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RESUMO

O Cerrado é uma regido cuja riqueza bioldgica é singular, sendo formado por cerca de
10 mil plantas. No estudo da flora, a etnobotanica se destaca por compreeder a interacao
da sociedade com as plantas. Nesse contexto, o grupo de pesquisa da Profa. Dra.
Vanessa Pasqualotto vem realizando estudos etnobotanicos em colaboragdo com a
comunidade Coqueiros, visando o resgate e a valorizacdo dos saberes populares sobre
plantas medicinais, dentre as quais se destaca a espécie Kielmeyera coriacea, foco deste
estudo. Neste estudo foram entrevistados 37 membros, em que 76% indicam K.
coriacea para o tratamento de infec¢Oes, reumatismo, leucemia, dor no dente, dentre
outras. Assim, foi realizado o estudo quimico do extrato etandlico da raiz (EER) desta
espécie, objetivando caracterizar seus metabdlitos secundarios, uma vez que ndo ha
relatos quimicos na literatura para esta parte da planta. Ademais, foi avaliado os
potenciais antioxidante, antimicrobiano e antitumoral de K. coriacea. A partir da
extracdo liquido-liquido de EER foram obtidas as fracdes hexano (FH), acetato de etila
(FAE) e hidroalcodlica (FHA); pelo fracionamento da FAE foi isolada a substancia 3-
hidroxi-2,4-dimetoxixantona. O estudo do perfil quimico foi realizado por CLAE-EM,
identificando-se compostos majoritarios como &-tocotrienol, acilforoglucinol prenilado,
2-hidroxi-1-metoxixantona e quercitrina. EER, FH, FAE, FHA e suas subfracGes, bem
como a substancia isolada foram submetidos aos ensaios bioldgicos. FHA apresentou
acdo antioxidante com ECso de 201,53 pg mL™. EER e a subfragdo FH-10, proveniente
do fracionamento de FH, inibiram o crescimento bacteriano de Streptococcus pyogenes
e S. pneumoniae (Concentragdo Inibitoria Minima de 6,25 e 1,56 pg mL7,
respectivamente); EER também inibiu o fungo Candida glabrata na 7,81 pg mL. Por
fim, FH, FAE e FH-10 apresentaram efeito antitumoral frente a célula HeLa, a qual est4
relacionada ao cancer do coélon do Gtero (ICso de 2,5, 2,5 e 0,89 ug mL?,
respectivamente). Ao correlacionar os dados quimicos com biologicos, tem-se que as
subfracbes FAE-4.7.3, proveniente do fracionamento de FAE, e FH-10 s&o constituidas
por  substdncias como  4-hidroxi-2,3-metilenodioxixantona,  3-hidroxi-1,2-
dimetoxixantona, lupeol, acilforoglucinol prenilado e a quercitrina, as quais poderiam
estar associadas ao potencial bioldgico encontrado. Portanto, o conhecimento adquirido
neste estudo contribuiu para a ampliagdo dos saberes quimico-bioldgicos de K.
coriacea.

Palavras-chave: Kielmeyera coriacea, xantona, potencial bioldgico.



ABSTRACT

Cerrado is a region whose biological richness is unique, being formed by about 10
thousand plants. The flora study, ethnobotanic stands out for understanding of the
interaction of society whit plants. In this view, teacher Dr. Vanessa Pasqualotto research
group’s has been carrying out ethnobotanic survey in collaboration with the Coqueiros
community, with the objective of recovering and valuing the popular knowledge about
medicinal plants, among which the Kielmeyera coriacea species, the focus of this study,
stands out. In this group, 37 members were interviewed, of which 76% indicate K.
coriacea for the treatment of infections, rheumatism, leukemia, tooth pain, among
others. Thus, the chemical study of ethanolic extract of roots (EER) of this species,
aiming at to characterize its secondary metabolites, since there are no chemical reports
in the literature for this part of the plant. In addition antioxidant, antimicrobial and
antitumor potential of K. coriacea were evaluated. From the liquid-liquid extraction of
EER the hexane (FH), ethyl acetate (FAE) and hydroalcoholic (FHA) fractions were
obtained; by the fractionation of FAE, the substance 3-hydroxy-2,4-dimethoxyxanthone
was isolated. Additionally, a fingerprint study was performed by LC-MS technique,
identifying major compounds such as d&-tocotrienol, prenylated acylphoroglucinol, 2-
hydroxy-1-methoxyxanthone, quercitrin. EER, FH, FAE, FHA, its subfractions and the
isolated substance were submitted to biological tests. FHA presented antioxidant action
with ECso de 201,53 ug mL?. EER and FH-10 subfraction from FH fractionation,
inhibited the bacterial growth of Streptococcus pyogenes and S. pneumoniae (Minimum
Inhibitory Concentration of 6.25 and 1.56 ug mL™, respectively); EER also inhibited the
fungus Candida glabrata in 7.81 pg mL™. Finally, FH, FAE and FH-10 presented an
antitumor effect against the HelLa cells, which are related to cervical cancer (ICso of 2.5
nug mL?t, 2.5 ng mL* and 0.89 pg mL?, respectively). When correlating the chemical
and biological data, it is possible that the FAE-4.7.3 subfractions, from the fractionation
of FAE, and FH-10 are constituted by substances such as 4-hydroxy-2,3-
methylenedioxy xanthone, 3-hydroxy-1,2-dimethoxy xanthone, lupeol, prenylated
acylphoroglucinol and quercitrin, which could be associated with the biological
potential found. Therefore, the knowledge acquired in this study contributed to the
expansion of the chemical-biological knowledge of K. coriacea.

Keywords: Kielmeyera coriacea, xanthone, biologic potential.
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1. INTRODUCAO
1.1 Cerrado

Dominio é um conjunto de ecossistemas que funcionam de forma estavel, sendo
caracterizado de acordo com o clima, fitofisionomia, biodiversidade, umidade,
vegetacdo, solo e altitude. Devido a extensdo territorial do Brasil e a presenga de climas
e vegetacdo variados, 0 mesmo € composto por seis dominios: Amazonia, Cerrado,
Mata Atlantica, Caatinga, Pampa e Pantanal (MARINHO et al., 2014; RIBEIRO;
FONSECA,; SILVA, 2001).

O Planalto Central do Brasil é coberto principalmente por Cerrado (FIGURA
1.1, pg.1), um gradiente fisiondmico que abrange pastagem, savanas, florestas tropicais
e cerraddo (MIATO; WRIGHT; BATALHA, 2016). O Cerrado é o segundo maior
dominio da América do Sul, ocupando uma éarea inicial de 2.036.448 km? (FIGURA
1.2, pg.2), aproximadamente 22% do territorio brasileiro. Ele fornece 160.000 espécies
de plantas, animais e fungos, sendo reconhecido como a savana mais rica do mundo, em
que cerca de 12 mil espécies de plantas sdo catalogadas com o uso medicinal (DE
AQUINO et al., 2013; MARINHO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014).

FIGURA 1.1: Cerrado brasileiro
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Fonte: http://portalsuaescola.com.br/tipos-de-vegetacao-no-brasil/



FIGURA 1.2: Representacédo da extenséo do Cerrado brasileiro
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Fonte: http://geoconceicao.blogspot.com.br/2012/05/cerrado-brasileiro.html

Cerrado é uma palavra de origem espanhola que significa fechado, sendo que o
termo se refere a caracteristica geral da vegetacdo arbustivo-arborea que ocorre na
formacdo savanica. O termo € utilizado tanto para designar tipos de vegetacdo (tipos
fitofisiondmicos) quanto para definir suas formas (formagdo fitofisiondmica)
(CARVALHO, 2006). E uma regido onde o clima é predominantemente tropical,
apresentando uma vasta riqueza biologica, possuindo mais de 12.000 espécies de
plantas, em que pelo menos 30% sdo endémicas dessa area (KLINK, MACHADO,
2005; SANO; DE ALMEIDA; RIBEIRO, 2008).

Esse dominio abrange os estados de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Rondobnia, Tocantins, Maranhdo, Parand, Piaui, Bahia, Minas Gerais, S8 Paulo e
Distrito Federal. E caracterizado pela presenca de inverno seco e verdo chuvoso, um
clima classificado como tropical chuvoso (NOVAES et al., 2013; WALTER, 2006).

O Cerrado é um dos ambientes mais ameacados do mundo, apesar do Seu
tamanho e importancia. Segundo o Ministério do Meio Ambiente, dentre os 2.036.448
km? de vegetagcdo nativa restam apenas cerca 22%. A expansdo da atividade
agropecuaria pressiona cada vez mais as areas remanescentes. Essa situacdo faz com

que a regido seja considerada um “hotspot” de biodiversidade e desperte especial
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atencdo para a conservagao dos seus recursos naturais, ou seja, uma regido marcada por
sua elevada biodiversidade endémica, mas que se encontra ameacada de extingédo
(RODRIGUES et al., 2014; ROSOLEN et al., 2015).

Entre outros prejuizos ao ecossistema, sabe-se que a perda de biodiversidade
colabora sobremaneira na reducdo da capacidade de reconstituicio do mesmo. Vale
ressaltar o papel bioldgico importante da microfauna e microflora presentes nos
ambientes agroecoldgicos (ROSOLEN et al., 2015).

A flora do Cerrado ainda é pouco explorada com estudos quimicos e biolégicos
voltados a identificacdo de plantas Uteis, principalmente quando comparada a
diversidade e a area ocupada. As informacdes escassas sobre a mesma acarretam em
perda de conhecimento sobre a utilizacdo de plantas para uso medicinal (GUARIM-
NETO; MORAIS, 2003), pois sabe-se que as plantas possuem propriedades diversas o
que confere a elas a possibilidade de seu uso, por exemplo, no tratamento de doengas.

O uso de plantas no tratamento de doencas infecciosas € comum desde 0s
tempos antigos, evidenciando seu grande potencial na pesquisa. Este potencial pode ser
explicado pela grande variedade e complexidade de metabolitos secundarios
sintetizados pelas plantas como resultado de mecanismos adaptativos e de defesa contra
insetos, animais e microrganismos. Dessa forma, as plantas sdo consideradas como um
grande laboratdrio de sintese organica (OJIMA, 2008).

As atividades bioldgicas das espécies vegetais do Cerrado ainda sdo pouco
exploradas, apesar da grande diversidade de metabdlitos secundarios. A ampla
variedade de plantas, pouco avaliadas biologicamente, proporciona indmeras
possibilidades de estudos na busca de moléculas com atividade biolégica (MOURA,
2012).

Uma das plantas nativas da regido supracitada é a K. coriacea, a qual apresenta
substancias como xantonas, flavonoides, cumarinas, esteroides e triterpenoides, que
podem atuar como substancias bioativas (CORTEZ; MARSTON; HOSTETTMANN,
1999; DE AQUINO et al., 2013).

Assim, o gerenciamento e a promocdo do desenvolvimento sustentavel do
Cerrado constituem em uma tarefa ardua e de extrema responsabilidade. A
biodiversidade brasileira representa para populacdo, em especifico para o0s
pesquisadores brasileiros, uma regido de importancia cientifica, social, econémica,
cultural e ambiental relevante, a qual se busca como um objetivo Unico o

desenvolvimento sustentavel e a preservacdo de um ecossistema téo diversificado e rico.
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Essa diversificacdo por si justifica a variedade de familias de plantas existentes no pais,
as quais ainda precisam ser exploradas (DE MESQUITA et al., 2009).

1.1.1 Familia Calophyllaceae

A familia Calophyllaceae é encontrada em sua maior parte no Cerrado, sendo
composta por 14 géneros e 460 espécies em toda sua distribuicdo (STEVENS, 2012);
apresenta um elevado potencial medicinal, ornamental, ecologico e econdmico.

As familias Hypericaceae, Clusiaceae e Calophyllaceae eram organizadas,
inicialmente, em uma Unica familia, a Guttiferae. Os géneros e as espécies que
atualmente sdo da familia Calophyllaceae eram incluidos na familia Clusiaceae.
Contudo, a partir de estudos filogénicos, notou-se que havia géneros distintos em uma
unica familia a Clusiaceae. Assim, houve uma separacdo, e géneros que estavam
incluidos na familia Clusiaceae tiveram uma nova organizacao e classificacdo, passando
assim para familia Calophyllaceae e outras classificacdes proprias (RUHFEL, 2011).

Com os primeiros trabalhos publicados pelo Angiosperm Phylogeny Group
(APG, 1998), a proposta da primeira &rvore filogenética foi baseada na organizacéo das
angiospermas, uma vez que a familia Clusiaceae incluia a Hypericaceae e a
Calophyllaceae e ambas estavam contidas na ordem Malpighiales. No APG 11 (2003),
Hypericaceae e Clusiaceae tornam-se independentes. JA no APG |1l (2009), a subfamilia
Kielmeyeroideae foi separada da familia Clusiaceae e elevada a Calophyllaceae
(ALKIMIM, 2014; RUHFEL; STEVENS; DAVIS, 2013). Concluiu-se que na
Clusiaceae somente poderiam ser incluidos os géneros reconhecidos em Calophyllaceae,
se também fossem incluidos os géneros das familias Bonnetiaceae, Hypericaceae e
Podostemaceae (SOUZA, LORENZI, 2012).

A familia foi denominada de Clusiaceae por ndo constituir um grupo
monofilético. Dentre as clusioides (Malpighiales), a organizacdo ficou da seguinte
forma: a ordem Malpighiales dividida em dois clados, sendo um formado por
Clusiaceae e Bonnetiaceae, € o0 outro por Calophyllaceae, Hypericaceae e
Podostemaceae (ALKIMIM, 2014; RUHFEL; STEVENS; DAVIS, 2013; SANTOS;
SANTO; RAPINI, 2015).

A familia Calophyllaceae conta com os seguintes géneros: Calophyllum,
Caraipa, Clusiella, Endodesmia, Haploclathra, Kayea, Kielmeyera, Lebrunia,

Mahurea, Mammea, Marila, Mesua, Neotatea e Poeciloneuron, com distribuicao
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pantropical. No Brasil, sdo encontrados oito géneros e aproximadamente 80 espécies,
sendo elas endémicas com uma proporcéo de 73%, onde 13 s&o apontadas como raras
(ALKIMIM, 2014; BARBOSA, 2015; SANTOS; SANTO; RAPINI, 2015).

1.1.1.1 Kielmeyera coriacea

O género Kielmeyera Mart. & Zucc. (Calophyllaceae) é endémico da América
do Sul, incluindo 48 espécies, macicamente distribuidas no Cerrado e na Mata
Atlantica, sendo de grande importancia ecoldgica. No Brasil, este género apresenta
alguns taxons de dificil identificacdo, dentre eles estdo as espécies pertencentes ao
complexo K. coriacea (ALKIMIM, 2014; SANTOS; SANTO; RAPINI, 2015; TRAD et
al., 2013).

Em um levantamento da flora lenhosa de 376 areas em todo o Cerrado, apenas
38 espécies estiveram presentes em mais de 50% dessa area, sendo K. coriacea uma
delas (ALKIMIM, 2014). Essa planta € arborea, caducifolia e conhecida popularmente
como pau-santo. Quando adulta atinge uma altura média de 3-6 m, com ramos glabros,
tricomas simples, latex amarelo e tronco bastante suberoso. Possui folhas simples e
coriéceas, as quais ficam concentradas no apice dos ramos. As flores sdo constituidas
por pétalas alvas a levemente rosadas e estames amarelos em grande numero;
geralmente sdo vistosas, perfumadas e coloridas, podendo ser atrativas as abelhas,
besouros e demais insetos (FIGURA 1.3, pg. 5). Além disso, produz anualmente grande
quantidade de sementes vidveis que sdo disseminadas principalmente pelo vento e
também é conhecida por ser produtora de cortica (ALKIMIM, 2014; BIESDORFA,
CORTEZ; AUDI, 2012; RIOS; MORI; BARBOSA, 2011).

A <R .,
Fonte: https://www.flickr.com/photos/mercadanteweb/5114606233
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Para a espécie K. coriacea h4 trabalhos que reportam sua caracteriza¢do quimica
e acdo bioldgica (CALEARE et al., 2013; CORTEZ; MARSTON; HOSTETTMANN,
1999; MOURA, 2012; SELA et al., 2010). Contudo, existe uma escassez no gque tange
ao estudo etnobotanico, o qual é baseado no uso de plantas medicinais utilizadas por um
determinado grupo de pessoas ou comunidades rurais, incluindo suas crencas e préaticas
culturais (LIMA et al., 2012).

1.2 Etnobotanica

Etnobotanica € uma ciéncia multidisciplinar que estuda a inter-relacdo entre
povos tradicionais com as plantas e 0 modo como eles utilizam esses recursos vegetais.
(MONGALO et al., 2016). Com o conhecimento etnobotanico, é possivel identificar
potenciais para novas aplicacfes de plantas com propriedades farmacoldgicas que
podem ser investigadas cientificamente e consequentemente ser decisivas para 0
tratamento e/ou controle de doencas (LIMA et al., 2012; MISHRA et al., 2016).

Devido ao uso generalizado de plantas medicinais tradicionais e a ampla
aceitacdo de medicamentos a base de plantas, grandes estudos em farmécia e areas afins
sdo recomendados para fornecer informacdes as industrias farmacéuticas na fabricacao
de novos medicamentos (ROUHI-BOROUJENI; ASADI-SAMANI; MORADI, 2016).

Um desses estudos é a bioprospeccdo, que busca a descoberta de compostos
bioativos com origem botéanica. Por exemplo, a aspirina (Filipendula ulmaria L.
Maxim), a colchicina (Colchicum autumnale L.), a digoxina e a digitoxina (Digitalis
purpurea L.), e o tetrahidrocanabinol e canabidiol (Cannabis sativa L.) sdo drogas bem
conhecidas que foram desenvolvidas a partir de informacdes etnoboténicas. Além disso,
registros etnobotanicos também levaram ao isolamento da artemisinina (Artemisia
annua L.), um medicamento antimalarico importante, cuja relevancia foi reconhecida
com a premiacdo do Nobel 2015 de Fisiologia e Medicina (GARNATJE; PENUELAS;
VALLES, 2017; PARRA; QUAVE et al., 2017).

Na etnobotanica dados de como as pessoas de uma cultura, etnia ou uma regiao
usam as plantas nativas de suas regides sdo obtidos. Tradicionalmente, essa riqueza de
conhecimento foi transmitida oralmente de geracdo em geracdo, sem qualquer
documento. No entanto, devido a falta de interesse entre as geragdes, bem como a sua
tendéncia para migrar para cidades, a possibilidade de perda dos saberes é latente. Dessa

forma, os estudos etnobotanicos destacam-se por manter a conservagdo e a
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disseminacdo desse conhecimento (KALADEVI; PREETHA, 2015; ROUHI-
BOROUJENI; ASADI-SAMANI; MORADI, 2016).

Nesse contexto, este trabalho buscou informacgdes importantes fundamentadas
nos conhecimentos populares sobre K. coriacea, afim de correlacionar com 0s ensaios
bioldgicos e coletar informacBes essenciais para a continuidade da pesquisa. Sendo
assim, foi realizada uma analise de dados de um estudo etnoboténico feito pela
doutoranda Nubia Alves Mariano Teixeira Pires Gomides do Programa de Poés-
Graduacao em Biodiversidade e Biotecnologia da Rede Pro-Centro-Oeste e participante
do grupo de pesquisa em Produtos Naturais da UFG/Regional Goiania.

A anélise deste estudo revelou uma variedade de plantas medicinais utilizadas
pela Comunidade Coqueiros na prevencao e cura de inimeras doencas. A Comunidade
Coqueiros situa-se a 15 km de Cataldo-GO, e a faixa etaria dos moradores é de 40 a 70
anos, sendo que os mesmos fazem uso das plantas medicinais na cura de suas
enfermidades.

Para a coleta de dados foram utilizados dois métodos: a entrevista etnobotéanica e
a observacdo/participacdo, sem o preenchimento de questionarios (RODRIGUES,
2007). Foram extraidas deste estudo apenas as informacdes sobre o uso popular de K.
coriacea. Dos 37 entrevistados, 76% deles afirmaram que conhecem K. coriacea,
identificada por eles como pau-santo, por ser utilizada para o tratamento de alguma
enfermidade. E importante ressaltar, que a planta em estudo foi a mais citada por esses
entrevistados, fato que contribuiu para a continuidade da pesquisa com a mesma. Os
dados mais importantes dos usos medicinais obtidos pelos entrevistados forma cedidos
pela doutoranda Nubia Alves Mariano Teixeira Pires Gomides e Sd0 expressos no
(QUADRO 1.1, pg.8).



QUADRO 1.1: Levantamento etnobotanico de K. coriacea realizado na Comunidade

Coqueiros (GO) (continuagao)

Idad Indicacio d Parte da
aae Sexo ndicagao de uso planta Forma de uso
(anos) medicinal 1
utilizada
. apurar com leite e utilizar
leucemiae N
64 . entrecasca pequenas porgoes
anemia L
diariamente
. . amassar e colocar de
masculino gastrite e . .
A galho fino molho na agua por 24
dor de estbmago
horas
74 anemia e entrecasca e ché das partes em
leucemia folhas conjunto
dor na gengiva,
- entrecasca o
72 feminino dor de dente e mastigacao
- fresca
carie
Aurtrite, artrose,
anemia, leucemia | entrecasca ou amassar e deixar de
e infeccOes folhas molho, posteriormente
intestinais tomar
cicatrizacdo fazer o emplasto
60 apurar com leite e utilizar
gastrite pequenas porcoes
diariamente
55 gastrite, anemia e entrecasca amassar e fazer a infuséo
leucemia com agua
o fazer um melado e utilizar
cicatrizacéo
como emplasto
66 L
dor de dente mastigacdo
gastrite galho fino moer e fazer um melado
50 masculino dor nos rins infusdo
20 todos os tipos de entrecasca
infeccOes ché
reumatismo e entrecasca ou
53 .
gastrite folhas
infeccdes de
utero, infecgdes
59 de intestino, dor infusdo
nos rins e entrecasca
reumatismo
o fazer um melado e utilizar
66 cicatrizagédo
como emplasto
. entrecasca ou .
53 vermifugo cha
folhas
52 antibidtico mastigacdo
. ~ apurar com leite e utilizar
- infeccOes entrecasca P N
80 feminino . g pequenas porgoes
intestinais

diariamente




QUADRO 1.1: Levantamento etnobotanico de K. coriacea realizado na Comunidade

Coqueiros (GO) (concluséo)

— Parte da
Idade Indicagéo de uso Forma de uso
Sexo . planta
(anos) medicinal 1
utilizada
80 feminino dor de dente entrecasca mastigacédo
: ] entrecasca ou .
53 masculino vermifugo folhas cha
52 antibidtico mastigacdo
. ~ apurar com leite e utilizar
Infeccoes equenas porgoes
80 feminino intestinais pequenas porg
diariamente
dor de dente mastigacdo
antibistico entrecasca amassar e faze_r a
67 garrafada com pinga
dor de dente mastigacao
masculino P fazer um melado e utilizar
cicatrizagdo
como emplasto
63 dor nos rins e
todos os tipos de infusdo
infeccdes

Como j& reportado, a K. coriacea é bastante utilizada pela Comunidade
Coqueiros, nas mais diversas enfermidades, sendo a entrecasca e as folhas as partes
mais utilizadas. No entanto, tais partes ja tém sido investigadas pelo grupo de pesquisa
do qual a mestranda fez parte, apresentando propriedades antiulcerogénica,
antimicrobiana e enzimatica.

Assim, instigou-se a realizacdo do estudo quimico-bioldgico do extrato etanolico
da raiz de K. coriacea, visando averiguar as propriedades bioldgicas promissoras
associadas a quimica da mesma.

Paralelamente, foi realizado um estudo bibliométrico do género Kielmeyera,

visando conhecer 0os metabolitos secundarios ja isolados e/ou identificados do mesmo.

1.3 Bibliometria
1.3.1 Conceitos

A bibliometria é um estudo que associa um conjunto de técnicas aplicadas aos
métodos estatisticos e matematicos para analisar dados associados a um determinado

conhecimento. O estudo segue uma légica da amostragem para assim obter informacdes



a partir de um levantamento bibliografico, bem como conclusdes acerca de uma busca
(ZHANG et al., 2017).

Os métodos bibliométricos possuem diversas aplicacGes, sendo elas: a avaliacao
de uma instituicdo de pesquisa; uma revisao sistematica da literatura; identificar as
tendéncias e o crescimento do conhecimento em uma area, bem como o surgimento de
novos temas; identificar as revistas em destaque; prever as tendéncias de publicacéo;
analisar a produtividade de autores, organizacdes, paises e suas correlacdes; analisar 0s
processos de citagdo e co-citagdo e comparar 0 estudo comum entre universidades. Por
fim, na bibliometria, a anélise de citacdes permite a identificacdo e descricdo de uma
série de padrbes na producdo do conhecimento cientifico e seus impactos, procedéncia
institucional dos autores mais influentes em um determinado campo de pesquisa e o tipo
de documento mais utilizado (ARAUJO, 2006; VANTI, 2002).

O uso de técnicas bibliométricas contribui de forma decisiva em situacdes que 0s
recursos estdo escassos, como por exemplo, quando um bibliotecério precisa resolver
que titulos ou publicacdes periddicas podem ou ndo ser suprimidas em uma biblioteca.
Ele podera utilizar dessas técnicas para predefinir uma lista de publicacdes periodicas
prioritarias, autores relevantes, revistas importantes e prever a demanda futura. E
fundamental ter esse controle e organizagdo, pois assim minimiza o tempo de busca,
além de relacionar temas de suma importancia, facilitando a escrita e analise de dados.
Os indices bibliométricos também servem de base para avaliar a produtividade e a
qualidade da pesquisa dos cientistas (VANTI, 2002).

A avaliacdo de uma instituicdo de pesquisa e uma revisdo sistematica da
literatura se destaca, pois, ambas visam o mapeamento da produtividade cientifica de
periodicos, autores e a representacao da informacéo obtida (DU; TANG, 2014).

A revisdo sistematica é constituida por uma analise critica de um determinado
tema, a partir de dados da literatura, seguindo um método cientifico capaz de avaliar o
grau de replicabilidade e validade dos resultados. E importante destacar que a revisio
sistematica ndo € um conjunto de comentarios sobre 0 que se pesquisa, nem mesmo a
obtengdo do resumo de cada artigo (MORIOKA, 2014). Nesse contexto, destaca-se a

diferenga entre a revisdo sistematica e a néo sistematica (QUADRO 1.2, pg.11).

10



QUADRO 1.2: Caracteristicas de dois tipos de revisdes bibliogréficas

Revisdo sistematica Revisdo ndo-sistematica

e Andlise da literatura utilizando método E um tipo de revisdo amplamente

cientifico; aceito;

e Busca restrita por referéncias com | e Utilizada para vérios tipos de
analise quantitativa e qualitativa; pesquisas;

e Conhecimento adequado, mesmo com | e O levantamento bibliografico requer
sobre 0s

baixo conhecimento inicial artigos e referéncias encontradas ou

assuntos tratados na literatura; indicadas por terceiros;
o Utilizacdo de softwares para andlise dos | e Utilizacdo de artigos de forma
dados, mas valorizando a andlise do aleatdria e sem coeréncia.

pesquisador.

*Adaptado: MORIOKA, 2014.

O estudo bibliométrico utiliza analises estatisticas para descrever as
caracteristicas importantes de artigos dentro de um determinado tépico ou campo. Ele se
resume em quatro etapas: definicdo da amostra, estatistica descritiva, analise de redes e
analise de contetdo (FLUXOGRAMA 1.1, pg.11).

FLUXOGRAMA 1.1: Caracterizacdo do estudo bibliométrico

Estudo
bibliométrico

Definicdo da Estatistica - Andlise de
amostra descritiva Andlise de redes contetdo
| ] | | | | | |
Correlacdo de Correlacdo de Correlacdo de Rede de co-
palavras-chaves revistas universidades citagdo
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A definicdo da amostra consiste em listar palavras-chave relacionadas ao estudo
realizado. Nela se inicia o levantamento bibliografico realizado em base de dados
especifica para o tema e delimita artigos a serem referenciados. A principio, essa busca
deve ser realizada de forma rigorosa e coerente com o estudo, pois ela sera o ponto de
partida para as demais etapas. Posteriormente, sdo avaliados o titulo, as palavras-chave
e 0 resumo, atentando-se aos sindbnimos e combinacdes de palavra-chave. Caso a busca
contenha um numero extensivo de publicacbes, € possivel fazer um corte temporal,
como por exemplo, restringir para artigos mais recentes (MORIOKA, 2014).

Na estatistica descritiva sdo citadas as principais caracteristicas da amostra,
como uma observacdo minuciosa se a mesma atende o tema desejado. Nessa etapa é
necessario um senso critico do leitor, selecionando o que é relevante e excluindo artigos
que ndo se relacionam com a pesquisa. Podem ser utilizados como apoio, programas
como o Excel ou similares, mas vale ressaltar que a selecdo é realizada manualmente,
com a leitura dos resumos e até mesmo dos artigos na integra. As bases de dados como
o Scifinder, Scopus, PubMed e o Web of Science oferecem ferramentas de apoio para a
busca cientifica. Outro exemplo é a construcdo de graficos e tabelas no Excel para
distribuicio adequada e comparacio desses dados (ARAUJO, 2006; MORIOKA, 2014).

Um ponto positivo das bases de dados Scopus e Web of Science sdo que as
mesmas fornecem o numero de citacdes a cada ano para os artigos. Com esse dado, é
possivel acompanhar a evolucdo da relevancia (em termos de citacdo) de um
determinado tema do artigo. Podem também, ser criados gréaficos de colunas, de barras,
de dispersdo; ou aquele que mais se adequar com o tipo de analise em estudo (DU;
TANG, 2014).

Para a analise de redes, os artigos ja estardo selecionados, sendo possivel realizar
relacbes entre eles, ter nocdo do conteudo e analisar as principais referéncias da
amostra. Essas relacdes sdo feitas por meio de mapas conceituais e redes de correlacao,
com o auxilio de softwares como: o SITKIS + UCINET + NetDraw; o VOSviewer e 0
Cite Space. Na elaboracdo das redes de correlacdo, os programas aceitam saida do ISl
Web of Science, do Scopus e do PubMed (MORIOKA, 2014).

Para a realizacdo da rede de co-citagdo € importante que os dados estejam no
formato desses bancos de dados. Nela, € possivel aumentar e diminuir o nimero de nos
na rede de co-citagdo; e no software consta o numero de referéncias que séo

consideradas num determinado pardmetro (MORIOKA, 2014).
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Dessa forma, a rede de co-citacdo sera criada, e a partir dela, as referéncias seréo
utilizadas para construir o conhecimento da amostra em andlise. No programa também,
ha a op¢do de visualizar a rede por “temperatura”, em “Density visualization”
(MORIOKA, 2014). Por exemplo, em uma rede de revistas e periodicos, as revistas
mais citadas serdo identificadas em cores mais vibrantes como o vermelho, enquanto
revistas menos citadas para aquele assunto, recebem coloragdo de amarelo a verde; ja as
revistas que se correlacionarem possuirdo a mesma cor, sendo com maior ou menor
impacto.

Pela rede de co-citacdo € possivel observar as referéncias mais relevantes, por
serem mais citadas; quais autores se aproximam em seus estudos; sua contribuigdo para
analise do tema como um todo e os principais precursores do estudo. Varias outras redes
também podem ser realizadas, como a de revistas mais frequentes para aquela
amostragem, quais palavras-chave sdo mais comuns para 0s artigos, em que pais se
estuda mais sobre o tema, quais universidades realizam o estudo e quais se relacionam
entre si. Enfim, hd uma variedade de redes que podem ser feitas dependendo do tema e
da finalidade da pesquisa.

Sendo assim, resume-se que a analise de rede traz conhecimentos dos artigos a
serem estudados e possiveis pesquisadores que se assemelham em seus trabalhos. Sao
inimeras informacGes, mas cabe ao pesquisador selecionar e refinar os dados que fazem
parte do raciocinio l6gico do seu estudo, assim como é realizado na analise de dados da
definicdo da amostra (MORIOKA, 2014).

Por fim, a andlise do conteldo realiza o estudo geral, como o método da
pesquisa, 0s principais termos utilizados, seus resultados e as conclusbes para futuras
pesquisas. Nela, h4 uma classificacdo quantitativa de informagdes que necessitam de
reportar dados estatisticos, mas pesquisas mais simples ja se concluem em apenas a
analise de redes. Dessa forma, é perceptivel a vasta aplicabilidade da bibliometria, e que
os dados analisados podem ser alterados de acordo com a amostra utilizada (ARAUJO,
2006; MORIOKA, 2014).

Desde 2015, estudos bibliométricos tém sido utilizados para identificar e analisar
trabalhos com maior reconhecimento, isto é, a maioria dos artigos citados (MORIOKA,
2014). Dessa forma, nota-se a importancia da utilizacdo de técnicas simples, como a
bibliometria para a sistematizacdo de dados e organizacdo das informacdes obtidas em

uma pesquisa.
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Em relacdo ao estudo realizado nesse trabalho, ndo ha esse tipo de anélise para
K. coriacea, o que permite uma inovagdo nos estudos, podendo correlacionar dados
vinculados ao levantamento bibliografico. Sendo assim, a partir da andlise de redes de
correlacdo, foram selecionados os autores principais, e as palavras-chave essenciais para
a busca de novos artigos. Enfim, esse estudo auxiliou de forma significativa na coleta de
informagBes a cerca do estudo quimico, que sdo os metabodlitos isolados e/ou
identificados do género Kielmeyera, além de fornecer dados adicionais e relevantes

sobre o trabalho.

1.4 Metabolitos secundarios do género Kielmeyera

Os metabolitos secundarios podem ser divididos em trés grupos: terpenoides,
compostos fendlicos e compostos nitrogenados (NUNES, 2014). Diante a diversidade
desses metabdlitos em extratos de plantas, foi realizado um levantamento bibliogréfico
sobre 0s metabolitos isolados e/ou identificados do género Kielmeyera. Esse
levantamento consistiu em uma busca sistematica de acordo com a bibliometria, nas
seguintes bases de dados: Scifinder, Scopus, Web of Science e Science Direct,
selecionando artigos até fevereiro de 2017.

1.4.1 Terpenoides

Os terpenoides constituem o maior grupo de metabdlitos secundarios. Eles sdo
derivados do isopreno (C5) e sdo classificados em: monoterpenoides (C10),
sesquiterpenoides (C15), diterpenoides (C20), triterpenoides (C30) e tetraterpenoides
(C40 ou mais) (KAWASE, 2013).

1.4.1.1. Terpenoides isolados e/ou identificados do género Kielmeyera

No QUADRO 1.3 (pg. 15) sdo apresentados os terpenoides isolados e/ou
identificados do género Kielmeyera e relatados na literatura.
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QUADRO 1.3: Terpenoides isolados e/ou identificados do género Kielmeyera

(continuagéo)

Espécie/ Parte da

Autores espécie Substancia
- NAGEM; SILVA, - K. pumila (fruto)

1988 -K. cuspidata Saddi
- SOBRAL et al., (caule)

2009

a-amirina

- SOBRAL et al., - K. cuspidata Saddi

2009 (caule)

- BARBOSA, 2015

- K. coriacea (folha)

BARBOSA, 2015

K. coriacea (folha)

- BARBOSA, 2015
- COQUEIRO, 2010

- K. coriacea (folha)
- K. variabilis (caule)

lupenona
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QUADRO 1.3: Terpenoides isolados e/ou identificados do género Kielmeyera

(concluséo)

COQUEIRO, 2010 K. variabilis (caule)

SILVA;
GOTTLIEB;
MAGALHAES,
1968

K. rosea*

friedelina

* Parte ndo identificada na literatura

1.4.2 Compostos fenoélicos

Os compostos fenolicos apresentam variedade em sua férmula estrutural, a qual
se deve a grande diversidade de combinag¢des que acontece na natureza, sendo algumas
dessas denominadas de polifenois. Estas combinagdes fendlicas podem ser divididas em
classes (QUADRO 1.4, pg.17), dentre as quais se destacam os flavonoides, os acidos
fendlicos, os taninos e os tocoferois como 0s mais comuns antioxidantes fenolicos de
fonte natural (ANGELO; JORGE, 2007).
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QUADRO 1.4: Classe de compostos fenolicos em plantas

Classe do metabolito secundério Formula ger'aI .da
estrutura quimica
Fendlicos simples e benzoquinonas Ce
Acidos hidroxibenzoicos Ce-C1
Acetofenol, acidos fenilacéticos Ce-C2
Acidos hidroxicinamicos e fenilpropanoides Ce-Cs
Naftoguinonas Ce-C4
Xantonas Ce-C1-Cs
Estilbenos, antraguinonas Ce-C2-Cs
Flavonoides, isoflavonoides C6-C3-Ce
Lignanas, neolignanas (Ce-C3)2
Biflavonoides (Ce-C3-Cs )2
Ligninas (C6-C3 )n
Taninos condensados (Ce-C3-Co )n
C = carbono;
Cx, em que x = quantidade de carbonos;
Ce = benzeno

*Adaptado: ANGELO; JORGE, 2007.

1.4.2.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos encontrados em frutas, folhas, sementes e em
outras partes da planta na forma de glucosidios ou agluconas. Sdo compostos de baixo
peso molecular, consistindo em 15 atomos de carbono. Sua estrutura quimica possui
dois anéis aromaticos, denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam
um anel heterociclico, denominado anel C (FIGURA 1.4, pg.17). O anel aromatico A é
derivado do ciclo acetato/malonato, enquanto o anel B é derivado da fenilalanina, pela
rota chiquimato (MARTINS, 2012).

FIGURA 1.4: Estrutura quimica geral dos flavonoides
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As variagOes em substituicdo do anel C padréo resultam em importantes classes
de flavonoides, como flavonois, flavonas, flavanonas, flavanois (ou catequinas),
isoflavonas e antocianidinas (FIGURA 1.5, pg.18). Os flavonoides se destacam devido
seu elevado potencial antioxidante (MACHADO et al., 2008).

FIGURA 1.5: Estrutura das principais classes de flavonoides

flavanona flavanonol flavona
0
(] O e
| °
5 0
flavonol antocianidina isoflavona
0
0 0.
(10 (I ‘
[ oM g 0 O
0
flavan-3-ol

O
OH

1.4.2.1.1 Flavonoides isolados e/ou identificados do género Kielmeyera

No QUADRO 1.5 (pg. 19) sdo apresentados os flavonoides isolados e/ou
identificados do género Kielmeyera e relatados na literatura.
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QUADRO 1.5: Flavonoides isolados e/ou identificados do género Kielmeyera

(continuagéo)

Autores Espécie/ P arte da Substéancia
especie
BARBOSA, :
2015 K. coriacea (folha)
OH
OH
K. variabilis quercitrina
COQUEIRO, (caule)
2010
podocarpusflavona A
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QUADRO 1.5: Flavonoides isolados e/ou identificados do género Kielmeyera

(concluséo)

Autores Especie/ P arte Substancia
da espécie
OH
OH
OH
b OH O HO
COQUEIRO, K. variabilis
2010 (caule)
OH
HO
OH O HO O
quercetina-3-O-galactosideo
1.4.2.2 Xantonas

As xantonas sdo substancias heterociclicas oxigenadas com esqueleto dibenzo vy-
pirona central, o que confere a estas moléculas um arranjo simétrico. O nome xantona
vem do grego, que significa amarelo, sendo esta a cor da maioria destes compostos. Sua
estrutura (FIGURA 1.6, pg. 20) apresenta posi¢des numeradas 1-4 e de 5-8 referentes
aos atomos de carbonos que podem ser substituidos, resultando em uma variedade de

compostos que podem ser isolados de fonte natural ou sintetizados (SOBRAL, 2006).

FIGURA 1.6: Estrutura geral de uma xantona

0]
8 I 1
; 8a 93 2

3
1030 4a
4 4
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As xantonas possuem diversas atividades bioldgicas, tais como anti-hipertensiva,

antitumoral e antioxidante, todas baseadas em suas diversas estruturas (MOURA, 2012).

Os heterociclicos oxigenados desempenham um papel importante na concepcao e na

descoberta de novos compostos farmacologicamente ativos (WOO et al., 2007).

A classificacdo das xantonas é dividida em quatro grupos principais: oxigenadas,

simples, glucosiladas, preniladas e xantonolignoides (FIGURA 1.7, pg.21). As classes

de xantonas oxigenadas simples sdo subdivididas em seis grupos, de acordo com o grau

de oxigenacédo, podendo ser do tipo: mono, di, tri, tetra, penta ou hexa oxigenadas. A

maior parte das xantonas isoladas do género Kielmeyera pertence a classe das

oxigenadas e simples (SOBRAL, 2006).

FIGURA 1.7: Classificagdo das xantonas

Xantona simples
2- hidroxi-3(’),4-dimetoxixantona

OH
0 OCH;
OCHj

Xantonolignoide
kielcorina B

OH

OH
OCHs

Fonte: SOBRAL, 2006

Xantona glucosilada
1,6-di-hidroxixantona-7-O- glucosideo
O OH

GluO H
. @) l

HO

Xantona prenilada
4,8-di(3-metilbutil-2-enil)-1,3,5
trihidroxixantona
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1.4.2.2.1 Xantonas isoladas e/ou identificadas do género Kielmeyera

No QUADRO 1.6 (pg. 22) sdo apresentadas as xantonas isoladas e/ou

identificadas do género Kielmeyera e relatadas na literatura.

QUADRO 1.6: Xantonas isoladas e/ou identificadas do género Kielmeyera

(continuagéo)

Espécie/ Parte da

Autores - Substancia
espécie
O 0]
- NAGEM; - K. pumila (caule) O O P
SILVA, 1988 - K. variabilis HO H
- COQUEIRO et (caule)
al, 2016 o Chs
osajaxantona
OCH3; O
o OH
COQUEIRO etal., K. variabilis 3,4-dihidroxi-6,8-dimetoxixantona
2016 (caule)
0]
| H | OCH,
0] OH
OH
3,4-dihidroxi-2-metoxixantona
OCHj;
-COQUEIRO et
al., 2016 -K. variabilis
-CORTEZ; (caule) O
MARSTON; -K. coriacea
HOSTETTMANN, | (casca do caule)
1999

OCHj

kielcorina
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QUADRO 1.6: Xantonas isoladas e/ou

(continuagéo)

identificadas do género Kielmeyera

Autores Espécie/ Parte da Substancia
espécie
-COQUEIRO et o OCH,
3'05%62 -K. variabilis (caule) OH
MARSTON: K. coriacea O O
HOSTETTMANN, (casca do caule) o
1999

-GOTTLIEB etal.,
1969

- K. ferruginea
(casca e madeira)

-GOTTLIEB et al.,
1969
-PIMENTA et al.,
1964
-PINTO;
MESQUITA;
GOTTLIEB, 1987
-LOPES et al.,
1977
-CORTEZ et al.,
1998
-DUARTE et al.,
1968
-COQUEIRO et
al., 2016

- K. ferruginea
(casca e madeira)
- K. coriacea (folha)
- K. rupestres*
- K. variabilis
(caule)

OCH3 O

5-hidroxi-1,3-dimetoxixantona

-GOTTLIEB et al.,
1970
-ANTONACCIO
et al., 1965

K. excelsa (madeira)

OCH3 O
H;CO |

OH

{z

1-hidroxi-7,8-dimetoxixantona

*parte vegetal ndo indicada na literatura
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QUADRO 1.6: Xantonas isoladas e/ou

(continuagéo)

identificadas do género Kielmeyera

Espécie/ Parte da

Autores , Substancia
espécie
OH O
| H | oH
O
1,7-dihidroxixantona
OH O
| | |
0]
'G(;TTBEOB et 1-hidroxi-7-metoxixantona
ANTONACCIO K. excelsa (madeira)
et al., 1965 OCH3 O
HO i I I
O 9) O
2-hidroxi-1-metoxixantona
]
] ] (] N
3-hidroxixantona
- PIMENTA et Q OH
al.,
1964 -K. coriacea
-LOPES et al., (folha)
1977 -K. rupestres* O OCHs
-DUARTE et al., OH
1968
mesuaxantona A
_GOTTLIEB et O
al., 1969. -K. ferruginea (casca
_GOTTLIEB et - ferrugine
. e madeira) HO
al., 1970; -K. excelsa (madeira) H
-ANTONACCIO ' OCH3 O OH
et al.,1965.

2,8-dihidroxi-1-metoxixantona

*parte vegetal ndo indicada na literatura
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QUADRO 1.6: Xantonas isoladas e/ou identificadas do género Kielmeyera

(continuagéo)

Espécie/ Parte

Autores , - Substancia
da espécie
O OH
: o) ' OCHjs
-PIMENTA et al., 1964 OH
- PINTO; MESQUITA; . ) .
GOTTLIEB, 1987 K. (;olrrllacea -metoxixantona
_LOPES et al., 1977 (folha) OH
|
O
toxiloxantona C
-PIMENTA et al.,
1964
- PINTO; MESQUITA; OCH;
GOTTLIEB, 1987 -K. coriacea O 0
-LOPES et al., 1977 (folha) >
-CORTEZ et al., 1998 -K. rubiflora
-GOTTLIEB,; (cascae H o
MESQUITA; madeira) o)
NAGEM, -K. rupestres*
1971 ) . .
DUARTE et al., 4-metoxi-2,3-metilenodioxixantona
1968
- GOTTLIEB; ]
MESQUITA: 'K'(g‘gg’cr;fLora 0
NA£7ElM, madeira) H OCHj3
_DUARTE et al K. rupestres*
1968 " - K. variabilis
CORTEZ: (caule) o OCHjz
waARSTON; | s or
HOSTETTMANN, 4-hidroxi-2,3-dimetoxixantona
1999
GOTTLIEB: O
MESQUITA; K. rubriflora OH
NAGEM, (casca e
1971 madeira) o

2-hidroxixantona

*parte vegetal ndo indicada na literatura
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QUADRO 1.6: Xantonas isoladas e/ou identificadas do género Kielmeyera

(continuagéo)

Espécie/ Parte da

Autores , . Substancia
espécie
OCH; O OH
GOTTLIEB; HO H OCH
MESQUITA,; . 3
NAGEM., K. rubrlflorg
1971 (casca e madeira)
HO O
1,7-dimetoxi-2,3,8-trihidroxixantona
(0] OH
g | (1
HO 0] OH
PINHEIRO et al., K. variabilis OH ) ) )
2003 (caule) 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-prenilxantona
(0] OH
) ] | o
HO (0] OH
assiguxantona B
(0] OCH3
(] | (] )
DUARTE et al., K. rupestres* O
1968 1-metoxi-2-hidroxixantona
0] OCH3
| H |
0] OH
3-hidroxi-1,2-dimetoxixantona
OH O
CORREA; H OCHs
GOTTLIEB; K. corymbosa*
MAGALHAES, - cory
1966 (0]

1-hidroxi-7-metoxixantona

*parte vegetal ndo indicada na literatura




QUADRO 1.6: Xantonas isoladas e/ou identificadas do género Kielmeyera

(continuagéo)

Espécie/ Parte da

Autores , Substancia
espécie
]
(T XX
0 0O
CORREA; OH
GOTTLIEB; K. corvmbosa* 4-hidroxi-2,3-metilenodioxixantona
MAGALHAES, - cory o
1966
| | |
(@) OH
OH
3,4-dihidroxi-2-metoxixantona
OCH;3 O OH
-GOTTLIEB et al., HsCO
1966 . -
GOTTLIEBetal, | < petiolaris O . O
1965
1-hidroxi-7,8-dimetoxixantona
" ] O g
_ OH
CORTEZ; 1,3,7-triidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-
MARSTON; K. coriacea Xantona
HOSTETTMANN, (casca do caule) HO @)
OH

HO

1,3,7-triidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutil)-
Xantona

*parte vegetal ndo indicada na literatura
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QUADRO 1.6: Xantonas isoladas e/ou

(concluséo)

identificadas do género Kielmeyera

Autores Especie/ P qrte da Substancia
espécie
OH
HO 0]
-CORTEZ;
MARSTON; K. coriacea
HOSTETTMANN, ) H
1999 (casca do caule e oH O
_CALEARE etal., caule)
2013
1,3,5-triidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-
xantona
]
CL
0 (@)
OH
SOBR;S\(;_get al., - K. cuspidata Saddi 4-hidroxi-2,3-metilenodioxixantona

(caule)

0
| | |
0 OH
OCHs

3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona

1.4.3 Esteroides isolados e/ou identificados do género Kielmeyera

No QUADRO 1.7 (pg. 29) sdo apresentados os esteroides isolados e/ou
identificados do género Kielmeyera e relatados na literatura.




QUADRO 1.7: Esteroides isolados e/ou identificados do género Kielmeyera

Autores Espécie/ Parte Substancia
da espécie

- NAGEM;
SILVA, 1988 | - K. pumila (caule)
-COQUEIRO | - K. variabilis

etal., 2016 (caule)

B-sitosterol
\
HO
COQUEIRO N
etal., 2016 K. variabilis estigmasterol
(caule)
HO
ergost-5-en-3-ol
OH
0 /KN/[V\)\
d-tocotrienol
DE K. coriacea (casca
MESQUITA " da raiz)
etal., 2011

d-tocotrienol peroxido dimero
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1.4.4 Cumarinas isoladas e/ou identificadas do género Kielmeyera

No QUADRO 1.8 (pg. 30) sdo apresentadas as cumarinas isoladas e/ou
identificadas do género Kielmeyera e relatadas na literatura.

QUADRO 1.8: Cumarinas isoladas e/ou identificadas do género Kielmeyera

Autores Espécie/ Parte da

Fe Substancia
espécie

NAGEM; SILVA, |« bumila (caule)
1988 P

1,2-diidro-5-hidroxi-2-(1-hidroxi-1-
metiletil)-4- (3-metilbutiril)-6-
fenilfuro[2,3]benzopiran-8-ona

NAGEM; SILVA, K. pumila (caule e
1988 fruto)

NAGEM; SILVA, .
1088 K. pumila (fruto)

iIsomammeigina
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1.4.5 Acidos organicos isolados e/ou identificados do género Kielmeyera

No QUADRO 1.9 (pg. 31) sdo apresentados os acidos organicos isolados
e/ou identificados do género Kielmeyera e relatados na literatura.

QUADRO 1.9: Acidos organicos isolados e/ou identificados do género Kielmeyera

(continuagéo)

Espécie/ Parte da Substancia
Autores L
especie
HO\ N COZH
SOBRAL etal., K. cuspidata Saddi HO'
2009 (caule)
OH
acido chiquimico
OCHj,
<;[0H
Ph OCH3
aucuparina
-PIMENTA et al.,
1964 OCH,
-PINTO;
MESQUITA, K. coriacea
GOTTLIEB, 1987 (caule, casca e OH
-LOPES et al., madeira) 0-metoxifenol
1977
-CORTEZ et al.,
1998

: OCHj

OCH;
0-metoxianisol

%

etileno-fenileno diéxido
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QUADRO 1.8: Acidos organicos isolados e/ou identificados do género Kielmeyera

(concluséo)

Espécie/ Parte da

Autores espécie Substancia
OH
PINHEIRO et al., K. variabilis
2003 (caule) CO,H
OH
2,5-dihidroxi-benzoico
O
aae!
OH
CORTEZ, .
H O'\S/I')I'A\EFSI'S'I'TI\SI)ENN K.((;glrﬁli():ea acido-trans-p-cumarico
1999

=

0 OH

acido-cis-p-cumarico

1.4.6 Derivado policiclico isolado e identificado do género Kielmeyera

No QUADRO 1.10 (pg. 33) é apresentado o derivado policiclico isolado e

identificado do género Kielmeyera e relatado na literatura.
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QUADRO 1.10: Derivado policiclico isolado e identificado do género Kielmeyera

Espécie/ Parte da

, . Substancia
espécie

Autores

COQUEIRO et al.,

2016 K. variabilis (caule)

OCH,4

acilforoglucinol poliprenilado

1.5 Potencial biolégico de K. coriacea

Segundo CORTEZ; MARSTON; HOSTETTMANN (1999), oito metabdlitos
secundarios da classe das xantonas foram isolados do extrato diclorometano da casca do
caule e das folhas e avaliados quanto as suas propriedades farmacoldgicas, apresentando
atividade antitumoral, antifngica, antibacteriana, tuberculostatica e anti-inflamatoria.
Sugere-se também que a classe de xantonas presentes em K. coriacea, possuem um
potencial antidepressivo (SELA et al., 2010). Dentre os compostos isolados, quatro
xantonas e uma bifenila apresentaram atividade antifungica contra Clasdosporium
cucumerinum e duas xantonas preniladas inibiram o crescimento de Candida albicans
(MOURA, 2012).

As propriedades bioldgicas de K. coriacea podem ser comprovadas pelo estudo
do extrato aquoso do caule, a qual possui potencial contra a malaria, esquistossomose,
leishmaniose, fungos e bactérias (ZAGOTO et al., 2006), além de ser usado em rituais
realizados pelos indios Krah6 (RODRIGUES, CARLINI, 2005).

No estudo de CALEARE e colaboradores foi isolada a 1,3,7-triidroxi-2-(3-
metilbut-2-enil)-xantona, a partir do extrato etandlico do caule de K. coriacea. O extrato
apresentou atividade inibitéria sobre as trés formas de Trypanosoma cruzi e nao foi
toxico em células dos mamiferos. Os resultados mostraram que a xantona apresentou

uma atividade em amastigota, com um ICsp de 3,5 + 1,6 uM (CALEARE et al., 2013).
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Portanto, o estudo quimico-bioldgico da raiz de K. coriacea se faz necessario

para a investigacdo da atividade biol6gica, dados etnofarmacoldgicos e caracterizacdo

quimica, uma vez que ela tem apresentado resultados expressivos em células

cancerigenas, salientando também o fato de ndo haver estudos de extratos com a raiz da
planta, tornando assim um estudo inédito (DE MESQUITA et al., 2011). Anélogo ao

conhecimento cientifico, como ja relatado, a entrecasca de K. coriacea é utilizada pela

medicina popular no tratamento de infecgdes no Utero, leucemia, carie, cicatrizagéo,

infeccdes no geral, entre outras.

2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho consistiu em realizar o estudo bibliométrico,

quimico e bioldgico das raizes de K. coriacea.

Como objetivos especificos, teve-se:

Coletar o material vegetal,

Preparar o extrato etandlico a partir do material vegetal coletado;

Realizar o estudo bibliométrico, com o objetivo de relacionar o maximo de
informacdes e dados.

Realizar um levantamento bibliografico dos metabdlitos secundarios ja isolados
pelo género com o auxilio da bibliometria.

Fracionar o extrato etandlico da raiz de K. coriacea, por meio de técnicas
cromatograficas como: Cromatografia por adsorcdo, Cromatografia por
exclusdo, Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), entre outras.
Empregar técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e 3C (1D e 2D) e
Espectrometria de Massas na identificagdo/determinacédo estrutural da substancia
isolada.

Empregar a técnica de CLAE-EM, na finalidade de obter o perfil quimico das
subfracdes de K. coriacea.

Avaliar o potencial antioxidante, antimicrobiano e antitumoral do extrato
vegetal, das fragdes, subfracbes e substancia isolada, relacionando sua estrutura-

atividade.
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3. METODOLOGIA
3.1 ESTUDO BIBLIOMETRICO

3.1.1 Revisao sistematica da literatura

Um estudo sistematico foi realizado para o levantamento bibliografico de artigos
com informacdes da planta K. coriacea ou similares. As bases de dados utilizadas foram
Scopus, Scifinder, Web of Science e Science Direct. Foram selecionados artigos com
relatos de fitoquimica de plantas do género Kielmeyera, bem como de atividades
antioxidante, antimicrobiana e antitumoral. = As palavras-chave utilizadas foram
Kielmeyera coriacea e Kielmeyera, com a finalidade de buscar informac6es ndo sé da
espécie, mas do género; e xantona, que € a classe quimiotaxonémica do género. A partir
dessa busca, foram realizadas a estatistica descritiva, a analise de dados e assim a
analise de contetdo (FLUXOGRAMA 3.1, pg.35).

FLUXOGRAMA 3.1: Exemplificacdo do estudo bibliométrico

Estudo
bibliométrico
| |
1 1 1 1

Definicdo da - - Anélise de
amo(s;tra: Egéitrliﬂ\lgj} Analise de redes: contetdo:
Kielmeyera o Correlacdes Leitura dos
Ex'azr':onr(élspals Ex: CORTEZ e | [artigos mais

GOTTLIEB relevantes

(CORTEZ) fazem pesquisas
préximas

3.1.2 Estatistica descritiva da amostra

Na anélise descritiva, primeiramente foi feita uma relacdo do percentual de
artigos publicados com o tema Kielmeyera coriacea por ano (1995-2016),
demonstrando a evolucao do estudo com o passar do tempo. Com isso, foi realizado um

grafico de linhas no Excel para expressar esses dados.
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3.1.3 Analise de redes de relacionamento

Para as redes de relacionamento foi utilizada a base de dados Scopus, passando a
amostra por cada etapa da analise descritiva. Foi utilizado o software VOSview para
criar redes de correlagdo para determinados temas que possuem o foco principal, plantas
do género Kielmeyera. Sendo assim, foi construido redes de relacionamento de co-
citacdo, correlacdo de periddicos, correlagdo de palavras-chave e correlagdo de

universidades que realizam estudos com base no tema pesquisado.

3.2 ESTUDO QUIMICO
3.2.1 Equipamentos

3.2.1.1 Evaporador rotativo

e IKA, modelo RV 05 Basic, com banho de aquecimento IKA HB 05.06 CN e
bomba de hidrovéacuo da marca Quimis.

3.2.1.2 Espectrometro de RMN

e Bruker (500 MHz para *H) modelo DRX 500 (11,7 Tesla), instalado no Instituto
de Quimica da Universidade Federal de Goias, sob supervisdo do prof. Dr.

Luciano Morais Lido.

3.2.2 Materiais
3.2.2.1 Cromatografia

e Cromatografia de adsor¢cdo em coluna aberta (CC). Fases estacionarias: silica gel
60 70-230 mesh e 230-400 mesh.

e Cromatografia de exclusdo em coluna aberta (CE). Fase estacionaria: Sephadex
LH-20, Amershan Pharmacia Biotech®.

e Cromatografia em camada delgada (CCD). Fase estacionaria: silica gel 60 com
Fas4 (¢ = 0,2 mm), em folhas de aluminio (FLUKA).
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e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia:
- Analitico: Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japan), equipado com duas bombas
LC-6AD, um auto-injetor SIL-10AF, detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-
20A e um modulo de comunicagcdo CBM-20A.

e Espectrometro de massas:
- Espectrdmetro de massas (EM) AmaZon fon Trap (IT) (BrukerDaltonics,
Bremen, Alemanha), equipado com uma interface de lonizagéo por Electrospray
(ESI).

3.2.2.2 Solventes

e Destilados da MERCK, SINTH, VETEC e LABSYNTH para separacOes
cromatograficas.

e Deuterados da MERCK e ALDRICH para obtencéo de espectros de RMN.

e Solventes grau HPLC: metanol e acetonitrila, das marcas PANREAC e J. T.
BAKER.

3.2.2.3 Reveladores

e Vanilina em &cido sulfurico, anisaldeido e solugdo de Dragendorff.

3.2.3 Coleta e identificacdo do material vegetal

A raiz de K. coriacea, subespécie coriacea, foi coletada na regido do Distrito
Federal (DF 480, lote 01, SMA - Gama/DF, latitude 15°59'34.79"S; longitude 48°
3'12.21"0 ), em 01 de outubro de 2013, sob licenga de acesso e remessa de amostra de
componente do patrimdnio genético, numero 010698/2013-2. A planta foi identificada
pelo Prof. Dr. Hélder Nagai Consolaro da Unidade Académica Especial de
Biotecnologia da Universidade Federal de Goiéds-Regional Cataldo. Os espécimes
testemunhos foram depositados no Herbario da EMBRAPA Recursos Genéticos e
Biotecnologia (CEN), sob 0 nUmero BW 6046.

37



3.2.4 Obtencéo do extrato vegetal

A raiz (645 g) foi seca em estufa a 45 °C, moida e submetida a extracdo com
etanol, em repouso e a temperatura ambiente, para extracdo dos metabolitos
secundarios. O periodo de extracdo foi de nove dias, realizando-se a troca do solvente a
cada trés dias. Apds a filtracdo, foi realizada a evaporagdo do solvente em evaporador
rotativo, obtendo-se assim o extrato etandlico da raiz (EER), o qual foi armazenado

refrigerado até o estudo do mesmo.

3.2.5 Extracdo liquido-liquido do EER

Uma aliquota de 1,0 g do EER foi dissolvida em 100 mL de uma mistura
MeOH/H.0 (3:7, v/v) e em seguida, foram realizadas trés extragdes com 30 mL de cada
solvente (hexano e acetato de etila). Essa extracdo foi realizada varias vezes, utilizando
uma massa total de 36 g do extrato bruto e o restante (44 g) foi armazenado. Esse
processo resultou na obtencdo das fracdes hexano (FH), acetato de etila (FAE) e
hidroalcodlica (FHA). O excesso da agua da fracdo FHA foi removido com o auxilio do
liofilizador (FLUXOGRAMA 3.2, pg. 38).

FLUXOGRAMA 3.2: Extracdo liquido-liquido do EER

Extrato etandlico da
raiz de K. coriacea

m=36g
| | ]
Fracio Fracio Fragdo
hexano acetato de etila hidroalcodlica
m=4.2g m=16.3g m=3.9g

3.2.6 Andlise das fracbes FH, FAE e FHA

A partir da extragdo liquido-liquido, as fragdes FAE e FHA foram submetidas as
analises de RMN de 'H (ANEXO 1), sendo observados sinais caracteristicos de
compostos fenodlicos, e por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector por
arranjo de diodo (CLAE-DAD) (ANEXO 2) nos comprimentos de onda de 217, 220,
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254 e 365 nm. A fracdo FAE apresentou maior quantidade de picos em seu
cromatograma, despertando interesse para o inicio do estudo fitoquimico com a mesma.

N&o menos importantes, as fracdes FH e FHA foram fracionadas posteriormente.

3.2.7 Fracionamento da fragdo FAE

Uma aliquota de 2,0 g da FAE foi submetida a Cromatografia por Adsorcao
(CA). Utilizou-se o sistema de eluicdo em ordem crescente de polaridade, com o0s
sistemas: hexano/acetato de etila/metanol, visando a separacdo dos componentes em
grupos de acordo com suas similaridades. Foram utilizadas as seguintes proporgoes:
hexano/acetato de etila (8:2 v/v); hexano/acetato de etila (1:1 v/v); 100% acetato de
etila; acetato de etila/metanol (8:2 v/v); acetato de etila/metanol (1:1 v/v) e 100%
metanol.

Dezoito subfracbes foram coletadas, as quais foram analisadas por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), e considerando-se a similaridade quimica,
as mesmas foram agrupadas em seis (FLUXOGRAMA 3.4, pg. 42). Com base nas
manchas analisadas via CCD, as subfracbes 2 e 4 foram selecionadas para o

refracionamento.

3.2.7.1 Refracionamento da subfracéo 2

A subfragdo 2 foi submetida ao fracionamento por CA, com eluicdo gradiente
(hexano/acetato de etila/metanol), nas mesmas proporcdes apresentadas anteriormente.
Deste fracionamento, trinta e duas subfraces foram obtidas, as quais foram agrupadas
devido similaridades por CCD em treze juncGes (FLUXOGRAMA 3.3, pg. 40).

A subfracdo 2.4 foi selecionada para fracionamento por cromatografia por
exclusdo (CE), com eluicdo isocratica com os solventes CH2Cl2/MeOH (3:7 v/v). Esse
refracionamento gerou nove subfragdes, sendo a 2.4.2 e 2.4.3 as mais promissoras, com
base na analise das manchas cromatograficas em CCD e pela analise de RMN de 'H
(ANEXO 4). A subfragéo 2.4.3 foi submetida & analise de CLAE-EM e as demais

subfracdes foram reservadas.
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FLUXOGRAMA 3.3: Refracionamento da subfragéo 2

FAE

20g
[——n
1 2 3 4 5 6
52,6 mg 332,1mg 201,9mg 685,4 mg 93,7mg 547,2mg
|—> B
2.1 2.2 2.3 2.4 25 2.6 2.7 2.8 29 2.10/2.13
1,4mg 13,6 mg 42,1mg 62,8 mg 5,9mg 22,1 mg 10,6 mg 31,7mg 32,8mg 62,7mg
| —sC
| I I | | |
24.1 2.4.2 2.4.3 2.4.4 245 2.4.6 247 24.8 2.4.9
0,9mg 6,3 mg 18,1 mg 0,6 mg 1,2mg 13,0mg 0,8mg 15,3mg 5,4 mg

Legenda:

A = Cromatografia por adsorcao; Silica comum (70-230) o= 6 cm, h=24 cm; Hex/AcOEt/MeOH
B = Cromatografia por adsor¢do; Silica flash (230- 400) ¢= 2,4 cm, h=20 cm; Hex/AcOEt/MeOH
C = Cromatografia por exclusdo; Sephadex (LH-20) ¢= 2,6 cm, h=35 cm; CH,Cl,/MeOH
Alaranjado = Subfra¢des analisadas por CLAE-EM

Contorno verde = Subfracdes submetidas aos ensaios bioldgicos

3.2.7.2 Refracionamento da subfracéo 4

A subfracdo 4 (685,4 mg) foi submetida ao fracionamento por CA, com eluicdo
gradiente (hexano/acetato de etila/metanol), nas mesmas propor¢des apresentadas
anteriormente. O fracionamento rendeu vinte e nove subfracdes, as quais foram
agrupadas em dez juncdes, de acordo com suas similaridades quimicas constatadas por
CCD (FLUXOGRAMA 3.4, pg. 42). Com base nas diversas manchas cromatograficas
que seus componentes apresentaram quando analisados via CCD, as subfracoes 4.5 (5B
na CCD); subfracdo 4.7 (7B na CCD) e subfracdo 4.8 (8B na CCD) foram selecionadas
para refracionamento. A subfragio 4.4 foi analisada por CLAE-EM e RMN de H

(ANEXO 5). As demais subfragdes foram reservadas.
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FIGURA 3.1: CCD das subfragdes provenientes do refracionamento da subfracéo 4

Sistema de eluic&o:
Hex/AcOEt
(1:1 em 5mL, v/v) + 1mL de MeOH
Revelador: Vanilina
A\ - Absorcdo em 254 nm
O - Absorgdo em 365 nm

3.2.7.3 Refracionamento da subfracéo 4.5

A subfracdo 4.5 (53,8 mg) foi submetida ao fracionamento por CE, empregando
Sephadex LH-20, no modo de elui¢do isocratica (CH2Clo/MeOH 3:7 v/v) como fase
movel, utilizando um volume total de 275 mL. O fracionamento rendeu oito fragdes, as
quais foram agrupadas em quatro jun¢es (FLUXOGRAMA 3.4, pg. 42). Analisando a
CCD e a analise de RMN de 'H (ANEXO 6), a subfracdo 4.5.4 foi a mais promissora
por apresentar sinais na regido de aromaticos em aproximadamente 7 ppm, sendo ela
analisada por CLAE-EM.

3.2.7.4 Refracionamento da subfracéo 4.7

A subfracdo 4.7 (27,3 mg) foi submetida ao fracionamento via CE, com eluicéo
isocratica (CH2Cl2/MeOH 3:7 v/v), para fase movel. O fracionamento rendeu oito
subfraces, as quais foram agrupadas em trés jungdes de acordo com suas similaridades
quimicas constatadas por CCD. As subfracdes 4.7.2 e 4.7.3 foram submetidas a analise
de RMN de 'H, e se mostraram interessantes, pois apresentaram sinais na regido de 6,0-
8,0 ppm, que sdo caracteristicos de hidrogénios de aromaticos. De acordo com essas
analises e comparagdes com dados da literatura, identificou-se na subfracdo 4.7.2, a
estrutura de uma xantona, a qual a mesma foi submetida a analise de RMN de *3C,
bidimensionais e espectrometria de massas (EM), para elucidacdo estrutural. Ja& a
subfragdo 4.7.3, foi analisada por CLAE-EM e RMN de *H (ANEXO 7).
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3.2.7.5 Refracionamento da subfracao 4.8

A subfracdo 4.8 (74,7 mg) foi submetida ao fracionamento via CE com elui¢éo
isocratica (CH2Cl2/MeOH 3:7 v/v), como fase mével. O fracionamento rendeu treze
fragdes, as quais foram agrupadas em duas fragdes de acordo com suas similaridades
quimicas constatadas por CCD (FLUXOGRAMA 3.4, pg. 45). A subfracdo 4.8.2
apresentou manchas interessantes via CCD, por se de coloracdo e absorver no UV.
Sendo assim, ela foi submetida a analise de RMN de *H (ANEXO 8), e também de
CLAE-EM.

FLUXOGRAMA 3.4: Fracionamento da fracdo FAE

FAE

209
[—~
1 2 3 4 5 6
52,6 mg 332,1mg 201,9 mg 685,4 mg 93,7mg 547,2mg
—>B
4.1 4.2 43 44 45 46 47 48 49 4.10
10,1 mg 122,1 mg 413 mg 30,6 mg 53,8 mg 54,0 mg 27,3 mg 74,7 mg 81,2mg 124,6 mg
—

| | —

451 452 453 454
13,6 mg 10,1 mg 18,4 mg 8,3 mg

481 48.2
52,5mg 11,3 mg

47.1 472 473
21,4 mg Substancia 3,2 mg
isolada

Legenda:

A = Cromatografia por adsor¢ao; Silica comum (70-230) ¢= 6 cm, h=24 cm; Hex/AcOEt/MeOH
B = Cromatografia por adsorcéo; Silica flash (230- 400) ¢= 2,6 cm, h=17 cm; Hex/AcOEt/MeOH
C = Cromatografia por exclus&o; Sephadex (LH-20) ¢= 3,0 cm, h=39 cm; CH.Cl»/MeOH
Alaranjado = Subfrac¢des analisadas por CLAE-EM

Azul = Substéancia isolada

Contorno verde = Subfra¢Ges submetidas aos ensaios biolégicos

3.2.8 Fracionamento da fracado FH

Uma aliquota de 2,0 g da FH foi submetida a Cromatografia por Adsorcéo (CA).
Utilizou-se o sistema de eluicdo em ordem crescente de polaridade, com os seguintes
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sistemas: hexano/cloroférmio, visando a separacdo dos componentes em grupos de
acordo com suas similaridades. Foram utilizadas as seguintes proporc¢des: hexano/
cloroformio (8:2 v/v); hexano/ cloroférmio (1:1 v/v); 100% cloroférmio.

Vinte e duas subfracdes foram coletadas, as quais foram analisadas por CCD,
considerando as suas similaridades quimicas, e agrupadas em oito subfracfes
(FLUXOGRAMA 3.5). Com base na analise de RMN de 'H (ANEXO 9), a subfragio
10 (FH-10), foi selecionada para analise de CLAE-EM.

FLUXOGRAMA 3.5: Fracionamento da fragcdo FH

FH

200mg

| ——> A
I | | I I I
3 5 7 ‘ 9 \ 16 18 22
0,7mg 22 mg 1,9mg 34 mg 25mg 46 mg 39mg 26 mg

Legenda:

A = Cromatografia por exclusdo; Sephadex (LH-20) o= 3,4 cm, h=23 cm; Hex/CHClI3
Alaranjado = Subfragéo analisada por CLAE-EM
Contorno verde = Subfragdes submetidas aos ensaios bioldgicos

3.2.9 Fracionamento da fracdo FHA

Uma aliquota de 200 mg da FHA foi submetida a CE. Utilizou-se o sistema de
eluicdo em modo isocréatico, com 100% de MeOH.

Dezenove subfracbes foram coletadas, as quais foram analisadas por CCD,
considerando-se as suas similaridades quimicas, e agrupadas em duas subfracoes
(FLUXOGRAMA 3.6, pg. 44). Com base na analise de RMN de *H (ANEXO 10), a
subfracdo 7 (FHA-7), foi selecionada para anélise de CLAE-EM.
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FLUXOGRAMA 3.6: Fracionamento da fragcdo FHA

FHA
200 mg

HA

4
111 mg 75mg

Legenda:

A = Cromatografia por excluséo; Sephadex (LH-20) ¢= 3,4 cm, h=23 cm; 100% MeOH
Alaranjado = Subfracgdo analisada por CLAE-EM
Contorno verde = Subfra¢des submetidas aos ensaios bioldgicos

3.2.10 Perfil quimico de subfracdes das fracdes FH, FAE e FHA

As andlises de CLAE-EM foram realizadas pelo Me. Afif Felix Monteiro, no
Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, em
Araraquara-SP.

Por meio da analise de RMN de *H, cinco subfracbes da FAE (2.4.3; 4.4; 4.5.4;
4.7.3 e 4.8.2) uma subfracdo da FH (10) e uma subfracdo da FHA (7) foram

selecionadas para analise por CLAE-EM.

3.2.10.1 CondicGes cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas empregando-se uma coluna
analitica Phenomenex Kinetex®, 5 um, C18, 100 A, (150 x 4,6 mm), e modo de eluicéo
gradiente, sendo a fase mével composta por H-O (0,1% &c. férmico)-acetonitrila (0,1%
ac. formico) 95:5 (v/v) até 0:100 (v/v), numa vazdo constante de 1,0 mL/min, em 42
min (programacdo do gradiente - TABELA 3.1, pg. 45). O volume de injecdo das
amostras (subfracdes) foi de 1,0 puL de uma solugdo de concentracdo de 1,0 mgmL2 e o

comprimento de onda de referéncia monitorado foi de 254 nm.
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TABELA 3.1. Programagéo das condicOes do gradiente do sistema eluente

Método analitico

Tempo (min) A% B % Vazdo (mL min™)
0.01 95 5
30.00 0 100
35.00 0 100 1.0
38.00 95 5
42.00 95 5
42.01 - -

Legenda: A - dgua (0,1% &c. formico)
B - acetonitrila (0,1% ac. formico)

3.2.10.2 Condic0Bes espectrométricas

As anélises de CLAE-EM e CLAE-EM/EM foram adquiridas em um sistema de
CLAE-IT-EM/EM. O cromatégrafo liquido utilizado foi um instrumento Prominence
(Shimadzu, Kyoto, Japan), equipado com duas bombas LC-6AD, um auto-injetor SIL-
10AF, detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-20A e um moédulo de comunicacao
CBM-20A. O sistema de CL foi acoplado a um Espectrémetro de massas (EM) AmaZon
fon Trap (IT) (BrukerDaltonics, Bremen, Alemanha), equipado com uma interface de
lonizacdo por Electrospray (ESI). Nitrogénio e hélio foram usados como gases de
arraste e colisdo, respectivamente. Os parametros de ionizacdo por ESI foram os
seguintes: capillary voltage = 4.500 V, e plate voltage = 550 V, drying gas flow =55 L
min, drying temperature = 250 °C, e nebulizer pressure = 17 psi. As analises foram
realizadas em 25 °C. Os parametros do analisador IT foram: a largura de isolamento foi
definida em m/z 1.0 e a amplitude de fragmentacdo foi definida como 120%. As analises
foram executadas no modo de ionizagdo positivo (scan 100-1000 m/z). Os dados foram

coletados e processados com o software Data Analysis (verséo 4.2).

3.3 ESTUDO BIOLOGICO

3.3.1 Avaliacao da atividade antioxidante

O ensaio antioxidante do EER e das fracbes FH, FAE e FHA foi realizado na

UFG-Regional Cataldo, pela aluna de iniciacdo cientifica Tainara da Fonseca Rosa, sob
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supervisdo da Dra. Ana Paula Terezan. Ja o ensaio com as subfragdes foi realizado pela
aluna lzabella Zuffo, no Instituto de Quimica da UFG-Goiania.

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método de DPPH. O
DPPH age como um capturador de outros radicais livres ou de substancias neutras
capazes de estabiliza-lo. As substancias com propriedades antioxidantes possuem essa
capacidade. A atividade sequestrante do radical DPPH foi determinada por meio da
solubilizacdo do EER e de FH, FAE e FHA em metanol (grau HPLC/Panreac) na
concentragdo de 1 mg mL™ e a partir dessa solugio foram realizadas dilui¢bes seriadas
nas seguintes concentragdes: 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,63 e 7,81 pug mL™. O ensaio
foi realizado em tubos de ensaios em triplicata. Adicionou-se 150 pL da solucdo da
amostra de cada uma das concentragcdes e 2850 pL da solucdo metandlica de DPPH.
Apbs a adicdo da solucdo de DPPH, as amostras foram agitadas e incubadas no escuro
em temperatura ambiente por trinta minutos. Apos este tempo, foram realizadas leituras
em espectrofotdbmetro de UV-Vis (marca Varian, modelo Cary 50 CONC) e a
absorbancia foi determinada a 517 nm. A porcentagem de inibicdo do DPPH foi

expressa de acordo com a equagao:

% Inibicdo do DPPH" = [(Absamostra — ADSbranco) / Abspppr] X 100

A atividade sequestrante do radical DPPH" foi expressa em termos de ECso
(concentracdo minima necessdria para o antioxidante testado reduzir em 50% a
atividade inicial do DPPH), sendo esta determinada por meio do célculo a partir das
curvas de calibracdo. As amostras foram comparadas ao padrdo acido galico, submetido
ao mesmo tratamento. E por meio das curvas de calibracdo do padréo acido géalico, esses
valores foram comparados (RUFINO et al., 2007).

No teste de captura com DPPH ocorre uma reagdo de oxi-reducdo, em que 0
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), de coloragéo violeta, é reduzido, ou seja, o elétron
desemparelhado do nitrogénio se emparelha com o elétron cedido por um radical
hidrogénio de um antioxidante, como por exemplo, a quercetina, tornando a solugéo
amarela e ocorrendo a formagdo do DPPH-H (2,2-difenil-1-picril-hidrazina), reduzido e
mais estdvel. E essa caracteristica de mudanca de coloracdo que permite o
acompanhamento visual da reacdo (FIGURA 3.2, pg. 47) (TEIXEIRA et al., 2010).
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FIGURA 3.2: Redugéo do radical livre DPPH pelo antioxidante quercetina

(2,2-difenil-1-picril-hidrazil)
coloracao violeta

0

|
NH *

O,N NO,

DPPH H quercetina

NO, quercetina oxidada

DPPH,
(2,2-difenil-1-picril-hidrazina)
coloracdo amarela

Fonte: RUFINO et al., 2007

3.3.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

As andlises foram realizadas em colaboragdo com o grupo de pesquisa do Prof.
Dr. Carlos Henriqgue Gomes Martins do Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia
Aplicada — LaPeMA, da Universidade de Franca (UNIFRAN), Franca/SP, pelas alunas
Maria Anita Lemos Vasconcelos Ambrosio e Tuany Rodarte P. de Oliveira.

A técnica empregada foi a de microdiluicio em caldo. A Concentracéo
Inibitoria Minima (CIM) foi definida como a menor concentragéo de amostra, em que 0
microrganismo ndo demonstrou crescimento visivel. E assim, foi avaliado o potencial
antimicrobiano do EER e das fragbes FH, FAE e FHA.
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De acordo com o estudo etnobotanico, as folhas e a entrecasca de K. coriacea

sdo indicadas pela Comunidade Coqueiros para diversas infecgdes, cicatrizacao,

reumatismo e infeccdes bucais. Dessa forma, os microrganismos foram selecionados de

acordo com essas indicacdes populares para determinada patologia. No total foram treze

linhagens bacterianas patogénicas humanas, sendo:

Escherichia coli (ATCC 14948), Salmonella choleraesui (ATCC 10708),
Yersinia enterocolitica (ATCC 9610): patdgenos relacionados com a diarreia
humana.

Staphylococcus aureus (ATCC 6538), S. pneumoniae (ATCC IAL 1741), S.
epidermidis (ATCC 12228), S. aureus (ATCC 29213): patogenos relacionados a
infec¢Bes humanas.

Burkholderia cepacia (ATCC 17759), Streptococcus pyogenes (ATCC 12345),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 14502): patogenos relacionados ao
reumatismo.

S. mutans (ATCC 25175), Lactobacillus casei (ATCC 11578), S. sobrinus
(ATCC 33478): patogenos relacionados a cérie dentaria humana.

Também foram avaliadas trés linhagens fungicas patogénicas, relacionadas a

candidiase:

Candida albicans;
C. tropicalis;

C. glabrata.

Como controles positivos (teste de viabilidade celular e confiabilidade da

técnica) foram empregados os antibidticos comerciais clorexidina, penicilina e

estreptomicina, todos da marca SIGMA.

3.3.2.1 Preparo das amostras

Uma solucdo estoque de cada amostra foi preparada, solubilizando-se 1,0 mg da

mesma em 125 pL. de DMSO. Posteriormente, cada solugao foi diluida em 1875 pL de

meio liquido (caldo BHI), originando a solucdo padrdo, da qual foram obtidas as
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concentragdes nas microplacas no intervalo de 0,195 a 400 pug mL*, empregando,
portanto, a técnica de microdiluicdo em caldo. O intervalo de concentracdo dos
controles positivos foi de 0,115 a 59,0 ug mL™. Na metodologia do ensaio biol6gico, o
intervalo de concentracdo das amostras e do controle positivo seguiram o protocolo do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), aplicado pelo LaPeMA
(UNIFRAN).

A escolha do solvente DMSO para os ensaios bioldgicos se deu pela sua baixa
volatilidade, adequacdo a solubilizacdo e por néo interferir no crescimento bacteriano. O
volume de solvente empregado na solubilizagdo das amostras foi igualmente adicionado
isoladamente em um orificio de cada microplaca como controle negativo, para
confirmar se 0 mesmo nao estava inibindo o crescimento do microrganismo
(ARANTES, 2005).

Para verificar a viabilidade de cada microrganismo e do meio de cultura em cada
experimento, em orificios de cada microplaca foram adicionados o0s seguintes
componentes: 1) culturas de cada microrganismo e 2) meio de cultura liquido. As
microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.

Apbés 0 periodo de incubagdo, as placas foram reveladas com 30 pL de
resazurina (Sigma®) 0,02% em solucdo aquosa esterilizada (SARKER, NAHAR e
KUMARASAMY, 2007) e apos alguns minutos a leitura foi realizada. A resazurina (7-
hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-0xido) com uma pequena fluorescéncia de cor azul
facilita a verificacdo da presenca ou auséncia de crescimento microbiano devido a
coloracgéo obtida nas microplacas, pois a coloracdo azul indica auséncia de crescimento
microbiano, enquanto a coloracdo rosa indica a presenca de células viaveis em
crescimento. Desta forma, foi possivel determinar a CIM das amostras avaliadas.

A resazurina pode ser reduzida na presenca de células vidveis e convertida a
resorufina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona) (FIGURA 3.3, pg. 50), situacdo que
verifica a coloracdo rosa. Esse metodo consegue facilitar a verificagdo do crescimento
microbiano, pois nele é utilizado o poder redutor das células vivas, onde essa reducao
ocorre de forma constante e proporcional ao nimero de células, com a forma reduzida

excretada para fora da célula.
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FIGURA 3.3: Mecanismo de reagdo da resazurina

HO 0O 0 HO O O
— >
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Resazurina Resorufina

3.3.2.2 Preparo do inoculo/fungos

Os fungos foram cultivados em placas de Petri contendo Agar Sabouraud por 24
horas a 37 °C. Com o auxilio de al¢ca de platina esterilizada, transferiu-se algumas
colbnias das leveduras para tubos contendo 2 mL de solu¢do salina 0,85%, 0s quais
foram comparados a escala de Mc Farland 0,5 para se obter o valor de 6x10° UFC mL™.
Em seguida, foram realizadas as diluigdes recomendadas pela NCCLS M27-A em caldo
RPMI-1640 (meio de cultura com glutamina e vermelho fenol, sem bicarbonato), até

que o indculo atingisse 1,2x10° UFC mL™ (Unidade formadora de coldnia por mL).
3.3.2.3 Determinagdo da Concentracéo Inibitéria Minima

A técnica para determinacdo da CIM foi realizada em placas de microdiluicédo
com 96 pocos, em que foram feitas dilui¢cGes seriadas em concentragdes de 1,46 a 2000
ug mLt. O meio de cultura utilizado foi o caldo RPMI-1640, tamponado com &cido
morfolino polissulfénico (MOPS) e pH final de 7,2. Nas linhas, em todos 0s pocos,
foram adicionados 100 pL do caldo; posteriormente no primeiro poco foram
adicionados mais 100 pL da solucdo de trabalho e realizada a homogeneiza¢do. Em
seguida, foram retirados 100 uL do primeiro po¢o e adicionado ao segundo poco, e
homogeneizado, e assim sucessivamente até o decimo segundo pogo, realizando-se
assim a diluicdo seriada.

Para o controle positivo, realizou-se 0 mesmo processo, no entanto, como ja
citado no trabalho, a concentracdo atingida foi de 0,031 a 8 pg mL™; para controle
negativo o volume utilizado foi de 1%. Apos esse procedimento, foi adicionado 100 uL

do indculo, previamente preparado, em todos 0s pogos. Apos a montagem das
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microplacas, estas foram incubadas por 48 horas a 37 °C. Decorrido este periodo, foi
determinada a CIM por meio do uso do revelador resazurina (FIGURA 3.3, pg.50).

3.3.2.4 Bactérias

Para o controle positivo utilizou-se anfotericina B (SIGMA), sendo a mesma
diluida para obter a concentracéo de 0,031 a 16,0 ug mL™, na microplaca de 96 pocos.
Para a validacdo dos ensaios, quanto ao controle positivo, foram utilizadas cepas de
referéncia, para se obter uma faixa de CIM de 0,25 a 2,0 ug mL™. Também foram
realizados outros controles como: de esterilidade do meio de cultura (caldo RPMI-
1640), do indculo (que deve apresentar crescimento devido a auséncia de agentes
antimicrobianos), de esterilidades dos antifungicos, dos extratos e do solvente DMSO

(controle negativo).

3.3.3 Avaliacdo da atividade antitumoral

Este ensaio foi realizado em colaboragdo com o grupo de pesquisa da Profa. Dra.
Rosy lara Maciel de Azambuja Ribeiro, da Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei,
em Divinopolis-MG, pela aluna Kamilla Monteiro dos Santos.

De acordo com o estudo etnoboténico, a entrecasca e as folhas de K. coriacea
sdo utilizadas para infecgdes do Utero. Essa informacdo foi determinante para a
realizacdo dos ensaios com amostras de EER e de fragdes de K. coriacea frente as
células HelLa, no intuito de verificar se as mesmas possuem atividade antitumoral frente
ao cancer do cdélon de Utero.

Um dos ensaios colorimétricos para a avaliagdo de proliferacdo celular ou
citotoxidade (ICso) mais comumente utilizado € o ensaio de MTT [(brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolium ou thiazolyl blue)]. O principio do método é a
reducdo de um substrato amarelo, o sal de tetrazolium MTT, por enzimas mitocondriais
resultando em um produto azul/roxo. A reacdo ocorre somente em células vivas e que
esteja com suas mitocondrias ativas, o que configura um ensaio versatil e quantitativo
(MOSMANN, 1983) (FIGURA 3.4, pg.52).
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FIGURA 3.4: Redugdo do MTT por enzimas mitocondriais
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Fonte: GOMES, 2008.

As células HelLa foram cultivadas em microplacas em uma concentracdo de
2x10* células por pogo, sendo incubadas por 24 horas de tratamento. Apds esse periodo
essa solucdo foi adicionada em cada poco, com 100 pL de meio de cultura RPMI com
10% de soro fetal bovino (SFB). Apds 24 horas o sobrenadante foi retirado e adicionado
100 pL de meio de cultura com os tratamentos, sem SFB. Apds 24 horas em contato
com as amostras, 0 meio de cultura foi retirado, e os pogos foram lavados com tampéo
fosfato-salino (PBS) e em seguida adicionados 100 pL de MTT (2,5 mg.mL?). O meio
reagiu com o MTT por 3 horas.

Em seguida, o MTT foi retirado e foram adicionados, em cada poco, 100 pL de
DMSO, para realizar a lise das células. Foi realizada leitura em 570 nm em
espectofotdbmetro de UV-Vis. Para a analise dos resultados foi realizado o célculo de
porcentagem de viabilidade, considerando as células ndo tratadas como 100% viaveis.
Assim, a viabilidade das demais células, tratadas com as amostras de K. coriacea foram
comparadas a partir do controle.

Os valores de ICso foram calculados em pg mL™ e mg mL?, verificando a
concentragdo do extrato/fracdo que inibiu 50% da viabilidade celular de células
cancerigenas.

Foram usadas as seguintes concentra¢des do EER e das fragdes FH, FAE e FHA
das raizes de K. coriacea: 5x103%; 1,0x10?; 2,5x107%; 5,0x107?; 7,5x102 e 1,0x10* mg
mLt. Em seguida, foram realizados novos testes com as fracdes e o extrato em
concentracdes mais baixas em relagédo as ja realizadas, sendo elas: 0,315; 0,625, 1,25,
2,5 e 5,0 ug mLt. Como controle positivo foi utilizado no ensaio o quimioterapico
cisplatina frente a células HeLa, apresentando um ICso de 13,6 pug mL™. Posteriormente,

foi realizado o ensaio antitumoral para as subfracdes frente as células HelLa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ESTUDO BIBLIOMETICO

4.1.1 Revisao sistematica da literatura

Com a revisao sistematica da literatura foi possivel elaborar um levantamento
bibliogréafico de todos os metabdlitos secundarios identificados e/ou isolados do género
Kielmeyera. A partir dele também foram selecionados os artigos mais relevantes,
visando extrair o maximo de informacdes e correlacbes, de modo mais organizado e

objetivo.

4.1.2 Estatistica descritiva da amostra

Por meio da estatistica descritiva foi possivel verificar o inicio dos estudos,
sendo 0 mesmo realizado em 1998 por CORTEZ e colaboradores. Desde entdo, o
namero de citacOes e trabalhos aumentou até 2002, onde houve um nimero de trabalhos
elevado, seguido por uma queda de forma desigual com o passar dos anos (QUADRO
4.1, pg. 53).

QUADRO 4.1: Relagéo da quantidade de artigos publicados por ano

Relacao de artigos publicados por ano
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4.1.3 Andlise de redes de relacionamento

A primeira rede elaborada foi a de co-citacdo, que se refere a quantidade de
artigos que se correlacionam entre si, ou seja, possuem a mesma linha de pesquisa
(QUADRO 4.2, pg. 54).

QUADRO 4.2: Rede de co-citagédo de artigos com o tema Kielmeyera

detke efialy, 1996

goulart ycf, 2007, pharm biol,
martins j. v.(g,2006, indian

alves et'al" 2000 lopes jlc, 1977, phytochemistr
cortez et al., 1998

audi et aL 2002 gOtt“Eb et al., 1969
- pinto mmd, 1987, phytochemistr

goulart ycf, 2005, braz arch b cortez etal., 2002

selavr, 2010, phytomedicine, bennett et al., 1989

cortez etal., 1999

almeida et al., 1998
eiten et al., 1972

Hj?’)‘ VOSviewer myers n, 2000, nature, v403, p
&

No quadro 4.2 sdo observados circulos em cores diferentes, em que 0s artigos
que apresentam o circulo com a mesma cor sao 0s que possuem maior proximidade em
seu estudo. Quanto maior o tamanho do circulo, maior é o numero de citacdo para este
artigo.

Como pode ser observado, o autor CORTEZ (1998) se correlaciona com 0s
autores LOPES (1977) e PINTO; MESQUITA; GOTTLIEB (1987). Ja o autor AUDI
(2002) possui dois circulos com coloragdes diferentes, o que significa que este se
correlaciona com os artigos marcados em azul, como ALVES e colaboradores (2000) e
na coloragdo vermelha com SELA (2010). Dessa forma, pode-se afirmar que ele se
aproxima com ambos 0s grupos.

Outra rede elaborada foi a de periodicos que mais publicaram sobre o assunto

(QUADRO 4.3, pg.55). Por meio desta analise, observou-se que o Journal of
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Ethnopharmacology apresenta 0 maior nimero de publicacBes referentes as plantas do
género Kielmeyera. Ademais, este periddico apresenta correlagdo com periddicos com
circulo de cor vermelha, como por exemplo, Pharmaceutical Biology e com os do grupo
em azul, sendo um deles o Indian Journal Pharmacology. Destaca-se nesta analise o
periddico Phytochemistry que contém um dos artigos precursores dos estudos de
Kielmeyera, como exemplo a “Xanthones from Kielmeyera excelsa” de GOTTLIEB e
colaboradores (1969), os quais publicaram muitos artigos nesse periodico para plantas
do mesmo género, como a Kielmeyera rubriflora, em 1970. Esse mesmo periodico
possui correlagdo com o Journal of Ethnopharmacology que tem artigos publicados,
como o “Preliminary toxicity study of dichloromethane extract of Kielmeyera coriacea
stems in mice and rats”, de OBICI e colaboradores em 2008.

O periodico Pharmaceutical Biology também possui correlacdo com o
Phytochemistry, destacando-se o artigo “Antibacterial activity of a biphenyl and
xanthones from Kielmeyera coriacea”, de CORTEZ e colaboradores (2002), autores
também bastante citados nos temas em estudo. Esses dados tornam-se bastante
relevantes para publicacbes futuras, uma vez que os mesmos poderdo direcionar a

escolha do periddico, além da facilidade de novas buscas para futuros estudos.

QUADRO 4.3: Rede de correlacdo entre periodicos
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Nos QUADROS 4.4 e 4.5 s&o representadas as correlacGes entre palavras-chave
e universidades que mais estudam o género Kielmeyera, respectivamente.

No QUADRO 4.4 (pg.56) observa-se uma relacdo forte entre metabdlitos ja
isolados da planta com a palavra Kielmeyera coriacea, em especifico a palavra xantona,
que € uma classe marcadora do género. A partir da anélise do QUADRO 4.5 é possivel
observar dados relacionados a quais universidades realizam o estudo deste género. Esse
dado é interessante, pois divulga quais tipos de estudos as universidades estdo
realizando; por exemplo, a Universidade Estadual de Maringa se destaca por possuir um
maior nimero de citagdes (circulo verde maior) e também a maior rede de correlagéo, se
aproximando com os estudos da Universidade de Brasilia e da Universidade Federal de

Sédo Carlos, as quais apresentam circulos com coloracdo semelhantes.

QUADRO 4.4. Correlagdo de palavras chave em toda busca bibliogréafica
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QUADRO 4.5: Correlagéo de universidades que estudam o género Kielmeyera
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Portanto, é evidente a importancia de um estudo sistematico da literatura, bem
como uma andlise critica dos artigos, para assim obter informacgdes importantes que ndo
seriam consideradas com apenas uma leitura simples dos artigos individualmente. Isso
destaca a importancia e a colaboracdo da bibliometria no levantamento bibliogréafico e

na analise dos dados referentes aos artigos.

4.1 ESTUDO QUIMICO

4.2.1 Preparo dos extratos e fracoes

O material botanico coletado foi seco, triturado, extraido por maceracdo com
etanol por nove dias, com troca de solvente a cada trés dias, um total de 600 mL, e o
extrato foi concentrado em evaporador rotativo, obtendo-se o extrato etandlico das
raizes (EER) de K. coriacea, e pela extracéo liquido-liquido obteve-se as fragfes hexano
(FH), acetato de etila (FAE) e hidroalcoolica (FHA). O rendimento de cada amostra esta
apresentado na TABELA 4.1 (pg. 58).
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TABELA 4.1: Rendimento obtido no procedimento de extracdo do EER e das fracOes

Massa Extrato ou fracdo Cadigo Massa obtida Rendimento (%)
Inicial (g_]) (g)
45,02 etanodlico EER 80,0 12,4°
hexano FH 4,2 11,7¢
36,0° acetato de etila FAE 16,3 45,3¢
hidroalcodlica FHA 3,9 10,8¢

®Massa do material vegetal seco.

bMassa de extrato etandlico das raizes (EER).

‘Rendimento calculado a partir da massa do material vegetal seco.
9Rendimento calculado a partir da massa inicial do EER.

4.2.2 Estudo quimico do extrato etandlico das raizes de K. coriacea

O estudo quimico do extrato etandlico das raizes de K. coriacea proporcionou o
isolamento de uma substancia que por meio da comparacdo dos seus dados
espectroscopicos e espectrométricos com estruturas ja isoladas do género, identificou-se
a substancia como 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona, a qual pertence a classe das
xantonas, as marcadoras quimiotaxonémicas do género Kielmeyera.

As xantonas sdo formadas por 13 atomos de carbono, seguindo o seguinte
arranjo: Ce-C1-Ce, denominado de esqueleto xantdnico. Além dos compostos
oxigenados presentes na estrutura principal, nesse esqueleto podem ser encontrados
substituintes oxigenados na forma de grupos hidroxilicos, metoxilicos,
metilenodioxilicos e unidades alquilicas. Sdo esses substituintes que influenciam nos
deslocamentos quimicos, gerando blindagem ou desblindagem na analise de RMN
(SOBRAL et al., 2009).

Ademais, na perspectiva de obter informacbes adicionais sobre a composi¢do
quimica presente nas raizes de K. coriacea foi realizado o perfil metabolico,
denominado de desreplicacdo, das fragcdes oriundas do EER, por meio da anélise via
CLAE-EM.

Os picos majoritarios foram analisados por espectrometria de massas no modo
positivo. A caracterizacdo dos metabolitos foi realizada por comparagdo do tempo de
retencdo e da massa exata com o banco de dados METLIN (SMITH et al., 2005) e com

dados da literatura.
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4.2.2.1 ldentificagéo estrutural da substancia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona

No espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.6, pg. 67) foram observados sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos, integrando para um hidrogénio cada, em &
7,64 (dd, J= 8,5 Hz e 0,8 Hz) atribuido ao H-5, 6 7,81 (ddd, J= 8,5 Hz, 6,8 Hz e 1,6 Hz)
atribuido ao H-6, 6 7,45 (ddd, J= 7,9 Hz; 6,8 Hz e 0,8 Hz) atribuido ao H-7 ¢ & 8,24
(dd, J=7,9 Hz e 1,6 Hz) atribuido ao H-8. A analise das suas multiplicidades evidenciou
sinais caracteristicos de um anel aromatico com quatro atomos de hidrogénios vicinais,
uma vez que um ddd confirma o acoplamento de um hidrogénico com mais outros trés
hidrogénios.

Um sinal de simpleto em 6 7,44 também foi observado, o qual integrou para um
hidrogénio, referente ao H-1, comprovando a existéncia de um anel aromatico
pentassubstituido. Verificou-se também sinais referentes a dois simpletos em & 3,97 e &
4,04, ambos com integracdo para trés hidrogénios, relativos a dois grupos metoxilas
(TABELA 4.2, pg. 66).

Por meio da anéalise de RMN de *C (FIGURA 4.7, pg. 68) observou-se 15
sinais, sendo alguns menos intensos, com absor¢do na regido de carbono aromatico. Os
deslocamentos quimicos em & 147,2 ¢ & 136,9 comprovam a existéncia de grupos
oxigenados pertencentes a metoxilas, devido ao fato de serem sinais localizados em
campo baixo. Essas metoxilas doam densidade eletrdnica, contribuindo para a obtencéo
de sinais de carbonos mais desblindados. Destaca-se também o sinal em & 176,1,
caracteristico de carbonila conjugada, colaborando para a caracterizagdo do esqueleto
xanténico basico (CASTELAO et al., 1977) (TABELA 4.2, pg. 66).

As atribuicBes dos deslocamentos quimicos do RMN de **C do ndcleo xantonico
(FIGURA 4.1, pg. 60) serviram como referéncia para interpretacdo e identificagdo da

xantona em estudo.
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FIGURA 4.1: Estrutura basica da xantona e seus deslocamentos quimicos de 3C
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Por meio da anélise dos sinais em § 119,0, § 124,9, 5 126.,8 ¢ § 135,2 confirmou-
se a presenca de um anel aromatico sem substituintes, pois sdo valores equivalentes a de
uma xantona sem substituinte, aproximando-se dos valores da literatura. A partir disso,
foram consideradas duas propostas de estruturas, (A) e (B) (FIGURA 4.2, pg. 60), de

xantonas previamente isoladas do género Kielmeyera.

FIGURA 4.2: Duas propostas de estruturas, (A) e (B), de xantonas previamente isoladas

do género Kielmeyera

OCH,4
OH
(A) (B)
3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona 4-hidroxi-2,3-dimetoxixantona

Ao comparar as propostas (A) e (B), notou-se que os deslocamentos quimicos de

13C do anel A de ambas sdo semelhantes devido ao fato de ser um anel sem substituinte.
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Contudo, os sinais do anel B das duas propostas se diferem, pois apresentam
substituintes como a hidroxila e a metoxila em posi¢cdes distintas. Dessa forma, a
mudanca na posicao desses substituintes altera os deslocamentos quimicos dos carbonos
ligados aos mesmos para uma regido mais desblindada (FIGURAS 4.3 e 4.4, pg. 61)
(CASTELAO et al., 1977; DE ALMEIDA, 2013; KATO et al., 2005; KIJJOA et al.,
2000; MINAMI et al., 1994; SOBRAL et al., 2009).

FIGURA 4.3: Proposta estrutural para a substancia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona com

o0s deslocamentos quimicos de carbono para proposta (A)
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FIGURA 4.4: Proposta estrutural para a substancia 4-hidroxi-2,3-dimetoxixantona com

os deslocamentos quimicos de carbono para proposta (B)
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Sendo assim, os deslocamentos quimicos das propostas (A) e (B) auxiliaram na
determinacdo da posicdo dos substituintes do esqueleto xantonico, concluindo que a
substancia em estudo é a proposta (A). Além das propostas, sua estrutura (FIGURA 4.5,
pg. 62) foi identificada com base nos espectros de RMN de *H, RMN de **C, HSQC,
COSY e HMBC e comparados com dados relatados na literatura (COQUEIRO et al,
2016; SOBRAL, 2009). A substancia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona foi obtida na
forma de um solido amarelo (1,2 mg) a partir do fracionamento da fracdo acetato de
etila (subfracédo 4.7.2) do EER de K. coriacea.

FIGURA 4.5: Estrutura da substancia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona

Pelo experimento de HSQC observou-se as seguintes correlagfes: H-5 em & 7,64
comC-5em o 119,0; H-6 em 6 7,81 com C-6 em 8 135,2; H-7 em 6 7,45 com C-7 em &
124,9; H-8 em & 8,24 com C-8 em & 126,8. Os sinais de *H das duas metoxilas, nas
posicdes 2 e 4, em & 3,97 e § 4,04, mostraram correlagdo a J' com os sinais dos
carbonos em & 56,7 e & 61,7, respectivamente (FIGURA 4.8, pg. 69) e (FIGURA 4.9,
pg. 70) (CASTELAO et al., 1977; GOTTLIEB; NAGEM, 1977).

A xantona isolada j& foi reportada para o género Kielmeyera nas folhas e na
casca do caule da espécie, contudo ndo ha relatos na literatura para o isolamento da
mesma para raiz.

Por meio da analise de correlacdo homonuclear do espectro de COSY
confirmou-se o acoplamento dos sinais de hidrogénios vicinais do anel aromatico,
observados no RMN de !H; o sinal em & 8,24 (H-8) acoplou com o sinal em § 7,45
atribuido ao H-7, o qual acoplou com o sinal em & 7,81 referente ao H-6 (FIGURA 4.10,
pg.71); o sinal de H-6 acoplou com o sinal em & 7,64 referente ao hidrogénio H-5
(FIGURA 4.11, pg.72).
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Pelos dados do mapa de contorno HMBC observou-se que o sinal em ¢ 8,24 (H-
8) correlacionou-se com o sinal de carbono da carbonila em 6 176,1 (C-9) (FIGURA
4.13, pg.63) e com o sinal em 6 135,2 (C-6). O sinal em 6 7,44 (s, 1H), correspondente
ao H-1, se correlacionou com os sinais em 6 56,7, caracteristico de carbono de metoxila,
indicando a substituicdo de uma das posi¢des da xantona por uma metoxila. O H-1
também apresentou correlagGes com o sinal de C-2 em 6 147,2, com o sinal de C-4a (&
147,5) e com o sinal do carbono da carbonila (C-9) em 6 176,1 (FIGURA 4.12, pg.73).
Outras correlacGes observadas foram: o sinal em & 7,81 (H-6) com o sinal em & 126,8
(C-8); o sinal em 6 7,64 (H-5) com o sinal em & 124,9 (C-7); e o sinal em 6 7,45 (H-7)
com o sinal em 6 119,0 (C-5).

FIGURA 4.13: Correlagdes dos sinais observadas no mapa de contornos g-HMBC

utilizadas para a elucidagéo estrutural

Os sinais de hidrogénios das metoxilas em & 3,97 e d 4,04 se correlacionaram a
J® com os sinais dos carbonos em & 147,2 (C-2) e & 136,9 (C-4), respectivamente
(FIGURA 4.14, pg.74).

Os sinais com 6 0,70 a 1,70, caracteristicos de hidrogénios alifaticos, sdo
impurezas da amostra, possivelmente de terpenoides e/ou esteroides (PAVIA, 2013).

Além dos dados de RMN, uma aliquota da substancia 3-hidroxi-2,4-
dimetoxixantona foi submetida a EM por infuséo direta. Por meio da analise do espectro
de massas no modo positivo (ESI), observou-se o ion [M+H]* m/z 273,0208 (FIGURA

4.15, pg. 64), possibilitando atribuir a esta substancia a formula molecular C15H120s.

63



FIGURA 4.15: Espectro de massas da substancia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona, obtido

em modo positivo (ESI)
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O ion m/z 273,0208 foi selecionado (isolado) e fragmentado sequencialmente
(EM?), usando energia de 25 a 40 eV. O espectro de massas é apresentado na FIGURA
4.16 (pg. 64). O perfil de fragmentacao obtido experimentalmente foi comparado com
dados da literatura para fragmentagfes caracteristicas de xantonas. Desta forma, foram

realizadas propostas de fragmentacGes para a xantona em estudo (FIGURA 4.17, pg.65).

FIGURA 4.16: Espectro de massas sequencial (EM/EM) do ion [M+H]" de m/z

273,0270
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Ao analisar o espectro de EM/EM da substancia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona,
observou-se que o fragmento mais estavel (m/z 258) foi gerado pela eliminagdo de um
radical metila (CHzs), proveniente da metoxila na posicéo 4, do anel B da xantona. Em
seguida, o fragmento m/z 241 foi formado pela perda de um radical hidroxila (OH) da
posicdo 4; este mesmo fragmento sofreu a perda de um grupamento C=0 e formou a
estrutura com m/z 213. O ion m/z 229 pode ser formado a partir do ion m/z 273 com a
perda de um grupo (CO2) (FIGURA 4.17, pg. 65) (DU et al., 2012; FENG et al., 2012;
SILVA etal., 2016; WITTENAUER et al., 2012).

64



FIGURA 4.17: Propostas de fragmentacdo para a estrutura da substancia 3-hidroxi-2,4-

dimetoxixantona
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Dessa forma, a partir dos dados espectroscopicos foi confirmada a proposicéo da
substancia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona. Esta substancia esta descrita na literatura,
sendo isolada de espécies como K. cuspidata (caule); K. coriacea (folhas); K.
lathrophyton (caule) e de K. rubiflora (folhas e caule) (CORTEZ et al., 1998; DE
ALMEIDA, 2013; GOTTLIEB et al., 1969; GOTTLIEB; MESQUITA; NAGEM, 1971;
LOPES et al.,, 1977; PIMENTA et al., 1964; PINTO; MESQUITA; GOTTLIEB, 1987,
SOBRAL et al., 2009).

65



TABELA 4.2: Dados de RMN de 'H da substancia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona e

comparacdo com a literatura

Substancia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona

(500 e 125 MHz, acetona-ds)

SOBRAL et al., 2009
(300 e 75 MHz, CDClz +

DMSO-de)
6 (ppm); 13 S (ppm); 13
HIC multiplicidade; ( (r:n) g-HMBC multiplicidade; ( (r:n)
J (H2); integral PP J (H2); integral PP
1 7,44;s: 1H 101,3 - 7,47:s: 1H 100,4
2 - 147,2 H-1; 2-OMe - 145,5
3-OH * 145,3 - 6,03;s; 1H 1459
4 - 136,9 4-OMe - 134.8
da - 1475 - - 146,2
10a - 157,2 - - 155,6
7,64; dd; 7,53; dd;
5 119,0 H-7 117.7
8,5e¢0,8; 1H 88e1,2;1H
7,81; ddd; 7,67 dt;
6 135,2 H-8 133,7
8,5:6,8¢e1,6;1H 8,8:6,5e1,6;1H
7,45; ddd 7,34; 1l;
7 1249 H-5 1235
7,9:6,8¢e0,8; 1H 8,8; 1H
8,24 dd; 8,29: dd;
8 126,8 H-6 126,1
79e1,6;1H 8,8e1,6; 1H
8a - 1223 - - 1210
%9a - 1125 - - 113,6
9 - 176,1 H-1; H-8 - 175,7
2-OMe 3,97:s; 3H 56,7 - 3,97:s; 3H 56,1
4-OMe 4,04;s; 3H 61,7 - 4,05; s; 3H 61,2

* Valor ndo encontrado no espectro de RMN de *H.
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FIGURA 4.6: Espectro de RMN de 'H da substancia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona (C3sDsO, 500 MHz)
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FIGURA 4.7: Espectro de RMN de *C da substancia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona (CsDsO, 125 MHz)
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4.2.3 Caracterizacdo do perfil metabdlico das fragdes de K. coriacea por

espectrometria de massas

Com o objetivo de obter informacBes sobre o perfil quimico das subfracGes
oriundas das fracbes hexano (FH), acetato de etila (FAE) e hidroalcodlica (FHA),
obtidas a partir da extracdo liquido-liquido do EER de K. coriacea, foi realizada a
analise das mesmas via Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial com fonte de ionizacdo lon Trap. Esse estudo
consistiu na desreplicagdo assistida de informacdes prévias contidas na base de dados
dos metabdlitos secundarios ja isolados do género Kielmeyera (CASS; CASSIANO,
2015).

As amostras em estudo foram provenientes de fracionamentos por cromatografia
em coluna (FLUXOGRAMAS 3.3 a 3.6, pgs 40 a 44), e foram analisadas por RMN de
'H, sendo consideradas mais relevantes para o estudo de desreplicagdo e ensaios
bioldgicos aquelas com sinais na regido dos aromaticos. Assim, foram analisadas cinco
subfracdes da FAE (2.4.3; 4.4; 4.5.4; 4.7.3 e 4.8.2), uma subfracdo da FH (10) e uma
subfracdo da FHA (7).

Todas as amostras foram injetadas no cromatdgrafo liquido acoplado ao
espectrdmetro de massas e a partir do experimento foi gerado um cromatograma de ions
totais (CIT), em que foi possivel realizar a busca pelos ions [M+H]* de m/z especifico.
Em seguida, obteve-se os cromatogramas de ions extraidos (CIE) correspondentes aos
compostos presentes na amostra, que estavam associados ao espectro de massas
(SILVA et al., 2016). Os valores de m/z experimentais foram comparados com aqueles
calculados para os compostos relatados previamente na literatura e a partir dessas
informacdes foram identificadas quinze substancias, cujos dados se encontram na
TABELA 4.3 (pg. 76) e suas estruturas nas FIGURAS 4.18 a 4.20 (pgs. 77 a 78).
Dentre os metabdlitos identificados, constatou-se a predominancia majoritaria da classe
de xantonas. Porém, notou-se também a presenca de outras classes de compostos, como
flavonoides e esteroides, na composicao das subfracdes do EER de K. coriacea. Apos a
andlise, o perfil obtido por CLAE-EM de cada amostra foi analisado separadamente,
sendo os valores de m/z dos picos de maior intensidade comparados com a literatura,
identificando as substancias presentes em cada subfracdo. Verificou-se que 0s espectros
de absorcdo correspondentes a estes picos sdo de bandas de absorcdo no UV
caracteristicas de xantonas (CORTEZ et al., 1998; SILVA et al., 2016).
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TABELA 4.3: Substancias identificadas por CLAE-EM no modo positivo (ESI) das subfragdes do EER de K. coriacea

*

m/z

N°  Subfracéo Substancia b observada m/.z Formula Referéncia
(min) + teorica molecular
[M + H]
uercetina-3-O-glucosideo/
1 EAE243 qquercetina_3_o_g%|actosi i 20,6  465,2894 4652899  CaH20012 COQUEIRO, 2010
2 d-tocotrienol 29,6 396,2937 396,3028 Co7H3002  DE MESQUITA et al., 2011
3 FAE-4.4 acilforoglucinol 28,5 529,3353 529,3529 C32H4806 COQUEIRO et al., 2016
4 FAE-45.4 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona 13,2 273,0210 273,0718 C15H120s SOBRAL et al., 2009
5 o 2-hidroxi-1-metoxixantona 13,3 243,0006 243,0010 C14H1004 GOTTLIEB et al., 1970
4-hidroxi-2,3-

6 FAE-4.73 metilenodioxixantona 12,2 257,0060 257,0056 C14HgOs SOBRAL et al., 2009
7 3-hidroxi-1,2-dimetoxixantona 13,0 273,0147 273,0718 C15H120s DUARTE et al., 1968
8 Kielcorina 14,3 437,0947 437,1192 C24H2008 COQUEIRO et al., 2016

FAE-4.8.2 . . : i CORTEZ; MARSTON;
9 4-hidroxi-2,3-dimetoxixantona 11,6 273,0213 273,0718 C15H120s HOSTETTMANN, 1999
10 lupeol 27,8 427,3269 427,3895 CzoHs500 BARBOSA, 2015
11 FH-10 acilforoglucinol 28,6 529,3533 529,3529 C32H4506 COQUEIRO et al., 2016
12 quercitrina 29,6 449,2519 449,1039 C21H20011 COQUEIRO, 2010
13 2,8-dihidroxi-1-metoxixantona 10,4 259,0075 259,0562 C14H1005 COQUEIRO et al., 2016
14 FHA-7 5-hidroxi-1,3-dimetoxixantona 11,5 273,0270 273,0718 CisH120s  ANTONACCIO et al., 1965
15 kielcorina 14,3 437,1103 437,1192 C24H200s COQUEIRO et al., 2016

* t-Tempo de retencdo

Legenda:

FAE-2.4.3/ FAE-4.4/ FAE-4.5.4/ FAE-4.7.3/ FAE-4.8.2 - subfragdes provenientes da fracéo acetato de etila

FH-10 - subfracdo proveniente da fracdo hexano
FHA-7 - subfracéo proveniente da fracéo hidroalcoolica.
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FIGURA 4.18: Substancias identitificadas por CLAE-EM no modo positivo (ESI) a

partir das sufracdes provenientes da fragio acetato de etila do EER de K. coriacea
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Assim, foi possivel tracar o perfil quimico das amostras analisadas por CLAE-
EM. Os cromatogramas, bem como o0s espectros de massas, sao apresentados no topico
ANEXOS 2 e 3.
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FIGURA 4.19: Substancias identitificadas por CLAE-EM no modo positivo (ESI) a
partir da sufragdo proveniente da fragdo hexano do EER de K. coriacea
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FIGURA 4.20: Substancias identitificadas por CLAE-EM no modo positivo (ESI) a
partir da sufracdo proveniente da fracdo hidroalcoolica do EER de K. coriacea
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4.3 ESTUDO BIOLOGICO

O estudo bioldgico da espécie K coriacea consistiu na avaliacdo do seu potencial
antioxidante pelo método de inibicdo de radicais DPPH, antimicrobiano frente a
bactérias e fungos, bem como antitumoral frente a células HelLa.

Os ensaios foram realizados inicialmente com o EER e as fracbes FH, FAE e
FHA oriundas do mesmo. A partir de analises de RMN de 'H, foram selecionadas para
testes as subfragdes provenientes da cromatografia em coluna dessas fracoes,
consideradas promissoras em termos dos constituintes quimicos presentes, além da
susbstancia isolada. Os microrganismos utilizados, bem como a linhagem de célula
tumoral, foram selecionados em funcdo dos estudos etnobotanicos apresentados
previamente nesta dissertacdo (pgs. 8 e 9), considerando o uso de K. coriacea para as
principais patologias citadas pelos membros da Comunidade Coqueiros.

4.3.1 Atividade antioxidante

A avaliagdo da atividade antioxidante correlacionada com a atividade biol6gica
do EER e suas fracdes FH, FAE e FHA foi realizada pelo método de sequestro de
radicais com o DPPH. Os resultados de ECso sdo apresentados na TABELA 4.4 (pg.
79). O DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) é um radical livre com um elétron
desemparelhado que previne sua dimerizacao, fenémeno observado também em outros
radicais livres (CELLI; PEREIRA-NETTO; BETA, 2011; OLIVEIRA, 2015).

TABELA 4.4: Valores de potencial antioxidante do EER e suas fragbes de K. coriacea
frente ao radical DPPH

Amostras ECso(ug mL™)
EER 458,87
FH 651,03
FAE 470,72
FHA 201,53
acido gélico 90,64

Legenda:

EER- Extrato etandlico da raiz de Kielmeyera coriacea
FH- Fracdo hexano

FAE- Fracdo acetato de etila

FHA- Fracdo hidroalcodlica.
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Os resultados apontam FHA como a fragio mais ativa (ECso de 201,53 pug mL™).
De acordo com COQUEIRO e colaboradores (2013) que também avaliaram o potencial
antioxidante de plantas do mesmo género, frente ao DPPH, encontrando resultados mais
expressivos para as fracBes mais polares dos extratos das folhas e do caule de K.
variabilis (fracBes acetato de etila e n-butanol com ECso de 3,5+0,3 e 4,4+0,2 ug mL™,
respectivamente).

As subfracGes oriundas de FH, FAE e FHA de K. coriacea também foram
ensaiadas frente ao DPPH (TABELA 4.5, pg. 80).

TABELA 4.5: Valores de ECso das subfracdes da FH, FAE e FHA de K. coriacea
frente ao DPPH

Amostras ECso (ug mL™)
FAE-2.4.3 104,62
FAE-4.7.3 1761,68
FAE-4.8.2 2756,84
FH-9 370,29
FH-10 623,61
FHA-4 797,79
FHA-7 349,33

acido gélico 2,65

Legenda:

FAE-2.4.3/ FAE-4.7.3/ FAE-4.8.2 - subfracdes provenientes da fracio acetato de etila
FH-9/ FH-10 - subfracBes provenientes da fracdo hexano

FHA-4/ FHA-7 - subfracfes provenientes da fracdo hidroalcodlica.

Os resultados revelaram valores de ECso elevados, expressando a baixa atividade
antioxidante das subfragcdes. A Unica subfracdo considerada promissora foi a FAE-2.4.3,
com um valor de ECso de 104,62 pg mL™. Essa fracdo foi submetida ao estudo do seu
perfil quimico pela técnica de CLAE-EM, resultando na identificacdo do flavonoide
quercetina-3-O-glucosideo e do esteroide o-tocotrienol. Um estudo realizado por ROSA
e colaboradores (2010), para 0s mesmos ensaios supracitados, comprovaram a agéo
antioxidante do flavonoide quercetina-3-O-glucosideo.valores de ECso promissores
estdo relacionados a presenca de metabolitos secundarios de carater polar, como 0s
flavonoides, classe que possui polifendis com ligac6es duplas e hidroxilas, conjugados

com o anel aromatico, capazes de doar elétrons por ressonancia e estabilizar os radicais
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livres. Sendo assim, as propriedades relacionadas com a estrutura de compostos
fendlicos protegem contra o estresse oxidativo, reduzindo o risco de doengas cardiacas,
prevenindo o cancer e retardando o processo de envelhecimento das células (DE
OLIVEIRA, 2015).

Os potenciais beneficios dos flavonoides, assim como de outros compostos
fendlicos, sdo determinados por evidéncias epidemiolégicas da atividade antioxidante,
cardioprotetora, anticarcinogénica, dentre outras. Muitos desses flavonoides séo
encontrados na natureza na forma glucosilada, com oxigénio (O-) ou com carbono (C-).
A glucosilacdo se destaca por permitir a reducdo da reatividade e aumentar a
hidrossolubilidade dos flavonoides (CELLI; PEREIRA-NETTO; BETO, 2011).

A vitamina E (tocotrienol) age como um redutor da oxidacdo da quercetina-3-O-
glucosideo, permitindo uma permanéncia maior do flavonoide para cumprir suas acdes
antioxidativas. Em contrapartida, a quercetina-3-O-glucosideo protege a vitamina E da
oxidacdo, com a qual também apresenta efeitos sinérgicos (ROSA, 2010).

4.3.2 Atividade antimicrobiana

Neste trabalho foi avaliada a atividade antimicrobiana do EER e das fragdes
oriundas do mesmo (FH, FAE e FHA) frente a treze bactérias e trés fungos, pelo
método de microdilui¢do em caldo, determinando-se a CIM. Como controle negativo foi
empregado o dimetilsulféxido (DMSO), mesmo solvente utilizado para solubilizar as
amostras, o qual ndo influenciou na atividade antimicrobiana. No intuito de avaliar a
viabilidade celular dos microrganismos testados, utilizou-se o controle positivo para as
bactérias foram utilizados antibidticos comerciais (estreptomicina, penicilina e
clorexidina e tetraciclina); a anfotericina foi empregada frente aos fungos Candida
krusei e C. parapsilosis. Os resultados apresentados nas TABELAS 4.6 e 4.7 (pgs. 82 e
84)8 5 apontaram valores de viabilidade semelhantes com os ensaios ja realizados pelo
laboratdrio, uma vez que os microrganismos foram inibidos em concentragdes baixas,

condizentes com a faixa de inibi¢do contida no protocolo estabelecido pelo LAPeMA.
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TABELA 4.6: Resultados da Concentragdo Inibitéria Minima em pug mL™ do EER de K. coriacea e das fragdes oriundas do mesmo frente as

bactérias avaliadas

Patologia Bactérias Amostras Controles Positivos
EER FH FAE FHA estreptomicina  penicilina  clorexidina
Escherichia coli > 400 > 400 > 400 > 400 2,95
Diarreia Salmonella choleraesui > 400 > 400 > 400 > 400 59
Yersinia enterocolitica > 400 > 400 > 400 > 400 2,95
Staphylococcus aureus 12,5 > 400 200 > 400 0,09
Infeccbes Streptococcus pneumoniae 12,5 > 400 200 > 400 0,18
Staphylococcus epidermidis 25 > 400 200 > 400 5,9
Reumatismo Staphylococcus aureus 12,5 > 400 200 > 400 0,74
(febre Burkholderia cepacia > 400 > 400 > 400 > 400 59
reumatica) Streptococcus pyogenes 6,25 200 25 > 400 0,37
Pseudomonas aeruginosa 6,25 > 400 > 400 > 400 5,9
InfeccOes Streptococcus mutans 50 > 400 > 400 > 400 0,92
bucals Lactobacillus casei 25  >400  >400 > 400 3,69
Streptococcus sobrinus 100 > 400 > 400 > 400 0,92

Legenda:

EER- Extrato etandlico da raiz de Kielmeyera coriacea
FH- Fracdo hexano

FAE- Fracdo acetato de etila

FHA- Fracdo hidroalcodlica.
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Por meio da analise dos resultados da avaliacdo antimicrobiana observou-se que
0 EER e as fraces FH e FAE apresentam diferentes niveis de atividade frente a cada
microrganismo. Contudo, a fracdo FHA ndo apresentou atividade significativa frente
aosmicrorganismos (CIM > 400 ug mL™?). Os resultados mais expressivos foram para o
EER, o qual inibiu o crescimento de nove das treze bactérias em estudo, destacando-se a
suscetibilidade de S. pyogenes e P. aeruginosa (CIM de 6,25 pg mL™?) (TABELA 4.6,
pg. 82). De acordo com a literatura (RIOS; RECIO, 2005; GIBBONS, 2008), um
extrato vegetal ou fracdo sdo considerados promissores em um ensaio antimicrobiano
quando apresentam valor de CIM igual ou inferior a 100 ug mL™ e para substancias
puras, um valor de CIM igual ou inferior a 10 ug mL™. Portanto, o EER é considerado
promissor, uma vez que o valor de CIM do mesmo foi menor que 10 ug mL™. bactéria
S. pyogenes, as amostras EER, FH e FAE foram ativas (CIM de 6,25 ug mL™?, 200 ug
mL? e 25 pg mL? respectivamente), demonstrando, o potencial antimicrobiano no
combate a febre reuméatica e comprovando a importancia de se considerar as
informacGes de uso popular para estudos cientificos, dado que os membros da
Comunidade Coqueiros relataram o uso do cha da entrecasca e das folhas de K.
coriacea para tal enfermidade.

Outra indicagéo de uso popular de K. coriacea pela Comunidade Coqueiros foi o
consumo da entrecasca e galhos, por meio da mastigacdo, para evitar caries. Neste
contexto, ao avaliar o EER observou-se o potencial desta amostra com valores de CIM
de 25,50 e 100 pg mL™ frente aos microrganismos L. casei, S. mutans e S. sobrinus,
respectivamente, 0s quais estdo relacionados a infec¢fes bucais e caries. Resultados
semelhantes foram encontrados por DE AQUINO e colaboradores (2013), cujo extrato
etandlico da entrecasca de K. coriacea inibiu o crescimento de S. mutans em
concentragdo menor que 10 ug mL™. Tais resultados tornam-se relevantes, uma vez que
a partir dos mesmos surge o incentivo para a continuidade das pesquisas, vinculando-as
ao desenvolvimento de produtos destinados a higiene bucal, por exemplo.

Com relagdo aos ensaios antifingicos, os resultados mais expressivos foram para
0 EER e as fragdes FH e FAE frente a C. glabrata (CIM de 7,81 ug mL? 1000 pg mL™?
e 500 ug mL respectivamente). Destaca-se 0 EER, o qual foi ativo para os trés fungos
em estudo, apresentando um valor de CIM bem menor que as demais fragdes (TABELA
4.7, pg. 84). Tais resultados inferem que esta amostra, bem como as fragdes oriundas da
mesma, com excecdo da fragdo FHA, sdo capazes de inibir o crescimento destes
microrganismos, causadores da candidiase (GEIGER; FOXMAN; SOBEL, 1995).
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Valores de inibicdo semelhantes foram apresentados por BARBOSA (2015) para o
extrato aquoso da entrecasca de K. coriacea e a fragéo acetato de etila, frente ao fungo

C. glabrata (CIM de 15,62 pg mL™* para ambas as amostras).

TABELA 4.7: Resultados da Concentragdo Inibitéria Minima em pg mL? do EER e
fragOes de K. coriacea frente aos fungos avaliados

Patologia Fungos Fracdes

EER FH FAE FHA

Candidiase Candida albicans 31,25 >2000 500 > 3000
Candida tropicalis 62,5 2000 >2000 >3000
Candida glabrata 7,81 1000 500 > 3000

Legenda:

EER- Extrato etandlico da raiz de Kielmeyera coriacea
FH- Fragdo hexano

FAE- Fracdo acetato de etila

FHA- Fragdo hidroalcodlica.

A partir da analise dos dados da avaliacdo antimicrobiana, foram selecionadas
apenas as bactérias mais suscetiveis ao EER e suas fracGes para a realizacdo de novos
ensaios com as subfragdes provenientes do fracionamento das fracBes. Conforme
relatado previamente, as subfracdes foram selecionadas de acordo com seus dados
preliminares da fitoquimica e a analise de RMN de *H. Os valores de CIM para essas
subfracdes se encontram nas TABELAS 4.8 e 4.9 (pgs. 85 e 87. As fracdes FAE-4.5.4,
FAE-4.7.3 e FAE-4.8.2 apresentaram atividade moderada (CIM de 200 pug mL? 200 pg
mL? e 100 pg mL?, respectivamente) apenas frente o L. casei, que é um dos causadores
de cérie e infeccBes bucais. A fracdo que apresentou atividade para um maior nimero de

bactérias foi a FAE-4.4, sendo ativa para quatro bactérias das sete em estudo.
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TABELA 4.8: Resultados da Concentragdo Inibitéria Minima em pg mL™ das subfrages da FAE

Patologia Bactérias Subfracdes
FAE242 FAE243 FAE44 FAE454 | FAE473 FAEA4.8.2
InfeccOes Staphylococcus aureus >400 >400 400 >400 400 >400
Streptococcus pneumoniae >400 >400 100 400 200 >400
Staphylococcus >400 >400 200 >400 400 >400
epidermidis
Reumatismo Staphylococcus aureus >400 >400 400 400 400 >400
Streptococcus pyogenes >400 >400 100 400 400 >400
Pseudomonas aeruginosa >400 >400 400 >400 400 >400
Infeccao Lactobacillus casei >400 400 400 200 200 100
bucal
Legenda:

FAE-2.4.2/ FAE-2.4.3/ FAE-4.4] FAE-4.5.4/ FAE-4.7.3/ FAE-4.8.2 - subfra¢Bes provenientes da fracdo acetato de etila.
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O estudo do perfil quimico da subfracdo FAE-4.4 por CLAE-EM indicou a
presenca de um derivado policiclico denominado de acilforoglucinol poliprenilado.
COQUEIRO e colaboradores (2016) isolaram a partir do extrato etanolico dos galhos
de K. variabilis, e avaliaram seu potencial antimicrobiano frente a S. aureus, obtendo
valor de CIM de 0,5 pg mL*. A presenca do acilforoglucinol poliprenilado na subfragéo
em estudo pode estar relacionada a sua atividade promissora frente aos microrganimos
S. pneumoniae, S. epidermidis, S. aureus e S. pyogenes.

As subfracbes FAE-4.5.4, FAE-4.7.3 e FAE-4.8.2 apresentaram valores de CIM
de 200 pg mL?t, 200 pug mLt e 100 pg mL?, respectivamente. Além de serem
submetidas a analise de CLAE-EM, sendo identificadas xantonas, uma classe que se
destaca por possuir um elevado potencial antimicrobiano, o que pode justificar a acdo
antimicrobiana frente a bactéria L. casei. CORTEZ e colaboradores (2002) testaram o
potencial antibacteriano da 1,3,7-triidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona, a qual
apresentou atividade contra S. aureus com valor de CIM de 12,5 pg mL™L,

Nota-se que o valor de CIM para a xantona descrita € bem menor que para as
subfragdes em estudo (CIM de 100-200 pg mL™). Esses valores distintos podem ser
justificados devido a xantona descrita na literatura ser uma xantona prenilada, enquanto
que nas analisadas e identificadas por CLAE-EM experimentalmente, sdo xantonas
simples.

Das subfracdes provenientes da fracdo hidroacodlica, apenas a FHA-7
apresentou atividade antimicrobiana moderada (CIM de 200 pg mL™?) frente ao
microrganismo L. casei. Pela analise do perfil quimico desta fracdo foram identificadas
xantonas, destacando a kielcorina, pertencente a classe dos xantonolignoides que
apresenta um lignoide (grupo fenilpropanico) ligado ao nucleo xanténico (PINHERO et
al., 2003), as quais podem estar envolvidas no processo de inibi¢do bacteriana.

Os resultados de CIM obtidos para as subfracdes FH-9 e FH-10, provenientes da

fragdo hexano, estdo apresentados na TABELA 4.9 (pg. 87).
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TABELA 4.9: Resultados da Concentragdo Inibitéria Minima (em pg mL™?) das

subfracbes oriundas da fragdo hexano (FH) e hidroalcodlica (FHA) do EER de K.

coriacea frente a bactérias

Patologia Bactérias Subfragdes
FH-9 FH-10 FHA-4 FHA-7
Infeccbes Staphylococcus aureus 125 6,25 >400 >400
Streptococcus pneumoniae 3,12 156  >400  >400
Staphylococcus epidermidis 6,25 3,12  >400  >400
Reumatismo Staphylococcus aureus 125 6,25 >400 >400
Streptococcus pyogenes 6,25 6,25 >400 >400
Pseudomonas aeruginosa 100 50 >400  >400
Infeccdo bucal Lactobacillus casei 125 ] 156  >400 200
Legenda:

FH-9/ FH-10 - subfracGes provenientes da fracdo hexano

FHA-4/ FHA-7 - subfracfes provenientes da fracdo hidroalcoolica.

A subfracdo FH-10 apresentou-se como potencial frente a S. pneumoniae (CIM

de 1,56 pg mL?), sendo aproximadamente, dez vezes mais ativa que o valor

estabelecido pela literatura para uma substancia pura (CIM de 10 pg mL™). Pelo estudo

do perfil quimico desta subfracdo, o acilforoglucinol poliprenilado e a quercitrina. E

importante destacar que a substancia acilforoglucinol poliprenilado é reportada como
sendo um agente antimicrobiano (COQUEIRO et al., 2016).
Por meio do estudo realizado por MOCAN e colaboradores (2015) confirmou-se

a acdo antimicrobiana de um extrato que continha a quercitrina em sua composi¢éo

quimica. Portanto, tais constituintes podem estar envolvidos na inibicdo dos

microrganismos neste estudo.

Por fim, os valores de CIM das subfracdes avaliadas frente a os fungos C.

albicans, C. tropicalis e C. glabrata séo apresentados nas TABELAS 4.10 e 4.11 (pg.

88).
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TABELA 4.10: Resultados da Concentragdo Inibitéria Minima em pg mL?t de
subfracdes da fragcdo acetato de etila (FAE) do EER de K. coriacea

Patologia Fungos Subfracdes

FAE FAE FAE FAE FAE
2.4.3 4.4 454 473 482

Candida albicans >400 >400 >400 >400 >400
Candidiase Candida tropicalis >400 >400 >400 >400 >400
Candida glabrata >400 >400 >400 >400 >400

Legenda:
FAE-2.4.3/ FAE-4.4/ FAE-4.5.4] FAE-4.7.3/ FAE-4.8.2 - subfragbes provenientes da fracdo acetato de
etila.

TABELA 4.11: Resultados da Concentragdo Inibitéria Minima em pg mL? de
subfracbes da fracdo hexano (FH) e hidroalcodlica (FHA) do EER de K. coriacea

Patologia Fungos Subfracdes
FH FH FHA FHA
9 10 4 7
Candida albicans >400 >400 >400 >400
Candidiase Candida tropicalis >400 >400 >400 >400
Candida glabrata >400 >400 >400 >400
Legenda:

FH-9/ FH-10 - subfracGes provenientes da fracdo hexano
FHA-4/ FHA-7 - subfracfes provenientes da fracdo hidroalcoolica.

Diante dos resultados apresentados acima, ndo foi observada nenhuma atividade
antiftngica (CIM > 400 pg mL™1). O controle positivo (anfotericina) foram frente aos

fungos C. krusei e C. parapsilosis, obtendo CIM de 1,0 e 0,5 pug mL™, respectivamente.
4.3.3 Atividade antitumoral
A partir do estudo etnoboténico realizado, os membros da Comunidade
Coqueiros indicaram a entrecasca de K. coriacea para infec¢Bes no Utero. Assim, EER e

suas fracOes foram testados frente a células HelLa, as quais estdo relacionadas ao cancer

do colon do utero.
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Os valores de ICso foram determinados a partir do grafico de percentual de
inibicdo da viabilidade celular versus a concentragdo (mg mL™* e pg mL?) de cada
amostra.

Os resultados mais expressivos obtidos foram para as amostras EER, FH e FAE,
com valores de ICsp menores que 0,025 mg mL™? (FIGURA 4.21, pg. 89), revelando a

citotoxidade das amostras frente as células HelLa.

FIGURA 4.21: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem tumoral HeLa frente aos
tratamentos com o EER e as fragdes FH e FAE nas concentracGes 0,005; 0,010; 0,025;
0,05; 0,075 e 0,1 mg mL*
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Legenda:

EER- Extrato etandlico da
raiz de Kielmeyera coriacea
FAE- Fracdo acetato de etila.
FH- Fracdo hexano

A fracdo FHA foi menos ativa, apresentando um ICso de 0,076 mg mL?. O
grafico do percentual de inibicdo da viabilidade celular versus a concentracdo da

amostra esta representado na FIGURA 4.22 (pg. 90)
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FIGURA 4.22: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem tumoral HeLa frente ao
tratamento com a fracdo FHA nas concentrac6es 0,005; 0,010; 0,025; 0,05; 0,075; 0,1

mg mL?
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Legenda:
FHA- Fragdo hidroalcodlica

Frente aos resultados, notou-se que nas concentragdes empregadas para as
amostras, estas se mostraram muito citotoxicas.

Assim, foi realizado um outro ensaio com 0 EER e as fragfes FH e FAE, em
concentragdes mais baixas (0,315; 0,625; 1,25; 2,5 ¢ 5,0 pg mL™") (FIGURA 4.23, pg.
91). Para a FHA, as concentracdes usadas foram suficientes para alcancar o 1Cso, em
que a partir de 0,05 mg mL* a amostra apresentou-se como citotoxica, ndo realizando

assim ensaio adicional.
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FIGURA 4.23: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem tumoral HeLa frente aos
tratamentos com o EER e as fragdes FH e FAE nas concentracfes 0,315; 0,625; 1,25;
25e5,0ug mL?

HelLa 24 horas
150+
-~ EER
125-; -&- FAE
3 -+ FH
> 100
3 75+
©
$ 4
% 50.1 )
O
254
0 ' L | ) ' ] ] ] | )
0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 40 45 5.0
(ug/mL)
Legenda:

EER- Extrato etandlico da
raiz de Kielmeyera coriacea
FAE- Fracdo acetato de etila.
FH- Fracdo hexano

Segundo a literatura, um extrato bruto é considerado promissor quando 0 mesmo
apresenta um valor de ICso menor que 30 pg mL* (KHALIGHI-SIGAROODI et al.,
2012; PIEME et al., 2014). A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que o EER
foi citotoxico, pois inibiu a viabilidade das células de cancer do colon do utero, com um
ICso de 5,0 pg mL? aproximadamente quatro vezes menor que o valor considerado
promissor pela literatura.

As fracdes FH e FAE apresentaram valores de ICso de 2,87 e 2,76 ug mL?,
sendo 1,7 e 1,8 vezes mais potentes, respectivamente, que EER. Esses dados
comprovam o aumento significativo da atividade citotéxica com o fracionamento do
extrato, destacando a elevada atividade antitumoral. Os potenciais citotoxicos do extrato
e fracOes testadas, expressos como viabilidade celular, frente a linhagem de células

HelLa, sdo apresentados na TABELA 4.12 (pg. 92).

91



TABELA 4.12: Valores de ICso do EER e suas fragdes (concentragdes de 0,315 - 5,0 pg
mL1) frente a células tumorais HelLa

Amostras ICso (ng mL™)
EER 5,0
FH 2,76
FAE 2,87
FHA 76,23

Legenda:

EER- Extrato etandlico da raiz de Kielmeyera coriacea
FH- Fragdo hexano

FAE- Fracdo acetato de etila

FHA- Fracdo hidroalcodlica.

As subfracles 2.4.2, 2.4.3, 4.4, 4.5.4, 4.7.3 e 4.8.2, provenientes da fracdo FAE,
também foram submetidas ao ensaio em questdo. Os valores de ICso foram calculados
em ug mL?, a fim de verificar em qual concentracdo as subfracGes inibiriam 50% da
viabilidade das células cancerigenas, em um periodo de 24 horas de incubacdo. As
concentracdes utilizadas para avaliagdo das subfracdes foram de 1,0; 5,0 e 10,0 pg mL?,
determinadas com base no ICsp encontradas para o ensaio realizado com a FAE
(FIGURAS 4.24 e 4.25 pgs. 92 e 93, respectivamente).

FIGURA 4.24: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem tumoral HeLa frente aos

tratamentos com as subfracdes da FAE
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Legenda:
FAE-2.4.2/ FAE-2.4.3/ FAE-4.4/ FAE-4.5.4] FAE-4.7.2/ FAE-4.8.2 - subfracdes
provenientes da fracdo acetato de etila 92




FIGURA 4.25: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem tumoral HeLa frente ao
tratamento com a subfracdo 4.7.3 da FAE
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Legenda:
FAE-4.7.3 — subfracdo proveniente
da fracdo acetato de etila

As subfracGes que apresentaram resultados significativos foram FAE-2.4.3,
FAE-4.4 e FAE-4.7.3, com valores de 1Cso de 3,54 ug mL*?, 3,33 uygmLte 2,71 pg mL-
! respectivamente. Ao comparar os dados obtidos com aqueles reportados pela
literatura (concentracdo de 30 pg mL™ para ser considerada ativa), as subfracdes foram
muito citotoxicas frente as células HelLa, com valores aproximadamente dez vezes
menores.

Por meio do estudo do perfil quimico da subfracdo FAE-2.4.3 constatou-se a
presenca do acilforoglucinol prenilado e do esteroide o-tocotrienol, possiveis
substancias responsaveis pela atividade biologica expressiva.

Segundo a literatura, o extrato hexano da casca da raiz de K. coriacea mostrou-
se ativa em linhagens de células de tumores humanos nas seguintes culturas: MDA-MB-
435 (melanoma), HCT-8 (c6lon), HL-60 (leucemia) e SF-295 (glioblastoma). Deste
extrato foi isolada uma mistura de constituintes contendo o derivado da vitamina E, os
esteroides oJ-tocotrienol e seu peréxido-dimero. Essa mistura demonstrou possuir efeito
citotoxico e antiproliferativo sobre tais células, causando alteragcdes no ciclo celular

como inibi¢do na sintese de DNA e indugdo de morte por apoptose e necrose, 0 que
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reafirma que os tocotrienois possuem efeito antiproliferativo em células cancerigenas
(DE MESQUITA et al., 2011; AGGARWAL et al., 2010).

Na subfracdo FAE-4.7.3 foram identificadas, via CLAE-EM duas xantonas: a 4-
hidroxi-2,3-metilenodioxixantona e a 3-hidroxi-1,2-dimetoxixantona. De acordo com a
literatura, as xantonas também possuem potencial citotoxico devido seu esqueleto
bésico, e pode também pode variar de acordo com o tipo e a posi¢cdo dos seus
substituintes (CORREA, 2009).

Com relacdo as subfracdes FH-9 e FH-10, apenas a ulima foi promissora (ICso de
0,89 pug mL™Y). Ja foi reportado que o aciloforoglucinol policiclico possui efeito
citotoxico em linhagens de meduloblastoma e em células de cancer de mama, o que
justifica a atividade promissora da subfracdo FH-10, ja que o aciloforoglucinol foi
identificado por CLAE-EM na mesma (SHEN et al., 2016) (FIGURA 4.26, pg. 94).

Para as subfracbes FHA-4 e FHA-7 ndo foram obtidos resultados significativos,
ou seja, ndo foi possivel determinar ICso para as mesmas concentragfes ensaiadas. A
fracdo FHA ndo apresentou resultado significativo, e mesmo realizando o estudo
bioguiado com suas subfracGes, os resultados ndo foram relevantes, conforme
apresentado na FIGURA 4.27 (pg. 98).

FIGURA 4.26: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem tumoral HeLa frente aos
tratamentos com as subfrac6es 9 e 10 de FH
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Legenda:
FH-9/ FH-10 - subfracBes provenientes da fracdo hexano
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FIGURA 4.27: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem tumoral HeLa frente aos
tratamentos com as subfracdes 4 e 7 da FHA
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Na tabela (TABELA 4.13, pg. 95) constam todos os valores de ICso obtidos
frente as células HeLa. De forma, pode-se inferir que o EER de K. coriacea possui em
potencial anticancerigeno. A toxicidade do EER e das fragGes oriundas do mesmo nédo
foi avaliada em ensaios com células normais, portanto é necessaria a verificacdo das
amostras. A andlise dos resultados possibilitou a observacdo que as subfracdes FAE-

2.4.3, FAE-4.4 e FH-10 inibiram significativamente o crescimento celular.

TABELA 4.13: Valores de 1Cso das subfracdes da FAE (concentragfes de 1-100 pg mL

1y em células tumorais HelLa

Amostras ICso (ug mL™")
FAE-2.4.2 :
FAE-2.4.3 3,54
FAE-4.4 3,33
FAE-4.5.4 *
FAE-4.7.3 2,71
FAE-4.8.2 *
FH-9 *
FH-10 0,89
FHA-4 *
FHA-7 *

*Nao atingiu o valor de ICso
Legenda:
FAE-2.4.2/ FAE-2.4.3/ FAE-4.4/ FAE-4.5.4/ FAE-4.7.3/ FAE-4.8.2 - subfracfes provenientes da fracdo acetato de
etila
FH-9/ FH-10 - subfracdes provenientes da fragcdo hexano
FHA-4/ FHA-7 - subfragBes provenientes da fragdo hidroalcodlica.
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4.3.4 Estudo bioldgico para a 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona

A substancia isolada no referente trabalho, a 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona com
codigo FAE-4.7.2, foi submetida aos trés ensaios biologicos supracitados. No ensaio
antioxidante, ela apresentou uma baixa atividade em relagdo ao acido gélico, com um
ECso de 1860,09 pug mL™. Essa substincia é pertencente a classe das xantonas simples, e
como o proprio nome diz, sdo substancias mais simples estruturalmente, apresentando
funcionalidades com baixo peso molecular. Essa classificacdo € caracterizada pela
presenca do ndcleo xanténico com algum substituinte, como uma hidroxila, metoxila,
metila, dentre outras.

Geralmente a atividade bioldgica esta relacionada com a estrutura quimica. A
elevada atividade antioxidante de derivados fenodlicos é atribuida aos substituintes OH
(hidroxila) que atuam como doadores de prdton. Esse fato torna-se possivel devido a
deslocalizacdo de elétrons ao longo da molécula que estabiliza os radicais. Outro fator
contribuinte para atividade é a planaridade dessas moléculas, pois esta permite a
conjugacio dos elétrons 7, aumentando a estabilidade dos radicais livres (CORREA,
2009).

Nesse contexto, destaca-se a importancia das hidroxilas na estrutura da molécula
para 0 aumento da atividade antioxidante, uma vez que elas podem atuar na captura dos
radicais livres (CORREA, 2009). Como a 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona possui apenas
uma hidroxila em sua estrutura (FIGURA 4.5 pg. 62), esse fato pode ter justificado seu
baixo potencial antioxidante.

A 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona isolada da subfracdo FAE-4.7.2 ndo
apresentou atividade citotoxica frente as células Hela, pois ndo atingiu o valor de I1Csg
nas concentragoes testadas. De acordo com a literatura, esse fato pode estar relacionado
a sua estrutura possuir apenas uma hidroxila, possuir dois substituintes (hidroxila e
metoxila), além dela ser uma xantona di-oxigenada com metoxilas.

No que tange a atividade antitumoral, aléem do substituinte, a posi¢do da
substituicdo, a densidade eletronica e a geometria molecular também pode infuenciar na
atividade bioldgica de um composto. Ou seja, compostos com densidade de carga
eletronica positiva aumentam a inibicdo do crescimento de células tumorais; efeito
observado em compostos que apresentam anéis fundidos, como o cromeno, encontrados
em xantonas. Essa forma estrutural é de extrema importancia para a associagdo entre
droga e biorreceptor (OLIVEIRA et al., 2007).
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Em um estudo realizado por PEDRO e colaboradores (2002), foi avaliado o
potencial de vinte e sete xantonas oxigenadas para inibicdo do crescimento de trés
linhagens de células cancerigenas, sendo elas a MCF-7 (células do cancer de mama),
TK-10 (células cancerigenas reanis) e UACC-62 (células relacionadas ao melanoma).
Os resultados demonstraram que as xantonas mono-oxigenadas com substituintes em
posicdes diferentes apresentaram mudancas significativas na atividade inibitoria. As
xantonas com hidroxila na posicao 2 foram quase inativas, enquanto que na posi¢édo 4, a
substancia passou a ter uma atividade consideravel. Outra comparacédo foi a mudanca do
substituinte, trocando OH por OCHs (metoxila). Os resultados inferem que uma
metoxila na posicéo 2 faz com que o composto apresente atividade inibitdria nas células
cancerigenas e mudando o substituinte para a posicao 4 deixa o composto praticamente
inativo.

Para as xantonas di-oxigenadas, se 0s substituintes forem apenas hidroxilas, ha
atividade bioldgica; o contrario ocorre quando os ligantes sdo metoxiladas. J& para
compostos com hidroxila e metoxila, notou-se que sua atividade inibitéria foi
diminuida. No geral, as xantonas di-hidroxiladas, independente da posi¢cdo, sdo mais
ativas que as demais (mono-oxigenada e bi-oxigenada com metoxila), destacando assim
a importancia da presenca da hidroxila na inibicdo do crescimento de células
cancerigenas (CORREA, 2009).

Por fim, em ensaio antimicrobiano as xantonas tém se destacado pela sua
atividade antibacteriana. Estudos realizados com xantonas preniladas e oxigenadas
frente ao microrganismo S. aureus revelaram maior atividade antibacteriana das
primeiras. Uma justificativa seria o fato dos grupos prenilados conferirem a molécula
cardter mais hidrofobico (apolar), ocasionando um aumento na sua interagdo com a
membrana celular. Sendo assim, as xantonas cujos substituintes sdo mais hidrofébicos
tendem a apresentar maior potencial antibacteriano, enquanto que as Xxantonas
hidroxiladas apresentam uma menor atividade antibacteriana (CORREA, 2009).

Neste contexto, a xantona isolada neste estudo nédo apresentou atividade
bioldgica antimicrobiana expressiva, pois o valor de CIM foi acima de 400 pug mL*

frente a todos 0s microrganismos testados.
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5. CONCLUSAO

A partir do trabalho realizado foi possivel investigar o potencial de K. coriacea,
a partir de dados etnobotanicos, valorizando assim o saber popular, e ampliando o
conhecimento acerca dos compostos possivelmente responsaveis pelos efeitos
biologicos.

A partir do estudo bibliométrico realizado, obteve-se informagbes que
possibilitaram relacionar temas de suma importancia, como autores, universidades,
palavras-chave, revistas e suas principais publicacdes sobre a espécie em estudo. Além
disso, a bibliometria contribuiu para a organizacéo do levantamento bibliografico, etapa
tdo importante deste estudo, facilitando a disposicéo e andlise das informacoes.

Por meio do estudo quimico do extrato etandlico da raiz de K. coriacea foi
isoladao e identificada a substancia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona, pertencente a classe
das xantonas, sendo esta ja reportada no género Kielmeyera.

Pela andlise por CLAE-EM das fracbes hexano, acetato de etila e
hidroalcodlica, foi possivel identificar: dois flavonoides (quercetina-3-O-glucosideo/
quercetina-3-O-galactosideo e quercitrina), um esteroide (d-tocotrienol), um derivado
policiclico (acilforoglucinol), um triterpenoide (lupeol) e sete xantonas (3-hidroxi-2,4-
dimetoxixantona, 2-hidroxi-1-metoxixantona, 4-hidroxi-2,3-metilenodioxixantona, 3-
hidroxi-1,2-dimetoxixantona, kielcorina, 2,8-dihidroxi-1-metoxixantona e a 5-hidroxi-
1,3-dimetoxixantona).

Dos ensaios frente ao radical DPPH observou-se que a espécie K. coriacea é
promissora em produzir substancias antioxidantes, destacando-se 0 EER, a FHA e a
FAE-2.4.3, 0s quais apresentaram valores de ECso de 458,87 ug mL*, 201,53 uygmL* e
104,62 pg mL™Y), respectivamente. Por CLAE-EM foi identificado na subfracdo FAE-
2.4.3 0 composto é-tocotrienol e a mistura dos flavonoides, podendo ter contribuido por
sua atividade bioldgica expressiva.

Os ensaios bioldgicos frente as bactérias e fungos possibilitou a determinacéo da
CIM das amostras em estudo, sendo que a fragdo FAE, sua subfracdo FAE-4.4, bem
como a subfracdo FH-10 apresentaram valores de CIM promissores (25 pg mL?, 100
ug mL? e 6,25 pg mL?), respectivamente, todas frente ao mircrorganismo
Streptococcus pyogenes. A andlise quimica por CLAE-EM de FAE-4.4 e FH-10
permitiu a identificacdo do acilforoglucinol para ambas as subfragdes, uma substancia ja
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relatada na literatura como antimicrobiana. Ademais, o EER se destacou por inibir o
crescimento de Candida glabrata (CIM de 7,81 ug mL™).

Com relacdo aos ensaios de citotoxicidade, os resutados expressivos foram para
FH, sua subfracdo FH-10 e FAE frente as linhagens de células HeLa, com ICso de 2,76
ug mL?, 0,89 pg mLt e 2,87 ug mL*, respectivamente. Pelo estudo do perfil quimico
de FH-10 foi identificado um triterpenoide o lupeol, um flavonoide a quercitrina e o
acilforoglucinol, os quais podem ser considerados como 0s responsaveis pela
citotoxicidade da subfracdo. Portanto, o0 estudo em questdo revela o potencial de K.
coriacea como sendo uma fonte promissora de substancias citotoxicas. No entanto,
enfatiza-se a necessidade da realizacdo dos ensaios citotoxicos com células humanas
sadias.

A substéncia isolada, 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona, também foi submetida aos
trés ensaios bioldgicos supracitados. Contudo, ela ndo apresentou atividade bioldgica
relevante. De acordo com a literatura, esse fato pode estar relacionado a sua estrutura
quimica, por ser uma xantona simples.

Conclusivamente, os dados confirmaram que o extrato da raiz de K. coriacea,
possui um forte potencial bioldgico, correlacionado aos metabdlitos pertencentes nesta
espécie. Ha relatos quimicos sobre a K. coriacea, no entanto ndo ha estudos quimicos e
bioldgicos para a raiz, enaltecendo a relevancia deste estudo. Portanto, os resultados
obtidos se tornam importantes e contribuem para a ampliacgdo do conhecimento

quimico-bioldgico desta espécie.
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ANEXOS



0.1RMN de *H do extrato e das
fracoes:

Extrato etandlico da raiz (EER);
Hexano (FH);

Acetato de etila (FAE);
Hidroalcoolica (FHA).
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0.2 Cromatogramas obtidos, via
CLAE-DAD, do extrato e das
fracoes:

Extrato etandlico da raiz (EER);

Acetato de etila (FAE);
Hidroalcoolica (FHA).
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Cromatograma do extrato etandélico da raiz (A: 217, 220, 240, 254 e 365 nm)

Legenda:

azul: A 217 nm

verde dgua: A 220 nm
rosa: A 240 nm
verde: A 254 nm
roxo: A 365 nm

i
N o e e AR

Cromatograma da fragdo acetato de etila (A: 217, 220, 240, 254 e 365 nm)
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Cromatograma da fragdo hidroalcoélica (A: 217, 220, 240, 254 e 365 nm)
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0.3 Cromatogramas e espectros
obtidos, via CLAE-EM, das
subfracoes:
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Cromatograma analitico da fracdo FAE-2.4.3, via CLAE-EM no modo gradiente
(A=254nm)
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Cromatograma analitico da fracdo FAE-4.4, via CLAE-EM no modo gradiente
(A=254 nm)
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Cromatograma analitico da fracdo FAE-4.5.4, via CLAE-EM no modo gradiente

(A=254 nm)
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Espectro de massas da fragdo FAE-4.5.4, obtido em modo positivo (ESI) para o pico 4
de tr 13,2 min
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Cromatograma analitico da fracdo FAE-4.7.3, via CLAE-EM no modo gradiente
(A=254 nm)
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Espectro de massas da fragdo FAE-4.7.3, obtido em modo positivo (ESI) para o pico 6
de tr 12,2 min
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Espectro de massas da fracdo FAE-4.7.3, obtido em modo positivo (ESI) para o pico 7
de t; 13,0 min
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Cromatograma analitico da fracdo FAE-4.8.2, via CLAE-EM no modo gradiente

(A=254 nm)
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Espectro de massas da fracdo FAE-4.8.2, obtido em modo positivo (ESI) para o pico 8

de tr 11,6 min
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Espectro de massas da fracdo FAE-4.8.2, obtido em modo positivo (ESI) para o pico 9

de tr 14,3 min
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Cromatograma analitico da fracdo FH-10, via CLAE-EM no modo gradiente
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Espectro de massas da fragédo FH-10, obtido em modo positivo (ESI) para o pico 10
de t; 27,8 min
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Cromatograma analitico da fracdo FHA-7, via CLAE-EM no modo gradiente

(A=254 nm)
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Espectro de massas da fragdo FHA-7, obtido em modo positivo (ESI) para o pico 15

de tr 14,3 min
Intens, +MS, 14.3min #1716
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0.4 RMN de 'H da subfracdo FAE- 2.4.3

0.5RMN d@
0.6 RMN d@

0.7RMN d
0.8RMN d

0.9RMN 0

C

C

C

C

C

a Su

d Su

d Su

da Su

a Su

pfracdo FAE- 4.4
pfracao FAE- 4.5.4

nfracao FAE- 4.7.3
pfracdo FAE 4.8.2

pfracao FH-10

0.10 RMN de H da subfracdo FHA-7
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