (100% lysed cells), solvent (methanol)
and samples were also prepared. The plates were incubated for 48 hours at 37 ° C with
humidified atmosphere and 5% CO,. After, 10 uL of developing solution of 3 mM resazurin in
PBS was added to each well [30] and the plate was incubated again for 24 hours under the same
conditions. Readings of absorbance at 590 nm was performed in a microplate spectrophotometer.
The assays were carried out in triplicate and the results of the absorvances for each concentration
tested were calculated according to the growth control. The ECs (concentration at which 50% of
the cells are viable) was calculated by a dose-response graph nonlinear regression [31].

3.8 Statistical Analysis

All data on the biological tests were submitted to treatment ANOVA with a significance level
of 5%, using the Tukey method in GraphPad Prism 5.

4. Conclusions

The essential oils of C. bakeriana leaves and barks have shown promising activity against oral
pathogens, including aerobic and anaerobic bacteria. Saturated and unsaturated aliphatic alcohols
and aldehydes and terpenes or synergistic interactions between the major and minor constituents
within the oils could be responsible for the inhibitory effects. The oil leaves indicated higher
selectivity against oral pathogens than toxicity to Vero cells in the concentrations that inhibited
the growth of most microorganisms evaluated. Our results indicated that some active components
are present in oils, so this makes them particularly interesting for future studies and development
of novel antimicrobial agents.
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