2 00
LS
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
REGIONAL CATALAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

LUCIANA DE SOUZA BARBOSA

ESTUDO ETNOBQTANICO, QUIMICO E AVALIACAO DO POTENCIAL EFEITO
BIOLOGICO DE Kielmeyera coriacea (CALOPHYLLACEAE)

CATALAO - GO
2015



Ficha catalografica elaborada automaticamente
com os dados formecidos pelo(a) autor(a), sob orientacdo do SibiUFG.

de Souza Barbosa, Luciana ‘ }

ESTUDO ETNOBOTANICO, QUIMICO E AVALIAGAO DO
POTENCIAL EFEITO BIOLOGICO DE Kielmeyera coriacea
(CALOPHYLLACEAE) [manuscrito] / Luciana de Souza Barbosa. -
2015.

xv, 118 1. il.

Orientador: Profa. Vanessa Gisele Pasqualotto Severino .
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Goias, Regional
Cataldo , Programa de Pés-Graduacdo em Quimica, Cataldo, 2015.

Bibliografia. Anexos.

Inclui siglas, mapas, fotografias, abreviaturas, simbolos, tabelas, lista
de figuras, lista de tabelas.

1. Kielmeyera coriacea. 2. estudo etnobotanico,. 3. estudo quimico. 4.
ensaios biologicos.. |. , Vanessa Gisele Pasqualotto Severino, orient. |1
Titulo |




LUCIANA DE SOUZA BARBOSA

ESTUDO ETNOBQTANICO, QUIMICO E AVALIACAO DO POTENCIAL EFEITO
BIOLOGICO DE Kielmeyera coriacea (CALOPHYLLACEAE)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo stricto sensu em Quimica da Univer-
sidade Federal de Goids — Regional Cataldo,
como requisito para o Exame de Defesa Final.

Area de concentragdo: Quimica

Linha de Pesquisa: Produtos Naturais e Meio
Ambiente

Orientadora: Profa. Dra. Vanessa G. Pasqualotto
Severino

CATALAO - GO
2015



e -
sistema de bidlinbesas ufg U FG
TERMO DE CIENCI_A E DE AU{ORIZA(;KO PARA DISPONIBILIZAR AS TESES E
DISSERTAGOES ELETRONICAS NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG
Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goias
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertagdes
(BDTD/UFG), regulamentada pela Resolugdo CEPEC n° 832/2007, sem ressarcimento dos direi-
tos autorais, de acordo com a Lei n® 9610/98, o documento conforme permissdes assinaladas

abaixo, para fins de leitura, impressdo e/ou download, a titulo de divulgagdo da produgdo cien-
tifica brasileira, a partir desta data.

1. Identificacdo do material bibliografico: [ X ] Dissertagdo [ ] Tese

2. Identificagdo da Tese ou Dissertagdo
Nome completo do autor: Luciana de Souza Barbosa

Titulo do trabalho: Estudo etnobotanico, quimico e avaliagdo do potencial efeito
bioldgico de Kielmeyera coriacea (Calophyllaceae)

3. Informacdes de acesso ao documento:
Concorda com a liberagdo total do documento [ X ] SIM [ ]NAO!

Havendo concordancia com a disponibilizacdo eletrnica, torna-se imprescindivel o en-
vio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF da tese ou dissertagdo.

?-QM&Q\’\Q dl 2ouna M@B& Data: 29 / 10 / 2015

Assinatura do (a) &dtor (a)

1 Neste caso o documento sera embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extensdo deste prazo suscita
justificativa junto & coordenaggo do curso. Os dados do documento ndo serdo disponibilizados durante o periodo de
embargo.



UG- CAC

®
Servigo Publico Federal U
Ministério da Educacgio FG
Universidade Federal de Goias — Regional Cataldo
Coordenagédo do Programa de Pés-Graduagdo em Quimica

Relatorio de Defesa de Dissertagdo
Candidata: LUCIANA DE SOUZA BARBOSA

Aos 27/03/2015 as 14:00 horas, realizou-se na Universidade Federal de Goias — Regional
Cataldo nas formas e termos do Regimento Interno do Programa de P6s-Graduagéio em Quimica
a Defesa de Dissertagdo de Mestrado sob o titulo “Estudo quimico e avaliacido do potencial
efeito biolégico de Kielmeyera coriacea (Calophyllaceae)”apresentada pela candidata
Luciana de Souza Barbosa. Ao final dos trabalhos a banca examinadora reuniu-se em sessdo
reservada para o julgamento tendo os membros chegado ao seguinte resultado:

Participantes da Banca: Fun¢io Institui¢iio
Profa. Dra. Vanessa Gisele P. Severino Presidente UFG — Cataldo
Prof. Dr. Carlos Henrique G. Martins Titular UNIFRAN
Dra. Ana Paula Terezan Titular UFG - Catalio

Resultado Final: QW\) O\olOL/

| Parecer da Comissiio Julgadora: m
| & boeer zoc 3 Aol Pl o M ou olow Mrudacas
[ee comdidlatre oprervodicl.

Encerrada a sessdo reservada, a presidente informou ao piblico presente o resultado. Nada mais
havendo a tratar, a sessdo foi encerrada e, para constar eu Céssia Cristina da Silveira
representante do Programa de Pés Graduaciio em Quimica lavrei o presente relatorio que sera
assinado por mim e pelos membros da baica examinadora.

Profa. Dra. Vanessé)Gisele F. Severino

Lot Woigue [ Wiis. Qe e £

Prof. 171*. '?'érlos Hyﬁique (f fnes’]}&lartins Dra. Ana Paula Terezan~

Ao Qﬂ;,\tm, g Ssbie.

Representante do PPG Cassia Cristina’da Silveira

( ) Nio houve alteragio no titulo. ¢ )( ) Houve. O novo titulo passa a ser:

%@M%w 2 ave i o
dD  we ¥ Vi o ﬂrw‘%s"\cydx. h‘dme(ﬁpﬁ

o—cea.. ( A cC

J

Coordenagdo do Programa de Pés-Graduagéio em Quimica — Universidade Federal de Goias
Regional Cataldo — Avenida Dr. Lamartine Pinto de Avelar, 1120, Setor Universitario — CEP 75.704-020
Fone: (64) 3441-5334; Fax: (64) 3441-5336



DEDICO

Aos meus pais e a minha irma, que sempre estiveram ao meu lado, me incentivando e dando

forcas para seguir com meus estudos, com muita dedicagéo, amor e carinho.

Obrigada por tudo!



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me dado forcas e sabedoria para chegar até aqui, e concluir meus obje-
tivos.

Ao0s meus pais, por ndo medirem esforcos para me apoiar em meus estudos e me ver
feliz, sempre me dando forgas para superar todas as dificuldades que aparecessem em meu
caminho. Sou imensamente grata por ter vocés em minha vida.

A minha irma Jéssica pelo carinho e amizade que sempre teve por mim.

Ao meu namorado Renato, que sempre esteve ao meu lado quando eu precisava.

A minha querida orientadora VVanessa Gisele Pasqualotto Severino, que sempre esteve
ao meu lado me orientando e me passando conhecimentos que foram muito importantes para
mim. Agradeco também pela amizade e pela preocupagdo que sempre teve comigo. Se che-
guei até aqui, foi pelos seus ensinamentos. Obrigada por tudo!

A Profa. Dra. Richele Priscila Severino pelos ensinamentos recebidos e por ter me in-
dicado para fazer parte da pesquisa de Produtos Naturais.

A Profa. Dra. Elaine Rosechrer Carbonero pela amizade e dedicaco para sanar as mi-
nhas ddvidas sempre que eu precisasse.

A Dra. Ana Paula Terezan, pela boa vontade de realizar todos os experimentos para que
eu conseguisse fechar meus resultados e por todas a contribuicfes dadas para meu apren-
dizado.

Ao Prof. Dr. Paulo Cezar Vieira do Laboratorio de Produtos Naturais da Universidade
Federal de Sdo Carlos, pela realizacdo dos ensaios enzimaticos e por toda a ajuda dada para a
elucidacdo de produtos naturais.

Aos professores Dr. Anténio Gilberto Ferreira do Laboratorio de Ressonancia Magné-
tica Nuclear da Universidade Federal de Séo Carlos e Dr. Luciano Moraes Li&o do Laboratd-
rio de Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal de Goias, pela realizacdo dos
experimentos de RMN uni e bidimensionais.

Aos professores Dr. Anderson Luiz Ferreira do Instituto de Biotecnologia da Univer-
sidade Federal de Goias — Regional Cataldo e Dr. Carlos Henriqgue Gomes Martins do Labora-
torio de Pesquisa em Microbiologia Aplicada (LaPeMA) da Universidade de Franca — UNI-
FRAN, pelos ensaios bioldgicos realizados.

Aos professores do Departamento de Quimica por todos 0s ensinamentos recebidos
durante o periodo de graduacdo e mestrado, contribuindo assim para a minha formacéo aca-
démica.

A Me. Nubia Alves Mariano Teixeira Pires Gomides, pela amizade, pela pesquisa et-

nobotanica realizada e por toda a colaboracdo prestada para concluir o meu trabalho.



Aos meus colegas do laboratério de Produtos Naturais, Anténia, Felipe, Juliana, Mi-
chelle Nauara, Leonardo, Estefania, Bruna, Renan pela amizade, e em especial, ao Afif que
sempre me ajudou em tudo que eu precisei.

Aos companheiros do mestrado, Michelle Machado, Jodo Gabriel e Evandro, por todos
0s momentos de alegria e dificuldades que passamos juntos e pela amizade demonstrada a mim
durante todo esse periodo de aprendizado.

Ao Programa de P6s-Graduacdo em Quimica da Universidade Federal de Goias, Regi-
onal — Cataldo por dar oportunidade a realiza¢éo do trabalho.

Aos 6rgdos de fomento, CNPg, CAPES e FAPEG pelo suporte financeiro concedido.

A CAPES pela bolsa concedida.

Enfim, a todos que contribuiram de alguma forma para que eu chegasse até aqui.



"Comegar nio é apenas um tipo de agio. E também um estado de espirito, um tipo de

trabalho, uma atitude, uma consciéncia."

Edward Said



RESUMO

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, e as plantas sdo fontes importantes de mo-
leculas ativas, possuindo ampla diversidade estrutural. Dentre 0os dominios encontrados no
Brasil, o Cerrado apresenta uma grande fonte de plantas medicinais com atividades bioldgi- cas,
sendo promissor para a identificacdo de moléculas bioativas. Neste contexto, estudos so- bre
espécies pertencentes ao Cerrado podem contribuir significativamente para a valorizagdo e
conservacao deste dominio. A espécie Kielmeyera coriacea (Calopyllaceae) é conhecida po-
pularmente como pau-santo, sendo nativa da regido do planalto central brasileiro. E uma es-
pécie muito utilizada na medicina popular, majoritariamente para gastrite, anemia e leucemia,
conforme relatado nas entrevistas etnobotanicas realizadas neste estudo. Com a realizagdo do
estudo quimico das folhas de K. coriacea, identificou-se as substancias lupeol, lupenona, B-
amirina, os acidos cis e trans-p-cumarico e o flavonoide quercetina, o qual foi avaliado frente
a catepsina V (CatV) e por apresentar um potencial inibitério elevado, teve seu ICso avaliado,
apresentando um valor de 2,2 uM. O extrato etandlico das folhas (EF) e fracdes oriundas da
particdo liquido-liquido de K. coriacea também foram avaliados frente as catepsinas, e 0 re-
sultado mais expressivo para EF foi frente & CatV, inibindo a atividade da mesma em 98%;

EF também foi testado frente a acdo ulcerogénica, apresentando, nas concentracdes de 200 e
300 mg.kg™, uma inibico significativa das lesdes ulcerativas. Em relacéo & avaliacéo antimi-
crobiana, EF apresentou atividade antimicrobiana frente aos fungos Candida albicans, C. tro-
picalis e C. glabrata (CIM de 31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL e 7,81 pg/mL). Portanto, a realizacdo
deste trabalho tornou possivel a correlacdo de dados etnobotanicos com cientificos, além de

contribuir com informacdes relevantes de carater quimico-biolégico sobre K. coriacea.

Palavras-chave: Kielmeyera coriacea, estudo etnobotanico, estudo quimico, ensaios bioldgi-

COs.



ABSTRACT

Brazil has the greatest biodiversity in the world, and the plants are major sources of active
molecules, having wide structural diversity. Among the domains found in Brazil, the Cerrado
is a great source of medicinal plants with biological activities, and promising for the identifi-
cation of bioactive molecules. In this context, studies on species of the Cerrado, can signifi-
cantly contribute to the development and preservation of this biome. The species Kielmeyera
coriacea (Calopyllaceae) is popularly known as pau-santo, being native to the Brazilian cen-
tral plateau region. It is used in popular medicine, mainly for gastritis, anemia and leukemia, as
reported in ethnobotanical interviews conducted in this study. The chemical study of K.
coriacea leaves afforded the substances lupeol, lupenone, f-amyrin, cis and trans-p-coumaric
acid and flavonoid quercetin, which was evaluated against the cathepsin V (CatV) and has a
high inhibitory potential, had its ICso assessed, with a value of 2.2 uM. The leaves extract (LE)
and fractions originating from the liquid-liquid partition K. coriacea were also tested against
cathepsins, and the LE showed the most satisfactory results against CatV, inhibiting the activity
by 98%; LE was also tested against the ulcerogenic action, with concentrations of 200 and 300
mg.kg™, and showed significant inhibition of ulcerative lesions. For antimicrobial evaluation,
LE showed antimicrobial activity against the fungi Candida albicans, C. tropi- calis and C.
glabrata (MIC of 31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL e 7,81 pug/mL). Therefore, this re- search made
possible the correlation ethnobotanical and scientific data, and contributed with relevant

information of chemical-biological character of K. coriacea.

Keywords: Kielmeyera coriacea, ethnobotanical study, study chemical, biological assays.
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1 - INTRODUCAO
1.1 - OS PRODUTOS NATURAIS E O CERRADO BRASILEIRO

Os produtos naturais (PNs), também conhecidos como metabdlitos
secundarios, tém sido uma fonte rica de compostos para a descoberta de
medicamentos (HARVEY, EDRADA-EBEL, & QUINN, 2015). Historicamente,
os PNs oriundos de plantas e animais foram a fonte de praticamente todas as
preparacdes medicinais e continuam a fazer parte de ensaios clinicos, como
agentes anticancerigenos e antimicrobianos (HARVEY, 2008; DIAS et al.,
2012).

As plantas em particular, ttm sido a base da medicina tradicional, cujo
0s primeiros registros datam cerca de 2.600 a.C, tendo documentado o uso de
1.000 substancias derivadas das mesmas, na Mesopotamia. Sistemas a base
de espécies vegetais continuam a desempenhar um papel essencial na area da
saude, e a sua utilizacdo por diferentes culturas, tem sido extensivamente
documentada (CRAGG & NEWMAN, 2013).

A natureza apresenta uma grande complexidade quimica em relacédo a
organismos que produzem metabdlitos secundarios, pois estes vivem em
ambientes biologicamente e geograficamente diferentes. Tais metabdlitos
representam uma fonte continua de inspiracdo para novos medicamentos
potentes e seletivos; estima-se que cerca de 50% deles, recentemente
aprovados, derivem direta ou indiretamente de PNs (CRAGG & NEWMAN,
2013). Referindo-se a algumas aplicacbes, tém sido empregados em
antibidticos, agentes anti-virais e anti-cancer, imunossupressores e anti-
hipertensivo.

Atualmente, numerosos metabdlitos secundarios de varias fontes
naturais, tais como bactérias, fungos e plantas, tém sido isolados e
caracterizados. Muitos deles s&o importantes, pois geralmente exibem um
amplo espectro de atividades biologicas. Suas propriedades sdo notaveis e
podem ser atribuidas a sua complexidade e diversidade estrutural, em que as
enzimas sao responsaveis pela formacédo e diversificacdo desses compostos
(WATANABE, 2014).

Neste contexto, o Brasil, devido a sua extenséo, destaca-se como a flora

mais rica do mundo, com quase 19% da flora mundial (GIULIETTI et al., 2005).



Apresenta 6 dominios vegetais, sendo que o da Amazbnia ocupa cerca de
50%, seguido pelo Cerrado (24%), Mata Atlantica (13%), Caatinga (10%),
Pampa (2%) e Pantanal (1%) (IBGE, 2011).

O Cerrado (FIGURA 1.1, p. 2) estéa localizado basicamente no planalto
central, sendo reconhecido como a savana tropical mais rica do planeta,
possuindo mais de 12.000 espécies de plantas, em que pelo menos 30% sao
endémicas dessa area (KLINK & MACHADO, 2005; FORZZA et al., 2010). Sua
area geografica corresponde a 24% de todo o territério brasileiro
(RODRIGUES, 2014); se estende sobre os estados da Bahia, Maranhdo, Minas

Gerais, Goias, Parana, Piaui, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e
Tocantins (NOVAES et al., 2013) (FIGURA 1.2, p. 2).

FIGURA 1.1. Representacao do Cerrado brasileiro

Fonte: http://revistasagarana.com.br/vastos-gerais-brasileiros. Acesso em
27/11/2014

FIGURA 1.2. Representacao da extensédo do dominio do Cerrado brasileiro

Fonte: NOVAES et al., 2013.


http://revistasagarana.com.br/vastos-gerais-brasileiros

O Cerrado possui um clima sazonal, apresentando invernos secos. A
temperatura média anual é em torno de 23°C e a precipitacao anual € em torno
de 1.000 e 1.800 milimetros (INSTITUTO NACIONAL DE METERIOLOGIA,
2013). E um ambiente rico em diversas espécies de arvores, as quais S0
utilizadas para diversos fins, tais como serraria e producdo de carvao
(NOVAES et al., 2013).

Apesar de apresentar uma grande biodiversidade, o Cerrado é um
ambiente muito ameacado de extincdo. De uma &rea total de 2 milhdes de Km?
de vegetacdo nativa, ja sofreu uma reducdo de 48,4%. Isso porque a taxa de
desmatamento anual € de 0,69%, maior até que da Amazbnia e dos demais
dominios brasileiros. Diante disso, se o ritmo de desmatamento continuar
acelerado, estima-se que em um prazo de 40 a 50 anos ocorra o
desaparecimento de todos o0s seus recursos florestais (IBAMA, 2014),
perdendo-se com isso informacgdes relevantes sobre a quimica dos mesmos.
Tais informacdes poderiam servir como base para o desenvolvimento de
bioprodutos, fomentando assim a economia do Brasil.

KAPLAN, FIGUEIREDO & GOTTLIEB (1994) afirma que o Cerrado
deveria ser considerado area prioritaria de pesquisas com plantas medicinais e
conservacao de recursos naturais, pois ao se comparar as espécies vegetais
do Cerrado com a Mata Atlantica, observa-se que o Cerrado detém um grande
numero de compostos quimicos, em quantidades pequenas, que s6 podem ser
identificados por andlise espectral, em contraste com a Mata Atlantica, em que
as espécies vegetais apresentam pequeno numero de compostos em grandes
guantidades.

Assim, o Cerrado tornou-se uma das regibes mais importantes para a
conservacao de toda a sua biodiversidade, sendo classificado como um hotspot
de biodiversidade, conceito definido inicialmente por MEYERS (1988), como
areas com concentracdes excepcionais de espécies endémicas e perda
excepcional de habitat. Essa definicdo surgiu da necessidade de identificar
areas prioritarias, uma vez que o namero de espécies ameacadas supera 0s
recursos de conservagdo. Desta forma, ao concentrar esfor¢cos nas areas onde
a necessidade é maior e o retorno também poderia ser, e a conservagao seria
mais efetiva. De acordo com GORENFLO et al. (2012), existem trinta e cinco

hotspots de biodiversidade na Terra, os quais abrangem 2,3% da superficie e

3



contém mais de metade das espécies de plantas do mundo e 43% das
espécies de vertebrados terrestres da Terra.

Por essas caracteristicas, o Cerrado deveria ser considerado area
prioritaria de pesquisas com plantas medicinais e conservacdo de recursos
naturais, além de contribuir para a formacdo de recursos humanos,
imprescindiveis para o desenvolvimento das comunidades locais. E neste
contexto, o estudo de espécies de familias vegetais oriundas do Cerrado
representa uma acdo importante para a aquisicdo de informacfes quimico-

biolégicas.

1.2 - FAMILIA CALOPHYLLACEAE J. AGARDH

A familia Calophyllaceae J. Agardh engloba espécies que apresentam
potencial medicinal, ornamental, ecologico e econdmico. Possui cerca de 13
géneros e 460 espécies com distribuicdo pantropical (STEVENS, 2012).

O reconhecimento de Calophyllaceae como uma familia distinta da
Clusiaceae so foi possivel devido a estudos filogénicos (RUHFEL et al., 2011)
gue evidenciaram que na Clusiaceae somente poderiam ser incluidos os
géneros reconhecidos em Calophyllaceae, se também fossem incluidos os
géneros das familias Bonnetiaceae, Hypericaceae e Podostermaceae (SOUZA,
& LORENZI, 2012).

Na familia Calophyllaceae sete géneros s&do encontrados no Brasil,
sendo divididos em 81 espécies (BITTRICH, 2012). Para o estado de Goias,
sdo citados trés géneros e dezessete espécies, que ocorrem em formacgdes
campestres, savanicas e florestais (ALKIMIM, 2014).

A familia Calophyllaceae possui espécies importantes do ponto de vista
etnobotanico e econbmico (ALKIMIN, 2014). O guanandi (Calophyllum
brasiliense Cambess) oferece madeira de boa qualidade, sendo considerada a
primeira madeira-de-lei do Brasil (SOUZA & LORENZI, 2012). O camacari
(Caraipa densifolia) possui propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes e
antitumorais, sendo utilizado para tratamentos de doencas de pele (SILVEIRA,
2010).

Na FIGURA 1.3 (p. 5) estd representada a distribuicdo mundial da

familia Calophyllaceae e na TABELA 1.1 (p. 5) a distribuicdo dessa familia, em



tribos e géneros, bem como a ocorréncia de alguns géneros em Goias (GO),
Tocantins (TO) e Distrito Federal (DF).

FIGURA 1.3. Distribuicdo mundial de Calophyllaceae

s Distribuicdo

Fonte: STEVENS, 2011

TABELA 1.1. Distribuicdo da familia Calophyllaceae na tribo Calophylleae

Choisy e suas ocorréncias

Tribo Calophylleae Choisy

Género Distribuicao
Calophyllum L. GO, TO e DF
Caraipa Aubl. TO
Kielmeyera Mart. & Zucc. GO, TO e DF

Fonte: ALKIMIM, 2011; BITTRICH, 2012; FLORESCER, 2013.

1.2.1 - O GENERO Kielmeyera MART & ZUCC

O género Kielmeyera Mart & Zucc ja pertenceu a familia Clusiaceae e
atualmente esta inserido em Calophyllaceae. Este género compreende 47
espécies, distribuidas principalmente no Brasil, em regides de baixa altitude
(SADDI, 1982; STEVENS, 2011), as quais sdo endémicas na América do Sul e
compostas de arbustos, localizados em habitat de campo cerrado, campo
rupestre ou restinga (JOLY, 1983). Algumas das espécies apresentam apelo
estético e uso medicinal, e sdo conhecidas popularmente como pau-santo,
rosa-do-campo e malva-do-campo (SADDI, 1982; ALMEIDA et al., 1998).

A importancia das atividades farmacoldgicas e biolégicas apresentadas

pelo género Kielmeyera foram evidenciadas em  trabalhos cientificos,



mostrando que esse género € caracterizado pela presenca de xantonas e 4-
fenil, 4-alquil-cumarinas (FIGURA 1.4, p. 6), indicando estes metabdlitos

secundarios como marcadores taxonémicos do género (CRUZ et al., 2001).

FIGURA 1.4. Estrutura quimica de exemplos de: a) 4-fenil cumarina, b) 4-
alquil-cumarina

(a) (b)

5 4
X 3 IS
1 ~
! o0~ S0 0~ 0

Dez espécies do género Kielmeyera (K. cuspidata Saddi, K. ferruginea,
K. coriacea Mart. e Zucc., K. rubriflora, K. rosea, K. pumila, K. corymbosa, K.
rupestres, K. excelsa, K. variabilis Mart. e K. petiolaris) sdo encontradas no
Cerrado e em regides vizinhas, e ja foram estudadas sob o ponto de vista
guimico, apresentando as xantonas como 0s principais constituintes quimicos
(CORTEZ et al., 1998).

Uma revisdo bibliografica sobre os constituintes quimicos presentes no
género Kielmeyera foi realizada em janeiro de 2015. A TABELA 1.2 (ps. 7 & 19)
descreve as principais espécies oriundas deste género, com ocorréncia no

Cerrado brasileiro.



TABELA1.2. Compostos isolados de espécies de Kielmeyera do Cerrado

Xantonas
Substancia Ocorréncia e isolamento Referéncia
(ﬁ OH
HO ! O . OCHs
OCHs
1,6-diidroxi- 3,5-dimetoxixantona
0 OCH;s K. cuspidata SOBRAL et al.,
‘ ‘ (caule) 2008.
OH

O

2-hidroxi-1-metoxixantona

TS

2,3-metilenodioxixantona

]

O
Ly
0O O

OH
4-hidroxi-2,3- metilenodioxixantona

1) K. cuspidata (caule)
2) K. ferruginea (casca e
madeira)

3) K.coriacea (folha)

4) K. rubriflora (folha e
caule)

1) SOBRAL et al.,
2008.

2) GOTTLIEB et
al., 1969.

3) PIMENTA et
al.,1964; PINTO et
al., 1987; LOPES
etal., 1977;
CORTEZ et
al.,1998.

4) GOTTLIEB et
al., 1971.

i

OCHy
: O ‘ H

OCH;3
3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona

O

1) K. cuspidata (caule)
2) K. coriacea (folha)
3) K. rubiflora (folha e
caule)

1) SOBRAL et al.
2008.

2) PIMENTA et
al.,1964; PINTO et
al., 1987; LOPES
etal., 1977;
CORTEZ et al.,
1998.

3) GOTTLIEB et
al., 1971.

OH

Sy
|

O OH
6-dehidroxijacareubina

K. ferruginea (casca e
madeira)

GOTTLIEB et al.,
1969.




TABELA 1.2. Compostos isolados de espécies de Kielmeyera do Cerrado
(continuacéo)

Xantonas
Substancia Ocorréncia e isolamento Referéncia
1) GOTTLIEB et al.,
; 1969.
1) K. ferruginea
H3CO O (3asca e n?adeira) % GPL:MPEIN-I'I-% ett all.,
i ; etal.,
z%ma():onacea 1987; LOPES et al.,
1977; CORTEZ et al.
* H ’
3) K. rupestres 1998,
OCH3 3) DUARTE et al.,

5-hidroxi-1,3-dimetoxixantona

1968.

O O
O

osajaxantona

1) K. ferruginea
(casca e madeira)
2) K. coriacea
(folha)

3) K. corymbosa*

1) GOTTLIEB et al.,
1969.

2) PIMENTA et
al.,1964.

PINTO et al., 1987.
LOPES et al.,1977.
CORTEZ et al., 1998.
3) CORREA et al.,
1966.

OH

jacareubina

K. ferruginea
(casca e madeira)

GOTTLIEB et al,
19609.

ANTONACCIO et

OCH3 O
GOTTLIEB et al.,
HCO K. excelsa 1970; ANTONACCIO
(madeira) et al.,1965.
1—h|drOX|-7,8-d|metOX|xantona
H K excelsa fg%BTLlEB et al.,
O (madeira) !
O OH

3-hidroxixantona

al.,1965.

OO
H

OCH; O
2,8—d|h|drOX|—1—metOX|xantona

5

1) K. ferruginea
(casca e madeira)
2) K. excelsa
(madeira)

1) GOTTLIEB et al.,
1969.

2)GOTTLIEB et al.,
1970;

ANTONACCIO et
al.,1965.

*parte vegetal do isolamento ndo indicada na literatura




TABELA 1.2. Compostos isolados de espécies de Kielmeyera do Cerrado

(continuacéo)

Xantonas

Substancia

Ocorréncia e isolamento

Referéncia

O
T

O
X
O

1,7-dihidroxixantona

L1

1-hidroxi-7-metoxixantona

OCHs

K. excelsa
(madeira)

OCH; O

5
Og

2-hidroxi-1-metoxixantona

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

@)
O O 1) K. coriacea
(folha)
H 2) K. variabilis
O (caule)
xantona
]
O

carbotrona

1) PIMENTA et al.,
1964; PINTO et al.,
1987; LOPES et al.,
1977; CORTEZ et al.,
1998.

2) PINHEIRO et al.,
2003.




TABELA 1.2 Compostos isolados de espécies de Kielmeyera do Cerrado

(continuacéo)

Xantonas

Substancia Ocorréncia e isolamento Referéncia
O OH .
H K. coriacea
(folha)
PIMENTA et al., 1964;
PINTO et al., 1987;
O OCHg LOPES et al., 1977;
OH CORTEZ et al., 1998.
2-metoxixantona
O OH
| 1) PIMENTA et al.,
1) K . 1964;
(fz)lha). coriacea PINTO et al., 1987:
LOPES et al., 1977;
© OCHs | 2) K. rupestres* CORTEZ et al., 1998.
OH 2) DUARTE et al.,
mesuaxantona A 1968.
OCHs
HO . O ]
O
. . PIMENTA et al., 1964.
xantonolignoide PINTO et al., 1987.
(folha) CORTEZ et al., 1998.
HO

O
]

O

toxiloxantona C

carbotrona

*parte vegetal do isolamento ndo indicada na literatura
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TABELA 1.2. Compostos isolados de espécies de Kielmeyera do Cerrado
(continuacéo)

Xantonas
Substancia Ocorréncia e isolamento Referéncia
1) PIMENTA et al.,
OCHs 1964.
0 1) K. coriacea PINTO et al., 1987.
O (folha) LOPES et al., 1977.
> 2) K. rubiflora CORTEZ et al., 1998.
0 (casca e madeira) 2) GOTTLIEB et al.,

O
4-metoxi-2,3-metilenodioxixantona

3) K. rupestres*

1971.
3) DUARTE et al.,
1968.

| oCIL

OCHs

o
O
-y

4-hidroxi-2,3-dimetoxixantona

1) K. rubriflora
(casca e madeira)
2) K. rupestres*

1) GOTTLIEB et al.,
1971.

2) DUARTE et al.,
1968.

O

5
Cs

2-hidroxixantona

K. rubriflora

(casca e madeira)

GOTTLIEB et al.,

1971.
OCH3 O OH
HO: i A i OCH;
HO O
1,7-dimetoxi-2,3,8-trihidroxixantona
ﬁ OH
(T
HO O OH
OH
1,3,5,6-tetrahidroxi-2-prenilxantona K. variabilis PINHEIRO et al.,
(caule) 2003.

B3OSO N
HO O OH

assiguxantona B

*parte vegetal do isolamento ndo indicada na literatura
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TABELA 1.2. Compostos isolados de espécies de Kielmeyera do Cerrado
(continuacéo)

Xantonas

Substancia

Ocorréncia e isolamento

Referéncia

OCH; O

HO
O

1-metoxi-2-hidroxixantona

HO l O l OCHs

OCHs
5-hidroxi-1,5,6-trimetoxixantona

OCH; O
H,CO

HO O

3-hidroxi-1,2-dimetoxixantona

OClHy

/O

=

0 OCHj

2,6-dimetoxiquinona

K. rupestres*

DUARTE et al., 1968.

OH O

i A I OCH
O

1-hidroxi-7-metoxixantona

K. corymbosa*

CORREA et al., 1966.

*parte vegetal do isolamento ndo indicada na literatura
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TABELA 1.2. Compostos isolados de espécies de Kielmeyera do Cerrado

(continuacéo).

Xantonas

Substancia

Ocorréncia e isolamento

Referéncia

S

H
! :o: '
OH

4-hidroxi-2,3-metilenodioxixantona

H OCI
' :o: ! :OH
OH

3,4-dihidroxi-2-metoxixantona

K. corymbosa*

CORREA et al., 1966.

H .

T

O

1,7-dihidroxixantona

OCH; O

L0

1,7-dihidroxixantona

S

OCH; O

H,CO. i A i
0

1-hidroxi-7,8-dimetoxixantona

K. petiolaris*

GOTTLIEB et al.,
GOTTLIEB et al.,

1966.
1965.

*parte vegetal do isolamento n3o indicada na literatura
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TABELA 1.2. Compostos isolados de espécies de Kielmeyera do Cerrado
(continuacéo)

Xantonas

Substancia

Ocorréncia e isolamento

Referéncia

HO l 0 l
= OH O

1,3, 7-triidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona

OH
HO O
B I | I
OH O

1,3,5-triidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona

HO . O .
OH O
HO

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

OCHs

] O g
H;CO

]
O
kielcorina

K. coriacea
(casca do caule)

CORTEZ et
al., 1999.
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TABELA 1.2. Compostos isolados de espécies de Kielmeyera do Cerrado

(continuacéo)

Terpenoides

Substéancia Ocorréncia e isolamento Referéncia
1) K. cuspidata
(caule) 1) SOBRAL et al., 2008.
2) K. rosea* 2) SILVA et al., 1968.
3) K. pumila 3) NAGEM et al., 1988.
(caule)
a- amirina
K. cuspidata
(caule) SOBRAL et al., 2008.
B- amirina
K. rosea* SILVA et al., 1968.
friedelina

*parte vegetal do isolamento ndo indicada na literatura
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TABELA 1.2. Compostos isolados de espécies de Kielmeyera do Cerrado
(continuacéo)

Flavonoides
Substancia Ocorréncia e isolamento Referéncia
OH
HO O OH
[ oH
OH O O
OH
OH
quercitrina
OH
OH
HO OH
OH
O
O HO Ot K iabili COQUEIRO
. variabilis ,
OH O (folhas) 2010.
OH
OHOH

OH O HO

podocarpusflavona A

16




TABELA 1.2. Compostos isolados de espécies de Kielmeyera do Cerrado
(continuacéo)

Cumarinas

Substancia

Ocorréncia e isolamento

Referéncia

isomammeigina K. pumila NAGEM et al., 1988.
(caule)
O OH Ph
mammeigina
Esteroides

Substancia

Ocorréncia e isolamento

Referéncia

HO

estigmasterol

Et

ipr

K. corymbosa*

CORREA et al., 1966.

sitosterol

K. rosea*

SILVA et al., 1968.

*parte vegetal do isolamento ndo indicada na literatura
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TABELA 1.2. Compostos isolados de espécies de Kielmeyera do Cerrado

(continuacéo)

Derivados do &cido chiquimico

Substancia Ocorréncia e isolamento Referéncia
HO., COH
; K. pumila NAGEM et al.
HO '
| 1988.
OH (caule) 988
acido chiquimico
OCHs
i iOH
Ph OCH;
aucuparina
OCHs
OH K. coriacea il;\élfNTA etal,
(caule, casca e madeira) PINTO et al.,
o-metoxifenol i?)sF?ES 2l
et al.,
1977.
OCH;s CORTEZ et al.,
1998.
OCHs
o-metoxianisol
on
O
etilenoo-fenileno dioxido
OH
K. variabilis PINHEIRO et al.,
COxH (caule) 2003.
OH

2,5-dihidroxi-benzoico

18




TABELA 1.2. Compostos isolados de espécies de Kielmeyera do Cerrado
(continuacéo)

Alcaloides

Substancia Ocorréncia e isolamento Referéncia
/ ‘
SN OH | K. rosea SILVA et al., 1968.

n-triacontanol

Derivados do acido cinamico

Substancia Ocorréncia e isolamento Referéncia

0
‘ 1| 3! 2!!

K. coriacea CORTEZ et al.,1999.
(folhas)

5”

acido cis p-cumérico

*parte vegetal do isolamento nao indicada na literatura

Das espécies citadas na tabela anterior, a K. rosea é a Unica para a qual
nao foi relatada xantona (SILVA et al., 1968).

Os trabalhos mais recentes sobre o género Kielmeyera vém sendo
desenvolvidos com espécies de ocorréncia na Caatinga, as quais revelam as
cumarinas como 0s seus principais constituintes quimicos (TABELA 1.3, ps. 20
a 26) (ANDRADE, 2007).

19




TABELA 1.3. Substéancias isoladas de espécies do género Kielmeyera na

Caatinga
Cumarinas
Substancia Ocorréncia e isolamento Referéncia
CH; O OH Ph

HO

hidroximameigina

O OH Ph

mammea A/A

Ph OH (@]
= iBu

0~ ~O OH

mammea AA/A

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

isomameigina

K. elata
(caule)

GRAMACHO et al.,
1999.
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TABELAS 1.3. Substancias isoladas de espécies do género Kielmeyera na
Caatinga (continuacao)

Cumarinas

Substancia

| Ocorréncia e isolamento |

Referéncia

7-hidroxi-8-(4-cinamoil-3-metil - 1-oxobutil)- 4-
fenil-2’,2’-dimetil-2H,6H-benzo [1,2- b:3,4-b’]-
dipiran-2-ona

7-hidroxi-S-(4-cinamoil-3-metil-1-oxobutil)-4-n-
propil-2’,2’-dimetil-2H,6H-benzo [1.2-b:3,4-b’]-
dipiran-2-ona

cO

5-hidroxi-6-(4-cinamoil-3-metil- 1-oxobultil)-4-
fenil-2’,2’-dimetil-2H,6H- benzo [1,2-b:3,4-b’]-
dipiran-2-ona

K. argentea
(caule)

5-hidroxi-6-(4-cinamoil-3-metil- 1-oxobultil)-4-n-
propil-2’,2’-dimetil-2H,6H-benzo[1,2-b:3,b’]
dipiran-2-ona.

CRUZ et al., 1998
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TABELAS 1.3. Substancias isoladas de espécies do género Kielmeyera na
Caatinga (continuacao)

Cumarinas

Substancia

Ocorréncia e isolamento

Referéncia

OH

OH

4-(1-metilpropil)-5,7- dihidroxi-8-(4-hidroxi-3-
metilbutiril)-6-(3-metilbut- 2-enil)-cromen-2-ona

Ph  OH

OH

5,7-dihidroxi-8-(4-hidroxi- 3-metilbutiril)-6-(3-
metilbut- 2-enil)-4-fenilcromen-2-ona

9-(1-metilpropil)-4- hidroxi-5-(4-hidroxi-3-
metilbutiril)-2-(1-hidroxi-1-metiletil)-2,3-
dihidrofuro[2,3cromen-7-ona

K. albopunctata
(caule)

SCIO et al.,2003.
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TABELAS 1.3. Substancias isoladas de espécies do género Kielmeyera na
Caatinga (continuacao)

Cumarinas

A Ocorréncia e a
Substéncia isolamento Referéncia

5,7-dihidroxi-6-(2’-hidroxi-3’-metil-3’-butenil)-8-(4”-

cinamoil-3"-metil-1"-oxobutil)-4-fenilcumarina

OH :
O
7-hidroxi-8-(4”-cinamoil-3"-metil-1-oxobutil)-2-(2- | < reticulata CRUZ etal.,
hidroxiisopropil)dihidrofurano-(5',4:5,6)-4- (caule) 2002.

fenilcumarina

5,7-dihidroxi-8-(4"-cinamoil-3"-metil-1-oxobultil)- 4-
fenilcumarina
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TABELAS 1.3. Substancias isoladas de espécies do género Kielmeyera na

Caatinga (continuacao)

Cumarinas

Substancia

Ocorréncia e isolamento

Referéncia

@) OH Pr

5-hidroxi-6-(2-metil-1-oxobultil)-4-n-
propil-6’,6’-dimetilpirano(2’,3’:7,8)-
cumarina

O OH Ph

5-hidroxi-6-(3-metil-1- oxobutil)-4-fenil-
6’,6’-dimetilpirano(2’,3:7,8)-cumarina

7-hidroxi-8-(2-metil-1-oxobutil)-4-s-butil-
6’,6’-dimetilpirano(2’,3':5,6)-cumarina

K. lathrophyton
(caule)

CRUZ et al., 2001.
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TABELAS 1.3. Substancias isoladas de espécies do género Kielmeyera na

Caatinga (continuacao)

Cumarinas

Substancia

Ocorréncia e isolamento

Referéncia

7-hidroxi-8-(2-metil-1-oxobultil)-4-n-
propil-6’,6’-dimetilpirano(2’,3’:5,6)-
cumarina

7-hidroxi-8-(3-metil-1- oxobutil)-4-s-
butil-6’,6 dimetilpirano(2’,3’:5,6)-
cumarina

K. lathrophyton
(caule)

CRUZ et al., 2001.
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TABELAS 1.3. Substancias isoladas de espécies do género Kielmeyera na
Caatinga (continuacao)

Triterpenoide

Substancia Ocorréncia e isolamento Referéncia
1) K. elata 1) GRAMACHO et al.,
(caule) 1999.
2) K. lathrophyton 2) CRUZ et al., 2001
(caule)
friedelina
Esteroides
Substancia Ocorréncia e isolamento Referéncia
Et
= ipr
HO
estigmasterol K. lathrophyton
(caule) CRUZ et al., 2001.
Et
A ipr
HO
estrumasterol

Nesse contexto, pode-se mencionar que as cumarinas vém sendo
caracterizadas no género Kielmeyera pela presenca de um esqueleto 5,7-di-
oxigenado, o qual possui um substituinte fenila ou alquila ligado ao carbono C-4
e substituintes acila ou prenila ligados aos carbonos C-6 ou C-8 (NOLDIN et al.,
2006).

Diante da diversidade de classes de metabdlitos secundarios
supracitada, a continuidade dos estudos quimicos de espécies do género
Kielmeyera, visando o conhecimento de novas estruturas moleculares, torna-se

relevante. Portanto, neste estudo é proposta a investigacao de K. coriacea.
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1.2.2. A ESPECIE Kielmeyera coriacea MART. & ZUCC. E SEU POTENCIAL
BIOLOGICO

A espécie K. coriacea (FIGURA 1.5, p. 27) foi descrita por Martius &
Zuccarini e é conhecida popularmente como pau-santo. Sua distribuicao
geogréfica no Brasil se d& nas regides Norte (Para, Amazonas e Rond6nia),
Nordeste (Bahia), Centro-Oeste (Mato Grosso, Goias, Distrito Federal e Mato
Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais e S&o Paulo) e Sul (Parand) (FIGURA
1.6, p. 27) (BITTRICH, 2010).

FIGURA 1.5. Partes vegetais de K. coriacea

Fonte: http://timblindim.wordpress.com/arvores/pau-santo. Acesso em
16/12/2014.

FIGURA 1.6. Distribuicdo geografica da espécie K. coriacea no Brasil

%

.

Fonte: BITTRICH, 2010
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Essa espécie apresenta diversas caracteristicas morfologicas, podendo
ser encontrada como arbusto ou arvore, com ramos tortuosos sem pélos, com
cicatrizes, casca espessa de cortica que se desprega facilmente e cor
clara.Possui latex de cor creme e abundante. As folhas séo alternas, coriaceas,
reunidas no apice dos ramos, tendo até 22 cm de comprimento; os frutos sédo
secos (tipo capsula). (REDE DE SEMENTES DO CERRADO, 1995).

A espécie K. coriacea apresenta interesse econdmico para a producao
de madeira, carvao, celulose e tanino para a industria de couro (PINTO et al.,
1994). CORTEZ et al.(1998) ressalta o uso das flores e frutos por floricultores
para confeccao de arranjos ornamentais, denominados popularmente de flores
do planalto.

Essa espécie € muito rica em xantonas (ZAGOTO et al., 2006; AUDI et
al., 2002), triterpenoides e bifenilas (AUDI et al., 2002), que inibem o
metabolismo energético mitocondrial (CORTEZ, 1998).

Segundo CORTEZ et al. (1999), uma bifenila e oito xantonas foram
isoladas do extrato diclorometano da casca do caule de K. coriacea; as
xantonas foram avaliadas quanto as suas propriedades farmacoldgicas,
apresentando atividade antitumoral, antifingica, antibacteriana, tuberculostatica
e anti-inflamatéria. Nesse mesmo estudo, quatro xantonas e a bifenila
apresentaram atividade frente ao fungo patogénico Clasdosporium
cucumerinum e duas xantonas preniladas inibiram o crescimento de Candida
albicans

A substancia aucuparina (TABELA 1.2, p. 18), isolada no trabalho de
CORTEZ et al. (1999), foi testada biologicamente e apresentou atividade
antimicrobiana contra Bacillus subtilis com valor de Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) de 3,12 ug.mL™* ja& a substancia 1,3,7-triidroxi-2-(3-metilbut-2-
enil)-xantona foi ativa contra Staphylococcus aureus (CIM de 12,5 pg.mL™)
(CORTEZ et al., 2002).

O extrato diclorometano das folhas de K. coriacea foi avaliado frente as
larvas de Aedes aegypti. Os resultados foram promissores, indicando a
viabilidade do estudo biomonitorado das fracbes oriundas do mesmo, em
busca de substancias que também poderdo ser ativas frente a este mosquito
(COELHO et al., 2009).
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O extrato hidroalcodlico das folhas de K. coriacea foi avaliado no sistema
nervoso central em ratos, mostrando-se efetivo como ansiolitico, mas néao
como antidepressivo (AUDI et al., 2002). No entanto, o extrato hidroalcodlico do
caule apresentou um perfii de composto com atividade ansiolitica e
antidepressiva (MARTINS et al., 2004). Para esse mesmo extrato, foi avaliada
a acao antiulcera, utilizando modelos de estresse agudo, indometacina e
etanol-acido para induzir Ulcera gastrica experimental. Os resultados
mostraram protecdo antitlcera significante nos modelos de Ulcera induzida por
indometacina e etanol-acido, mas nao foram significativos frente ao modelo de
estresse agudo. Portanto, os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que
esse extrato aumenta a resisténcia a agentes necrosantes e promove um efeito
protetor na mucosa gastrica (GOULART et al., 2005).

Um estudo realizado com o extrato hexano da casca da raiz de K.
coriacea resultou no isolamento de uma mistura de &-tocotrienol e o seu dimero
(FIGURA 1.7, p. 29). A citotoxidade dessa mistura foi avaliada frente a quatro
células cancerigenas humanas (melanona, colon, leucemia e glioblastoma); os
resultados sugerem que a mistura consegue suprimir o crescimento da
leucemia e reduzir a sobrevivéncia da célula, dependendo da concentracdo
utilizada em cada ensaio (MESQUITA et al., 2011).

FIGURA 1.7. Estruturas quimicas do a) &-tocotrienol; b) &-

tocotrienolperoxidimero.

(b)
Fonte: MESQUITA, 2011
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Em relacdo ao extrato da entrecasca de K. coriacea, este apresenta
atividade antioxidante e antimicrobiana; em concentracbes menor que 10
pg/mL, o extrato e as fragbes em hexano inibiram o crescimento de
Streptococcus mutans, principal agente causador da carie dentaria. Valores de
CIM para substancias puras abaixo de 10 pg/mL sdo considerados potenciais
agentes antimicrobianos (AQUINO et al., 2013).

A espécie K. coriacea, conhecida popularmente como pau-santo,
apresenta indicagcbes para o tratamento de esquistossomose, leishmaniose,
malaria, infec¢éo por bactérias e fungos (ALVES, 2000), dentre outras.

Em relacdo a medicina popular, os indios Kraho, do Brasil, utilizam K.
coriacea em preparacfes que possuem acdo no sistema nervoso central
(RODRIGUES & CARLINI, 2005). Da casca é extraida uma resina amarela
tbnica e emoliente, utilizada no tratamento de dores de dentes
(CORREA,1969).

Com base nesses estudos, nota-se a importancia de realizar o estudo
guimico-biologico dessa espécie na busca de substancias com potencial

bioativo, bem como de correlagbes com a etnobotéanica e etnofarmacologia.

1.3 - ESTUDO BIOLOGICO
1.3.1 — ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Nos ultimos anos, a busca por PNs pelo mercado consumidor vem se
intensificando, e com isso 0 nimero de pesquisas voltadas ao isolamento e
identificacdo de substancias quimicas de origem natural tem crescido de
maneira significativa. Uma alternativa apropriada para a reducdo da toxicidade
nas formulacbes de muitos medicamentos € o emprego de agentes
antimicrobianos de origem animal e vegetal (KAMISZ, 2005).

Atualmente um grande numero de recursos naturais provenientes de
agentes antimicrobianos peptidicos, bem como varios analogos sintéticos,
foram testados em relacdo a sua possivel aplicacdo como agentes
guimioterapéuticos, e devido a sua baixa toxicidade, had a possibilidade dos
mesmos serem usados como farmacos para o tratamento de doencgas
infecciosas (ZASLOFF, 2002).
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As plantas medicinais possuem potencial antimicrobiano, o qual esta
relacionado as composi¢des quimicas de cada espécie. Devido a quantidade
de plantas para andlise e suas diversidades quimicas, se torna relevante a
busca por métodos efetivos para avaliar a eficiéncia das mesmas. No entanto,
faz-se necessaria uma andlise prévia para avaliacdo biolégica dos seus
extratos (screening), a fim de garantir a melhor eficiéncia e seguranga,
permitindo assim a identificagdo de principios ativos (DAS, TIWARI, &
SHRIVASTAVA, 2010).

Na perspectiva de encontrar novas substéncias com atividade
antimicrobiana frente ao crescimento de micro-organismos cada vez mais
resistentes aos antimicrobianos comerciais, varios extratos derivados de
plantas medicinais ja foram testados. Nesse contexto, dado o uso de K.
coriacea na medicina tradicional para diversas enfermidades, torna-se
relevante a avaliagdo da mesma frente a micro-organismos relacionados com

as mesmas, a fim de verificar o potencial efeito biolégico desta espécie.

1.3.2 - ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA

A Ulcera gastrica € um tipo de doenca cronica que causa lesdes
superficiais no tecido cutdaneo e mucoso. Geralmente € causada por um
processo inflamatério e € conhecida popularmente como ferida. Ao atingir o
estdbmago ou o duodeno, é chamada de ulcera péptica (d° ACAMPORA et al.,
2008). Afeta cerca de 10% da populacdo dos paises industrializados,
acometendo de 11 a 20% dos homens e de 8 a 11% das mulheres. Isso faz
com que haja grandes gastos com a saude (FERREIRA, 2005).

A Ulcera pode ser causada por diversos fatores, tais como, 0 aumento na
secrecdo gastrica, a diminui¢ao do fluxo sanguineo, a inibicdo do crescimento e
proliferacdo da mucosa, além de habitos de vida, como estresse, tabagismo,
uso continuo de drogas anti-inflamatérias e consumo excessivo de alcool
(WALLACE & MA 2001; BRUNTON, 1996).

Para o tratamento dessa lesdo, geralmente sdo utilizados antiacidos
visando a sua reducdo. Um agravante na utilizacdo desses farmacos séo as
reacdes adversas como trombocitopenia, reacfes anafildticas e impoténcia
(DONATINI et al., 2009).
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Devido aos fatores agravantes supracitados, bem como o valor do
tratamento ndo ser acessivel a toda a populacdo (HIRUMA-LIMA et al., 2006),
nota-se a necessidade de desenvolver pesquisas com plantas medicinais,
verificando a sua possivel atividade antiulcerogénica, e com isso produzir
novos agentes terapéuticos que sejam menos toxicos, mais eficazes e com
maior acessibilidade a populagéo carente (DANTAS, 2012).

Neste contexto, considerando que o extrato hidroalcodlico das folhas de
K. coriacea ja foi avaliado frente a acdo antillcera e apresentou atividade
significante nos modelos de Ulcera induzida por indometacina e etanol-acido
(GOULART et al.,, 2005), faz-se necessaria a continuacdo dos estudos,
avaliando tanto o extrato das folhas (extraido com outros solventes) como
extratos de outras partes da planta, além das fracGes e substancias isoladas

dos mesmos.

1.3.3 - AS ENZIMAS CATEPSINAS

As enzimas sdo alvos biologicos muito importantes para o0
desenvolvimento de novos farmacos. Possuem um poder catalitico
extraordinario, grau elevado de especificidade para 0s seus respectivos
substratos e aceleram as reacfes quimicas. Estdo no centro de cada um dos
processos bioquimicos, e possuem um papel essencial em iniUmeras vias
bioquimicas associadas a desordens e doencas em humanos (LEHNINGER,
2011).

As catepsinas, conhecidas como cisteino proteases, representam uma
classe de enzimas que tém por funcdo primaria a degradacdo aleatéria de
proteinas nos lisossomos, podendo ser encontradas em muitos tipos de células
(TURK & GUNCAR, 2003), porém também estdo envolvidas em diferentes
patologias, tais como aterosclerose, artrite reumatoide, osteoporose e
diferentes tipos de cénceres. Estdo distribuidas entre as familias das aspatrtil
peptidases (D e E), serino peptidases (A e G) e cisteino peptidases (B, C, F, H,
K, L O, S, V,We X) (BROMME & KALETA, 2002). As cisteino peptidases
constituem os membros da familia da papaina (BROCKLEHURST &
PHILPOTT, 2013). Possuem 570 genes em humanos e sao classificadas em

seis categorias principais de acordo com 0 seu mecanismo catalitico: serina,

32



acido (aspartato e glutamato), cisteina, metalo e proteases treonina
(RAWLINGS, BARRET e BATEMAN, 2012).

Conforme supracitado, apresentam como principal funcao a reciclagem e
degradacdo de proteinas em lisossomos. No entanto, esta definicdo tem
mudado consideravelmente durante as Ultimas décadas, com a demonstracdo
do seu envolvimento em varios processos fisiopatoldgicos.

As catepsinas desempenham func¢des especificas, como no pulmédo a
homeostase, e eventos fisiopatoldgicos, tais como a asma, fibrose pulmonar,
doenca pulmonar obstrutiva cronica (incluindo enfisema e bronquitecrbnica),

silicose, displasia broncopulmonar ou invasao tumoral (LALMANACH, 2015).

1.3.3.1 - AS CATEPSINAS

Muitas das cisteino catepsinas, como a CatS, CatK, CatL e a CatV, sao
elastases e colagenases potentes (YASUDA et al. 2004) implicadas na
remodelacado da parede arterial humana, e séo expressas altamente em lesdes
arteriais humanas, aterosclerose e aneurismas abdominais aodrticos (AAAS)
(HELSKE, 2006).

Estas enzimas estdo envolvidas na degradacdo de proteinas
intracelulares e algumas delas tém uma larga distribuicdo tecidual (CatL e
CatB), enquanto outras possuem uma distribuicdo muito mais seletiva (CatK,
CatS e CatW) (ROBICHAUD et al., 2003).

A CatK é essencial para a reabsorcdo O0ssea e € mediada pelos
osteoclastos; também é detectada em células de cancer de mama e em
metastase de ossos (DUONG et al., 2014). E responsavel pela degradacéo de
proteinas da matriz 0ssea, incluindo colageno do tipo | (DUONG, 2012).
Portanto, a busca de inibidores especificos e seletivos para CatK se torna um
caminho terapéutico potente para o tratamento de doencas relacionadas com a
perda 6ssea (GAUTHIER et al., 2008).

A CatL esta associada a processos patoldgicos tais como reabsorcao
O0ssea, metastase, artrite e reumatoide (SEVERINO, 2008). Um aumento dos
niveis de CatL foi encontrada em diferentes tipos de cancer, como tumores
gastrointestinais, cancer de mama, cancer do endomeétrio, cancer de ovario, e

carcinoma de células escamosas (MIYAMOTO, 2011).
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Além disso, provou-se que o nivel de expressdo de catepsina
correlaciona-se positivamente com metastases e com 0 mau progndstico para
pacientes com cancer, para o qual a CatL tem sido sugerida como um dos
biomarcadores potenciais desse prognostico (ZHANG, 2014). Além disso, a Cat
L também foi identificada em pacientes que sofrem de artrite (IKEDA et al.,
2000).

Por outro lado, sugere-se que um aumento da expressao e atividade
da CatL esta implicada no desenvolvimento de varias condi¢cbes patoldgicas.
Cerca de 30 anos atrads, as catepsinas foram encontradas e associadas ao
cancer. No entanto, o seu papel significativo em termos de progressao tumoral
e invasdo tem sido estabelecido por muitos estudos clinicos recentes
(LEGOWSKA, 2014).

A CatV é uma elastase altamente eficaz e tem sido associada a
degradacdo da matriz extracelular fisiolégica e patologica. No entanto, seu
mecanismo de acdo permanece indefinido. Considerando que a CatV humana
exibe uma potente atividade elastolitica, € uma catepsina estruturalmente
homéloga a CatlL, pois compartiham cerca de 78% da sequéncia de
aminoéacidos (LIU, 2004). Essa catepsina quando esta em conjunto com as
catepsinas lisossomais L, K e S, tem sido implicada na aterosclerose
(YASUDA, et al., 2004); também é expressa em cancer de colorretal e
carcinomas de mama, mas ndo no colon normal ou tecido mamario. Acredita-
se que a CatV desempenha um papel na progressdo do cancer, tornando-se
assim um alvo importante para a oncologia (LIU, 2004).

Diante desse contexto, e considerando que a espécie K. coriacea €
utilizada na medicina popular para o tratamento de artrite e artrose, torna-se
importante a investigacdo desta planta quanto a sua possivel atividade inibitéria

frente as catepsinas supracitadas.
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2 - OBJETIVOS
2.1 - OBJETIVO GERAL

Os objetivos gerais deste trabalho consistiram no levantamento
etnobotanico da espécie K. coriacea, bem como o estudo quimico-bioldgico da
mesma, na perspectiva de isolar e identificar metabdlitos secundérios, com a
finalidade de investigar seu potencial inibitério frente as catepsinas (CatK, CatL

e CatV) e em ensaios antimicrobiano e antiulcerogénico.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:
1. Realizar o levantamento etnobotanico da espécie K. coriacea;
2. Fracionar o extrato etanodlico das folhas de K. coriacea através de técnicas
cromatograficas convencionais;
3. Elucidar estruturalmente as substancias isoladas;
4. Investigar a atividade inibitéria dos extratos, fracdes obtidas por particdo
liquido-liquido e compostos isolados de K. coriacea frente as catepsinas (Catk,
CatL e CatV);
5. Investigar o potencial inibitério dos extratos, fracoes obtidas por particdo
liquido-liquido e compostos isolados de K. coriacea em ensaios antimicrobiano

e antiulcerogénico.
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3 — PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - MATERIAIS UTILIZADOS NO ESTUDO QUIMICO DE K. coriacea

3.1.1 - SOLVENTES
3.1.2 - ELUENTES PARA CROMATOGRAFIA

Solventes P.A.. hexano, diclorometano, acetona, acetato deetila e
metanol, das marcasQuimica Araguaia, Panreac e Synth®;

Solventes grau HPLC: &gua deionizada, acido acético, metanol e
acetonitrila, das marcas Panreac e J. T. Baker;

Solventes deuterados para RMN: CDCl;, CD30D, DMSO-ds, C3Dg0O, da

marca Sigma Aldrich.

3.1.3 — FASES ESTACIONARIAS PARA CROMATOGRAFIA

Silica gel 60 (70-230 mesh), marca Merk;

Silica flash (230 - 400 mesh), marcaMerk;

Sephadex LH-20, Amershan Pharmacia Biotech AB;

C18 Luna (100 A e 10 ym; 25 cm x 0,7 cm), preparada no Laboratério de
Sintese Orgénica e CLAE da UFSCar;

Cromatoplacas de silica gel em aluminio 60 Fzs4, & = 0,2 mm, marca
(Sigma Aldrich).

3.1.4 - REVELADORES

Solucédo acida de vanilina, preparada a partir da dissolucdo de 3,0 g de
vanilina em 135 mL de agua destilada, 135 mL de metanol e 30 mL de

acido sulfdrico concentrado;

3.1.5 - EQUIPAMENTOS

Evaporador rotativo IKA, modelo RV 05 Basic, com banho de
aquecimento IKA HB 05.06 CN e bomba de hidrovacuo, marca Quimis.

Cromatoégrafos Liquidos de Alta Eficiéncia

v' Analitico: equipamento da marca Agilent, com sistema de quatro

bombas, detector DAD e software lzichrom.

v'  Preparativo: equipamento da marca Agilent, com sistema de duas

bombas, detector MWD e software Chemstation.
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e Cromatografo gasoso acoplado a espectrdbmetro de massas, marca
Agilent, modelo 5975 Series MSD, equipado com coluna capilar HP-5 e
lonizacao por impacto eletronico.

v' coluna capilar HP-5 MS (5% fenil-95% metilpolissiloxano, 30 m de
comprimento por 0,25 mm de diédmetro e espessura de 0,25 pm).

e Espectrofluorimetro com leitor de placa de ELISA Molecular Devices,
modelo Spectra Max M3, instalado no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de S&o Carlos.

e Espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear:

v' Bruker (400 MHz para 'H) modelo DRX 400 (9,4 Tesla), instalado no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos, sob
supervisao do prof. Dr. Antonio Gilberto Ferreira.

v' 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 Li&o.

e Aparelho de Clevenger;

e Camara de luz ultravioleta com irradiacdo de luz nos comprimentos de
onda de 254 e 365 nm.

3.2 - MATERIAIS UTILIZADOS NO ESTUDO BIOLOGICO DE K. coriacea

3.2.1 - EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

e Agitador de tubos (Marconi, SP, Brasil)

e Autoclave (Phoenix, Araraguara, Brasil)

e Balanca analitica digital (Satorius AG, Goettingem, RF, Alemanha)

e Camara de anaerobiose (Don Whitley Scientific, Bradford, U.K)

e Capela de Fluxo Laminar (Veco VL FS-09-M, Campinas, SP, Brasil)

e Escala de McFarland (Probac, Sédo Paulo, SP, Brasil)

e Espectrofotbmetro (Femto, Sao Paulo, SP, Brasil)

e Estufa bacteriolégica (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil)

e Jarra de microaerofilia (Permution, Curitiva, PR, Brasil)

e Leitora de Microplacas Asys UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino
Unido)
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Membrana Filtrante de 0,22 pm (Millipore, Massachusetts, USA)
Micropipetas automaticas (Gilson, Midleton, W1, USA)

Microplacas com 96 pocgos (Costar, Massachusetts, USA)

Placa de Petri (Pleion, Barueri, SP, Brasil)

Ponteiras (Gilson, Midleton, WI, USA)

Sistema de purificacdo de agua MilliQ (Millipore, Billerica, MA, USA)

Ultrassom (Unique, Indaiatuba, SP, Brasil)

3.2.2 - REAGENTES, SOLVENTES E SUBSTANCIAS UTILIZADAS

Acetato de etila (Synth, Diadema, SP, Brasil)

Agua MilliQ (Millipore, Billerica, MA, USA)

Cristal violeta (Sigma, St. Louis, MO, USA)

Dicloridrato de clorexidina (Sigma, St. Louis, MO, USA)
Dimetilsulfoxido-DMSO (Merck, Darmstadt, Hessen, Alemanha)

Etanol (Synth, Diadema, SP, Brasil)

Eter etilico (Synth, Diadema, SP, Brasil)

Hexano (Synth, St. Louis, MO, USA)

Hemina (Sigma, St. Louis, MO, USA)

Menadione (Sigma, St. Louis, MO, USA)

Metanol (Synth, Diadema, SP, Brasil)

Resazurina (Sigma, St. Louis, MO, USA)

Solucéo salina 0,85% e 10mL/Kg

Carbenoxolona 100mg/Kg

Agua ad libitium

CO;

Inibidor irreversivel especifico de cisteino peptidase E-64 [L-3-carboxi-
trans-2,3-epoxipropionil-leucilamido  (4-guanino) butano] e DTE
(ditioeritreitol), adquiridos da Sigma-Aldrich.

Substrato fluorogénico Z-FR-MCA (Cbz-Phe-Arg-MCA, carbobenzoxi-
fenilalanina-arginina-7-amino-4-metilcumarina, ou  benziloxicarbonil-
fenilalanina-arginina-4-metil-7-coumarilamida), adquiridos da empresa

Bacheminc e Sigma-Aldrich.
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Enzimas estudadas (recombinantes humanas): as CatK e CatV foram
cedidas pelo Prof. Dr. Dieter Bromme, da University of British Columbia,
Vancouver, Canada; a CatL foi cedida pelo Dr. Marcio Fernando Madureira
Alves, da Universidade Federal de S&o Paulo, Sao Paulo — SP.

3.3 - ESTUDO QUIMICO DE K. coriacea

3.3.1-COLETAE IDENTIFICAC}AO DO MATERIAL VEGETAL

As partes vegetais (folhas, caule e raizes) de K. coriacea foram
coletadas no Cerrado do Centro-Oeste brasileiro, na regido do Distrito Federal
(DF 480, lote 01, SMA - Gama/DF), em 01 de outubro de 2013, com a
autorizacao de acesso e de remessa de amostra de componente do patriménio
genético, sob o numero 010698/2013-2. Os dados e as coordenadas da coleta
(GPS) foram armazenados para coletas futuras. Esta parte do trabalho foi
realizada em colaboragdo com o Prof. Dr. Helder Nagai Consolaro (Unidade
Académica Especial de Biotecnologia, Universidade Federal de Goias/Regional
cataldo - UFG/RC), o qual realizou a identificacdo do material vegetal e a
catalogacdo do mesmo. Os espécimes testemunhos foram depositados no
Herbario da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEN), sob o
numero BW 6046.

3.3.2- PREPARO DOS EXTRATOS ETANOLICOS

As folhas, caules e raizes de K. coriacea foram secas separadamente
em estufa a 45°C, moidas e submetidas a maceracdo com etanol, em repouso
e a temperatura ambiente, para extracdo de metabdlitos secundarios. O
periodo de extracao foi de nove dias, realizando-se a troca do solvente a cada
trés dias. Apo6s a filtracdo, foi realizada a evaporacdo do solvente em
evaporador rotatério, obtendo-se assim os extratos vegetais das folhas (R16F),
caule (R16C) e raizes (R16R), os quais foram armazenados em refrigerador.
Esse procedimento esta representado no (FLUXOGRAMA 1, p.40).
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FLUXOGRAMA 1. Metodologia para obtenc¢éo dos extratos etandlicos.

,v . ;;j? i :\
TG @k

Extrato Parti¢do
vegetal  Liquido-Liquido

Material vegetal Secagem,

Filtracao -3
moagem € ¢ Evaporagao

maceragao com do etanol
etanol ;
H - TESTES
BIOLOGICOS
= - - R
n wn—— > [ B /J ’\77 ? [ B ? .o o—> f<==3 nC— >
‘ o Identificagdo dos
Fragdes CCD Isolamento produtos naturais
de produtos por RMN, CG-EM,
Coluna cromatografica * naturais ete.
(cromatografias de: adsor¢ao, f \
exclusao, liquida de alta Purificagdo dos produtos naturais
eficiéncia) por técnicas cromatograficas

3.3.3 - PARTICIONAMENTO DOS EXTRATOS

Uma aliquota de 10 g de cada extrato foi dissolvida em 1000 mL de um
sistema de solvente composto por MeOH/H,O (3:7, v/v).Em seguida, foram
realizadas trés extracbes com 300 mL de cada solvente (hexano e acetato de
etila). Esse processo resultou na obtencédo das fracdes hexano, acetato de etila
e hidroalcodlica.

O procedimento foi repetido varias vezes para obtencdo da quantidade
de massa necessaria aos estudos propostos. As massas dos extratos
etandlicos, bem como das fracdes obtidas da particdo liquido-liquido séo
apresentadas na TABELA 3.1, (p. 41).
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TABELA 3.1. Massa dos extratos etandlicos e fracdes obtidas da particdo

liquido-liquido de K.coriacea

Amostra Massa(g)

% Extrato etandlico das folhas 35,3214
Fracao hexano 5,1912
Fracao acetato de etila 13,4940
Fracdo hidroalcodlica 7,5843

% Extrato etandlico do caule 30,2765
Fracao hexano 6,4908
Fracao acetato de etila 11,2575
Fracao hidroalcoolica 9,4365

% Extrato etandlico daraiz 39,8432
Fracao hexano 2,2310
Fracao acetato de etila 14,1354
Fracao hidroalcoolica 8,4321

3.3.4 - FRACIONAMENTO DA FRACAO HEXANO DAS FOLHAS

Uma aliquota de 5,1912 g da fracdo hexano, oriunda da parti¢cao liquido-
liquido do extrato etandlico das folhas, foi submetida a Cromatografia por
Adsorcéo (CA) (® =5 cm; h = 11 cm) utilizando silica gel (70-230 mesh) como
fase estacionaria e eluicdo em ordem crescente de polaridade, com o0s
seguintes sistemas: hexano/acetato de etila/metanol, visando a separacéo dos
componentes em grupos de acordo com suas similaridades. Foram coletadas
cinco fracdes, as quais foram analisadas por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), considerando as suas similaridades quimicas (FLUXOGRAMA
2, p.42). As condicBes cromatograficas do fracionamento estdo representadas
na TABELA 3.2 (p. 42).
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FLUXOGRAMA 2. Fracionamento da fragdo hexano das folhas

R16F

Particdo Liquido-Liquido

Fracdo hexano
(5,1912g)

Fracdo acetato de etila
(5,1453g)

Fragdo hidroalcodlica
(7,5843g)

Cromatografia por adsorgéo Silica
Flash (70-230 mesh)
¢=50cm, h=11cm

Hex/AcOEt/MeOH
1.1 1.2 1.3 1.4 15
(279,3mg) (853mg) (286,7mg) (536,5mg (134,1mg)

TABELA 3.2. Condi¢cfes cromatograficas do fracionamento da fracdo hexano

Fracoes

das folhas
Eluentes Volume (mL)
hexano 100% 600
hexano/acetato de etila 1:1 (v/v) 1.300
acetato de etila 100% 650
acetato de etila/metanol 1:1 (v/v) 1.400
metanol 100% 500

3.3.4.1 - FRACIONAMENTO DA FRACAO 1.2

A fracdo 1.2 foi submetida ao fracionamento por CA (® =5,0 cm e h =

12,5 cm) com silica gel (230-400 mesh) como fase estacionaria e eluicdo

gradiente (hexano/acetato de etila/metanol). O fracionamento rendeu oito

fracdoes, as quais foram agrupadas em cinco juncbes de acordo com suas
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similaridades quimicas constatadas por CCD. Com base nas diversas manchas
cromatograficas que seus componentes apresentaram quando analisados via

CCD, a fragao 1.2.2 foi selecionada para refracionamento.

3.3.4.2 - REFRACIONAMENTO DA FRAQAO 1.2.2

A fracéo 1.2.2 foi submetida ao fracionamento por CA (® =4,0cme h =
18 cm) com silica gel (230-400 mesh) como fase estacionaria e eluicdo
gradiente (hexano/acetato de etila/metanol). O fracionamento rendeu dezenove
fracOes, as quais foram agrupadas em trés juncdes de acordo com suas
similaridades quimicas constatadas por CCD. Com base nos perfis de eluicdo
de seus componentes quando analisados via CCD, a fracdo 1.2.2.1 foi

selecionada para refracionamento.

3.3.4.3 - REFRACIONAMENTO DA FRAQAO 1.2.2.1

A fracdo 1.2.2.1 foi submetida ao fracionamento por CA (® =4.0cme h
= 20 cm) com silica gel (230-400 mesh) como fase estacionaria e eluigéo
gradiente (hexano/acetato de etila/metanol). O fracionamento rendeu vinte e
seis fracdes, as quais foram agrupadas em quatro juncdes de acordo com suas
similaridades quimicas constatadas por CCD. Com base nos perfis de eluicédo
de seus componentes quando analisados via CCD, a fracdo 1.2.2.1.1 foi

selecionada para refracionamento.

3.3.4.4 - REFRACIONAMENTO DA FRACAO 1.2.2.1.1

A fracdo 1.2.2.1.1 foi submetida ao fracionamento por CA (® =2,5cme
h = 26 cm) com silica gel (230-400 mesh) como fase estacionaria e eluicéo
gradiente (hexano/acetato de etila/metanol). O fracionamento rendeu dezenove
fracbes, as quais foram agrupadas em 11 juncdes de acordo com suas
similaridades quimicas constatadas por CCD. A fracdo 1.2.2.1.1.4, por
apresentar manchas roxas caracteristicas de terpenoides, foi analisada por
CG-EM e identificada como uma mistura das substancias lupeol (SUBSTANCIA
1), lupenona (SUBSTANCIA 2) e B-amirina (SUBSTANCIA 3) (FLUXOGRAMA
3, p. 44).
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3.3.4.5 - ANALISE DA FRACAO 1.2.2.1.1.4 POR CG-EM.

como gas de arraste, nas seguintes condi¢des: temperatura inicial de 100°C,
programa em 8°C por min até 295°C, mantida por 8 min, com tempo total de 38

min; temperatura do injetor: 250°C; split mode: 1:20; vazdo: 1,3 mL.min™;

A analise cromatogréfica via CG-EM foi realizada utilizando-se gas hélio

pressao: fluxo de modo constante.

FLUXOGRAMA 3. Identificacdo das SUBSTANCIAS 1, 2 e 3.

Fracdo hexano
(5,1912q)

Cromatografia por adsorgéo
Silica comum (70-230 mesh)
¢=5cm,h=11cm

Hex — AcOEt — MeOH

1.1 1.2 1.3 1.4
279,3mg 853mg 286,7mg 536,5mg

Cromatografia por adsorgéo
Silica Flash (230-400 mesh)
¢=50cm,h=125cm
Hex/AcOEt/MeOH

1 2 3a5 6
54,8mg 582,2mg 126,7mg 35,6mg

Cromatografia por adsor¢éo
Silica Flash (230-400 mesh)
¢=4,0cm,h=18cm
Hex/AcOEt/MeOH

la5s 6al2
329,0mg 140,5mg

13a19
21,4mg

Cromatografia por adsor¢éo
Silica Flash (230-400 mesh)
¢=4,0cm,h=20cm
Hex/AcOEt/MeOH

lab6
137,8mg

7a9 10a18 19 a 26
160,7mg 5,6mg 14,5mg

Cromatografia por adsor¢éo
Silica Flash (230-400 mesh)
¢=2,5cm, h=26cm
Hex/AcOEt/MeOH

42,6mg

15
134,1mg

la2
4,7mg

3 4 5 6a7 8
11,5mg 10,2mg 11,5mg 11,1mg 15,6mg

l

MISTURA DAS SUBSTANCIAS 1,2 e 3

9 10a1l
10,3mg 15,7mg

12
15,3mg

13 a16
8,5mg
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3.3.5 - FRACIONAMENTO DA FRAC}AO ACETATO DE ETILA DAS FOLHAS

Uma aliquota de 5,1453 g da fracdo acetato de etila das folhas foi
submetida a CA (® =5 cm; h = 10 cm), utilizando silica gel (70-230 mesh)
como fase estacionaria e eluicdo em ordem crescente de polaridade, com o
seguinte sistema: hexano/acetato de etila/metanol, visando a separag¢do dos
componentes em grupos de acordo com suas polaridades. Foram coletadas
cinco fracdes, consideradas distintas de acordo com a andlise por CCD, as
guais foram denominadas de fracdes 1, 2, 3,4 e 5 de acordo com a sequéncia
de eluicdo (FLUXOGRAMA 4, p. 45). As condi¢cdes cromatograficas desse
fracionamento estéo representadas na TABELA 3.3 (p. 46)

FLUXOGRAMA 4. Fracionamento da fracdo acetato de etila das folhas

R16F

Particéo liquido-liquido

Fracdo hexano Frac&o acetato de etila Fracao hidroalcodlica
(5,19129) (5,1453g) (7,5843q)

Cromatografia por adsorgéo
Silica Flash (230-400 Mesh)
¢=50cm,h=10cm

Hex/AcOEt/MeOH
1 2 3 4 5
(12,7mg) (95,0mg) (708,0mq) (767,7mq) (670,9mq)
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TABELA 3.3.

Fracdes
1

2

Condi¢bes cromatogréficas do fracionamento da fragédo acetato
de etila das folhas

Eluentes Volume (mL)
hexano 100% 500
hexano/acetato de etila 1:1 (v/v) 1.100
acetato de etila 100% 400
acetato de etila/metanol 1:1 (v/v) 1.000
metanol 100% 500

3.3.5.1- FRACIONAMENTO DA FRA(;AO 2
A fracéo 2 foi submetida ao fracionamento por CA (® =3,5cme h =19

cm) com silica gel (230-400 mesh) como fase estacionaria e eluicdo gradiente

(hexano/acetato de etila/metanol). O fracionamento rendeu 26 fracdes, as quais

foram agrupadas em nove juncdes de acordo com suas similaridades quimicas

constatadas por CCD.

A fracdo 2.22, por apresentar caracteristica de substancia de interesse,

foi analisada por RMN de 'H e identificada como a mistura dos &cidos cis e

trans-p-cumarico (SUBSTANCIAS 4 e 5).0 procedimento de isolamento esta
representado no (FLUXOGRAMA 5, p. 47).
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FLUXOGRAMA 5. Isolamento das SUBSTANCIAS 4 e 5.

Fragéo 2
(95,0 mg)

Cromatografia por adsorgéo
Silica Flash (230-400 Mesh)
$=35cm, h=19cm

Hex — AcOEt — MeOH

(951%9@ 13216 18a21 23a24

’ (12,1mg) (12,8mg) (9,9mg*
la4 10 17 22 25a 26
(12,5mg) (5,2mgq) (6,6mg) (13,7mg) (10,5mg)

SUBSTANCIAS 4e 5

3.3.6 - FRACIONAMENTO DA FRA(}AO 3

A fracdo 3 foi submetida ao fracionamento por CA (® =35 cme h =
19cm) com silica gel (230-400 mesh) como fase estacionaria e eluicdo
gradiente (hexano/acetato de etila/metanol). O fracionamento rendeu
15fracdes, as quais foram agrupadas em 11 juncdes de acordo com suas
similaridades quimicas constatadas por CCD. Com base nos perfis de eluicédo
de seus componentes, quando analisados via CCD, a fragdo 3.5 foi

selecionada para refracionamento.

3.3.6.1 - REFRACIONAMENTO DA FRACAO 3.5

A fracdo 3.5 foi submetida ao fracionamento por CA (®=2,0cme h =30
cm) com silica gel (230-400 mesh) como fase estacionaria e eluicdo gradiente
(hexano/acetato de etila/metanol). O fracionamento rendeu 14 fracdes, as quais
foram analisadas por CCD e agrupadas em sete juncdes de acordo com suas
similaridades quimicas. Com base nos perfis de eluicdo de seus componentes
guando analisados via CCD, a fracdo 3.5.3 foi selecionada para

refracionamento.
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3.3.6.2 - REFRACIONAMENTO DA FRAC}AO 3.5.3

A fragao 3.5.3 foi submetida ao fracionamento por CA (® =2,0cme h =
16 cm) com silica gel (230-400 mesh) como fase estacionaria e eluicdo
gradiente (hexano/acetato de etila/metanol). O fracionamento rendeu 13
fracOes, as quais foram agrupadas em seis juncbes de acordo com suas
similaridades quimicas constatadas por CCD. Com base nos perfis de eluicdo
de seus componentes quando analisados via CCD, a fragcdo 3.5.3.5 foi

selecionada para refracionamento.

3.3.6.3 - REFRACIONAMENTO DA FRAQAO 3.5.35

A fracdo 3.5.3.5 foi submetida ao fracionamento por Cromatografia de
Excluséo (CE) (® = 2,5 cm e h= 55cm) com fase estacionaria Sephadex LH-20
e eluicdo em modo isocratico, empregando-se metanol 100%. O fracionamento
rendeu seis fracdes, as quais foram agrupadas em cinco jun¢des de acordo
com suas similaridades quimicas constatadas por CCD. Dentre elas, a fracao
3.5.3.5.4 foi analisada por RMN de 'H e identificada como o flavonoide
quercetina (SUBSTANCIA 6). O procedimento de isolamento dessa substancia
esta representado no (FLUXOGRAMA 6, p. 49).
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FLUXOGRAMA 6. Isolamento da SUBSTANCIA 6

Fracédo 3
232,1mg

Cromatografia por adsorgéo
Silica Flash (230-400 mesh)
$=35cm, h=19cm

Hex — AcOEt — MeOH

la?2 3a4 5 6 7 8 9al0 11 12 13
(14,4mg) (43,3mg) (71,5mg) (7,4mg) (50,6mg) (3,1mg) (7,1mg) (9,0mg) (8,2mg) (6,0mg)
Cromatografia por adsor¢éo
Silica Flash (230-400 mesh)
¢=2,0cm,h=30cm
Hex — AcOEt —» MeOH
laz2 3 4a6 7a8 9 10 11a14
8,2mg 31,5mg 6,7mg 9,1mg 3,3mg 8,0mg 4,2mg
Cromatografia por adsor¢éo
Silica Flash (230-400 mesh)
¢=2,0cm,h=16 cm
Hex — AcOEt — MeOH
la3 4 5 7a8 9all 12a13
3,2mg 2,5mg 13,7mg 3,4mg 4,1mg 4,4mg

Cromatografia por exclusdo
Sephadex LH-20
¢=2,5cm, h=55cm
MeOH 100%

laz2
7,9mg

3 4 5 6
1,1mg 1,2mg 0,3mg 0,5mg
SUBSTANCIA 6
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3.4 - ESTUDO BIOLOGICO DE K. coriacea

3.4.1 - LEVANTAMENTO ETNOBOTANICO DE K. coriacea

Para a pesquisa etnobotanica, foi abordada a metodologia que é em
parte baseada em métodos das Ciéncias Sociais e Antropoldgicas, tendo como
objetivo maximizar a recolha de saber-fazer tradicional. A amostragem nao
deve ser ao acaso nem aleatdria, mas sim dirigida aos elementos da populacdo
gue a partida poderéo saber mais acerca da teméatica que se pretende abordar
(CAMEJO RODRIGUES, 2007). Para localizar pessoas com essas
caracteristicas tem-se entdo de recorrer a técnica bola de neve (snowball), que
consiste no primeiro entrevistado indicar o proximo e assim por diante
(THIOLLENT, 1994, BECKER, 1993).

As entrevistas foram realizadas pela botanica Me. Nubia Alves Mariano
Teixeira Pires Gomides no municipio de Goiandira (GO), o qual localiza-se ao
Centro-Sul do Estado de Goias, latitude 18°07°54”S, longitude 48°05°06”W, a
uma altitude de 848 m, distando cerca de 15 km de Cataldo e 280 km da
capital, Goiania.

Este municipio possui uma area de 564,6 km2 e uma populacéo de 5.520
habitantes, com densidade de 9,32 habitantes/km?, sendo a area urbanizada de
0,368 kmz?, e a area rural de 562,13 km? (IBGE, 2014) (Figura 3.1, p. 50).

Figura 3.1. Mapa do municipio de Goiandira (GO)

Fonte: Adaptado de IBGE(2014)

50



De acordo com o IBGE (2014), Goiandira possui a agricultura
desenvolvida nos seguintes produtos: arroz, banana, café, cana-de-acgucar,
feijdo, mandioca, milho, palmito e soja. Por possuir a maior parte de suas terras
voltadas a agropecuéaria, a cidade tem o perfil agropecuério.

Quanto aos métodos de recolha de dados, ha dois muito citados e
usados na etnobotanica, sendo a entrevista etnobotanica e a observacéo
participacdo. Neste estudo foi desenvolvida a técnica de entrevista estruturada,
a qual é definida como"um questionario, mas utilizado de modo mental pelo
entrevistador (e ndo preenchido pelo entrevistado)” (CAMEJO RODRIGUES,
2007 p. 170).

Para a realizacdo das entrevistas, o projeto foi submetido ao comité de
ética da Universidade Federal de Goias, sendo aprovado em 02/04/2012, sob
numero de protocolo 033/12 (ANEXO 1); como requisito basico para realizacéo
das entrevistas, foi solicitado ao informante a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (ANEXO 2).

Foram entrevistados 25 informantes individualmente, priorizando atores
sociais como raizeiros, benzedeiras, antigas parteiras, pessoas idosas e
antigos moradores. As visitas em domicilios ocorreram no més de abril de
2013, em quatro finais de semana, nos periodos matutino e vespertino.

Dentre as muitas espécies medicinais do Cerrado, algumas recebem
destaque relativo ao seu uso medicinal, como € o caso da K. coriacea,
representada pelo seu expressivo uso local, em diversas enfermidades. Desta
forma, as entrevistas foram direcionadas para obter dos informantes a
socializacao de seus conhecimentos sobre esta planta.

A coleta de dados na entrevista compreendeu: a) nome do entrevistado;
b) idade do entrevistado; c) conhecimento da espécie; d) usos medicinais da
espécie; e) parte da planta utilizada no preparo medicinal; f) formas de preparo
medicinal.

O conhecimento local foi analisado através de medidas quantitativas, as
guais tém como objetivo refletir a concordancia entre os informantes sobre o
conhecimento da espécie (FEITOSA, 2012) (Tabela 3.4, p.52). Os dados foram
tabulados no Microsoft Office Excel 2007.
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TABELA 3.4. Medidas de uso e conhecimento calculados para Kielmeyera
coriacea, propostas por FEITOSA (2012)

indices Célculo Descri¢ao
VDI= numero de usos Mede como muitos
Valor da diversidade citados por determinado informantes usam a
do informante (VDI) informante dividido pelo espécie e como esse uso
namero de usos totais. encontra-se distribuido.

VCTU = numero de vezes
em que determinado uso
Valor de consenso foi reportado dividido pelo
para os tipos de namero total de usos. O
usos (VCTU) valor encontrado € dividido
pela quantidade de
categorias de uso.

Mede o grau de
concordancia entre os
informantes referente ao
uso das espécies.

VDU= numero de
indicacOes registradas por
categorias de uso dividido

pelo nimero total de
indicacdes de uso.

Mede a importancia e

como as categorias de

uso contribuem para o
valor total de usos.

Valor de diversidade
de uso (VDU)

VCFU = numero de
Valor de consenso  citagOes para determinada
para a forma de uso  forma de uso dividido pelo
(VCFU) total de citacOes para as
todas as formas.

Mede o grau de
concordancia entre os
informantes referente a
forma de uso da planta.

VCPP= nUmero de vezes

Valor de consenso em que detgrminada_ parte Meder grau de
para a parte da da planta f0| citada dividido .concordanma entre 0s
planta (VCPP) pglo nuamero total de informantes referente a

citacOes de todas as parte da planta usada.
partes.

Para a realizacdo dos ensaios antimicrobianos, além dos extratos
etandlicos do caule e das folhas, também foi preparado o extrato aquoso da
entrecasca de K. coriacea, o0 qual € indicado pelas pesquisas etnobotéanicas
realizadas, para o tratamento de diversas doencas, entre elas, a carie dentaria.

Para o preparo do extrato aquoso, a entrecasca foi pesada e dividida em
frascos de Erlenmeyer, os quais foram preenchidos com &gua e
acondicionados na geladeira por nove dias, fazendo a troca do solvente a cada
trés dias. Apdés o periodo, a solucdo foi filtrada, concentrada em rota-e

liofilizada.
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3.4.2 - ENSAIOS ANTIMICROBIANOS

3.4.2.1 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS, FRACOES E
SUBSTANCIAS ISOLADAS DE K. coriacea FRENTE AS BACTERIAS E
LEVEDURAS

Os ensaios de avaliacdo do potencial efeito antibacteriano e antifangico

dos extratos vegetais, fracdes oriundas da particdo liquido-liquido e

substancias isoladas da espécie K. coriacea foram realizados no Laboratério de

Pesquisa em Microbiologia Aplicada (LaPeMA) da Universidade de Franca —

UNIFRAN, situada na cidade de Franca-SP, sob a colaboracdo do professor

Dr. Carlos Henrique Gomes Martins, Thais da Silva Moraes, Maria Anita Lemos

Vasconcelos e Luis Fernando Leandro.

Os seguintes micro-organismos foram utilizados:

>

Escherichia coli (ATCC 14948), Salmonella choleraesui (ATCC 10708),
Yersinia enterocolitica (ATCC 9610) - patdégenos relacionados com a
diarreia humana;

Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Streptococcus pneumoniae
(ATCC 1AL 1741), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Staphylococcu saureus (ATCC 29213) - patogenos relacionados a
infeccbes humanas;

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

Streptococcus mutans (ATCC 25175), Lactobacillus casei (ATCC
11578), Streptococcus sobrinus (ATCC 33478) - patdgenos relacionados
a carie dentaria humana;

Candida albicans (ATCC 28366), Candida tropicalis (ATCC 13803) e
Candida glabrata (ATCC 15126) - patdégenos relacionados a candidiase.

Todos o0s ensaios biolégicos foram realizados em triplicata e a

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada como a menor

concentracdo capaz de inibir o crescimento visivel do micro-organismo

ensaiado, apods o periodo de incubacéo.
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3.4.2.2 - PREPARO DAS AMOSTRAS ENSAIADAS FRENTE A BACTERIAS E
LEVEDURAS E AVALIAQAO DA CIM

Foram ensaiadas as seguintes substancias: lupeol (substancia 1, p. 61),
lupenona (substancia 2, p. 61), quercetina (substancia 3, p. 62). Como as
substancias lupeol e lupenona foram identificadas em mistura no estudo
quimico de K. coriacea, estas foram cedidas para ensaios pela Me. Michelle
Aparecida Machado, a qual realizou o mestrado no Laboratério de Produtos
Naturais da Universidade Federal de Goias - Regional Cataldo.

Os extratos da entrecasca, caule e folhas, bem como as fracdes
oriundas da parti¢do liquido-liquido, também foram ensaiadas.

Como controles positivos foram empregados os antibiéticos comerciais
clorexidina, penicilina e estreptomicina, todos da marca SIGMA. Inicialmente,
foi preparada uma solucdo estoque de cada amostra, solubilizando 1,0 mg da
mesma em 125 pL de DMSO. Posteriormente, cada solucédo foi diluida em
1875 uL de meio liquido (caldo BHI), originando assim a solucdo mée, da qual
pode-se obter concentracbes nas microplacas no intervalo de 0,195 a 400
pg/mL, empregando, portanto a técnica de microdiluigdo em caldo. O intervalo
de concentracdo dos controles positivos foi de 0,115 a 59,0 pg/mL. A
metodologia do ensaio biolégico, o intervalo de concentracdo das amostras e
do controle positivo seguiram o protocolo do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), aplicado no LaPeMA (UNIFRAN).

E importante ressaltar que foi utilizado o solvente DMSO nos ensaios
biologicos, por ser considerado pouco volatil, adequado para a solubilizacdo e
por ndo interferir no crescimento bacteriano. O volume deste solvente
empregado na solubilizagdo das amostras foi igualmente adicionado
isoladamente em um orificio de cada microplaca como controle negativo, para
confirmar se 0 mesmo ndo estava inibindo o crescimento do micro-organismo.
O volume final de DMSO nos experimentos ndo excedeu a 5% (ARANTES,
2005).

Para verificar a viabilidade de cada micro-organismo e do meio de
cultura em cada experimento, em orificios de cada microplaca foram
adicionados os seguintes componentes: 1) culturas de cada micro-organismo e

2) meio de cultura liquido.
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As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas, respeitando a
exigéncia de atmosfera da bactéria avaliada. Terminado o periodo de
incubagéo, as placas foram reveladas com 30 pL de resazurina (Sigma®)
0,02% em solugédo aquosa esterilizada (SARKER, NAHAR e KUMARASAMY,
2007) e apds alguns minutos a leitura foi realizada. A resazurina facilita a
verificacdo da presenca de crescimento microbiano devido & coloragédo obtida
nas microplacas, pois a coloragdo azul indica auséncia de crescimento
microbiano, enquanto a coloracao rosa indica a presenca de células viaveis em
crescimento. Desta forma, foi possivel determinar a CIM das amostras
avaliadas.

3.4.2.3 - ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS EXTRATOS E FRACOES FRENTE
A LEVEDURAS

3.4.2.3.1 - PREPARO DO INOCULO

O inoculo foi preparado baseado nas normas preconizadas pela NCCLS
M-27 A2. Primeiramente, os fungos foram cultivados em placas de Petri
contendo Agar Sabouraud por 24 horas a 37°C.

Apés esse periodo, com o auxilio de algca de platina esterilizada,
transferiu-se algumas colonias das leveduras para tubos contendo 2mL de
solucéo salina 0,85 %, os quais foram comparados a escala de Mc Farland 0,5
para se obter o valor de 6 x 10 6 UFC/mL. Em seguida foram realizadas as
diluicdes recomendadas pela NCCLS M27-A em caldo RPMI até que o inéculo
atingisse 1,2 x 103 UFC/mL.

3.4.2.3.2 - PREPARO DOS CONTROLES

Para o controle positivo utilizou-se anfotericina B da marca SIGMA,
sendo a mesma diluida para obter a concentracdo de 0,031a 16,0 ug/mL, na
microplaca de 96 pocos. Para a validacdo dos ensaios, quanto ao controle da
anfotericina B, foram utilizadas cepas de referéncia, para se obter uma faixa de
CIM de 0,25 a 2,0 pg/mL.

Também foram realizados outros controle como: de esterilidade do meio
de cultura (caldo RPMI), controle do inéculo (que deve apresentar crescimento

devido a auséncia de agentes antimicrobianos), controle de esterilidade dos
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antifangicos, controle de esterilidade dos extratos e controle do solvente DMSO
(controle negativo). O controle do solvente deve ser realizado para que nao
haja duvidas a respeito da inibicdo do crescimento do micro-organismo, pois
em algumas concentragdes o solvente pode levar a inibicdo do crescimento

microbiano.

3.4.2.3.3 - METODO DA MICRODILUICAO EM CALDO E DETERMINACAO
DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A técnica da determinacdo da CIM foi realizada em placas de
microdiluicdo com 96 pocos, onde foram feitas diluicbes seriadas em
concentragbes de 1,46 a 2000 pg/mL. O meio de cultura utilizado foi o caldo
RPMI, tamponado com MOPS e pH final de 7,2. Nas linhas, em todos os
pocos, foram adicionados 100 pL do caldo; posteriormente no primeiro pogo
foram adicionados mais 100 pL da solucdo de trabalho e realizada a
homogeneizacdo. Em seguida, foi retirado 100 pL do primeiro poco e
adicionados ao segundo poc¢o, e homogeneizado, e assim sucessivamente até
0 décimo segundo poco, realizando-se assim a diluicdo seriada.

Para o controle positivo, realizou-se 0 mesmo processo, no entanto,
como ja citado no trabalho, a concentracédo atingida foi de 0,031 a 8 pg/mL ,
para controle negativo a concentracdo utilizada foi de 1%. ApOs esse
procedimento, foi adicionado 100uL do inéculo, previamente preparado, em
todos os pocos. Apds a montagem das microplacas, estas foram incubadas por
48 horas a 37°C. Decorrido este periodo, foi determinada a CIM através do uso

do revelador resazurina.

3.4.3 - ENSAIOS ANTIULCEROGENICOS

3.4.3.1 - METODOLOGIA

O ensaio antiulcerogénico foi realizado com a colaboracdo do professor
Dr. Anderson Luiz Ferreira da Universidade Federal de Goias — Regional

Cataldo e suas alunas: Maria Viviane Gomes Oliveira e Keise Rodrigues Silva.
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> ANIMAIS

Para esse experimento foram utilizados 35 animais e estes animais
utilizados no ensaio sao provenientes do Centro de Bioterismo e
Experimentagcdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Foram
utilizados ratos machos Wistar (150 a 250 g) para os experimentos de lesdes
gastricas. Os animais foram aclimatados as condigdes do laboratoério por pelo
menos sete dias antes da manipulacdo experimental, com temperatura de 23 £
2°C, e ciclos claro-escuro de 12 horas controlados, alimentados com raga o
Presence (Purina) e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos ao acaso nos diferentes grupos
experimentais e submetidos ao jejum (com &agua ad libitum) por 24 horas.
Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Goias (CEUA/UFG), (ANEXO
3).

> ULCERA GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL

Apods 24 horas de jejum, grupos de ratos foram tratados por via oral com
extrato etanolico das folhas de K.coriacea, em doses variaveis de 50, 100, 200
e 300,0 mg/kg. Para o controle positivo (carbenoxolona - 100 mg/kg) e para o
controle negativo (solugao salina - 10 mL/kg), foram utilizados 8 ratos para
ambos os controles. Alesao gastrica foi induzida pela administragdo , também
por via oral, de 1mL de etanol absoluto.

Os animais foram eutanasiados por overdose de CO, uma hora apés a
administragao do agente lesivo. Apés a eutanasia, os estdbmagos foram abertos
na regiao da maior curvatura, prensados em placas de vidro e fotografados . A
area de lesao foi calculada com auxilio do programa AVSoftBioView 4
(BARBASTEFANO et al., 2007).

3.4.4 - ENSAIOS ENZIMATICOS

Os ensaios enzimaticos foram realizados com a colaboracdo do
professor Dr. Paulo Cezar Viera da Universidade Federal de Sdo Carlos e sua

aluna Flavia Monique.
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3.4.4.1. METODOLOGIA

A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada com base no
monitoramento da hidrolise do substrato fluorogénico Z-FR-MCA, através do
acompanhamento da fluorescéncia em fungdo do tempo de reacdo. A
metodologia geral do ensaio é ilustrado na (FIGURA 3.2, p. 58).

FIGURA 3.2. Demonstracédo do esquema geral dos ensaios enzimaticos

& 2 amino-4-metilcumarina (MCA)
Tampao + enzima + DTE
< o )k °
5 minutos _heJ A'9
INIBIDOR
Estrutura do substrato Z-FR-MCA
Incubagdo
5 minutos s Hidrélise pelas
catepsinas Ponto de cl:\'agem
Z-FR-MCA
MCA lvre
Leitura (300 s) i i 5 b
0 PheI‘Arg | HN—7 Y
" N Yz
Espectrofluorimetro - CHy

Os experimentos foram realizados empregando-se placas de 96 pocos,
com coloracao preta e fundo plano, mantidas em compartimento termostatizado
a 27 °C. A fluorescéncia foi detectada em um espectrofluorimetro com fenda de
excitacdo e emissao ajustada para Aex= 380 nm e A = 460 nm, respectivamente.

Foi usado tampéo acetato de sédio 100 mM, com 5mM de EDTA, pH =
5,5. As enzimas foram pré-ativadas com DTE durante 5 min e posteriormente,
pré-incubadas com as amostras a serem testadas por mais 5 min. A reacao foi
iniciada pela adicdo de Z-FR-MCA e as medidas foram realizadas.

Os controles foram executados sem inibidor (controle negativo) e na

presenca do inibidor irreversivel E-64 (controle positivo) (FIGURA 3.3, p. 59).
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Posteriormente, realizou-se o monitoramento direto e continuo da hidrélise do

substrato durante 300 segundos.

FIGURA 3.3. Estrutura do inibidor irreversivel de cisteino peptidases E-64

HOOC H 2 Y
H\Z/”/ B W YVl
0

E-64
L-3-carboxi-trans-2, 3-epoxipropionil-leucilamido (4-guanino) butano

A concentragcdo da enzima foi usada de modo que a hidrolise do
substrato ndo fosse superior a 5% nos 300 s do experimento. Os valores de
fluorescéncia foram convertidos para pM/min, usando uma curva de calibragao
determinada atraves da hidrolise total do peptideo.

A triagem de sustancias foi realizada em triplicata, em concentracéo
unica de 25 uM. O percentual de inibicdo foi determinado a partir da atividade
enzimatica em situacfes de auséncia e presenca de inibidores, conforme a
equacao:

% Inibicdo=(1- Vi/V, )x 100
onde:
Vi: é a velocidade obtida na presenca de inibidor
Vo:€é a velocidade obtida na auséncia do mesmo.

As substancias que apresentaram inibicédo significativa, igual ou superior
a 50% frente as catepsinas foram selecionadas para a determinacdo dos
valores de ICsp, um parametro Util para determinacéo da poténcia do inibidor.

A poténcia de um inibidor (ICsp) € definida como a concentracdo que
provoca diminuicdo de 50% da atividade da enzima. Este valor € uma
convencdo usada com finalidade de comparar valores de poténcia entre

inibidores.
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A determinacdo dos valores de poténcia inibitoria foi realizada de forma
direta, empregando-se 0 ensaio cinético com substrato fluorogénico. Os
percentuais de inibigdo foram obtidos em diferentes concentragdes de inibidor
(triplicata), explorando-se uma faixa de inibicdo de 15% a 90%, obtendo-se
uma curva de concentragdo versus resposta. Os dados cinéticos foram obtidos
e tratados para a determinacéo dos valores de ICso, pelo método de regressao

linear de melhor ajuste, utilizando-se o programa Sigmaplot 9.0
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 - ESTUDO QUIMICO

Através do estudo quimico de K. coriacea foram identificados seis
metabolitos secundarios, sendo a mistura de trés triterpenoides (substancias 1,
2 e 3), a mistura dos acidos cis e trans-p-cumarico (substancias 4 e 5) e um

flavonoide (substancias 6). As estruturas quimicas sdo mostradas abaixo.

4.1.1 — SUBSTANCIAS ISOLADAS

HO -
~\H
23 24
lupeol (1) lupenona (2)
Origem: fracao hexano das folhas Origem: fracdo hexano das folhas
Isolamento: p. 44 Isolamento: p. 44
Identificac&o estrutural: p. 65 Identificacdo estrutural: p.67

Origem: fracdo hexano das folhas
Isolamento: p. 44

Identificacdo estrutural: p.69

B-amirina (3)
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\1' 3' .
HO 7~ 3" 7z
AN
s OH Ho~ N0 OH
acido trans-p-cumarico (4) acido cis-p-cumérico (5)

Origem: fracdo AcOEt das folhas
Isolamento: p. 47
Identificag&o estrutural: p. 73

Origem: fracdo AcOEt das folhas
Isolamento: p.49

Identificag&o estrutural: p. 76

guercetina (6)

4.1.2 — ELUCIDACAO ESTRUTURAL
4.1.2.1 - ESTRUTURAS DAS SUBSTANCIAS 1, 2 E 3.

As substancias 1, 2 e 3 foram identificadas, via CG-EM, como uma
mistura de triterpenoides, da fracdo 1.2.2.1.1.4, oriunda da fracdo hexano das
folhas, a qual se apresentou como um sélido de coloracdo branca.

Os dados obtidos por CG-EM (FIGURA 4.1, p. 63) foram comparados
com o banco de dados da biblioteca (NIST) do equipamento sugerindo a
presenca de trés triterpenoides: lupeol (1), lupenona (2) e B-amirina (3)
(FIGURA 4.2, p. 63).

A TABELA 4.1 (p.64) apresenta 0s sinais obtidos a partir da

fragmentacéo de cada estrutura.
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FIGURA 4.1: Cromatograma da mistura das substéancias 1, 2 e 3.
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FIGURA 4.2: Estruturas quimicas das substancias 1, 2 e 3.
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TABELA 4.1. Sinais de fragmentac@o mais caracteristicos da misturade 1, 2 e

3
Triterpenoide Fragmentacéo (m/z)
(2) lupeol 426 (M%), 411, 234, 220, 207, 189 (100%)
(2) lupenona 424 (M™), 409, 218, 205 (100%), 189
(3) B-amirina 426 (M™), 218 (100%), 205, 189

Fonte: VILEGAS et al., 1997; BASAR, 2005.

O espectro de massas de 1 (FIGURA 4.3, p. 64) apresentou um pico em
m/z 426, caracteristico do pico do ion molecular, referente a férmula estrutural
CsoHs00. Observou-se também um pico em m/z 189, relativo ao pico mais

estavel do cromatograma (pico base).

FIGURA 4.3. Espectro de massas da substancia 1 tg= 29,57 (IE, 70 eV).
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O lupeol pertence a familia dos lupanos e esta amplamente distribuido
em todo o reino vegetal, sendo isolado de diversas espécies de plantas. Este
composto apresenta potencial biolégico, sendo relatadas as atividades
antitumoral, antioxidante (RAJIC, 2000), anti-inflamatéria e antimalarica
(FERNANDEZ et al., 2001; LOPES, 2007) para 0 mesmo, além de se mostrar
eficaz contra diabetes e problemas do coracdo (ANDRIKOPOULOS et al.,
2003).
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Uma proposta de fragmentagéo para 1, baseada em dados da literatura
(SANTANA, 2011), é apresentada na (FIGURA 4.4 p. 65).

FIGURA 4.4 Proposta de fragmentacéo para a substancia 1.
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m/z 207

m/z 426

O espectro de massas de 2 (lupenona) (FIGURA 4.5, p. 66) apresentou um
pico em m/z 424, relativo ao pico do ion molecular, cuja férmula estrutural é

C30H480. Além disso, observou-se em m/z 205 a presenca do pico base.

FIGURA 4.5. Espectro de massas da substancia 2 tg= 28.46 (IE, 70 eV).
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No que tange ao potencial biolégico, a lupenona foi testada quanto a sua
atividade alelopética frente a substancias quimicas produzidas por Acacia

Mangium, separadamente, e em mistura com o lupeol. A avaliacdo em mistura
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apresentou uma reducdo na sua atividade, em relacdo ao seu efeito isolado.
Um estudo do efeito do pH na atividade alelopética, a lupenona apresentou
atividade mais expressiva em pH menor que 3, enquanto o lupeol apresentou
maior atividade em condi¢bes basicas (pH de 9). Quando analisados em
mistura, em pH &cido, a atividade da lupenona superou a do lupeol, enquanto
em pH basico, o lupeol apresentou atividade alelopatica superior a lupenona
(LUZ et al., 2010).

Uma proposta de fragmentacao para 2, baseada em dados da literatura
(SANTANA, 2011), é apresentada na (FIGURA 4.6 p.67).

FIGURA 4.6. Proposta de fragmentacéo para a substancia 2
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m/z 205

m/z 424

A substancia 3, denominada de B-amirina, apresentou em seu espectro
de massas (FIGURA 4.7, p.68) um pico em m/z 426, relativo ao pico do ion
molecular, além de um pico em m/z 218 (pico base).

Esta substancia pertencente a série dos oleanos, a S-amirina possui um
padrdo de fragmentacéo caracteristico, apontando na estrutura a presenca de
uma ligacao dupla em C-12. O tipo de fragmentacdo mais comum para esse

tipo de substancia ocorre via reacdes de Retro-Diels-Alder (GIESE et al., 2005).

FIGURA 4.7. Espectro de massas da substancia 3 tr= 27.87 (IE, 70 eV)
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Para B-amirina algumas atividades bioldgicas ja foram reportadas, tais
como: antitumoral (MOREIRA et al.,, 2003; MENDES-NATERA, 2004), anti-
inflamatoéria (CUNHA et al., 2003) e nematicida (FERRAZ & FREITAS, 2007).

Uma proposta de fragmentacdo para essa substancia, baseada em
dados da literatura (SILVA, 2007), é apresentada na (FIGURA 4.8 p. 69).

FIGURA 4.8. Proposta de fragmentacéo para a substancia 3
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4.1.2.2 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS 4 e 5.

Os acidos trans e cis-p-cuméarico j& haviam sido isolados do extrato
diclorometano do caule de K. coriacea (CORTEZ et al., 1999) e foram isolados
novamente no presente trabalho no extrato etandlico das folhas deste

espécime.

=
4

5" HO 0 OH
4 (5)

As substancias 4 e 5 foram isoladas em mistura da fragéo 2.2, oriunda
da fracao acetato de etila das folhas de K. coriacea.

Pela analise do espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.9, p. 72), observou-
se a presenca de dois sinais de dubletos, sendo um em & 7,43 e outro em &
6,81, referentes aos hidrogénios do grupo fenila (3 e 5”) e (27 e 6")
respectivamente, os quais sdo equivalentes, pois estdo presentes em um
mesmo ambiente quimico.

Os sinais de dubletos em & 7,59 e & 6,28 sdo caracteristicos dos
hidrogénios olefinicos H-3' e H-2’, respectivamente, os quais acoplam-se entre
si, dando um valor elevado de constante (J= 16,1 Hz), caracteristico de um
sistema a,B-insaturado, o que representa uma molécula com anel aromatico
1,4-dissubstituido; tais sinais indicam a presenca do acido trans-p-cumarico.

Ainda pela andlise do espectro de RMN de 'H, observou-se trés sinais
de dubletos em & 5,84, 6 6,86 e & 7,67, 0s quais indicam a presenca do acido
cis-p-cumarico. Os sinais referentes a H 2’ e H 3’ indicam a presenca dos
isbmeros, e a diferenca nos valores de deslocamento quimico em que se
encontram, evidenciam a diferenca entre eles.

Através da andlise dos dados espectroscopicos e comparacdo com 0S
dados da literatura (CORTEZ et al., 1999), a mistura das substancias 4 e 5 foi

identificada como os acidos cis e trans-p-cumarico (TABELAS 4.2 e 4.3, p. 71).

70



TABELA 4.2. Dados de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da substancia 4, em
comparacao com os dados da literatura

0
\ o3
HO Z N 3"
6" OH
acido trans-p-cumarico
Substéncia 4 (500 MHz, CDCls)
Posicéo de *H (400MHz, CDCl5) (CORTEZet al., 1999)
6 (ppm), J (Hz) 6 (ppm), J (Hz)

2’ 6,28 (1H, d, J=16,1) 6,29 (1H, d, J= 16,0)
2", 6" 6,81 (1H, d, J=8,8) 6,83 (1H, d, J=9,0)
3", 5 7,43 (1H, d, J= 8,8) 7,43 (1H, d, J=9,0)

3 7,59 (1H, d, J=16,1) 7,60 (1H, d, J= 16,0)

TABELA 4.3. Dados de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da substancia 5, em
comparacao com os dados da literatura.

/ 1” 3”
HO 1\\O En OH
Acido cis-p-cumarico
Substancia 5 (500 MHz, CDCls3)
Posicéo H (400MHz, CDCls) (CORTEZ et al., 1999)
6 (ppm), J (Hz) 6 (ppm), J (Hz)
2 5,84 (1H, d, J= 12,2) 5,83 (1H, d, J= 12,5)
2" 6" 6,86 (1H, d, J= 8,5) 6,85 (1H, d, J= 8,5)
3", 5 7,67 (1H, d, J= 8,5) 7,66 (1H, d, J= 8,5)
3 - 6,86 (1H, d, J= 12,5)
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FIGURA 4.9. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDs0D) das SUBSTANCIAS
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Em relacdo as substancias supracitadas, o acido trans-p-cumarico € o
mais estavel, mas esta sujeito a conversdo para a forma cis quando recebe
radiacdo ultra-violeta (UV) por algumas horas por um processo chamado de
foto-isomerizacédo (KORT et al., 1996). Nesse tipo de estrutura, a isomerizacéo
cis e trans ocorre facilmente quando é catalisada com uma luz com incidéncia
em 360 nandmetros. Logo, a radiacdo UV é capaz de produzir facilmente uma
mistura equilibrada desses dois isdmeros (DEWICK, 2002).

Para o acido p-cumarico algumas atividades biolégicas estao relatadas,
tais como: antioxidante (S'WISLOCKA et al., 2013), alelopatica (SOUZA
FILHO, PEREIRA & BAYAMA, 2005) e antimicrobiana (ESTEVINHO et al.,
2008).

4.1.2.3 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA 6.

A quercetina (6) € uma substancia comumente isolada e pode ser
encontrada comercialmente. Ja foi isolada do extrato dos galhos de K.
variabilis, em sua forma glicosilada (quercetina-3-O-glicosideo e quercetina-3-
O-galactosideo) (COQUEIRO, 2010).

No presente trabalho, a quercetina foi isolada da fracdo 3.5.3.5, oriunda
da fracdo acetato de etila do extrato etandlico das folhas, e quando analisada

via CCD, apresentou uma Unica mancha amarela, caracteristica de flavonoide.

Esta substancia foi caracterizada através de experimentos de RMN de

'H e comparacdo com os dados da literatura (NAIDU et al., 2012).
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O espectro de RMN de 'H de 6 (FIGURA 4.10 , p. 75) apresentou na
regido dos aromaticos, dois sinais de dubletos em & 6,18 e 6 6,39, ambos com
J= 1,6 Hz,), caracteristico de acoplamento meta entre entre H-6 e H-8 do anel
A de um nucleo flavonoide.

Os sinais em 6 6,89 (d, J=8,3Hz),6 7,73 (d, J=2,0Hz) e 6 7,63 (dd, J =
8,3 e 2,0 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios H-5, H-2° e H- 6,
respectivamente, correspondendo a um sistema de substituicdo nas posi¢coes
3’ e 4’ do anel B.

A andlise dos dados espectroscopicos (TABELA 4.4, p. 74), em
comparagdo com os dados da literatura, confirmaram a identficagdo da

estrutura como sendo a do flavonoide quercetina.

TABELA 4.4. Dados de RMN de *H (400 MHz, CD;0D) da SUBSTANCIA 6 em
comparacao com os dados da literatura

Substancia 6 (200 MHz, CD30D)
Posicéo de *H (400MHz, CD30D) (NAIDU et al., 2012)
8 (ppm), J (Hz) 8 (ppm), J (Hz)
6 6,18 (1H,d, J=1,6) 6,18 (1H, d, J=1,7)
8 6,39 (1H,d, J=1,6) 6,40 (1H,d, J=1,7)
5 6,89 (1H,d, J=8,3) 6,89 (1H, d, J=8,3)
2’ 7,73 (1H,d, J=2,0) 7,68 (1H, d, J=2,4)
6’ 7,63 (1H,dd,J=8,3e2,0)| 7,55(1H,dd,J=8,3¢e2,4)

Os flavonoides estédo presentes na dieta humana, sendo encontrados no
vinho tinto, vegetais como cebola, couve, vagem e brocolis, cha preto, frutas
como a macéa, uva e morango, graos, nozes, sementes e cerveja (NIJVELDT,
2001). Possuem atividade antioxidante importante para a prevencdo de
doencas, e essa propriedade pode ser associada a sua competéncia de
sequestrar radicais livres (KANDASWAMI & MIDDLETON, 1994).
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FIGURA 4.10. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD)da SUBSTANCIA 6
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4.2 - ESTUDO ETNOBOTANICO

A partir do levantamento etnoboténico de K. coriacea, observou-se que

dos 25 informantes entrevistados, 76% afirmaram que conheciam e ja tinham

utilizado esta espécie, pelo menos uma vez para tratar alguma enfermidade.

Apenas seis deles conheciam a espécie, porém relataram ndo saber qual o0 uso

medicinal. Os dados de K. coriacea coletados nas entrevistas sdo expressos na

TABELA 4.5 (ps. 76, 77 € 78).

TABELA 4.5. Levantamento etnobotanico de K. coriacea realizado em

Goiandira(GO)
Idad_e do Sexo do Categorias de Parte da
entrevistado . o planta Formade uso
entrevistado uso medicinal 1
(anos) utilizada
Leucemia apurar com leite;
utilizar
64 Masculino . entrecasca pequenas
Anemia porcdes
diariamente
Gastrite amassar e
. colocar de
R galho fino .
_ dor de estdomago molho na agua
74 Masculino por 24 horas
Anemia entrecascae | chadas partes
Leucemia folhas em conjunto
dor na gengiva
o entrecasca o
72 Feminino dor d(? Qente fresca Mastigacao
Carie
Artrite
Artrose amassar e
Anemia entrecasca ou | deixar de molho;
Leucemia folhas posteriormente
. ~ tomar.
infeccdes
60 Masculino intestinais
Cicatrizacdo fazer o emplasto
apurar com leite;
. entrecasca utilizar
Gastrite pequenas
porcoes
diariamente
Gastrite
Anemia amassar e fazer
55 Masculino - entrecasca a infusdo com
Leucemia agua
Vermifugo
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TABELA 4.5. Levantamento etnobotanico de K. coriacea realizado em

Goiandira(GO) (continuacao)

Idade do . Parte da
) Sexo do Categorias de uso
entrevistado entrevistado %edicinal planta Formade uso
(anos) utilizada
artrite
artrose
: entrecasca ou . -
leucemia infusao
: folhas
anemia
_ vermifugo
66 Masculino
fazer um
cicatrizacao melado e utilizar
entrecasca como emplasto
dor de dente mastigacao
. . moer e fazer um
gastrite galho fino
melado
50 Masculino dor nos rins entrecasca cha
. todos os tipos de . ~
70 Masculino . ~p entrecasca infusao
infeccdes
. reumatismo entrecasca ou .
53 Masculino - cha
gastrite folhas
anemia amassar e
. deixar de molho;
71 Masculino . entrecasca :
leucemia posteriormente
tomar
amassar e
.- . deixar de molho;
63 Feminino leucemia entrecasca :
posteriormente
tomar
. dor nos rins . 5
54 Masculino - entrecasca infuséo
vermifugo
. . entrecasca ou .
63 Masculino reumatismo cha

folhas
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TABELA 4.5. Levantamento etnobotanico de K. coriacea realizado em

Goiandira(GO) (concluséao)

Idade do . Parte da
entrevistado Sexc_) do Categorlqs. de uso planta Formade uso
(anos) entrevistado medicinal utilizada
) dor de dente L
55 Masculino — entrecasca mastigagao
Cérie
apurar com
leite; utilizar
57 Masculino vermifugo entrecasca pequenas
porcdes
diariamente
infeccdes de utero
infecgbes de
59 Masculino intestino entrecasca infuséo
dor nos rins
reumatismo
fazer um
66 Masculino cicatrizacao entrecasca melado e utilizar
como emplasto
leucemia
51 Masculino anemia entrecasca infusé@o
gastrite
53 Masculino vermifugo entr(;:casca ou cha
olhas

Em relacdo ao conhecimento dos informantes com faixa etaria de 50 a
74 anos de idade, foi observado que alguns demonstram saber mais do que
outros sobre os diversos usos da espécie, uma vez que indicaram mais
categorias. Isso também pode ser constatado através do Valor da diversidade
do informante (VDI), TABELA 4.6, (p.79), que expressa como os informantes

usam a espécie e como esse uso encontra-se distribuido no municipio.
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TABELA 4.6. Céalculo do Valor de diversidade do informante (VDI)

VDI = Mede como muitos ldade do informante VDI

informantes usam a espécie e 66 0,16

COmoO esse Uuso encontra-se

distribuido. 60 0,14
74 0,08
55 0,08
59 0,08
72 0,06
51 0,06
64 0,04
53 0,04
71 0,04
54 0,04
55 0,04
50 0,02
70 0,02
63 0,02
63 0,02
57 0,02
66 0,02
53 0,02

As informacgdes obtidas sobre os distintos usos do pau-santo atribuiram
16 indicacdes terapéuticas (categorias), Tabela 4.7, (p. 80). O indice de Valor
de Diversidade de Uso (VDU) retrata a importancia e a contribuicdo das
categorias de uso em relacdo ao valor total de usos. As categorias que mais se

destacaram foram: leucemia, anemia e gastrite.
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TABELA 4.7. Calculo do Valor de Diversidade do Uso (VDU)

VDU = Mede a importancia e Indicagéo de uso VDU
como as categorias de uso medicinal
contribuem para o valor total :
de usos. leucemia 0,16
anemia 0,14
gastrite 0,12
dor de estbmago 0,02
dor na gengiva 0,02
dor de dente 0,06
carie 0,04
artrite 0,04
artrose 0,04
infecgdes intestinais 0,04
cicatrizacao 0,06
vermifugo 0,1
dor nosrins 0,06
todos os tipos de
. . 0,02
infeccdes
reumatismo 0,06
infeccbes de utero 0,02

O Valor de Consenso para os Tipos de Usos (VCTU) infere sobre o grau
de concordancia entre os informantes e os usos indicados para K. coriacea.
Sendo assim, as trés categorias mais citadas foram as que tiveram a maior
concordancia, permanecendo as indicacdes: leucemia, anemia e gastrite.
Indicacdes de uso para dor de estbmago, infec¢cdes no Utero, dor na gengiva e
todos os tipos de infec¢cBes tiveram o menor valor de VCTU, pois foram citadas

por apenas um entrevistado (TABELA 4.8, p. 81).
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TABELA 4.8. Valor de consenso dos informantes para os tipos de usos (VCTU)

VCTU = Mede o grau de
concordancia entre o0s
informantes referente ao
uso das espécies.

de K. coriacea.

Indicacdo de uso medicinal VCTU
Leucemia 0,0100

Anemia 0,0088

Gastrite 0,0075
Vermifugo 0,0063

dor de dente 0,0038
Cicatrizacao 0,0038

dor nos rins 0,0038
Reumatismo 0,0038

Carie 0,0025

Artrite 0,0025

Artrose 0,0025
infecgdes intestinais 0,0025
dor de estbmago 0,0013

dor na gengiva 0,0013

todos os tipos de infeccbes 0,0013
infeccdes de utero 0,0013

O Valor de Consenso para a Forma de Uso (VCFU) expressa a

concordancia entre os informantes referente as formas de uso citadas para K.

coriacea. Neste sentido, foram citadas pelos informantes 11 formas de uso,

sendo que a infusao (0,20) e o cha (0,16) séao as formas mais utilizadas, como
pode ser observado na TABELA 4.9 (p. 82).
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Tabela 4.9. Valor de consenso dos informantes para as formas de usos

(VCFU) de K. coriacea.

VCFU = Mede o grau de

_ Forma de uso VCFU
concordancia entre 0s _
informantes referente a Infusao 0,20
forma de uso da planta. Cha 0,16
apurar com leite; utilizar pequenas 0.12
porgdes diariamente ’
Mastigacao 0,12
amassar e deixar de molho;
) 0,12
posteriormente tomar
fazer um melado e utilizar como
0,08
emplasto
amassar e colocar de molho na 0.04
agua por 24 horas ’
ché& das partes em conjunto 0,04
fazer o emplasto 0,04
amassar e fazer a infusao com
] 0,04
agua
moer e fazer um melado 0,04

No que tange ao Valor de Consenso para a Parte da Planta (VCPP), os

informantes indicaram a entrecasca, folhas e galhos finos, sendo a entrecasca

a mais citada, como pode ser observado na TABELA 4.10 (p. 82).

Tabela 4.10. Valor de Consenso para a Parte da Planta (VCPP) de K. coriacea.

VCPP = Mede o grau de Parte da planta VCPP

concordancia entre os Entrecasca 0,72

informantes referente a

parte da planta usada. Folhas 0,21
galhos finos 0,07
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4.4 - ESTUDOS BIOLOGICOS

Neste estudo, foi realizada a avaliacdo do potencial biologico de K.
coriacea pautada em entrevistas realizadas previamente com moradores do
municipio de Goiandira (GO), os quais tradicionalmente fazem uso de muitas
plantas para fins medicinais e a maioria deles cultiva espécies em suas
residéncias, mostrando que esse municipio pode ser um potencial para

aquisicao de informacdes etnobotanicas e etnofarmacolégicas.

4.4.1 - ENSAIO ANTIMICROBIANO

Nesse ensaio foi avaliada a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos
extratos, fracbes oriundas da particdo liquido-liquido e trés substancias
isoladas do extrato etandlico das folhas de K. coriacea, frente a bactérias e
fungos. Os resultados séo apresentados nas TABELAS 4.11 a 4.14 (ps. 85 a
88).

Preparou-se os extratos das folhas e caule por meio da maceracdo em
etanol; no entanto, uma vez que 0s entrevistados indicaram a entrecasca
extraida em agua como uso medicinal, foi preparado também este extrato para
avaliacdo bioldgica.

As bactérias utilizadas foram: Escherichia coli (ATCC 14948),
Salmonella choleraesuis (ATCC 10708), Yersinia enterocolitica (ATCC 9610),
Streptococcus pneumoniae (ATCC IAL 1741), S. pyogenes (ATCC 12345), S.
mutans (ATCC 25175), S. sobrinus (ATCC 33478), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), S. epidermidis (ATCC 12228), S. aureus (ATCC 29213),
Burkholderia cepacia (ATCC 17759), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
14502), e Lactobacillus casei (ATCC 11578). Os fungos foram: Candida
albicans (ATCC 28366), C. tropicalis (ATCC 13803) e C. glabrata (ATCC
15126).

Os controles positivos utilizados para as bactérias, todos na faixa de
concentracdo de 0,115 a 59,0 ug/mL, foram: estreptomicina para E. coli (CIM
de 2,95 ug/mL), S. choleraesuis (CIM de 5,9 pg/mL), Y. enterocolitica (CIM de
2,95 pg/mL), B. cepacia (CIM de 5,9 pg/mL) e P. aeruginosa (CIM de 5,9
png/mL); penicilina para S. aureus (ATCC 6538) (CIM de 0,0922 pg/mL), S.
aureus (ATCC 29213) (CIM de 0,7375 pg/mL), S. pneumoniae (CIM de 0,1844
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pg/mL), S. epidermidis (CIM de 5,9 pug/mL) e clorexidina para S. mutans (CIM
de 0,922 pg/mL), S. sobrinus (CIM de 0,922 ug/mL) e L. casei (CIM de 3,688
pHg/mL). Para os fungos, foram utilizados os seguintes controles: C. parapsilosis
(ATCC 22019), com faixa de CIM de 0,25 a 1,0 pg/mL e C. krusei (ATCC
6258), faixa de CIM de 0,25 a 2,0 pg/mL).

Com base em dados da literatura (RIOS & RECIO, 2005; GIBBONS,
2008), um extrato ou fragdo séo considerados promissores quando apresentam
valor de CIM igual ou inferior a 100 pg/mL; para substancias puras, um valor
expressivo de CIM é aquele igual ou inferior a 10 pg/mL.
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TABELA 4.11. Valores de CIM (em pg/mL) do extrato aquoso e fragBes da entrecasca de K. coriacea frente a bactérias e fungos.

Entrecasca
Classe Bactérias Extrato U - Fracéo
aqUOS0 Fracao hidroalcoolica acetato de etila
Escherichia coli > 400 > 400 > 400
Diarreia Salmonella choleraesui > 400 > 400 > 400
Yersinia enterocolitica > 400 > 400 > 400
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) > 400 > 400 > 400
Infeccbes Streptococcus pneumoniae > 400 > 400 > 400
Staphylococcus epidermidis > 400 > 400 > 400
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) > 400 > 400 > 400
Reumatismo Burkholderia cepacia > 400 > 400 > 400
Streptococcus pyogenes > 400 > 400 > 400
Pseudomonas aeruginosa > 400 > 400 > 400
Streptococcus mutans > 400 > 400 > 400
InfeccBes bucais Lactobacillus casei > 400 > 400 > 400
Streptococcus sobrinus > 400 > 400 > 400
Entrecasca
Fungos Extrato Fracao hidroalcodlica Fragao ,
aquoso acetato de etila
Candida albicans > 2000 > 2000 > 2000
Candida tropicalis > 2000 > 2000 > 2000
Candida glabrata 15,62 15,62 15,62
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TABELA 4.12. Valores de CIM (em pg/mL) do extrato etandlico do caule e fragdes de K. coriacea frente a bactérias e fungos.

CAULE
Classe Bactérias Extrato N . Fracéo Fracéo
etandlico Fragéo hidroalcoolica acetato de etila| Hexano
Escherichia coli > 400 > 400 NA > 400
Diarreia Salmonella choleraesui > 400 > 400 NA > 400
Yersinia enterocolitica > 400 > 400 NA 200
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) > 400 > 400 NA > 400
Infeccbes Streptococcus pneumoniae > 400 > 400 NA > 400
Staphylococcus epidermidis > 400 > 400 NA > 400
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) > 400 > 400 NA > 400
Reumatismo Burkholderia cepacia > 400 > 400 NA > 400
Streptococcus pyogenes > 400 > 400 NA 200
Pseudomonas aeruginosa > 400 > 400 NA > 400
Streptococcus mutans > 400 > 400 NA > 400
Infecc¢des bucais Lactobacillus casei > 400 > 400 NA > 400
Streptococcus sobrinus > 400 > 400 NA > 400
CAULE
Fungos EXtrf"l.to Fracao hidroalcoolica Fragao , Fragao
etanolico acetato de etila| Hexano
Candida albicans 250 > 2000 > 2000 > 2000
Candida tropicalis 500 > 2000 2000 2000
Candida glabrata 15,62 > 2000 > 2000 > 2000

*NA: ndo avaliado
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TABELA 4.13. Valores de CIM (em pg/mL) do extrato etandlico e frag6es das folhas de K. coriacea frente a bactérias e fungos.

FOLHAS
Classe Bactérias Extrato Fracdo Fracéo Fracéo
etandlico Hidroalcodlica acetato de etila Hexano
Escherichia coli > 400 NA > 400 > 400
Diarreia Salmonella choleraesui > 400 NA > 400 > 400
Yersinia enterocolitica 400 NA 200 200
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 100 NA 200 50
Infeccbes Streptococcus pneumoniae 100 NA 100 25
Staphylococcus epidermidis 200 NA > 400 100
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 200 NA 200 100
Reumatismo Burkholderia cepacia > 400 NA > 400 > 400
Streptococcus pyogenes 100 NA 200 25
Pseudomonas aeruginosa 100 NA > 400 > 400
Streptococcus mutans > 400 NA > 400 > 400
InfeccBes bucais Lactobacillus casei > 400 NA > 400 > 400
Streptococcus sobrinus > 400 NA > 400 > 400
FOLHAS
Fungos Extrato Fracao Fracao Fracao
etandlico hidroalcodlica acetato de etila Hexano
Candida albicans 31,25 NA 1000 > 2000
Candida tropicalis 62,5 NA > 2000 > 2000
Candida glabrata 7,81 NA 15,62 3,9

*NA: ndo avaliado
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e fungos.

(s SUBSTANCIAS ISOLADAS
Classe Bactérias .
quercetina lupeol lupenona
Escherichia coli > 400 > 400 > 400
Diarreia Salmonella choleraesui > 400 > 400 > 400
Yersinia enterocolitica > 400 400 > 400
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) > 400 > 400 > 400
Infeccbes Streptococcus pneumoniae 400 > 400 > 400
Staphylococcus epidermidis > 400 > 400 > 400
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) > 400 > 400 > 400
Reumatismo Burkholderia cepacia > 400 > 400 > 400
Streptococcus pyogenes 400 > 400 > 400
Pseudomonas aeruginosa 400 > 400 > 400
Streptococcus mutans > 400 > 400 > 400
Infecc¢des bucais Lactobacillus casei > 400 > 400 > 400
Streptococcus sobrinus > 400 > 400 > 400

SUBSTANCIAS ISOLADAS

Fungos ,
quercetina lupeol Lupenona
Candida albicans > 2000 > 2000 > 2000
Candida tropicalis > 2000 > 2000 > 2000
Candida glabrata 15,62 > 2000 > 2000

TABELA 4.14. Valores de CIM (em pg/mL) das substancias isoladas do extrato etandlico das folhas de K. coriacea frente a bactérias
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Associando os valores de CIM para os extratos aquoso da entrecasca e
etanolico do caule e fragdes oriundas da particdo liquido-liquido dos mesmos,
com as indicacdes da populacdo TABELA 4.5, (ps. 76 a 78), constatou-se que
0S mesmos nao apresentaram atividade bioldgica expressiva (CIM = 200
pg/mL).

No trabalho de AQUINO et al (2013), o extrato etandlico da entrecasca
de K. coriacea foi avaliado frente & S. mutans, e em concentracdo menor que
10 pg/mL inibiu o crescimento desta bactéria, a qual € o principal agente
causador da céarie dentaria. Possivelmente, os resultados n&o foram
expressivos neste trabalho, devido as classes de metabdlitos secundarios
presentes nos extratos serem distintas, pois dependendo da localizacdo
geogréfica de uma planta, a mesma pode sofrer varias influéncias do meio, que
impactua na producao de diferentes PNs. Também, o método de extracdo pode
nao ter sido eficiente o suficiente para extrair os metabdlitos bioativos.

Com relacdo aos ensaios frente aos fungos, o extrato aquoso da
entrecasca e as fracbes acetato de etila e hidroacodlica apresentaram
resultados promissores frente a C. glabrata com CIM de 15,62 pg/mL. O extrato
etandlico do caule se mostrou ativo somente frente a C. glabatra, apresentando
um valor de CIM satisfatorio de 15,62 ug/mL. Esses resultados sugerem que 0s
extratos e suas fracdes podem ser capazes de inibir a atividade deste fungo, o
qgqual é o segundo maior causador da candidiase, depois de C. albicans
(GEIGER, FOXMAN e SOBEL, 1995). Correlacionando tais dados com o fato
da populacéo fazer maior uso do extrato em detrimento as fragdes, sugere-se a
socializacdo destas informacdes cientificas a mesma, uma vez que o foco
principal de uso popular ainda se da para doencas relacionadas as bactérias.

Em relacdo aos resultados obtidos para amostras relacionadas as folhas
de K. coriacea Tabela 4.13, (p. 87), o extrato etandlico e as fracdes acetato de
etila e hexano foram ativas frente as bactérias S. pneumoniae, com valores de
CIM de 100 pg/mL, 100 pg/mL e 25 pg/mL, respectivamente e S. aureus com
valores de CIM de 100 pg/mL para o extrato etandlico e de 25 ug/mL para a
fracdo hexano. Além disso, o extrato da folhas foi ativo em uma CIM de 100
pMg/mL para S. pyogene (causadora de faringite bacteriana comum) e P.
aeruginosa (responsavel pelas infeccbes hospitalares), jA a fracdo hexano

apresentou um valor de CIM de 25 pyg/mL frente a S. pyogenes, mostrando que
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essa fracao pode inibir a atividade antimicrobiana dessa bactéria. Em relagéo a
atividade antifangica das folhas de K. coriacea, o extrato etandlico apresentou
resultados satisfatério frente & C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata, com CIM
de 31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL e 7,81 pg/mL, respectivamente. No entanto, as
fracOes acetato de etila e hexano s6 foram ativas frente & C. glabrata,
apresentando valores de CIM bastante relevantes iguais a 12,65 pg/mL e 3,9
Mg/mL, respectivamente. Possivelmente, as substancias responsaveis pela
atividade séo de polaridade baixa, em especial pelo fato da fragcdo hexano ter
sido a mais ativa.

As substéncias lupeol, lupenona e quercetina TABELA 4.14 (p. 88) foram
avaliadas frente as bactérias e fungos, nao apresentando resultados
relevantes, exceto para C. glabrata, em que a quercetina apresentou 0 mesmo
valor de CIM (15,62 ug/mL) que a fracdo acetato de etila. Desta forma, é
possivel que esta substancia, pertencente a classe dos flavonoides, influencie

efetivamente na inibi¢cdo deste fungo.

4.4.2 - ENSAIO ANTIULCEROGENICO

No presente trabalho, a avaliacdo da atividade antiulcerogénica foi
realizada através da inducdo de ulcera por etanol absoluto. Utilizou-se como
controle positivo a carbenoxolona (100 mg.Kg™) e como controle negativo uma
solucdo salina (10 mL.Kg™?). Os resultados obtidos nesse experimento sdo
apresentados na (FIGURA 4.11, p 90).

FIGURA 4.11. Efeito do extrato etandlico das folhas de K. coriacea no modelo

de inducgao de ulcera gastrica por etanol absoluto em ratos
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As areas de lesao ulcerativas estao representadas como média tD .P.
ANOVA seguida do teste de Tukey. ****p<0,0001, em relagdo ao grupo controle
negativo tratado com salina.

De acordo com os resultados apresentados na FIGURA 4.11 (p. 90), o
extrato inibiu de maneira estatisticamente significativa a formacdo das lesdes
ulcerativas induzidas por etanol na dose de 200 mg.kg™. A FIGURA 4.12, (p.

91) apresenta imagens ilustrativas desse resultado.

FIGURA 4.12. Imagens dos estdmagos tratados com carbenoxolona, solugéo
salina e extrato etandlico das de K. coriacea (200 e 300 mg.kg™)

Carbenoxolona

extrato etandlico das extrato etandlico das
folhas de K. coriacea folhas de K. coriacea
200 mg.kg™ 300 mg.kg™

Solucgéo salina
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Quando se compara a administracdo de carboxenolona em relagdo ao
extrato etandlico das folhas de K. coriacea avaliado nas concentra¢des de 200
e 300 mg.kg?, (FIGURA 4.12, p.91) observa-se que ndo houve diferencas
significativas entre elas. No entanto, quando se compara a administracédo
dessas mesmas concentracdes em relacdo a solucéo salina, percebe-se uma
diferenca visivel, mostrando que essas fracdes conseguiram diminuir
estatisticamente a formagao das lesdes ulcerativas induzidas por etanol.

Os resultados observados do extrato etandlico das folhas de K. coriacea
nas doses de 50 e 100 mg.kg™® (FIGURA 4.11, p. 90), ndo foram eficientes na
inibicdo das lesdes ulcerativas, quando comparados com o controle negativo

salina. A (FIGURA 4.13, p. 92), apresenta imagens ilustrativas desse resultado.

FIGURA 4.13. Imagens dos estbmagos tratados com solucéo salina e extrato
etandlico das folhas de K. coriacea (50 e 100 mg.kg™)

Solucgéo salina

extrato etandlico das extrato etandlico das
folhas de K. coriacea folhas de K. coriacea
50 mg.kg™ 100 mg.kg™

ApoOs andlises estatisticas das lesdes gastricas, o extrato etandlico das
folhas de K. coriacea avaliado nas concentracdes de 50 e 100 mg.kg™, n&o foi

capaz de inibir a agdo necrotizante do etanol.
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Aformacdo das lesdes gastricas induzidas por etanol tem origem
multifatorial que inclui estresse oxidativo, dano ao DNA, decréscimo nos niveis
de glutationa total e peroxidagao lipidica nas células da mucosa gastrica como
alguns dos fatores envolvidos, produzindo necrose, hemorragia sub -epitelial,
edema, esfoliagdo celular e aumento da permeabilidade da mucosa (DE-FARIA
et al., 2012). Além disso, a atividade ulcerogénica do etanol se deve a sua
capacidade de dissolver o conteudo de muco gastrico , diminuindo o gradiente
de potencial de agéo entre o lumen e a mucosa que aumenta o fluxo de ions
Na* e H" para o liumen gastrico, estimulando a secregdo de histamina, pepsina
e de ions H* (SZABO E BROWN, 1987). Considerando que o extrato etanolico
das folhas de K. coriacea (200 e 300 mg.kg™) inibiu em quase 100% a
formagéao de lesbes gastricas causadas por etanol , pode-se afirmar que este
extrato exerce uma gastroprotegcao consideravel.

No entanto, o estudo da elucidacdo dos mecanismos de acao envolvidos
na gastroprotecdo desse extrato frente a Ulcera gastrica se faz necessario.

Os resultados satisfatorios obtidos nesse estudo corroboram com o0s
dados obtidos no levantamento etnoboténico realizado em Goiandira, onde a

maioria dos entrevistados utiliza essa espécie para o tratamento de gastrite.

4.4.3 — ENSAIOS ENZIMATICOS

Os extratos das folhas (EF), do caule (EC) e das raizes (ER) de K.
coriacea foram avaliados frente as CatK, CatL e CatV, nas concentracfes de
500 pg/mL a 5 pug/mL.

Diante dos resultados observados para EF, notou-se que frente a CatkK
houve uma inibicdo enzimatica relevante (96%) até a concentracdo de 250
Mg/mL, frente a CatL apresentou inibicdo significativa até a concentracdo de
125 pg/mL. Em relacdo a CatV, EF foi o Unico extrato que diminuiu a atividade
inibitéria dessa enzima em 99%, em concentragdes maiores (500 pyg/mL e 250
Mg/mL) e mesmo diminuindo a concentragao testada (125 ug/mL, 50 pg/mL e
25 ug/mL), esse extrato apresentou uma percentagem de inibicdo elevada de

98%, em ambas as concentracoes.
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O EC, em relacdo as catepsinas testadas, apresentou os percentuais de
inibicAo mais expressivos frente a CatV, apresentando uma inibicdo acima de
95% em todas as concentragdes avaliadas.

Analisando os resultados do ER frente a CatL, quando avaliado em
concentracbes de 125 ug/mL a 25 uyg/mL, apresentou potenciais inibitérios
mais elevados em relacdo aos outros extratos testados, diminuindo a atividade
enzimatica em 87%, 88% e 84% respectivamente.

No entanto, foi somente frente a CatV, que em ambas as concentracdes
testadas, os trés extratos apresentaram percentuais de inibicdo elevados,
maiores que 90%.

Como EF foi o extrato que apresentou os potenciais de inibicdo mais
elevados, este foi selecionado para avaliacdo do potencial inibitério de suas
fracOes.

Os percentuais de inibicdo desempenhados pelas fragcdes hexano (H),
acetato de etila (A) e hidroalcoolica (M) oriundas da particao liquido-liquido do
extrato das folhas, sdo mostrados na TABELA 4.15 (p. 94).

TABELA 4.15. Percentuais de inibicdo enzimatica das fragdes oriundas do EF
(concentracado em pg/mL)

FracoOes CatK CatL CatVv
Amostras 500 50 500 50 500 50
hexano (H) 89 25 90 19 99 91
acetato de etila (A) 97 9 97 71 100 90
hidroalcodlica (M) 82 - 92 - 99 -

- : amostras ndo avaliadas

A avaliacdo das fracdes H, A e M, na concentracdo de 500 pg/mL,
apresentou potencial inibitério elevado frente a todas as catepsinas, no entanto
a medida que se reduziu a concentracdo das amostras para 50 ug/mL, obteve-
se um resultado de inibicdo acima de 90% para as fracbes H e A somente
frente a CatV. O resultado de 71% de inibicdo da fracdo A, em 50ug/mL frente

a CatL pode ser considerado como moderado.
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Das substancias isoladas do extrato EF, a substancia (6) (FIGURA 4.14,
p. 95), teve seu potencial inibitério avaliado frente a CatV, na concentracdo de
100 pM, apresentando um valor de 94%.

Desta forma, realizou-se a avaliacdo de ICsp desta molécula, que é
definida como a concentragdo minima necesséaria para reduzir em 50% a
atividade enzimatica (SEVERINO, 2008), obtendo-se um valor de 2,2+ 0,2uM,

gue pode ser considerado potente frente a CatV.

FIGURA 4.14. Estrutura quimica da quercetina (substancia 6)

Uma comparacao das estruturas quimicas e dos potenciais inibitorios da
guercetina em relacéo a luteolina (89% de inibicao frente a CatV e IC5o de 2,5
MM) (FIGURA 4.15, p.95), isolada deVitex polyana (Verbenaceaea), testada em
estudos anteriores (SEVERINO, 2008), revela que ambas diferem apenas pela
presenca de uma hidroxila na posicdo 3 nesta Ultima, porém apresentam

praticamente o mesmo potencial inibitorio frente a essa catepsina.

FIGURA 4.15. Estruturas quimicas das substancias quercetina e luteolina

OH

guercetina luteolina

Outro flavonoide [5,4'-dihidroxi-6-(3,3-dimetilalil)-7-metoxiflavona],
isolado de Lonchocarpus subglaucescens (Leguminoseae) também foi testado
frente a CatV (SEVERINO, 2008), apresentando ICso de 13,5 uM. Esses
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resultados sugerem que os flavonoides sdo uma classe de metabdlitos
secundéarios favoraveis para o planejamento de inibidores de cisteino
proteases.

Diante dos resultados dos ensaios enzimaticos, nota-se que a espécie K.
coriacea e a substancia quercetina produzida por esta planta, sdo promissoras
na busca por inibidores especificos da catepsina V. Logo, esses resultados
corroboram com as indicagbes de uso medicinal da populagdo entrevistada,
sendo K. coriacea indicada para leucemia, artrite, artrose, reumatismo, entre

outras enfermidades.

5. CONCLUSOES

O estudo quimico do extrato etandlico das folhas de K. coriacea levou a
identificacdo estrutural de seis substancias, sendo: lupeol, lupenona e [-
amirina (substancias 1, 2 e 3 ), os acidos cis e trans-p-cumarico (substancias 4
e 5) e a quercetina (substancia 6).

Os resultados dos ensaios enzimaticos dos extratos oriundos de K.
coriacea mostraram que foi somente frente a CatV, em ambas as
concentracOes testadas, que os extratos das folhas (EF), do caule (EC) e das
raizes (ER) apresentaram percentuais de inibicdo expressivos (maiores que
90%), sendo que EF foi o Unico que conseguiu reduzir a atividade enzimatica
dessa enzima em 99%, em todas as concentracdes testadas. A substancia (6)
foi avaliada frente a catepsina V (Cat V) e por apresentar um potencial inibitorio
elevado (94%), foi avaliada a ICsp da mesma, apresentando um valor de 2,2
MM. Esse valor, aliado a outros valores expressivos de ICsy reportados na
literatura para flavonoides, sugere que esta classe é promissora para 0
desenvolvimento de inibidores de cisteino- proteases.

Em relacdo aos ensaios antiulcerogénicos, EF apresentou uma inibicao
significativa das lesfes ulcerativas quando testado nas concentracdes de 200 e
300 mg.kg™. Tais resultados s&o promissores, em particular porque os estudos
etnobotanicos realizados nesse trabalho mostraram que a maioria dos
entrevistados utiliza essa espécie para o tratamento de gastrite.

A avaliacdo dos extratos de K. coriacea frente aos ensaios

antimicrobianos revelou que EF apresentou resultados satisfatorio frente a C.
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albicans, C. tropicalis e C. glabrata, com CIM de 31,25 ug.mL™, 62,5 yg.mL™ e
7,81 ug.mL™, respectivamente. Além disso, EF foi ativo em uma CIM de 100
ug.mL™ para S. pyogenes e P. aeruginosa; ja a fracdo hexano apresentou um
valor de CIM de 25 pg.mL™ frente & S. pyogenes, mostrando que essa fracdo
pode inibir a atividade antimicrobiana dessa bactéria.

Em relacdo ao EC, este se mostrou ativo somente frente a C. glabatra,
apresentando um valor de CIM satisfatério (15,62 ug.mL™); o ER foi o que
apresentou os resultados mais promissores em relagdo aos outros extratos,
pois foi ativo frente a C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata, apresentando CIM
de 31,25 uyg.mL™, 62,5 ug.mL™* e 7,81 ug.mL™*, respectivamente.

Com os ensaios bioldgicos realizados, foi possivel comprovar que 0s
resultados obtidos com o levantamento etnobotanico sao significativos,
mostrando que a espécie em estudo, possui atividades antimicrobianas, anti-
ulcerogénicas, entre outras.

Portanto, relacionando os dados cientificos com etnoboténicos, nota-se
gue K. coriacea € uma espécie promissora para a descoberta de substancias
com atividades biologicas relevantes, sugerindo a continuidade de seus

estudos quimico-bioldgicos.
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7 — ANEXOS

7.1 - Anexo 1

SERVICO PUBLICO FEDERAL - @
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS n ¢ @
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO &

, UFG
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Goiania,02/04/2012

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA,
PROTOCOLADO NESTE COMITE SOB O N°: 03312

| - Identificagao

~ Titulo do projeto:

Conhecimentos etnobotanicos nos municipios de Cataldo e Goiandira, Goias
— pesquisador responsavel: Nibia Alves Mariano Teixeira Pires
- Orientador (quando necessario): ndo ha
- Pesquisadores participantes: Fabiana Pires Carneiro e Ginaldo Inacio Carvalho Junior
- Instituicdo onde sera realizado o estudo:

Universidade Federal de Goias/ Departamento de Ciéncias Biolégicas- Campus Catalao
- Data de apresentagdo ao CEP/UFG: 02/03/2012
— Area Temética: GRUPO Il

Comentarios do relator frente a8 Resolugdo CNS 196/96 e complementares em
particular sobre:

Il - Estrutura do Protocolo (verificagdo dos documentos solicitados)

CD; Folha de Rosto CEP/UFG; Termos de Compromisso dos pesquisadores participantes;
termo de Consentimento Livre e Esclarecido; Termo de Anuéncia do Campus de Catal&o; Folha
de rosto CONEP; Projeto de Pesquisa; Roteiro de entrevista estruturada; Termo de Anuéncia
do Curso de Ciéncias Biolégicas da UFG-Catalao.

Ill - Projeto de pesquisa

- Descrigéo sucinta das justificativas e objetivos do projeto;

Objetivo geral

Realizar o levantamento etnoboténico nas comunidades rurais do “Riacho” no municipio de
Cataldo (GO), “Lajeado” e “Povoado Verissimo” no municipio de Goiandira (GO), bem como
inventariar e conhecer a etnobotanica das espécies vegetais existentes nos quintais
residenciais no municipio de Goiandira (GO).

Objetivos especificos

- Conhecer quais plantas s&o utilizadas pela populagéo e para quais fins.

- Compreender como o conhecimento a ser registrado foi adquirido e transmitido.

- Comparar o conhecimento popular com literaturas cientificas etnobotanicas.

- Realizar levantamento floristico para identificagdo das espécies existentes nos quintais
residenciais.

- Andlise das questdes éticas (informagdes relativas aos sujeitos da pesquisa - item 3.5.1 do
Protocolo)

- Descricdo clara do desenho e metodologias do projeto (andlise da metodologia e sua
adequacgéo aos objetivos da pesquisa (item 3.5 do Protocolo);

A coleta de dados etnobotanicos sera realizada por meio da aplicagdo de entrevistas
estruturadas, nas areas rurais, com 15 moradores da comunidade “Riacho” no municipio de
Cataldo (GO), 15 moradores da comunidade “Lajeado” e 15 do “Povoado Verissimo®. Na area
urbana sera aplicada uma entrevista a cada residéncia visitada, ressaltando que sera realizado
o inventario total do municipio de Goiandira (GO), contando com cerca de mil residéncias
urbanas, segundo a Prefeitura Municipal de Goiandira.

O levantamento etnobotéanico e floristico nos quintais residenciais tem o intuito de conhecer as
plantas cultivadas pelos moradores da cidade. O levantamento floristico sera baseado na
coleta de materiais botanicos — partes reprodutivas, para posterior processamento e
Prédio da Reitoria - Térreo - Campus Il - CEP-74001-970 - Goiania-GO - Fones: 0 XX62 3521-1076 - Fax.3521-1163
Homepage: www.prppg.ufg.br - E_mail: prppg@prppg.ufg.br
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identificagao no laboratério de Microscopia Optica, na Universidade Federal de Goids, Campus
Cataldo, onde serdo confeccionadas as exsicatas e encaminhadas ao acervo do Herbarium
Uberiandense (HUFU), da Universidade Federal de Uberlandia.

- Referéncia sucinta aos critérios de participagédo (recrutamento, critérios de inclusdo/excluséo,
interrupgéo da pesquisa);

Recrutamento:
O estudo compreendera 15 entrevistados residentes em cada area do estudo, totalizando 45
individuos, previamente selecionados, pelo critério de possuir conhecimento acerca da
vegetacéo do Cerrado.
Na area urbana do municipio de Goiandira (GO) sera aplicada uma entrevista a cada
residéncia, e sera necessaria a permissdo para a visita nos quintais residéncias, bem como a
coleta de amostras das plantas.

Incluséo:
Individuos com conhecimento acerca da vegetacdo do cerrado moradores do municipio de
Goiandira.

- Identificac&o dos riscos e possiveis beneficios aos sujeitos

Beneficios para os Sujeitos: Beneficios no que diz respeito ao conhecimento sobre as
plantas do Cerrado.

Riscos para os Sujeitos: Nao ha riscos com a participagéo no Projeto. As informacdes obtidas
através desta pesquisa serdo confidenciais e sigilosas a respeito participagéo dos sujeitos. Os
dados serdo divulgados de forma que serdo asseguradas suas identidades e a qualquer
momento eles poderéo receber informagdes a respeito do projeto, se quiserem.

- Adequacéo das condigbes para realizagdo da pesquisa (local e infra-estrutura; orgamento;
anuéncia dos responsaveis pela instituicdo onde serédo coletados os dados, curriculum vitae do
pesquisador responsavel e dos pesquisadores participantes)

Segundo o projeto, o local e a infra-estrutura estao adequados, o orgamento é compativel, o
curriculum vitae do pesquisador foi apresentado.

IV — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

— Avaliag&o do processo de obtengdo do Termo de Consentimento
Adequado

— Andlise do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (adequagdo da linguagem e
observancia dos aspectos solicitados no item 4 do Protocolo)
Responde aos requisitos.

— Verificag&o das garantias de privacidade e confidencialidade
Estabelecidas no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que estabelece sigilo sobre os
entrevistados.

V- Parecer do CEP

- Protocolo “Aprovado”

VI - Data da reunido: 02/04/2012

Assinatura do(a) relator(a): (})WM [}Jm[-\ JJ““‘MV

Assinatura do(a) Coordenador(a)/ CEP/UFG: /G
BriR de Pesquisa e Pos-G 30/ UFG
Prédio da Reitoria - Térreo - Campus Il - CEP-74001-970 - Goiania-GO —Fones: 0 XX62 3521-1076 - Fax.3521-1163
Homepage: www.prppg.ufg.br - E_mail: prppg@prppg.ufg.br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario(a), de uma pesquisa, intitulada
Conhecimentos etnobotanicos nos municipios de Cataldo e Goiandira, Goias. Meu nome é Nubia
Alves Mariano Teixeira Pires, sou a pesquisadora responsavel e minha area de atuacéo é em Biologia —
Ecologia e Botanica. Apds receber os esclarecimentos e as informaces a seguir, no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do

pesquisador responsavel. Em caso de recusa, vocé ndo sera penalizado(a) de forma alguma.

Em caso de divida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel, Nubia Alves Mariano Teixeira Pires, nos telefones: (64) 34415350 e (64) 81315537. Em
casos de dividas sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa, vocé podera entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias, nos telefones: 3521-1075 ou
3521-1076.

INFORMAGCOES IMPORTANTES SOBRE A PESQUISA

A sua participacdo comecard a partir da aplicacdo de um roteiro de entrevista que sera utilizado
apenas como um parametro para saber sobre o conhecimento que a populacdo de Cataldo e Goiandira,
Goias tem acerca das plantas do Cerrado. A qualquer momento, vocé podera desistir de participar e retirar
0 seu consentimento.

Os objetivos do trabalho séo: conhecer as utilidades da vegetacdo das &reas rurais denominada
“Riacho”, no municipio de Cataldo (GO), “Lajeado” e “Povoado Verissimo”, no municipio de Goiandira
(GO), e area urbana do municipio de Goiandira (GO) para verificar se ha o aproveitamento dessas

espécies de alguma forma, seja ela para madeira, alimentacéo, medicinal, artesanato entre outros usos.

O estudo compreenderd 25 entrevistados residentes em cada area do estudo, totalizando 75
individuos, previamente selecionados, pelo critério de possuir conhecimento acerca da vegetacdo do
Cerrado
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Na area urbana do municipio de Goiandira (GO) sera aplicada uma entrevista a cada residéncia escolhida,
€ Sera necessaria a permissdo para a visita nos quintais residéncias, bem como a coleta de amostras das
plantas.

Portanto, ndo ha riscos com a sua participacdo no Projeto. E sim, beneficios no que diz respeito
ao conhecimento sobre as plantas do Cerrado. As informacdes obtidas através desta pesquisa serdo
confidenciais e sigilosas a respeito de sua participacdo. Os dados serdo divulgados de forma que serdo

asseguradas suas identidades e a qualquer momento vocé pode receber informacdes a respeito do projeto.

Nome e Assinatura do pesquisador

Nubia Alves Mariano Teixeira Pires

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA PESQUISA

Eu, , RG/ CPF/
n.° de prontuario/ n.° de matricula , abaixo assinado, concordo em
participar do estudo

, COMo sujeito.

Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo pesquisador(a)

sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcdo de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento, se for o caso).

Local e data:

Nome e Assinatura do sujeito:
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Goiania, 10 de fevereiro de 2014.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA DO
PROTOCOLO N. 001/14

I - Finalidade do projeto: Pesquisa
II - Identificacao:

Q Titulo do projeto: Efeito de Plantas Medicinais Presentes no Cerrado de Goids Sobre a Doencga
Ulcerosa Péptica e Inflamatoéria Intestinal

Q Pesquisador Responsidvel/ Unidade: Anderson Luiz Ferreira - Campus Cataldo — Universidade
Federal de Goias

O Pesquisadores Participantes:

Prof. Dr. Hélder Nagai Consolaro UFG @ Ciéncias Biologicas
Prof. Dr. Karla Graziella Moreira UFG @ Ciéncias Bioldgicas
Profa. Dra. Lucia de Paula UFG @ Ciéncias Bioldgicas

Profa. Dra. Vanessa Gisele Pasqualotto Severino UFG | Bacharel em Quimica

O Unidade onde seri realizado: Campus Cataldo — Universidade Federal de Goias
QO Data de apresentacio a CEUA: 13/01/14

IIT - Objetivos e justificativa do projeto:

Objetivos: Encontrar novas substancias farmacologicamente ativas com potencial terapéutico para o
combate e/ou prevengdo das ulceras gastricas € da colite experimental.

Justificativa: As doencas inflamatérias intestinais (DII) s@o desordens inflamatérias intestinais
idiopaticas que compreendem a doenga de Crohn e a retocolite ulcerativa. Uma das fontes de
substancias para uso terapéutico tanto das Ulceras quanto das DII sdo os produtos naturais, originados
de plantas, animais, microrganismos ou minerais. Plantas sdo a base da medicina popular e utilizadas
para o tratamento das mais diversas enfermidades. Este estudo pode colaborar com a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos visando o aproveitamento do potencial terapéutico da flora e
fauna nacionais, e enfatizando a certificag@o de suas propriedades medicamentosas.

IV - Sumario do projeto:

U Discussio sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do nimero de animais:
Método alternativo: Os modelos experimentais com animais tém desempenhado um papel importante
na pesquisa que visa compreender a patofisiologia de varias doengas, incluindo a doenga inflamatéria
intestinal (DII) e a tlcera péptica.

Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagdo/PRPPG-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia
(Campus II) - CEP:74001-970, Goiania — Goias, Fone: (55-62) 3521-1215.
Email: ceua.ufg@gmail.com
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Na ulcera péptica cles ajudaram a definir mecanismos basicos de defesa e reparagdo da mucosa
gastrica. Adicionalmente, a base para o entendimento da lesdo gastrica apds a administragao do
DAINE foi facilitada pela utilizagdo de modelos animais que podem ser correlacionados com a doenga
em seres humanos (Lee et al., 2000).
Os modelos animais de DII tém sido muitas vezes utilizado para identificar alvos terapéuticos, para
testar fisiopatologia da DII e verificar a toxicidade de possiveis candidatos a farmacos (Valatas et al.,
2013). Existem semelhangas fisiologicas dos modelos experimentais de DII durante as fases ativas de
inflamacdo intestinal. Além disso, o modelo animal de colite oferece a possibilidade de acompanhar de
perto o desenvolvimento da doenga nos diferentes estagios da doenga (Bamias et al., 2005). Neste
contexto, ndo ha duvidas de que os modelos animais representam ferramentas indispensaveis para
estudar a patogénese das ulceras pépticas e das DIL.
Nuamero de animais: Considerando que os animais sdo sanitariamente homogéneos e que as varidveis
ambientais serdo controladas, diminuindo desta forma a variabilidade amostral, os critérios utilizados
para definir a amostra foram aqueles propostos por Eckelman et al. (2007) que determina o nimero de
animais necessarios para alcangar significancia para P<0,05 para varias diferengas entre o grupo
controle e o tratado, com coeficiente de variagdo maxima de 20%.
U Descri¢ao do animal utilizado (nimero, espécie, linhagem, sexo, peso, etc):
Serdo utilizados ratos Wistar machos, com 8 semanas de idade e peso corporal entre 150 a 200g.
Serdo realizados dois modelos experimentais com oito grupos experimentais com n= 7 — 10 animais.
Os mecanismos envolvidos em ambos os modelos serdo realizados com seis modelos experimentais
com trés grupos experimentais com n=7 animais.
O Espécie e numero total de animais utilizados: Ratos Wistar, ndo ¢ informado o numero total,
mas entende-se pela descrigdo na ficha protocolo que o niumero pode variar de 138 a 186 animais.
O Descri¢io das instala¢des utilizadas e numero de animais/area/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentag¢ao/hidratacgio:
Os animais, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Goias, serdo mantidos
em cAmaras com temperatura controlada (20 + 2 o. C), alternancia de ciclos claro-escuro de 12 horas,
além de agua e ragdo ad libitum. Umidade do ar: 45 + 15%. As trocas das gaiolas serdo realizadas duas
vezes por semana no periodo da manha por uma equipe treinada para esta finalidade.
O Utiliza¢io de agente infeccioso/gravidade da infec¢io a ser observada e anilise dos riscos aos
pesquisadores/alunos:
Nio se aplica
O Adequacio da metodologia e consideracdes sobre o sofrimento imposto aos animais:
A metodologia ¢ embasada na literatura e a equipe apresenta experiéncia para a devida execugdo da
mesma, todavia faltam algumas informagdes que sd@o solicitadas na lista de pendéncias. O projeto €
exequivel, contanto com recursos ja aprovados e infraestrutura da Universidade.
Os autores descrevem os detalhes do manejo para o bem estar dos animais, € como a eutanasia dos
mesmos serd realizada pouco tempo apods a indugd@o das ulceras, ndo hé a necessidade de maiores
informagdes sobre possiveis sinais de sofrimento impostos pela metodologia, bem como a conduta em
caso de constatagdo desse aspecto.

Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pré-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagdo/PRPPG-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia
(Campus II) - CEP:74001-970, Goidnia — Goids, Fone: (55-62) 3521-1215.
Email: ceua.ufg@gmail.com
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O Método de eutanasia:
A eutandsia sera realizada com CO,.
O Destino do animal:
Apds a eutanasia adequada dos animais, as carcagas serdo segregadas de outros materiais como gazes,
linhas de sutura e acondicionadas em sacos brancos antes de serem descartadas para incineragdo.

IV — Comentarios do relator frente as orientacoes da CEUA:
U Quanto a documentos:

o O processo apresenta todos os elementos necessarios para sua analise.

o Possui orgamento detalhado e segundo os pesquisadores, a execugdo serda com verba
oriunda do Projeto Universal CNPq aprovado recentemente pelo coordenador do presente
projeto.

o Apresenta cronograma adequado.

O

U Quanto aos cuidados e manejo dos animais e riscos aos pesquisadores:

Riscos fisicos: Eventuais acidentes com materiais perfurocortantes (seringas, agulhas, vidrarias,
lancetas). Os pesquisadores e alunos serdo treinados quanto ao manuseio e descarte desses materiais
para evitar acidentes.

Riscos Bioldgicos: Eventuais contaminagdes com fungos e parasitos no biotério de manuten¢io. Todos
os envolvidos com o projeto deverdo utilizar equipamentos de seguranga (madscara, luvas, aventais,
oculos de protegdo) para diminuir as chances de contaminagao.

Riscos psicolégicos e sociais: A manipulagdo dos animais nos procedimentos pode gerar riscos
psicologicos aos pesquisadores. No entanto, estes s@o orientados das questdes éticas que envolvem
estes procedimentos, principalmente aqueles relacionados com a eutanésia.

V - Parecer da CEUA:
De acordo com a documentagdo apresentada a CEUA, consideramos o projeto COM PENDENCIAS,
smj desta Comissdo.

Solicitamos aos pesquisadores:

v Informar a distribui¢éo dos animais por gaiola.

v' Nio ha no projeto a informagdo do numero de animais, somente na ficha protocolo. Deixar
claro o nimero total de animais a serem utilizados no projeto. Seria interessante, se possivel,
informar a composigéo e distribuigdo dos grupos em cada aspecto avaliado.

v" Na ficha protocolo € citada a utilizagdo de 7-10 animais por grupo. Por que essa variagdo?
Solicitamos indicar o nimero exato de animais/grupo.

v' Como ndo ha veterinario na equipe, indicar um profissional medico veterinario com
experiéncia com animais de laboratério para ser responsével pela satide dos animais.

Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagdo/PRPPG-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia

(Campus II) - CEP:74001-970, Goiania — Goias, Fone: (55-62) 3521-1215.
Email: ceua.ufg@gmail.com
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v" Descrever a anestesia (anestésico, dosagem e via de administrag@o) dos ratos para a avaliagdo
dos parametros do suco gdstrico e dosagem de muco pelo modelo de ligadura de piloro.
v" Indicar o local de incinera¢do dos animais.

Lembramos ao pesquisador que o prazo para apresentagdo do atendimento de pendéncias é de 60 dias
(sessenta). Apds este prazo, o projeto sera considerado retirado. Para projetos retirados, ao interesse do
pesquisador, novo protocolo devera ser aberto e, entdo, reiniciado o processo de registro na CEUA.

VI - Data da reunido: 10/02/2014

-

e A

142 .
Dra. ﬁ‘kﬁ'terina Akimovna Botovchenco Rivera
Coordenadora da CEUA/PRPPG/UFG

O denadon .
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