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RESUMO

Neste trabalho, o estudo fitoquimico e atividade biolégica da espécie Baniste-
riopsis campestris, que € endémica no Brasil com distribuicdo geografica nos Biomas
da Caatinga e do Cerrado, foi realizado. O presente trabalho avaliou as atividades
antimicrobiana, antifungica, antioxidante, antileishmania, citotoxica e inibitoria contra
a-amilase e a-glicosidase, e glicagdo dos 6leos essenciais, extratos e particdes de
partes da planta, além de caracterizar e/ou determinar a estrutura dos constituintes
quimicos presentes nas partigdes e Oleos essenciais. Para desenvolvimento do tra-
balho, extratos etandlicos das folhas, caules e raizes, foram preparados e particio-
nados com solventes de polaridade crescente, gerando as particbes de hexano, di-
clorometano, acetato de etila, n-butanol e a particdo residual chamada de meta-
nol/agua. Todos os extratos e particdes foram submetidos a prospeccéo fitoquimica,
determinacao de teores de fendis totais, proantocianidinas, flavonoides, atividade
antioxidante pelos métodos DPPH e ORAC, ensaio de inibicdo da a-amilase, a-
glicosidase e glicacdo, avaliagdo das atividades antimicrobiana e antifungica, além
das analises dos constituintes presentes nas particées mais ativas por CLAE/EM. Os
Oleos essenciais das flores, folhas, caules e raizes foram extraidos por hidrodestila-
cao, identificados por CG/EM e realizadas analises de atividade antimicrobiana, anti-
fungica, antileishmania, antioxidante e citotoxica. Foram identificados por prospec-
cao fitoquimica, terpenos, flavondides e compostos fendlicos, presentes nos extratos
e particdes. As particbes acetato de etila e n-butanol foram as que exibiram melho-
res resultados para atividade antioxidante, inibitéria para a-amilase e a-glicosidase.
A particao acetato de etila das folhas, caule e raiz foram analisadas por CLAE/EM e
foram identificadas em suas composigdes, acidos organicos, flavonoides e prociani-
dinas do tipo B1, B2 e C3. A particdo hexano do caule teve excelentes valores de
concentragao inibitéria minima (CIM) para as bactérias aerdbias e anaerdbias, com
valores de CIM abaixo de 50 p mL™" contra as bactérias Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum e Actinomyces naeslundii. Nos 6leos essenciais 0s princi-
pais compostos identificados na raiz e caule foram acidos graxos; nas folhas foram
identificadas além destes acidos graxos, como compostos principais, o alfa terpineol,
fitol e esqualeno. O 6leo essencial da flor apresentou aproximadamente 9% de mo-
noterpenos, 14,5% de sesquiterpenos destacando-se, alfa-terpineol e (E)-nerolidol.



Os Oleos essenciais apresentaram atividade antiprotozoaria contra Leishmania ama-
zonensis e os 6leos do caule e raizes apresentaram baixa citotoxidade contra as
linhagens de células Vero. Os 6leos também inibiram o crescimento de todas as
bactérias orais testadas, com destaque para o 6leo das raizes com potente atividade
antibacteriana com inibi¢gao para todas as espécies de bactérias com valores de CIM
variando de 12,5 a 100 ygmL™". Os 6leos do caule e raizes foram os que exibiram
melhores resultados de atividades antioxidantes. As amostras de 6leo das raizes e
caule apresentaram uma inibigdo para glicagdo acima de 50%, com destaque para o

caule com porcentagem de 79,11%.

Palavras-chave: Banisteriopsis campestris, antioxidante, antimicrobiana, antileish-

mania, citotoxica.



ABSTRACT

In this work, the phytochemical study and biological activity of the species
Banisteriopsis campestris, which is endemic in Brazil with geographic distribution in
the Caatinga and Cerrado Biomes, was carried out. The present work evaluated the
antimicrobial, antifungal, antioxidant, antileishmanial, cytotoxic and inhibitory activi-
ties against a-amylase and a-glycosidase, and glycation of the essential oils, extracts
and plant part partitions, also characterizing and/or determining the structure of the
chemical constituents present in the partitions and essential oils. For the develop-
ment of the work, ethanolic extracts of the leaves, stems and roots were prepared,
which were partitioned with solvents of increasing polarity, generating the hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, n-butanol partitions and a residual partition called
methanol/water. All extracts and partitions were submitted to phytochemical pro-
specting, determination of total phenol contents, proanthocyanidins, flavonoids, anti-
oxidant activity by DPPH and ORAC methods, a-amylase and a-glycosidase inhibi-
tion assay and glycation and evaluation of antimicrobial and antifungal activities, also
the identification of the constituents present in the most active partitions by
HPLC/MS. The essential oils from flowers, leaves, stems and roots were extracted by
hydrodistillation and identified by GC/MS and the assays of antimicrobial, antifungal,
antileishmanial, antioxidant and cytotoxic activities were performed. Terpenes, flavo-
noids and phenolic compounds were identified by phytochemical prospection in ex-
tracts and partitions. The ethyl acetate and n-butanol partitions exhibited the best
results for antioxidant and inhibitory activity for a-amylase and a-glycosidase. The
ethyl acetate partition of leaves, stem and root were analyzed by HPLC/EM, and
compounds as organic acids, flavonoids and procyanidins of type B1, B2 and C3,
were identified in their compositions. The hexane stem partition had excellent mini-
mum inhibitory concentration (MIC) values for aerobic and anaerobic bacteria, with
MIC values below 50 y mL™" against the bacteria Porphyromonas gingivalis, Fuso-
bacterium nucleatum and Actinomyces naeslundii. In the essential oils, the main
compounds identified in root and stem were fatty acids; in the leaves, besides these
fatty acids, alpha terpineol, phytol and squalene, were identified as main compounds.
The flower essential oil contains about of 9% monoterpenes, 14.5% sesquiterpenes,
standing out, alpha-terpineol and (E)-nerolidol. The essential oils presented antipro-

tozoal activity against Leishmania amazonensis, and stem and root oils showed low



cytotoxicity against Vero cell lines. The oils also inhibited the growth of all oral bacte-
ria tested, with the root oil standing out with potent antibacterial activity with inhibition
for all bacteria species with MIC values ranging from 12.5 to 100 yg mL™". The stem
and root oils were the ones that exhibited the best antioxidant activity results. The oll
samples from the roots and stem showed an inhibition for glycation above 50%,

standing out the stem with a percentage of 79.11%.

Keywords: Banisteriopsis campestris, antioxidant, antimicrobial, antileishmania,

cytotoxic.
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OE - Oleo essencial;

OMS - Organizagao Mundial de Saude;

ORAC - Capacidade de sequestro do radical peroxil;
PBS — Phosphate Buffered Saline;

PEG — Polietilenoglicol,

p-NPG — 4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo;

QTOF — Quadrupolo Time of Fligth;

RPMI — Roswell Park Memorial Institute;

SBF — Soro fetal bovino;

TBS — Caldo triptona soja;

TR — Tempo de retencéo;

Tris-HCI — Cloridrato de tris(hidroximetil)Jaminometano;
Trolox — Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico;
UFC — Unidade de formacao de colbnias;

UV — Ultravioleta;
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1. INTRODU(}AO
1.1. O bioma Cerrado

O Cerrado é o segundo maior bioma da América do Sul, ocupando a area
central do Brasil, Figura 1, passando por doze estados brasileiros, englobando as
nascentes das trés maiores bacias hidrograficas da América do Sul (Amazéni-
cal/Tocantins, Sdo Francisco e Prata), o que resulta em um elevado potencial aquife-
ro, favorecendo a sua biodiversidade (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2017).

Figura 1. Distribuicdo do bioma Cerrado no Brasil.

“Bioma Cerrado
Localizacio

Fonte: (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2017).



O Cerrado é considerado o hotspot da biodiversidade, apresentando grande
interesse por pesquisadores de todas as areas de conhecimento do Brasil e do
mundo. Neste sentido, trabalhos de grande importancia vém sendo desenvolvidos
neste bioma (BORGES et al., 2015), apresentando uma fauna mais rica do que as
savanas do mundo (>7.000 espécies), possuindo altos niveis de endemismo (KLINK;
MACHADO, 2005). No entanto, a taxa de desmatamento tem-se elevado anualmen-
te, em fungdo da expansao da fronteira agricola. Os esforgos para a preservagao e
conservagao tem sido irrelevantes (somente 2,2% de sua area que se encontra sob
protecao legal), implicando na ameaca de extingado de varias espécies da fauna e da
flora, levando a extingdo do bioma do cerrado (KLINK; MACHADO, 2005), e ocasio-
nando a diminuigdo do nivel de aguas nos rios que sao dependentes das nascentes
originarias do cerrado para sua existéncia. Além disso, o cerrado € extremamente
rico em diversidade social, onde vivem populagdes indigenas, quilombolas entre ou-
tras, que sobrevivem dos recursos naturais oriundos deste bioma, constituindo-se

em uma riqueza de patriménio histérico e cultural brasileiro (AGUIAR et al., 2016).

1.2. Metabodlitos secundarios

Desde a antiguidade, a humanidade tem despertado o interesse em buscar
principios ativos provenientes de extratos vegetais capazes de aliviar e curar doen-
cas. Uma das primeiras formas de aplicacdo de produtos naturais se deu por inter-
meédio da ingestdo de ervas, folhas e raizes. A partir do ultimo século, despertou-se
o interesse em plantas utilizadas pela medicina popular pelo fato de sintetizarem
uma diversidade de estruturas quimicas biologicamente ativas (COMPEAN; YNAL-
VEZ, 2014; KARUPPUSAMY, 2009; VINING, 1990).

Desde entéo, os quimicos vém se dedicando a estudar as sustancias quimi-
cas encontradas em plantas provenientes de todos os biomas existentes. Esses es-
tudos relacionados com a extracado de principios ativos de plantas com propriedades
medicinais resultam atualmente na producdo de diversos farmacos (NEWMAN;
CRAGG, 2016). Com o avango do conhecimento, foi possivel sintetizar varios princi-
pios ativos encontrados até entdo na natureza, como por exemplo, acido salicilico e
acido acetilsalicilico (aspirina), farmacos desenvolvidos a partir de salicilatos, Figura
2, obtidos de Salix alba (salgueiro) (VIEGAS JUNIOR et al., 2006).



Figura 2. Representacao dos salicilatos desenvolvidos como farmacos no periodo de 1800-1900.

OH COOH COOH

O-glicose OH OCOCH,

Salicina Acido salicilico Acido acetilsalicilico

Fonte: (VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

A atividade metabdlica € uma das caracteristicas presentes nos seres Vvivos.

O metabolismo consiste em reagdes quimicas que ocorrem no interior das células.

Diante da diversidade dos compostos presentes nos seres vivos, ha alguns que sao

essenciais para a vida da célula, sendo conhecidos como metabdlitos primarios

(MP), outros n&o necessarios, sao designados de metabdlitos secundarios (MS)
(LOBO; LOURENGCO, 2007). Entre os MP, destacam-se os agucares, aminoacidos,

acidos graxos, nucleotideos, polissacarideos, proteinas e lipideos que possuem uma

distribuicdo universal nas plantas. Enquanto os MS n&o apresentam essa mesma

distribuicao, em funcdo de ndo serem necessarios para completar o ciclo de vida da

planta, porém cumprem um papel importante na interacdo das plantas com o meio
ambiente (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Exemplos de metabdlitos secundarios séo

apresentados na Figura 3.

Figura 3. Exemplos de metabdlitos secundarios.

Morfina Canfora Equol

Fonte: (LOBO; LOURENCO, 2007).



Os metabdlitos secundarios podem ser classificados com base na estrutura
quimica (por exemplo, presenga de anéis e agucares), na composi¢cao (nitrogenados
ou nao) e na sua solubilidade em diferentes solventes. Além disso, podem ser classi-
ficados de acordo com suas vias biossintéticas (TIWARI; RANA, 2015), existindo trés
principais grupos de metabdlitos secundarios: compostos fendlicos, terpenos e alca-
loides (GARCIA; CARRIL, 2009; LOBO; LOURENCO, 2007; SIMOES et al., 2004).

1.2.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao caracterizados por apresentarem um anel aroma-
tico com uma ou mais hidroxilas e as suas estruturas podem variar desde uma molé-
cula fendlica simples, até mesmo a polimérica (OZCAN et al., 2014; ANGELO;
JORGE, 2007). Quando presentes em vegetais podem estar na forma livre ou com-
plexada a agucares e proteinas, sendo distribuidos em quatro classes principais:

flavonoides, acidos fendlicos, taninos e estilbenos, Figura 4.

Figura 4. Principais classes de compostos fendlicos.

Polifendis
[
Acidos Flavonoid
fendlicos avornotdes Taninos Estilbenos
——
Flavondis —‘ Derivados de Taninos

\ . Taninos hidrolisaveis
hidroxibenzoicos

[ACidUS ] | Flavonas T

Flavononas
A'u:idos Antocianidinas
hidroxicinamicos

Isoflavonas

Fonte: Adaptado de Ozacan et al., 2014.



Os acidos fendlicos consistem em dois subgrupos: acidos hidroxibenzdico e
hidroxicinamico, Figura 5. Dentre os acidos hidroxibenzoéicos incluem: galico, p-
hidroxibenzdico, protocatecuico, vanilico e siringico que tem estrutura C¢-C4. Ja 0s
acidos hidroxicinamicos, sdo compostos aromaticos com uma cadeia lateral de trés
carbonos (Cs-C3), entre os quais se destacam os acidos cafeico, ferulico, p-cumarico
e sinaptico sendo os mais comuns (BALASUNDRAM et al., 2006).

Figura 5. Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzéicos e hidroxicindmicos.

R1 R 1
HO HO
R7 COOH R7 COOH
Acido p-hidroxibenzoico: R=R=H Acido p-cumarico: R1= R=H

Acido protocatecuico R ~OH,R=H . B
Acdo caféico: R1= OH, R2= H

Acido vanilico R=0CH,R>=H . -
¥ o2 Acdo ferulico: R = OCH,, RFH

Acido siringco R1= R= OCH,4

Fonte: (ANGELO; JORGE, 2007).

Os flavondides se constituem em uma ampla classe de compostos fendlicos
naturais provenientes das plantas. Eles apresentam uma série de propriedades bio-
quimicas e farmacoldgicas de interesse, tais como, estruturas polifendlicas de baixo
peso molecular, com quinze atomos de carbono em seu nucleo fundamental consti-
tuido de dois anéis aromaticos (A e B) e um anel heterociclico oxigenado (C) for-
mando um sistema (Cs-C3-Cs) (IGNAT et al., 2011), Figura 6.



Figura 6. Estrutura basica dos flavonoides.

Fonte: O autor.

Pequenas diferengas nos padrdes de substituicdo da estrutura basica origi-
nam varios subgrupos, sendo as mais importantes as flavanonas, flavanols, flavo-
nas, isoflavonas e antocianidinas (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBLYA, 2002).

Outra classe de compostos fendlicos sdo os taninos, que sao polifendis de
massa molecular entre 500 a 3000 Da e sao classificados de acordo com a sua es-
trutura quimica em taninos hidrolisaveis e condensados.

Os taninos hidrolisaveis sédo ésteres de acido galico e elagicos glicosilados,
formados a partir da rota do acido chiquimico, onde os grupos hidroxilas do agucar
sao esterificados com os acidos fendlicos. Ja os taninos condensados ou proantoci-
anidinas sao oligbmeros de flavan-3-ol (catequina) em unido ao flavan-3,4-diol (leu-
coantocianidinas). As unidades de flavan-3-ol estédo ligadas pelo carbono 4 de uma
estrutura com carbono 8 da outra (BHEKUMTHETHO; VAN STADEN, 2015; OZCAN
et al., 2014; ANGELO; JORGE, 2007), conforme Figura 7.



Figura 7. Estrutura quimica de uma (a) proantocianidina constituida pela catequina e unidades poli-
méricas de epicatequina, (b) estrutura genérica flavonoéide. Kaempferol, R1=H, R2=H; Quercetina,
R1=0H, R2=H; Miricetina, R1=0H, R2=0H.
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Fonte: (BHEKUMTHETHO; VAN STADEN, 2015).

Os estilbenos sao estruturalmente caracterizados pela presenca de um nucleo
de 1,2-difeniletileno com o grupo hidroxila como substituinte nos anéis aromaticos.
Eles existem na forma de mondémeros ou oligbmero, sendo mais conhecido o trans-
resveratrol, Figura 8, possuindo um esqueleto de tri-hidroxiestilbeno (BASTOS et al.,
2009; HAN et al., 2007). As principais fontes dietéticas de estilbenos se encontram

na uva, vinho, soja e amendoim.
Figura 8. Estrutura quimica do trans-resveratrol.
OH
OH

Fonte: (BASTOS et al., 2009).

A heterogeneidade estrutural dos compostos fendlicos deve-se a grande vari-
edade de combinagdes que acontece na natureza e os compostos resultantes séo
chamados de polifendis. Estas combinagdes fendlicas podem ser categorizadas em
varias classes como mostradas na Tabela 1 (ANGELO; JORGE, 2007).



Tabela 1. Classe de compostos fendlicos em plantas.

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas Cs
Acidos hidroxibenzoicos Ce— Cq4
Acetofenol, acidos fenilacéticos. Cs—C,
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropandides. Ce—C;
Nafitoquinonas Ce—Cy4
Xantonas Ce— Ci—Cs
Estilbenos, antoquinonas Ce— Co—Cg
Flavonoides, isoflavonoides Cs—C3—Cs
Lignanas e neolignanas (Ce— C3)2
Biflavonoides (Ce— C3— Cs)2
Ligninas (Ce— C3)n
Taninos condensados (Ce— C3— Cé)n

Fonte: (ANGELO; JORGE, 2007).

1.2.2. Terpenos

Os terpenos (isoprendides) sdo uma classe de substancias provenientes de
diversas plantas que apresentam uma diversidade de compostos. Esta classe de
compostos apresenta uma variedade de propriedades farmacologicas, tendo sido
atestada por inumeros estudos (in vitro, pré-clinicos e clinicos) que confirmam suas
propriedades (LANGE; AHKAMI, 2013). S&o insoluveis em agua e seus derivados
obtidos a partir da unido de unidades isopreno (C5), sendo classificados em: (/) mo-
noterpenos (C10); (ii) sesquiterpenos (C15); (iii) diterpenos (C20); (iv) triterpenos
(C30) e (v) tetraterpenos (C40) (GARCIA; CARRIL, 2009), conforme apresentado na
Tabela 2.



Tabela 2. Classificagdo dos terpenos com base no niumero de unidades de isopreno.

Atomos de Carbono Unidades/Isoprénicas Classificagdo

10 2 Monoterpeno
15 3 Sesquiterpeno
20 4 Diterpeno
25 5 Sesterterpeno
30 6 Triterpeno
40 8 Tetraterpeno

Fonte: O autor.

Os terpenos sao sintetizados a partir dos intermediarios de 3,3'-dimetilalil piro-
fosfato (DMAP) e 3-isopentenil pirofosfato (IPP) que sdo obtidos através de duas
vias biossintéticas: mevalonato e fosfato de deoxilulose. As moléculas de DMAP e
IPP se combinam por reagdo de condensagao (cauda-cabega) para formar terpenos
maiores, Figura 9. Esta reacdo € catalisada pela enzima prenil-transferase levando
a formacao da cadeia de geranil pirofosfato (GPP), que é a percursora dos monoter-
penos. A condensagao da cadeia de C10 com novas unidades de IPP leva a forma-
¢cao de cadeias de farnesil pirofosfato (FPP) C15, geranilgeranil pirofosfato (GGPP)
C20 e geranilfarnesil pirofosfato (GFPP) C25, sendo percursoras, respectivamente,
dos sesquiterpenos, diterpenos e sesterterpenos. Além disso, pode ocorrer a con-
densacao de duas cadeias de FPP e de duas cadeias de GGPP, levando a obtencao
dos triterpenos e tetraterpenos, respectivamente (DEWICK, 2009; LOBO; LOUREN-
GO, 2007).
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Figura 9. Reacao de condensacgao entre as unidades de DMAP e IPP formando os terpenos.
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v
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Fonte: (LOBO; LOURENCO, 2007).

Os monoterpenos sao substancias de ocorréncia natural, sendo constituinte
dos oleos de fragrancia extraidos das folhas. Diversos estudos demonstraram que
alguns monoterpenos possuem atividades quimioterapicas contra varios tipos de
cancer, entre eles: D-limoneno, alcool perilico, carvacrol, D-carvona e geraniol
(SHARMA et al., 2017).

Os sesquiterpenos sao substancias encontradas nos 6leos essenciais de

plantas, possuindo propriedades farmacolégicas e funcionando como feroménios e



11

horménios juvenis. Podem ser divididos em duas classes: (i) aciclica e a (ii) ciclica
(GRABMANN, 2005; BRUNETON, 2001). Alguns sesquiterpenos sao representados
pela Figura 10.

Figura 10. Estruturas de alguns sesquiterpenos importantes.

CH, H.C

= AN

H,C H,C

HyC H,C

B — cariofileno a — cariofileno

H.C CH, OH
Farnesol Acido abscisico

Fonte: (GRABMANN, 2005).

Os diterpenos sao constituidos por um grupo de compostos C20, sendo for-
mado a partir da biossintese do GGPP, possuindo diversas propriedades, entre as
quais: (i) edulcorantes: esteviosideo (isolado da espécie Stevia reubaudiana, Astera-
ceae) e (ii) farmacolégicas: paclitaxel (isolado das cascas das arvores do género
Taxus) comercializado como taxol (GRABMANN, 2005; WAGNER; EMADFA, 2003;
BRUNETON, 2001).

1.2.3. Alcaloides

O termo alcaloide foi proposto por W. Meissner no século XIX, para designar
compostos basicos de origem natural que apresentam nitrogénio em sua composi-
¢ao quimica (DEWICK, 2009), possuindo propriedades farmacoldgicas (CABRAL;
PITA, 2015; DEWICK, 2009), podendo ser classificados de acordo com a sua origem



12

biossintética, sendo derivado em grande parte de aminoacidos alifaticos, aromaticos
como a fenilalanina, tirosina, e o triptofano (LOBO; LOURENCO, 2007), conforme
Figura 11.

Figura 11. Exemplos de alcaloides.
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Fonte: Adaptado de LOBO e LOURENCO, 2007.

1.3. Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sao constituidos por substancias volateis que possuem
componentes aromaticos, conferindo odor e sabor. Sdo provenientes de mais de
17.500 espécies de plantas pertencentes a diversas familias, incluindo Myrtaceae,
Lauraceae, Lamiaceae e Asteraceae (REGNAULT-ROGER et al., 2012), podendo
ser obtidos como subprodutos do metabolismo de plantas e sdo comumente referi-
dos como metabdlitos secundarios.

Os 6leos essenciais podem ser encontrados e obtidos de diferentes partes
das plantas, tais como: (i) flores (laranja); (ii) folhas (limao e eucalipto), (iii) madeira
(sandalo); (iv) raizes (grama); (v) rizomas (gengibre); (vi) frutas (erva-doce e anis);
(vii) sementes (noz-moscada) entre outros (REGNAULT-ROGER et al., 2012). Além

disso, auxiliam a planta em varias fungdes, incluindo: (i) atragcao de polinizadores; (ii)
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protecao contra a variagao de temperaturas e (iii) repelente contra pragas e/ou mi-
crorganismos (PAVELA, 2015).

Os d6leos essenciais se constituem em uma das principais matérias-primas na
industria de produtos de higiene pessoal, perfumaria e cosmético (HPPC) sendo o
Brasil o quarto maior mercado mundial e o primeiro na América Latina, produzindo
60% de HPPC (ABIHPEC, 2017), Figura 12. Diversos outros setores empregam os
Oleos essenciais, tais como o setor alimenticio, quimico e de medicamentos (MI-
RANDA et al., 2016; SOUZA et al., 2010). A maior parte dos 6leos essenciais pro-
duzidos no Brasil é proveniente do subproduto obtido da industria de suco de laran-
ja, representando 50% da produgdo mundial de dleo essencial oriunda desta cultura
(SPEZIALL, 2012; BIZZO et al., 2009).

Figura 12. Panorama do setor HPPC 2017 (a) consumo mundial e (b) consumo na América Latina.
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Panararma do Sebor 2017
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Os 6leos essénciais possuem em sua composi¢cao uma variedade de molécu-
las volateis, tais como: terpenos, terpenoides, compostos alifaticos e aromaticos de-
rivados do fenol que possuem propriedades bactericidas e fungicidas (KNEZEVIC et
al., 2016; AKTHAR et al., 2014).

1.4. Atividade antioxidante

Atualmente, diversos estudos demonstram que o consumo de frutas e vege-
tais aumenta o teor de substancias que possuem propriedades antioxidantes, tais
como os compostos fitoquimicos (polifendis) que atuam na prevengao de algumas
doencas relacionadas ao envelhecimento. Em fung¢ao disso, o consumo mundial de
produtos e derivados ricos em substancias com estas propriedades, vem ganhando
mercado em fungao dos beneficios a saude e as propriedades terapéuticas atribui-
das (SUCUPIRA et al., 2012; KEVERS et al., 2011).

Os antioxidantes podem ser classificados em sintéticos ou naturais. Os sinté-
ticos sao utilizados como aditivos nos alimentos para prevenir ou retardar a oxidagao

lipidica durante o processo de armazenamento, sendo empregado ha varias déca-
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das (CHORILLI et al., 2007; MAIA, 2007). Porém, seu uso vem sendo reduzido em
funcdo da seguranga alimentar e demanda por produtos com menos aditivos quimi-
cos (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015; CAROCHO; FERREIRA, 2012). Ja os antio-
xidantes naturais sao provenientes de flavonoides, acidos fendlicos, terpenos, toco-
ferdis, vitamina C, carotenoides, entre outros. Sendo que os compostos fendlicos
podem ocorrer em todas as partes das plantas entre os quais: frutos, sementes, fo-
lhas, caule e raizes (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015; COTINGUIBA et al., 2013).

1.5. Atividade antimicrobiana

A resisténcia microbiana esta relacionada a capacidade de perda de eficacia
dos antibiéticos de forma rapida frente a organismos patogénicos, que em alguns
anos poderdo nao conseguir combater as diversas infec¢gdes geradas pelas bacté-
rias. Diante disso, existe a necessidade de estudos visando novos compostos com
propriedades antimicrobianas, sendo relevante investir em pesquisas que visem
identificar novas substancias moleculares ativos. Para tanto, as plantas se apresen-
tam como fonte de pesquisa para identificacdo de novos metabdlitos que possuam
tais propriedades, uma vez que ja se conhece diversas propriedades medicinais
(KALAYCI, 2016; MICKYMARAY et al., 2016; MONTE et al., 2014).

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos que identificam a atividade
antimicrobiana com diversas espécies de plantas (COSTA et al., 2017; CHINSEM-
BU, 2015; BANERJEE et al., 2014; VIEIRA et al., 2014; CUNHA et al., 2013; FREI-
TAS et al., 2013; OSTROSKY et al., 2008) evidenciando-se em uma importante fon-

te para a busca de novos compostos biologicamente ativos.

1.6. Atividade antileishmania

As leishmanioses sao doengas causadas por mais de 20 espécies de proto-
zoarios intracelulares que pertencem ao género Leishmania. Podem ser transmitidas
ao homem e outros mamiferos por insetos fémeas de flebotomineos, causando do-
engas como a leishmaniose e a Chagas. Estas doengas sao oriundas de condi¢des
precarias de saneamento basico, constituindo-se em um dos principais problemas
de saude publica que afeta a populacdo mais carente, estando entre as doencgas
mais negligenciadas do mundo (COSTA et al., 2016).
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Para a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) a leishmaniose € uma doenga
endémica em 98 paises, com uma incidéncia de aproximadamente 1,3 milhdes de
novos casos por ano. O tratamento consiste, em parte, no uso de medicamentos
incluem os pentavalentes, anfotericina B, pentamidina e antimoniato de meglumina,
que sdo toéxicos e geralmente apresentam efeitos adversos no paciente (ROSA,
2017; TAYLOR et al., 2011).

Embora tenha ocorrido um aumento de publicagdes nos ultimos anos em re-
lacdo a obtengao de substancias com potencialidades para tratar a leishmaniose,
ainda é necessario um maior investimento de recursos em pesquisas nesta area
(BRITO et al., 2013).

1.7. Género Banisteriopsis

A familia Malpighiaceae, apresenta 77 géneros e aproximadamente 1300 es-
pécies que englobam trepadeiras, arvores e arbustos, possuindo sua maior diversi-
dade na América do Sul (DAVIS; ANDERSON, 2010; SOUZA; LORENZI, 2008). No
Brasil, esta familia é representada por 44 géneros e aproximadamente 561 espécies,
sendo encontradas majoritariamente em biomas do Cerrado (MAMEDE et al., 2015;
CONCEICAO et al., 2011). As espécies mais conhecidas sdo frutiferas, entre as
quais a acerola (Malpighia glabra) e o murici (Byrsonima crassa), que podem ser
consumidos na forma in natura, sucos, sorvetes, geleias, doces, entre outros. Além
disso, possuem um grande potencial medicinal, uma vez que diversos estudos reve-
laram a presencga de substancias antioxidantes tais como taninos, flavonoides, cate-
quinas, terpenoides, proantoncianidinas entre outros. As propriedades biologicas,
tais como anticancerigena, antiviral e antibacteriana ja foram determinadas (SAN-
TOS et al., 2017; VERDAM et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2013; TAKAHASHI et al.,
2011).

O género Banisteriopsis, possui 92 espécies encontradas na América do Sul,
com ocorréncia na Bolivia, Equador, Colémbia, Peru e Brasil. No Cerrado, este gé-
nero é encontrado na forma de liana, arbusto e arvores de pequeno porte (ARAUJO,
2014). Algumas espécies se aprimoraram nas diversas fitofisionomias do Cerrado,
como B. argyrophilla, enquanto outras espécies sdo limitadas a determinados habi-
tats, evidenciando uma distribuicdo mais pontual como a apresentada por B. verno-

niifolia que ocorre em campos rupestres. Assim, espécies deste género no Cerrado
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podem ocupar a mesma area geografica, pertencendo a diferentes espécies com

caracteristicas bem restritas, destacando umas das outras (LIMA, 2005). No Brasil,

foram identificadas 47 espécies deste género, sendo que 34 destes sdo endémicas,

conforme a Tabela 3.

Tabela 3. Espécies de plantas do género Banisteriopsis de ocorréncia no Brasil.

Nome Cientifico

Origem Endemismo

Dominios Fitoge-

ograficos
Banisteriopsis acerosa (Nied.) B.Gates Nativa Nao Cerrado
Banisteriopsis adenopoda (A. Juss.) B.Gates Nativa Sim Cerrado, Mata
Atlantica
Banisteriopsis andersonii B.Gates Nativa Sim Cerrado
Banisteriopsis angustifolia (A. Juss.) B.Gates Nativa Sim Caatinga, Cerrado
Banisteriopsis anisandra (A. Juss.) B.Gates Nativa Nao Cerrado
Banisteriopsis arborea B.Gates Nativa Sim Cerrado
Banisteriopsis argyrophylla (A. Juss.) B.Gates Nativa Nao Cerrado
Banisteriopsis basifixa B.Gates Nativa Sim Mata Atlantica
Banisteriopsis byssacea B.Gates Nativa Sim Cerrado
Banisteriopsis caapi (Spruce ex Griseb.) Morton Nativa Nao Amazénia
Banisteriopsis calcicola B.Gates Nativa Sim Caatinga, Cerrado
Banisteriopsis campestris (A. Juss.) Little Nativa Sim Caatinga, Cerrado
Banisteriopsis cipoensis B.Gates Nativa Sim Cerrado
Banisteriopsis confusa B.Gates Nativa Nao Amazdbnia, Cerrado
Banisteriopsis gardneriana (A. Juss.) W.R.Anderson &
B.Gates Nativa Sim Caatinga, Cerrado
Banisteriopsis goiana B.Gates Nativa Sim Cerrado
Banisteriopsis harleyi B.Gates Nativa Sim Cerrado

Continuagao da Tabela 3
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Nome cientifico

Origem Endemismo

Dominios Fitoge-

ograficos
Banisteriopsis hatschbachii B.Gates Nativa Sim Cerrado
Banisteriopsis hirsuta B.Gates Nativa Sim Cerrado
Banisteriopsis irwinii B.Gates Nativa Sim Cerrado
Banisteriopsis laevifolia (A. Juss.) B.Gates Nativa Sim Amazbnia, Cerrado
Banisteriopsis latifolia (A. Juss.) B.Gates Nativa Sim Cerrado
Banisteriopsis lyrata B.Gates Nativa Nao Amazbnia
Banisteriopsis magdalenensis B.Gates Nativa Sim Mata Atlantica
Amazbnia, Caatin-
Banisteriopsis malifolia (Nees & Mart.) B.Gates Nativa Sim ga, Cerrado, Mata
Atlantica
Banisteriopsis martiniana (A. Juss.) Cuatrec. Nativa Nao Amazénia
Banisteriopsis megaphylla (A. Juss.) B.Gates Nativa Sim Cerrado
) ] Amazbnia, Mata
Banisteriopsis membranifolia (A. Juss.) B.Gates Nativa Sim )
Atlantica
Banisteriopsis multifoliolata (A. Juss.) B.Gates Nativa Sim Mata Atlantica
Amazénia, Caatin-
. , ga,
Banisteriopsis muricata (Cav.) Cuatrec. Nativa N&o
Cerrado, Mata
Atlantica
Amazbnia, Caatin-
Banisteriopsis nummifera (A. Juss.) B.Gates Nativa Nao ga, Cerrado, Mata
Atlantica
Amazénia, Caatin-
Banisteriopsis oxyclada (A. Juss.) B.Gates Nativa Nao ga,
Cerrado
Banisteriopsis paraguariensis B.Gates Nativa Nao Cerrado
Banisteriopsis parviflora (A. Juss.) B.Gates Nativa Sim Mata Atlantica
Banisteriopsis parviglandula B.Gates Nativa Sim Mata Atlantica

Continuagao da Tabela 3
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Dominios Fitoge-

Nome cientifico Origem Endemismo o
ograficos
Banisteriopsis prancei B.Gates Nativa Sim Amazénia, Cerrado
Banisteriopsis pseudojanusi (Nied.) B.Gates Nativa. Sim Mata Atlantica
Banisteriopsis pulchra B.Gates Nativa Nao Cerrado
Banisteriopsis quadriglandula B.Gates Nativa Sim Caatinga
Banisteriopsis salicifolia (DC.) B.Gates Nativa Sim Mata Atlantica
Banisteriopsis schizoptera (A. Juss.) B.Gates Nativa Sim Caatinga, Cerrado
Banisteriopsis schwannioides (Griseb.) B. Gates Nativa Sim Amazénia
Banisteriopsis scutellata (Griseb.) B.Gates Nativa Sim Mata Atlantica
Banisteriopsis sellowiana (A. Juss.) B.Gates Nativa Sim Mata Atlantica
Amazbnia, Caatin-
Banisteriopsis stellaris (Griseb.) B.Gates Nativa Sim
ga, Cerrado
Banisteriopsis variabilis B.Gates Nativa Nao Cerrado
Banisteriopsis vernoniifolia (A. Juss.) B.Gates Nativa Sim Caatinga, Cerrado

Fonte: (MAMEDE et al., 2015).

Dentre os dominios fitogeograficos, o Cerrado € o que apresenta maior parte
de plantas do género Banisteriopsis, 32 das 47 conhecidas, entre as quais: B. arbo-
rea; B. cipoensis; B. goiana entre outras. Algumas espécies estao distribuidas por
todo territério brasileiro, B. malifolia (Nees & Mart.); B. muricata (Cav.) Cuatrec e B.

nummifera (A. Juss.). A Figura 13 resume as espécies por dominio fitogeografico.
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Figura 13. Resumo das espécies de Banisteriopsis em regides do Brasil por dominio fitogeografico.

Nomes aceitos de espécies por dominio fitogeografico

@ Amazdnia Caatinga@ Cerrado . Mata Atlintica Pantanal " Pampa Dominios Nomes
Fitogeogréficas Aceitos
Amazdnia 13
Mata Atlantica Amazonia Caatinga 12
Cermrado 32
Mata Atlantica 14
Pantanal
Pampa

Caatinga

Cerrado

Fonte: (JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2017).

Na literatura, sdo encontrados varios estudos com Banisteriopsis, sendo a
Banisteriopsis caapi uma das espécies mais estudadas deste género. Esta espécie
possui compostos alucindégenos, sendo produzida a partir do seu extrato uma bebida
psicoativa conhecida por ayahuasca, utilizada por indigenas e grupos religiosos. Es-
ta espécie possui como componentes principais os alcaloides B-carbolinicos, tais
como: (i) harmina (HRM), também conhecida como telepatina; (ij) harmalina (HRL) e
(iii) tetraidro-harmina (THH) (SCHENBERG et al., 2015; DE SOUZA, 2011; PIRES et

al., 2010). A estrutura destes alcaloides B-carbolinicos, € apresentada na Figura 14.

Figura 14. Estrutura quimica de alcaloides B-carbolinicos.

H,;C = Hs;C
I ‘ N
N N
H CHj; I'i CHj;
Harmina Harmalina

Tetraidro-harmina

Fonte: (PIRES et al., 2010).
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Além disso, existem estudos referentes as atividades antimicrobianas, alelo-
paticas, citotdxica e antifungica dos constituintes de extratos de folhas e raizes de B.
anisandra (PADUA et al., 2013; FREITAS et al., 2011). Para a espécie B. laevifolia
estudos das folhas apontam atividade antimicrobiana e citotoxica (NUNES et al.,
2016). Ja a B. argyrophylla possui atividade antioxidante e antifungica presentes no
extrato da folha desta espécie (OLIVEIRA, 2016). Para B. oxyclada avaliaram ativi-
dades biolégicas dos extratos da folha, caule e raiz (MARTINS, 2018). Em outro es-
tudo referente a B. pubipetala, avaliou-se a presenca de compostos volateis nas se-
mentes por Headspace, perfil graxo por CG-EM e as propriedades fisico-quimicas do
oleo extraido das sementes (PRAZERES et al., 2017).

1.7.1. Estudos referentes a Banisteriopsis campestris

Na familia Malpighiaceae encontra-se a espécie Banisteriopsis campestris,
sendo endémica do Brasil com distribuicdo geografica nos biomas da Caatinga e do
Cerrado. Ela é popularmente conhecida como cipé prata e utilizada na medicina po-
pular como diurético, no tratamento de problemas renais e anti-inflamatoérios por
meio dos seus ramos, folhas e flores (PADUA et al., 2013; ISHARA et al., 2008;
RODRIGUES; CARVALHO, 2001). Esta espécie apresenta as seguintes caracteristi-
cas: (i) € um arbusto que raramente excede a 1,5m de altura, (i) seus ramos apre-
sentam poucas subdivisdes, (iii) suas folhas podem alcangar 7 cm de comprimento e
5 cm de largura e (iv) as folhas apresentam um par de nectarios extraflorais na base
da nervura principal, Figura 15. A fenologia de B. campestris € marcadamente sazo-
nal, com florescimento ocorrendo de dezembro a fevereiro e a frutificagao (samaras)
em janeiro. A folhagem ocorre de setembro a dezembro. No periodo de maio a se-
tembro (seca), as plantas perdem suas folhas ficando em estado avangado de se-

nescéncia e sem nectarios extraflorais ativos (SILVA; DEL-CLARO, 2013).
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Figura 15. Imagem da espécie Banisteriopsis campestris.

Fonte: O autor.

A literatura apresenta uma ampla lista de trabalhos floristicos e/ou taxonémi-
cos contemplando a B. campestris, entre os quais estudos estruturais e de ontogé-
nese de frutos e semente desta espécie comparado ao das espécies B. oxyclada, B.
stellaris e Diplopterys pubipetala e com outras espécies da familia (SOUTO; OLI-
VEIRA, 2008). Existem ainda trabalhos referentes a composigao floristica, frequén-
cia e distribuicao nas areas de Cerrado (ARAUJO; MEIRA, 2016; SOUTO; OLIVEI-
RA, 2012; ISHARA et al., 2008).

Frias e colaboradores (2012) verificaram a presenga de flavondides nas flo-
res e folhas de B. anisandra, B. campestris, B. laevifolia e B. malifolia por triagem
fitoquimica qualitativa. Barénio e colaboradores (2017) investigaram a importancia
da composigao quimica do 6leo essencial das flores de trés espécies de Banisteri-
ospsis, incluindo, B. campestris para a manutengao e sobrevivéncia de 31 espécies

de abelhas.



23

2. JUSTIFICATIVA

Pelo levantamento bibliografico, observou-se a existéncia de trabalhos que
estao relacionados exclusivamente com estudos botanicos e taxondmicos da espé-
cie Banisteriopsis campestris. Por outro lado, a literatura é escassa de trabalhos re-
lacionados a composigao quimica, atividade antioxidante, antibacteriana, antifungica,
antileishmania e inibitéria de a-amilase e a-glicosidase para a espécie, constituindo-
se um amplo campo de conhecimento a ser ainda explorado. Para tanto o presente
trabalho busca investigar o potencial quimico e biolégico dos dleos essenciais, extra-

tos e parti¢cdes obtidos das flores, folhas, caule e raizes da espécie B. campestris.

3. OBJETIVOS

Analisar e quantificar os constituintes quimicos obtidos a partir dos extratos,
particdes e Oleos essenciais provenientes das diversas partes da espécie Banisteri-
opsis campestris (flores, folhas, caule e raiz), bem como avaliar possiveis atividades

bioldgicas associadas as substancias presentes nas diversas partes desta espécie.
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A Figura 16 mostra um fluxograma dos trabalhos efetuados para planta Banis-

teriopsis campestris.

Figura 16. Fluxograma do trabalho.

Planta
Coleta
Revisao
bibliografica
Preparagao dos extra-
tos em etanol da folha,
caule e raiz
Oleo essencial da flor,
folha, caule e raiz.
Parti¢cdo liquido-liquido
Hexano, Diclo-
rometano,
Acetato de etila
e n-butanol
Atividade antimicro- Citotoxidade, Andlise por
biana e Atividade anti- CG-EM
Atividade antifungica oxidante e
Atividade anti-
leihmania
Determinagao de Determinacao Atividade antioxi- Atividade anti- Analise por
fenadis totais proantocianidinas dante, Atividade microbiana e CLAE/EM
e flavonoides inibitéria de enzi- Atividade anti-
ma e glicagéo fungica

Fonte: O autor.
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4.1. Coleta e identificacao da espécie

As amostras das espécies Banisteriopsis campestris foram coletadas entre os
meses de janeiro a agosto de 2015 na reserva particular do Clube Caca e Pesca
Itorord localizado no municipio de Uberlandia MG, segundo as coordenadas geogra-
ficas: 18° 58'56.1” S, 48° 17°46.0"W. Posteriormente levadas e acondicionadas no
laboratério do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (IQUFU).
Identificagdo botanica foi feita pela pesquisadora Dr. Maria Candida Henrique Ma-
mede do Instituto de Botanica de Sao Paulo. Espécimen testemunha foi herborizado
e incorporado ao acervo do Herbario Uberlandenses do Instituto de Biologia da Uni-
versidade Federal de Uberlandia, sob o registro de numero 72.462 para Banisterio-

pSis campestris.

4.2. Analises Quimicas

4.2.1. Preparo das amostras

No laboratério, as amostras de B. campestris foram separadas em folhas,
caule e raiz, acondicionadas apdés colheita a temperatura ambiente (27 °C) pelo pe-
riodo de 7 dias com o intuito de reduzir o teor de umidade a menos de 10%. Para se
confirmar se o teor de umidade foi alcangado, utilizou-se uma balanga de luz infra-
vermelha, para isso pesou-se aproximadamente 1,00 g de amostra que foi aquecida
até 105 °C e posteriormente efetuou-se a leitura do teor de umidade. Apds o periodo
de secagem, as amostras foram picadas e trituradas em um liquidificador, armaze-
nadas em frascos de polietileno e acondicionadas a aproximadamente -18 °C para
posteriormente ser efetuado o preparo dos extratos.

Para obter os 6leos essenciais, utilizaram-se amostras frescas (flores, folhas,
caules e raizes) que foram coletadas no periodo da manha a fim de se minimizar a

taxa de volatilizagao dos constituintes.
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4.3. Obtencao dos dleos essenciais

4.3.1. Extracao por hidrodestilagao

Cerca de 100,0 g de amostras oriundas das diversas partes (flores, folhas,
caules e raizes) da espécie B. campestris foram pesadas, sendo posteriormente cor-
tadas e submetidas a extragao por um periodo de 4 horas (MORAIS et al., 2009).
Em seguida, a mistura obtida foi transferida para um funil de separagao e submetida
a extragdo com diclorometano (3x de 10,0 mL), obtendo-se uma fase aquosa e uma
organica. A fase aquosa foi descartada e a organica submetida a secagem utilizando
sulfato de sddio anidro como agente dessecante. Em seguida, realizou-se a filtragéo
deixando-se o filtrado a temperatura ambiente até a evaporagdo completa do solven-
te, obtendo-se o 6leo essencial que foi acondicionado em um frasco e armazenado
no freezer até o momento das analises. O sistema de extragdo empregado é repre-

sentado pela Figura 17.

Figura 17. Foto ilustrativa do aparelho de Clevenger utilizado para hidrodestilagao.

e

Fonte: O autor.
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4.3.2. Separacgao e identificagdao de compostos volateis

Os compostos volateis foram separados e identificados por cromatografia ga-
sosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), empregando-se uma coluna
capilar OV5. A temperatura do forno foi programada para permanecer entre
60-240 °C, com taxa da rampa aquecimento de 3 °C min™” e injetor no modo split
(1:20) a 220 °C, utilizando gas hélio como gas de arraste com um fluxo constante de
1 mL min™". O detector de massas operou com energia de impacto de 70 eV, regis-
trando fragmentos de 40 a 650 u. A amostra foi dissolvida em diclorometano e inje-
tando-se 1,0 yL no equipamento.

A concentragao relativa dos constituintes dos 6leos foi determinada em um
cromatografo gasoso equipado com detector de ionizagdo em chama (CG-DIC) Shi-
madzu modelo CG2014, operando nas mesmas condi¢cées do CG-EM, o gas de ar-
raste foi alterado para nitrogénio. Os componentes foram identificados pelas areas
de seus respectivos picos no cromatograma e confirmados por meio do uso de bibli-
otecas de espectros de massas da Wiley (7,139 e 229), Nist (27 e 147) e Shim 2205
em comparagao com os indices aritméticos (IA) calculados e tabelados na literatura
(ADAMS, 2007; NIST, 2013). Os indices aritméticos (IA) foram calculados com base

nos padrdes de alcanos lineares Cg — C4, utilizando-se a Equacgéo 1.

(tGe)-tp2))
tlpz+1)-t(Pz)

IA(x) = 100 + 100 Pz [ ] 1)

Em que:
» X é o composto no tempo t;
» Pz: alcano antes do composto de tempo x;

» Pz +1: alcano depois do composto de tempo x.
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4.4. Extratos das folhas, caules e raizes.
4.41. Preparacao dos extratos etandlicos

Transferiu-se, previamente secos e ftriturados, 554,74 g (folhas), 650,44 g
(caules) e 917,24 g (raizes) da espécie B. campestris para um erlenmeyer de 2,0 L,
adicionando-se como solvente extrator o etanol 95% (v.v'') até o volume de 2,0 L a
temperatura ambiente, deixando-o em contato pelo periodo de 7 dias. Posteriormen-
te, realizou-se a filtragdo e a evaporacdo do solvente em um rotaevaporador sob
pressao reduzida a temperatura de 40 °C, em seguida realizou-se a liofilizagdo dos
extratos. Este processo foi repetido sete vezes e os extratos obtidos foram acondici-

onados em frascos de vidro e mantidos no freezer até a realizagao das analises.
4.4.2. Partigao liquido-liquido dos extratos em etanol

Os extratos etandlicos foram submetidos a particdo liquido-liquido com sol-
ventes de polaridade crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila e n- buta-
nol). Os extratos foram solubilizados em 300,0 mL de uma mistura de metanol e
agua 9:1 (v.v'"), transferidos para um funil de separacéo, Figura 18, onde realizou-se
a extracao liquido-liquido com os solventes, repetindo-se por cinco vezes. Nas ex-
tragcdes com acetato de etila e n-butanol acrescentou-se agua a fim de se obter uma
melhor separacédo das fases. Os solventes contidos nas particdes foram removidos

conforme descrito no item 4.4.1.

Figura 18. Particao liquido-liquido dos extratos.

Fonte: O autor.
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4.4.3. Prospeccao fitoquimica

Para a realizagao deste ensaio, preparou-se solugdes em metanol na concen-
tracado de aproximadamente 1,0 mg mL", aplicando-as em placas de cromatografia
de camada delgada (CCD) com fase estacionaria de silica 60 g utilizando-se o indi-
cador de fluorescéncia e dois tipos de eluentes: (i) cloroférmio, metanol e hidréxido
de aménio na proporgéo de 9:1:0,25; (ii) acido férmico, acido acético, acetato de etila
e agua na proporcado 1,1:1,1:10,0:2,6. Os reveladores empregados foram prepara-

dos conforme metodologia de Wagner e Bladt (1996), descrita a seguir:
a) Deteccao de terpenos, esteroides, fenois e agucares

Anisaldeido-acido sulfurico: Uma solugdo contendo anisaldeido 5% (v v') em &cido
acético glacial foi preparada. Em seguida foram adicionado 85,0 mL de metanol e
5,0 mL de acido sulfurico concentrado. A placa CCD foi borrifada com o revelador e

aquecida a 100 °C entre 5 a 10 minutos.
b) Deteccao de terpenos e esterdides

Liebermann-Burchard: 5,0 mL de anidrido acético e 5,0 mL de acido sulfurico con-
centrado foram adicionados cuidadosamente a 50,0 mL de etanol absoluto, sob ba-
nho de gelo. A placa foi pulverizada com 10,0 mL da solugédo e aquecida a 100 °C

entre 5 a 10 min, observando-a em cédmara escura com luz UV (365 nm).
c) Deteccao de alcaloides

(i) Dragendorf: Duas solu¢des foram preparadas: na solugédo A foram dissolvidos
0,85 g de nitrato de bismuto em 10,0 mL de acido acético glacial e adicionado 40,0
mL de agua destilada sob aquecimento. Na solucéo B foi dissolvido cerca de 8,0 g
de iodeto de potassio em 30,0 mL de agua. A partir destas solu¢des preparadas pre-
viamente, obteve uma solugdo estoque pela mistura de ambas na mesma propor-
cao. A solugao reveladora é feita a partir da mistura de 1,0 mL da solucéo estoque,
2,0 mL de acido acético glacial e 10,0 mL de agua.



30

(ii) lodocloro platinado: Duas solugdes foram preparadas. A solugao A continha acido
hexacloroplatinico (IV) 5% em agua (m v'') e a solucdo B iodeto de potassio 10% em
agua (m v'). A solugao reveladora foi preparada pela mistura de 1,0 mL da solugéo

A com 9,0 mL da solugédo B e 10,0 mL de agua.
d) Deteccao de flavonoides

(i) NP/PEG: Duas solugbes foram preparadas. A solugdo metandlica de difenilbori-
loxietilamina (NP) 1% (m v™'), solugdo A, e a solugdo etandlica de polietileno glicol-
4000 (PEG4000) 5% (m v™), solucdo B. A solucgdo reveladora foi preparada mistu-
rando 10,0 mL da solugcéo A e 8,0 mL da solugcado B. Apds borrifagdo na placa de

CCD, a revelagao foi observada em camara escura de luz UV (365 nm).

(i) Cloreto de aluminio: Foi preparada uma solugdo metandlica de AICI; 1% (m v ™).

A placa CCD foi borrifada com o revelador e observada em luz visivel.
4.4.4. Determinagao de fendis totais

Uma solugdo metandlica das amostras (extratos e particées) foi preparada
nas concentragdes apresentadas na Tabela 4. Assim, foi transferida uma aliquota de
0,5 mL para um tubo de ensaio e adicionado 2,5 mL de uma solugao aquosa do rea-
tivo Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de carbonato de sdédio a 7,5%. Foi encubada
por 5 minutos em banho aquecido a 50 °C e posteriormente medida a absorbancia
da amostra em 760 nm. Para obtengao do branco o mesmo procedimento foi reali-
zado utilizando 0,5 mL de metanol. O teor de fendis totais (FT) foi quantificado pela
leitura da absorbancia das amostras, convertendo este sinal analitico em concentra-
cao por intermédio de uma equacao de reta obtida por uma curva de calibragao pre-
viamente construida com padrées de acido galico (10, 20, 40, 60 e 80 ug mL'1) e 0s
resultados sdo expressos como miligramas de EAG (equivalente de acido galico) por
grama de amostra (SOUSA et al., 2007).
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Tabela 4. Concentracdo das amostras utilizadas na determinagéo de fendis totais.

Amostras Concentracao das amostras (g mL'1)
Extrato/particbes Folha Caule Raiz
Extrato etandlico 250 250 150

Hexano 250 250 250
Diclorometano 250 250 250
Acetato de etila 150 150 100
n-Butanol 150 150 100
Metanol/Agua 250 250 250

Fonte: O autor.
4.4.5. Determinagao de proantocianidinas

Uma solugdo em metanol das amostras (extratos e particdes) foi preparada,
nas concentracdes especificadas na Tabela 5. Uma aliquota de 2,0 mL foi retirada e
transferida para um tubo de ensaio, em seguida adicionou-se 3,0 mL de uma solu-
¢éo de vanilina em acido sulfurico a 70%, resultando em uma solugdo de 5,0 mg
mL™, mantendo-a em banho de agua a uma temperatura de 50 °C por 15 minutos.
Posteriormente, resfriou-se esta mistura e mediu-se a absorbancia em 500 nm, do
branco e da amostra. O teor de proantocianidinas foi quantificado pela leitura da ab-
sorbancia das amostras, convertendo este sinal analitico em concentragdo por in-
termédio de uma equacao de reta obtida por uma curva de calibragdo previamente
construida com padrdes de catequina (5, 10, 15, 20 e 25 ug mL™"). Os resultados s&o
expressos como miligramas de EC (equivalente de catequina) por grama de amostra
(MORAIS et al., 2009).
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Tabela 5. Concentragao das amostras utilizadas na determinagéo proantocianidinas.

Amostras Concentragcao das amostras (g mL'1)
Extrato/particbes Folha Caule Raiz
Extrato etandlico 50 50 30

Hexano 50 50 50
Diclorometano 50 50 250
Acetato de etila 50 50 30
n-Butanol 50 50 30
Metanol/Agua 50 50 50

Fonte: O autor.

4.4.6. Determinagao de flavonoides

Em um tubo de ensaio foram adicionados 2,0 mL da solucdo metandlica do
extrato/particées (250 pg mL™), 1,0 mL de solugdo de cloreto de aluminio (AICI;) em
metanol 5% (m v') e 2,0 mL de metanol. A mistura foi mantida em repouso por 30
minutos a temperatura ambiente e posteriormente, mediu-se da absorbancia da
amostra em 425 nm, o mesmo foi realizado para o branco da amostra. Os resultados
foram expressos em miligramas de EQ (equivalente de quercetina) por grama de
amostra. As absorbancias obtidas foram quantificadas em uma equagao de reta ob-
tida por uma curva de calibragdo da quercetina (1 a 30 ug mL'1) conforme metodolo-

gia proposta e descrita por Woisky e Salatino (1998).
4.5. Determinacao da atividade antioxidante
4.5.1. Método do sequestro do radical livre (DPPH)
A determinagdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método do se-

questro do radical 2,2—difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), adaptada da metodologia pro-

posta por Brand-Williams e colaboradores (1995).
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Uma solugao estoque foi preparada e a partir desta, realizou-se o preparo de
solugdes em variadas concentragdes (83, 66, 49, 32 e 15%) conforme a Tabela 6.
Posteriormente, transferiu-se 0,3 mL das solug¢des preparadas para tubos de ensaio,
protegidos da luz, e adicionou-se 2,7 mL de solugdo de DPPH em metanol (35 ug
mL™"). Em seguida, a mistura foi mantida em repouso durante 1 hora a temperatura
ambiente, e medindo-se absorbéncia em 517 nm. Para leitura do controle, substitui-
ram-se as amostras de trabalho por uma mistura de 0,3 mL de metanol e 2,7 mL de
solucado de DPPH, efetuando-se também a leitura do branco desta amostra. O buti-

lidroxitolueno (BHT) foi utilizado como controle positivo.

Tabela 6. Concentracao inicial das amostras na cubeta.

Concentragao inicial dos extratos e particoes
Amostras

(ng mL")
Extrato/ particdes Folha Caule Raiz
Extrato etandlico 25 12 6
Hexano 200 200 600
Diclorometano 70 70 70
Acetato de etila 10 10 6
n-Butanol 7,5 6,5 6
Metanol/Agua 700 60 15

Fonte: O autor.

A porcentagem de atividade antioxidante (AA) apdés 1 hora de reacgéo, que

corresponde a porcentagem de DPPH sequestrado foi determinada pela Equacgao 2.

[Abs.controle —(Abs.amostra - Abs.branco)]

%AA = { }x 100 @)

Abs.controle

Onde:

» ADbs.controle = @absorbancia inicial da solugao constituida por 0,3 mL de metanol
e 2,7 mL de solugao de DPPH;
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» ADbs.imostra = absorbancia da mistura reacional constituida por 0,3 mL da
amostra e 2,7 mL de solugcdo de DPPH,;
» ADbs.pranco = absorbancia da mistura constituida por 0,3 mL da amostra e 2,7

mL de metanol.

A concentracdo efetiva, que consiste na quantidade de amostra necessaria
para diminuir a concentragao inicial de DPPH em 50% (CEsp), foi determinada a par-
tir da equacao da reta de uma curva analitica obtida pelo grafico da porcentagem de
DPPH sequestrado apds 1 hora de reagcdo em fungao das concentragcbes das amos-

tras.
4.5.2. Método de sequestro do radical peroxil (ORAC)

A partir dos extratos e particoes, realizou-se as diluicdes em dimetilsulfoxido
(DMSO) em uma concentragdo aproximada de 20 pg mL™ preparados em tampao
fosfato a 75 mmol L' em pH 7,4. Posteriormente misturou-se 25 pL dos extra-
tos/particdes com 150 pL de fluoresceina (0,085 nmol L'1) e incubados a temperatu-
ra ambiente por 15 min. Em seguida, adicionou-se 30 pL da solugdo de 2,2’-
azobis(2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) para inicio da reagéo. A intensida-
de de fluorescéncia (485 nmey/ 528 nmey) foi determinada em um espectrofluorime-
tro durante 90 minutos, efetuando-se leituras a cada 90 segundos. O branco da
amostra consistiu em substituir o extrato/particdo por tampéao fosfato e no controle
positivo foi utilizado acido ascorbico.

A capacidade antioxidante foi determinada por meio de uma curva analitica
construida com acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox)
(PRIOR et al., 2003). Todas as analises foram realizadas em triplicata e os seus re-

sultados foram expressos em pmol equivalente de Trolox por grama de amostra.
4.6. Determinacgao da inibicao da atividade de a-amilase e a-glicosidase

As analises de inibicdo de a-amilase e a-glicosidase foram realizadas no La-
boratério de Bioquimica e Biologia Molecular do Instituto de Genética e Bioquimica
da Universidade Federal de Uberlandia com a colaboragdao do Prof. Dr. Foued Sal-

men Espindola.
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4.6.1. Determinagao da inibicao da atividade de a-amilase

Os extratos e partigdes das amostras foram analisados em relagédo a sua ca-
pacidade em inibir a atividade da a-amilase pelo método GALG2CNP modificado,
utilizando o substrato a-(2-cloro-4-nitrofenil)-3-1,4-galactopiranosilmaltosideo (GAL-
G2-a-CNP) modificado e uma fracdo de saliva enriquecida da enzima a-amilase (f-
AS) (DE GOUVEIA et al., 2014; SANTOS et al., 2012). Para o preparo da f-AS, cole-
tou-se uma amostra de saliva humana e a armazenou a uma temperatura de apro-
ximadamente -20 °C por 48 horas. Apés esse periodo foi descongelada e centrifuga-
da a 12000 xg por 10 minutos a 20 °C e o sobrenadante foi fracionado em uma colu-
na de Q-Sepharose utilizando como fase mével um tamp&o contendo 50 mmol L™ de
Tris-HCI (cloridrato de tris(hidroximetil)aminometano) (pH 8,0), 10 mmol L' de EDTA
e 10 mmol L™ de EGTA. O volume de exclusdo da coluna de Q-Sepharose foi diali-
sado em tampao de bicarbonato de aménio (50 mmol L™, pH 7,0), liofilizado e solubi-
lizado em 50 mmol L™ de tampao acido 2-(N-morfolino)-etanossulfénico (MES), con-
tendo 5 mmol L™ de cloreto de calcio, 140 mmol L de tiocianato de potassio e 300
mmol L™ de cloreto de sédio (pH 6,0).

As amostras do extrato e particbes foram dissolvidas em DMSO e incubadas
com a f-AS (proporgéo de 1:10) durante 30 minutos a 37° C. A reagao foi iniciada
pela adicdo de 320 L do substrato GAL-G2-a-CNP (12 mmol L™) e os valores de
absorbancias foram medidos a 405 nm, durante 3 minutos, com intervalo de 1 minu-
to, a 37 ° C. O controle foi realizado substituindo o extrato/particao por tampao MES.
A acarbose foi utilizada como controle positivo. Todos os ensaios foram realizados
em ftriplicata e o resultado foi apresentado como porcentagem de inibicdo da a-
amilase, calculado por meio da Equacao 5. As Equagdes 3 e 4 determinam a ativi-
dade da enzima em U mL™" e %, respectivamente, e foram utilizadas no calculo da

inibicdo de a-amilase.

1) . [AAbsmin ~1.V£Fd]
tVs.l

x 100 (4)

Atividade da a — amilase (U mL~ (3)

(A amostra)
(A controle)

Inibicio de a — amilase (%) = 100 — Atividade de a — amilase (%)  (5)

Atividade da a — amilase (%) =
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Onde:

AAbsmin™ ¢ a diferenca de absorbancia por minuto;

Vf é o volume total da reagao (328 uL);

Vs é o volume de amostra (extrato/particdo mais enzima a-amilase, 8 uL);
Fd é o fator de diluigdo da saliva (50);

¢ € o coeficiente de absortividade molar do 2-cloro-p-nitrofenol;

| € o comprimento do percurso da luz (0,97);

Acontrole € a atividade da a-amilase;

YV V. V V V V V V

Aamostra € @ atividade da a-amilase na presenca do extrato/parti¢ao.

Todas as analises foram realizadas em triplicata com diferentes concentra-
cOes para a determinagao dos valores de Clsy. O Clsy consiste em determinar a con-
centragao inibitéria de amostra necessaria para inibir em 50% a atividade de a-
amilase. O Cls foi determinado a partir da equacao da reta obtida por uma curva
analitica do grafico de porcentagem de inibigdo versus a concentragao das amos-

tras.
4.6.2. Determinagao da inibicao da atividade de a-glicosidase

As amostras de extrato/particdes foram avaliadas em relacéo a sua capacida-
de em inibir a atividade da a-glicosidase, utilizando-se uma mistura do substrato 4-
nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (p-NPG) (SHAN et al., 2016) com uma fragao enri-
quecida da enzima a-glicosidase (f-AG) (SigmaAldrich 1-1630) (TOMA et al., 2014).
Para o preparo da f-AG, utilizou-se cerca de 200 mg de p6 cetdnico obtido do intes-
tino de rato, sendo homogeneizado em 3,0 mL de solugdo aquosa de cloreto de so6-
dio 0,9% (m v'), sendo posteriomente centrifugado a 12000 xg por 30 minutos € o
sobrenadante (f-AG) foi utilizado no ensaio. As amostras de extratos/particdes foram
dissolvidas em DMSO e incubadas com a f-AG e 1,5 mmol L™ de glutationa reduzida
(diluida em tampao fosfato a 50 mmol L™, pH 6,8) durante 20 minutos a 37 °C. A re-
acgao foi iniciada pela adi¢ao do substrato p-NPG (4 mmol L™, em tampéo fosfato de
sodio a 50 mmol L' em pH 6,8) e os valores de absorbancias foram medidos a 405
nm, durante 30 minutos a cada 5 minutos a 37 °C. O controle foi realizado substi-
tuindo os extratos/particbes por tampao fosfato. A acarbose foi utilizada como con-

trole positivo. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata, com o resultado sen-
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do expresso em porcentagem de inibicdo da a-glicosidase, calculado por meio da

Equacao 6.

(ASC controle—ASC amostra)
ASC controle

Inibicio da a — glicosidase = ( ) 100 (6)

Onde:
» ASC controle € @ area sob a curva na auséncia de extratos/particoes;

» ASC amostra € @ area sob a curva na presencga de extratos/partigdes.
4.6.3. Determinagao do potencial de inibigao de glicagao

Em um tubo de ensaio, adicionou-se 50 mg mL™" de BSA (Albumina Sérica
Bovina) diluida em tampao fosfato (200 mmol L™, pH 7,4) com posterior adigdo de
1,25 mol L™ de frutose diluida no mesmo tampao e o extrato/particées diluidos em
DMSO. Os tubos foram incubados a 37 °C por 72 horas na auséncia de luz. Apos
esse periodo, 1,6 mL de acido tricloroacético 20% (m v™') foram adicionados em ca-
da tubo e centrifugados a 10000 xg por 10 minutos e o pellet foi ressuspendido em
1,6 mL de tampé&o fosfato. A reducdo da fluorescéncia do BSA ao se ligar ao agucar
(frutose) foi avaliada em espectrofluorimetro, com excitacdo a 350 nm e emissao a
420 nm (SRI HARSHA et al., 2014). O controle foi realizado substituindo o extra-
to/particdes por DMSO. O branco foi realizado substituindo a frutose por tampao fos-
fato e o extrato/particoes por DMSO. A quercetina foi usada como controle positivo.

A porcentagem de inibigao de glicagao (IG) foi calculada por meio da Equacgéo 7.

(IFamostra — IFbranco)
IG(%) =100— 00

(IF controle — IF branco) x

Sendo:

» |Famostra: @ intensidade de fluorescéncia na presenca de extrato/particao;
» |Fpanco @ intensidade de fluorescéncia na auséncia de frutose e extra-

to/particao;
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» |Fcontrole @ intensidade de fluorescéncia na auséncia de extrato/particéo.

4.7. Atividade antimicrobiana

Os ensaios biologicos para verificagdo da atividade antimicrobiana foram fei-
tas no Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia Aplicada (LaPeMA) da Universida-
de de Franca. A atividade antimicrobiana dos extratos, particbes e dos 6leos essen-
ciais de B. campestris foram determinadas utilizando o método da microdiluicdo em
caldo (CARVALHO et al., 2011). Foi utilizado o meio de cultura CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) para os microrganismos aerobios (CLSI, 2012 a) e
CLSI para os microrganismos anaerébios (CLSI, 2012 b).

Os microrganismos utilizados, preparo das solugdes, reagentes empregados
e a metodologia do experimento para a determinagdo das concentragdes inibitorias

minimas séo descritos a seguir com base na literatura.

4.7.1. Microrganismos utilizados nos ensaios

Para determinacdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas diversas ce-
pas padrao provenientes da “American Type Culture Colection” (ATCC), sendo:
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556),
Streptococcus mitis (ATCC 49456), Aggregatibaxter actinomycetemcomitans
(ATCC43717), Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), Fusobacterium nucleatum
(ATCC 25586), Actinomyces naeslundii (ATCC 19039), Bacteroides fragilis
(ATCC25285) e Bacteroides thetaiotaomicron (ATCC 29741).

4.7.2. Preparo das amostras pelo método de microdiluigao

As amostras foram inicialmente selecionadas em concentragbes de aproxi-

madamente 8.000 ug mL™ e em seguida foram preparadas as seguintes solugées:

» Solugcao mae para teste de microdiluicdo em caldo para aerébios: retirou-se
125 pL da solugao inicial e acrescentou-se 1875 pL de caldo triptona de so-
ja (TSB), obtendo-se uma solugao de 500 ug mL™".
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» Solugcdo mée para o teste de microdiluicdo em caldo para anaerébios: reti-
rou-se 125 pL da solucdo inicial e acrescentou-se 2437,5 uL de caldo

Schaedler suplementado, obtendo-se uma solug¢ao de 500 ug mL™".
4.7.3. Preparo do inéculo

As culturas de 24 horas dos microrganismos indicadores foram transferidas
mediante o auxilio de uma alca de platina esterilizada, crescidos no meio Agar trip-
tona de soja com 0,5% de sangue de carneiro em solugéo salina. O mesmo proce-
dimento foi utilizado para preparacdo das bactérias anaerdbias com crescimento de
72 horas em Agar Schedler. O inéculo foi padronizado, fazendo a comparacéo deste
com o tubo 0,5 (1,5 x108 UFC mL™) para bactérias na escala Mc Farland. O indculo

foi preparado para todas as bactérias.
4.7.4. Preparo dos controles

Para o controle positivo frente aos microrganismos indicadores, utilizou-se o
dicloridrato de clorexidina para as bactérias aerdbias nas concentracdes de 0,115 a
59,0 ug mL™" e para as bactérias anaerdbias metronidazol nas concentracdes de
0,0115 a 5,9 ug mL™' como controle positivo. Posteriormente, realizou-se a microdi-
luicdo do caldo para os seguintes controles: esterilidade dos caldos TBS e Schae-
dler, controle da cultura (in6culo), esterilidade da clorexidina, metronidazol, amostras
e controle do DMSO.

4.7.5. Método de microdiluicao para determinagcao da concentracgao inibi-

téria minima

Este ensaio foi realizado em capela de fluxo laminar, em que todos os materi-
ais utilizados foram esterilizados previamente. Foram utilizadas microplacas estéreis
com 96 pogos, sendo adicionado em cada pogo o inoculo, o caldo triptona de soja ou
caldo Schaedler e a amostra das solucdes preparadas. Ao final o volume de cada
poco foi 100,0 pL para microrganismos aerobios e 200 yL para anaerdébios. Os inter-
valos de concentracdo das amostras foram de 0,195 a 400 pug mL™, determinando-
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se a menor concentracdo de cada amostra capaz de inibir o crescimento de micror-
ganismos indicadores.

Para os microgarnismos aerébios as microplacas foram seladas com parafil-
me e incubadas a 37 °C por 24 horas em microaerofilia, posteriormente colocadas
para incubagdo e em cada poco adicionados 30,0 uL de resazurina preparada em
solucdo aquosa 0,01% (m v™'). Este sistema revelador permite a observagao imedia-
ta da atividade antimicrobiana da amostra testada, sendo que a cor azul representa
auséncia de crescimento bacteriano e a cor vermelha, a presenca. Os microrganis-
mos anaerobicos foram incubados de 48 a 72 horas em camara de anaerobiose a 37
°C. Em seguida foi utilizado o mesmo revelador para a determinagdo das concentra-

¢oes inibitérias minimas (CIM) frente aos microrganismos anaerobios.
4.8. Atividade antifungica dos extratos e particoes frente as leveduras

Os ensaios de atividade antifungica foram realizados no Laboratério de Pes-
quisa em Microbiologia Aplicada na Universidade de Franca, utilizando-se o método
da microdiluicdo em caldo, considerando as normas estabelecidas pela NCCLS M-
27 A3 (2002).

4.8.1. Microrganismos utilizados no ensaio

Para a determinacdo da atividade antifungica dos extratos brutos, partigdes e
Oleos essenciais, foram utilizadas as cepas padrao provenientes da “American Type
Culture Collection” (ATCC), sendo: Candida albicans (ATCC 28366), Candida tropi-
calis (ATCC 13803) e Candida glabata (ATCC 15126).

4.8.2. Preparo do inéculo

O inéculo foi preparado baseado nas normas preconizadas pela NCCLS M-27
A3. Incialmente, as leveduras foram cultivadas em placas de Petri contendo Agar
Sabouraud por 24 horas a 37 °C. Posteriormente, com o auxilio de alga de platina
esterilizada, transferiu-se colonias das leveduras para tubos contendo 2 mL de solu-
¢do salina 0,85 % (m v'). Estes tubos foram comparados a escala de McFarland 0,5

para se obter o valor de 6.10° UFC mL™". Em seguida foram realizadas as diluigdes
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em caldo RPMI até que o indculo atingisse 1,2x10° UFC mL™. O meio de cultura uti-

lizado foi RPMI 1640 preparado numa solugao tampao MOPS até pH 7,2.
4.8.3. Preparo dos controles

Para o controle positivo foi utilizada a droga anfotericina B, sendo diluida em
caldo para obter concentra¢des entre 0,031 a 16,0 ug mL™". Na validagéo dos ensai-
0s, o controle anfotericina B foi testado frente a cepas de referéncia, Candida krusei
(ATCC 6258) e Candida parapsilosis (ATCC 22019), para se obter uma faixa de CIM
entre 0,5 a 2,0 pg mL™. Uma vez que se as leveduras estiverem dentro desta faixa
descrita, consideram-se os resultados validos segundo a NCCLS M-27 A3. Realizou-
se também, os controles de esterilidade do meio de cultura (caldo RPMI), controle
do indculo (que deve apresentar crescimento devido a auséncia de agentes antimi-
crobianos), controle de esterilidade dos antifungicos, controle de esterilidade dos
extratos, particoes, 6leo essencial e controle do solvente (DMSO), sendo este ultimo
o controle negativo. O controle do solvente foi realizado para que n&o haja duvidas

L]

tracdes o solvente pode levar a inibicdo do crescimento microbiano.

4.8.4. Método da microdiluicao em caldo e determinagao da Concentragao Ini-
bitéria Minima (CIM)

A técnica de determinacédo da CIM foi realizada em placas de microdiluicao
com 96 pogos. Foram realizadas diluigdes nas concentragdes de 3.000 a 1,46 pg
mL'1, utilizando-se o caldo RPMI como meio de cultura tamponado com MOPS com
pH 7,2, resultando em um volume final de 200 uL. Para o controle positivo realizou-
se 0 mesmo procedimento, com concentragées de 0,031 a 16,0 ug mL™ e para o
controle negativo, DMSO, foram testadas concentragdes variando de 5 a 1% (v.v'").

Apos a montagem das microplacas, o caldo, amostras e o indculo foram adi-
cionados, além dos controles, nos pogos e estes foram incubados por 48 horas a 37
°C. Posteriormente realizou-se a determinagao do CIM pelo uso do revelador resa-
zurina e incubadas por mais 30 minutos para posterior revelagcdo. A coloragao azul

representa auséncia de crescimento fungico enquanto a cor vermelha é presenca.
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4.9. Atividade citotoxica

Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Tripanosomatideos do Insti-

tuto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia.
4.9.1. Preparo do meio de cultura

O meio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) foi preparado de acordo
com as instrucdes do fabricante. O preparo consiste na adicdo de 10% de soro fetal
bovino (SFB), 2 mmol L™ de L-glutamina, 4.500 mg L™ de D-glicose, 2.000 mg L™ de
bicarbonato de sddio, 2.380 mg L™ de HEPES, 1.100 mg L™ de piruvato de sédio, 60
mg L™ de penicilina, 40 mg L™ de gentamicina e 10 mg L™ estreptomicina.

A cultura da célula Vero utilizada foi ATCC CCL 81 (fibroblastos de rim de
macaco verde da Africa) e foram mantidas em DMEM, a 37 °C com atmosfera imida
e 5% de CO..

4.9.2. Preparo das amostras

As amostras foram dissolvidas em metanol e diluidas com DMEM, até a for-
macdo de uma solugdo mae de 640 ug mL™. A concentragdo final de metanol da

solugao mae nao ultrapassou 3%.
4.9.3. Teste de viabilidade celular

Para avaliagdo da citotoxidade, foi utilizado o método de microdiluicdo em
placas com 96 pocos. Em cada teste preparou-se uma solugdo contendo 1x10° célu-
las em 10 mL de meio DMEM suplementado, transferindo 100 uL para cada pogo de
analise, com posterior incubacao por 6 horas a 37 °C em atmosfera umida e 5% de
CO;, permitindo que as células aderissem ao fundo do pogo. Depois de aderidas, o
meio de cultura de cada pogo foi retirado e em seguida foram adicionadas solugbes
das amostras a serem testadas nas concentragdes de 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 e
4 pyg mL™, partindo-se da solugdo mae recém preparada. O volume final de cada
poco foi de 100 pL e a concentracéo de células presentes em cada poco foi de 1x10*

células.
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Apos o procedimento descrito, a placa foi incubada por 48 horas a 37 °C com
atmosfera umida e 5% de CO,, em seguida adicionados 10 pL de solugéo revelado-
ra de resazurina a 3 mmol L' em PBS (GOMEZ-BARRIO et al., 2006). Em seguida
realizou-se a incubagao por mais 24 horas nas mesmas condi¢gdes, com posterior
medida da absorbéncia a 595 nm em um espectrofotdbmetro de microplaca. Os en-
saios foram realizados em triplicata e a partir das absorbancias, a viabilidade celular
foi calculada de acordo com o controle de crescimento (controle positivo). A concen-
tracao citotoxica CCsp, concentragdo em que 50% das células estao vivas, foi calcu-
lada construindo um grafico de dose-resposta com regressdo nédo-linear (CHIBALE
et al., 2007).

4.10. Atividade antileishmania

Estes ensaios foram realizados no Laboratoério de Tripanosomatideos do Insti-

tuto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia.

4.10.1. Preparo dos meios de cultura, cultivo dos protozoarios e preparo

das amostras

O caldo BHI foi preparado de acordo com as instrugées do fabricante, no qual
5% de soro fetal bovino (SFB) e 2,0 mmol L™ de glutamina foram adicionados. Para
o estagio promastigotas foi utilizada a cepa de PH8 contendo Leishmania amazo-
nenses, cultivada em BHI a 25 °C. Para os ensaios, as amostras foram dissolvidas
em metanol e diluidas com BHI até a formagao de uma solugdo mée de 640 ug mL™.

A concentragao final de metanol desta solugdo nao excedeu 3%.
4.10.2. Teste de viabilidade celular

Este teste foi realizado por microdiluicdo em placa de 96 pocos, através da di-
luicao da solugdo mae em meio de cultura BHI para a L. amazonensis. O volume
final de cada pocgo foi de 100 uL, sendo 20 uL de inéculo (solugédo com 1x108 parasi-
tas em 2,0 mL) com 80 pL das concentragcdes das amostras (512, 256, 128, 64,
32,16, 8 e 4 uyg mL™).
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A placa de L. amazonensis foi incubada por 48 horas a 25 °C, em seguida
adicionado em cada poco 2 L de uma solugdo de resazurina a 3 mmol L' em PBS
(GOMEZ-BARRIO et al., 2006) e novamente incubada nas mesmas condigdes.
Apos, foi realizada a medida de absorbancia em 595 nm em um espectrofotdmetro
de microplaca, sendo que todos os ensaios foram realizados em triplicata para cada
concentracdo. A viabilidade celular foi calculada em fungcdo do controle positivo, pro-
jetando um grafico de dose-resposta com regressdo nao linear para o calculo do

Clsp, concentracao em que 50% dos parasitas foram inibidos (CHIBALE et al., 2007).

4.11. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a espectrometria de
massas (CLAE/EM)

As analises das amostras de particdes das folhas, caules e raizes de B. cam-
pestris, foram realizadas no Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de Gené-
tica e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia (IGEB-UFU). O cromato-
grafo utilizado consistia em um CLAE/EM (Agilent modelo Infinty 1260) acoplado a
um espectrdmetro de massa de alta resolu¢cao QTOF (do inglés “Quadrupolo Time of
Fligth”) Agilent modelo 6520 B com fonte de ionizagao por eletrospray (IES). A colu-
na cromatografica utilizada foi da Agilent modelo Zorbax com 2,2 mm de didametro
interno e 5 cm de comprimento com particulas de 1,8 um. Para a fase movel foi utili-
zada a agua acidificada com &cido férmico 0,1%, (v v'') que consistia na fase A, en-
guanto o metanol a fase B. Foi empregue um sistema gradiente de solvente inician-
do com 2% de B e 98% de A e atingindo 98% de B em 15 minutos com permanéncia
em 2 minutos com 98% de B, retornando a 2% B em 1 minuto, a um fluxo de 0,4 mL
min”. Os parametros de ionizagdo foram: (i) pressdo do nebulizador de 58 psi, (ii)
gas secante a 8 L min™ a uma temperatura de 220 °C e (iii) aplicagdo de uma ener-
gia de 4,5 kV no capilar.

Para as analises de espectrometria de massas sequencial (EM/EM) as ener-
gias de colisao foram ajustadas de acordo com cada ion precursor, moléculas des-
protonadas, [M —H]. Os dados obtidos foram medidos em alta resolugdo no EM e
comparadas através de erro, em ppm, calculado em relacdo a massa exata utilizan-

do a equacéo 8.
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massa exata—massa experimental

Erro (ppm) = 10° (8)

massa exata
4.12. Analise estatistica

Todos os resultados das analises quimicas foram obtidos a partir da média da
triplicata com seu desvio padrdo. Para as analises de citotoxidade e antileshmania
os ensaios foram realizados em triplicata e a partir das médias das absorbancias foi
construido o grafico para o calculo do CCsy e CEsp. Ja para os testes de atividade
antimicrobiana, as amostras foram avaliadas em triplicata, expressando-se a média

aritmética dos trés valores obtidos.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Composigao quimica e atividades bioldogicas dos 6leos essenciais
5.1.1. Teor de 6leo essencial

O rendimento do 6leo essencial (OE) foi obtido em relagdo a massa da planta

e expresso em porcentagem, conforme a Tabela 7.

Tabela 7. Rendimento da extracdo dos OEs de B. campestris.

Amostra(g) Umidade (%) Oleo (g) Rendimento (%)

Flor 155,50 + 2,90 55,8+1,3 0,010 +£0,002 0,011 +0,002

Folha 100,23 £0,13 53,3+ 1,7 0,013 £ 0,006 0,025 £ 0,009

Caule 100,33 + 0,08 349+1,8 0,023 £0,004 0,066 £ 0,016

Raiz 302,93 + 5,88 29,8+0,8 0,011 +£0,003 0,012 +0,004

Fonte: O autor.

Pelos resultados da Tabela 7, o caule apresentou maior rendimento do OE
(0,066 £ 0,016%) em relagao as demais partes da planta. Na literatura foram encon-

trados dois trabalhos de 6leos essenciais (OEs) para espécies do género Banisterio-
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psis, ambos para OEs das folhas. Para B. laevifolia o rendimento foi de 0,06% (NU-
NES, 2014) e B. oxyclada 0,016% (MARTINS, 2018). Estes comparativos demons-
tram que outras espécies do género podem ter rendimentos superiores aos das fo-
Ihas de B. campestris, porém proximo ao encontrado para o caule (0,066%).

Ao comparar-se com outras espécies, o OE das folhas de Byrsonima verbas-
cifolia, coletado em diferentes estagées do ano, apresentou rendimento variando de
0,003 a 0,005% (LOURENCO et al., 2015), estando abaixo do encontrado para B.
campestris. Entretanto, o rendimento do OE obtido é inferior aos apresentados por
outras espécies ja estudadas.

Chang e colaboradores (2011) obtiveram um rendimento de 0,94; 0,64; 0,15 e
0,12%, respectivamente, para frutos, folhas, caule e raizes de C. pubescens. No
trabalho de Sousa e colaboradores (2015), foi obtido um rendimento de 0,39% para
as folhas de E. calycina. Ja Cunha e colaboradores (2013), conseguiram um rendi-
mento de OE de 0,94, 0,46 e 0,12 % para o oleo das folhas, da casca e da madeira,

respectivamente, para Cassia bakeriana.

5.1.2. Identificacao dos constituintes volateis dos 6leos essenciais

Quarenta e cinco compostos foram identificados nos OEs das diferentes par-
tes de B. campestris, sendo identificado um total de 96,19% somente na flor, predo-
minando os monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados. Na Tabela 8 estdo repre-

sentadas as composicoes dos OEs obtidos nas diferentes partes da planta.

Tabela 8. Composigéo quimica dos OEs de B. campestres.

Composigao (%)

Compostos 1A 1A Método

Teérico Real Identificagdo Raiz Caule Folha Flor
1 Hex-3-en-1-ol (Z) 850 862 a,b,c,d - - - 0,55
2 Hexan-1-ol 867 878 a,b,c,d - - - 2,01
3 Linalool 1095 1095 a,b,cd - - - 3,23
4 Alcool feniletilico 1117 1114 a,cd - - - 0,54
5 Nona-2,6-dien-1-ol(E,Z) 1159 1165 a,b,cd - - - 0,33
6 Non-2-en-1-ol (E) 1163 1168 a,b,cd - - - 0,35
7 Alfa Terpineol 1195 1195 a,b,c.d - - 0,95 244
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Composigao (%)

Compostos 1A 1A Método

Tedérico Real Identificagido Raiz Caule Folha Flor
8 Nerol 1227 1230 a,b,c,d - - - 0,40
9 Geraniol 1253 1256 a,b,c,d - - 0,83 1,86
10 Eugenol 1359 1361 a,b,c - - 0,42 1,00
11 Cariofileno (2) 1408 1403 a,c,d - - - 0,44
12 Cariofileno (E) 1417 1417 a,b,d 0,45 - - -
13 Geranil acetona 1453 1456 a,b,cd - - 0,61 -
14 N.I. 1462 1468 - - - 0,52
15 Dodecan-1-ol 1473 1476 a,b,c.d 1,06 0,39 - -

1R,3Z,9S-4,11,11-trimetil-8-
16 metilenobiciclo [7.2.0]Jundec- 1494 1482 b 4,81 - - -
3-eno
17 Beta-ionona 1486 1490 a,b,cd - - 0,91 -
18 Tridecan-2-ona 1495 1500 a,c,d - - 0,90 -
19 Nerolidol (Z) 1531 1535 a,cd - - - 3,17
20 NI 1547 0,52 - - -
21 Nerolidol (E) 1564 1570 a,b,c,d 0,82 0,84 1,15 10,51
22 Acido dodecanoico 1575 1579 a,b,c.d 0,86 - - -
03 Dodecan-1-ol acetato 1609 1604 bd 168 ] ] ]
(acetato de laurila)
24 N.1. Alcool sesquiterpeno 1651 - 1,38 - - -
25 Alfa cadinol 1651 1658 b - - - 0,42
26 Tetradecan--ol 1679 1684 ab.cd 053 - 107 -
(Alcool miristico)
27 Pentadecan-2-ona 1697 1703 a,b,d - - 1,52 0,32
28 Pentadecanal 1717 1718 b - - 1,22 -
29 N.I. 1739 058 - - -
30 ACi&f’CLitﬁ?r‘f;?C”oo)ico 1776 1781  a,bd 358 225 139 22
31 Hexahidrofarnesil 1847 1848 b,d - - 266 295
Acetona

32 Acido pentadecanoico 1887 1881 b,d 2,16 1,93 0,76 0,66
33 Hexadecan-1-ol 1881 1887 b,c.d 0,60 - 0,62 -
34 N.I. 1891 - - 0,54 -
35 N.I. 1897 - - 1,97 -
36 Farnesil acetona 1919 1921 a,b,c,d - - 0,65 -
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Composiciao

1A 1A Método
Compostos
Teérico Real Identificagdo Raiz Caule Folha Flor
Acido cis-9-hexadecenoico
1957 1962 b,d - 4,15 1,13 -
(acido palmitoleico)
Acido Hexadecanoico (Acido
38 1979 1980 a,b,cd 57,39 49,79 2298 3943
palmitico)
39 (E,E)-Geranil linalool 2026 2033 a,c,d - - 249 0,97
Octadecan-1-ol
40 i ) 2084 2088 a,b,cd - - 0,51 -
(Alcool estearilico)

41 Fitol 2119 2117 b,d - - 22,98 2,33
42 Acido linoleico 2155 2149 b,d 10,38 11,63 0,80 2,75
43 N.I. 2159 2147 - - - 1,60

44 Acido Oleico 2159 2155 b,d 547 4,83 3,49 -

Acido octadecanoico
45 , 2180 2177 b,d - - 0,88 -
(Acido estearico)

46 Acetato de octadecila 2208 2207 a,b,d 1,12 2,81 0,55 -

47 N.I. 2250 0,82 - - -
48 Tricosano 2300 2279 a,b,d - - - 1,52

49 Acetato de eicosila 2409 2390 b,d 0,49 1,11 - -

50 N.I. 2445 - 0,87 1,69 - -
51 Pentacosano 2458 b,c,d - - - 1,24
52 Heptacosano 2700 d - - 2,54 5,49

53 N.I. 2736 - - 9,86 - -
54 N.I. 2830 - - - 1,60

55 N.I. 2825 - - 4,57 - -

56 Esqualeno 2831 2868 b 0,96 1,89 3,63 -

57 N.I. 2909 - - - 1,27 -

58 N.I. - - - 0,70 -
59 Triacontano 3000 3000 a,c - - 14,88 9,08
Total (%) 96,53 97,74 97,00 99,91
Compostos identificados (%) 92,36 81,62 92,62 96,19

Fonte: O autor.
Sendo:

> |A= indice aritmético sobre a coluna OV5 (comparagéo com n-alcanos Cg —

Cao);
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» N.l.= N&o Identificado.

> Método de identificagdo: a) indice aritmético, b) biblioteca de espectros de
massas e indice de retengdo Adams, c) comparagao dos espectros de
massas com a biblioteca Wiley, d) comparagédo dos indices aritméticos e

espectros de massas com NIST 2017.

Os dados da Tabela 9 apresentam a classificagdo dos compostos no OE por
grupos funcionais. Ao comparar as Tabelas 8 e 9, observa-se que os diterpenos oxi-
genados foram identificados apenas nos 6leos da folha e flor. Os aldeidos foram re-
presentados somente pelo composto pentadecanal (1,22%), que foi encontrado no
Oleo das folhas. Entre os triterpenos destaca-se esqualeno, que foi identificado em
todas as partes da planta: raiz (0,96%), caule (1,89%) e folha (3,63%), com excegao

da flor onde nao foi identificado.

Tabela 9. Classificagdo e composigdo dos compostos presentes nos OE de

diferentes partes de B. campestris.

Grupo funcional Raiz Caule Folha Flor
Alcool 219 0,39 2,2 3,78

Aldeido - - 1,22 -
Cetona - - 5,08 3,27

Ester 3,29 3,92 0,55 -
Monoterpenos oxigenados - - 3,72 8,93

Sesquiterpenos oxigenados 0,82 0,84 1,8 14,10

Sesquiterpeno ndo oxigenados 5,26 - - 0,44
Diterpenos oxigenados - - 2547 3,3
Triterpeno 0,96 1,89 3,63 -
Alcanos de cadeia longa - - 17,42 17,33
Acidos graxos 79,84 74,58 31,43 45,04

Compostos nao identificados 417 16,12 4,48 3,72

Fonte: O autor.

Dezesseis compostos foram encontrados no OE da raiz desta espécie, tendo
como principais constituintes o acido palmitico (57,39%), linoleico (10,38%), oleico
(5,47%) e 1R,3Z,9S-4,11,11-trimetil-8-metilenobiciclo [7.2.0lundec-3-eno (4,81%),
Figura 19.
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O OE da raiz de B. campestris é constituido por alcoois alifaticos (2,19%),
acidos graxos (79,84%), ésteres (3,29%), sesquiterpeno oxigenado (0,82%), sesqui-
terpenos ndo oxigenados (5,26%) e triterpenos (0,96%). No cromatograma da anali-
se do CG-EM mostrado na Figura 19, observou-se que estes componentes apresen-

taram tempo de retencdo entre 23 a 75 minutos.

Figura 19. Cromatograma do 6leo essencial da raiz.
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Os OEs de outras plantas também apresentam altos indices de acidos gra-
X0s, como o da espécie C. bakeriana cujo OE é obtido da sua madeira e casca, sen-
do predominantemente composto por acidos graxos, representando 51,27 e 85,35%
respectivamente, conforme reportado por Cunha e colaboradores (2013). Em outro
estudo, Furtado e colaboradores (2014) avaliaram a composi¢ao quimica do OE do
caule de Inga Laurina, sendo identificada uma grande quantidade de acidos graxos,
46,84%, e em particular o acido palmitico, 25,40%. Ja no trabalho de Chang e cola-
boradores (2011), no OE obtido da raiz de C. pubescens predominaram os sesqui-
terpenos e apresentou apenas um monoterpeno, o acetato de alfa-terpenila. Na lite-
ratura nao foi encontrado nenhum trabalho relacionado ao OE da raiz, para plantas
do género Banisteriopsis para efeito comparativo com o estudo realizado na presen-
te tese.

Neste trabalho, a composi¢cdo quimica do OE do caule apresentou como
componentes principais, os acidos: palmitico (49,79%), linoleico (11,63%), oleico
(4,83%), palmitoleico (4,15%) e outros em menor quantidade (4,18%) totalizando

74,58% da classe de acidos graxos. Outras classes de compostos foram determina-
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das, entre as quais os: alcoois (0,39%), ésteres (3,92%), sesquiterpenos (0,84%) e
triterpenos (1,89%) (Figura 20). A percentagem dos compostos n&o identificados foi
de 16,12%, tendo sua importancia dentro da composi¢cao do 6leo, podendo estar
contribuindo com as atividades biolégicas apresentadas pela planta (NUNES, 2016;
SILVA, 2012).

A Figura 20 apresenta o cromatograma da analise de CG-EM do OE do caule

de B. campestris.

Figura 20. Cromatograma do 6leo essencial do caule.
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Pelo cromatograma foram identificados onze compostos presentes no OE do
caule, sendo obtido um cromatograma de analise por CG-EM muito similar ao da raiz
com compostos, cujo tempo de retencao foi de 25 a 75 minutos. Os compostos iden-
tificados no OE do caule também foram identificados na raiz, com exce¢ao do acido
palmitoleico que foi encontrado apenas no caule.

Para a folha de B. campestris o cromatograma obtido é o descrito pela Figura
21. Os constituintes majoritarios foram o acido palmitico e fitol com (22,98%) cada,
seguido do triacontano (14,88%).
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Figura 21. Cromatograma do 6leo essencial da folha.
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Neste cromatograma, verificou-se que o OE da folha apresentou picos croma-
tograficos em tempos de retengao entre 10 a 80 minutos, sendo que os compostos
majoritarios apresentaram tempos de retengao acima de 45 minutos.

No OE das folhas de B. campestris foram identificados vinte e sete compostos
organicos volateis totalizando 92,52% de sua composi¢cado. Assim, foram encontra-
dos metabdlitos em maior porcentagem entre os quais: acidos graxos (31,43%), di-
terpenos (25,47%) e alcanos de cadeia longa (17,42%). Também foram identificadas
outras classes de metabdlitos como monoterpenos (3,72%), sesquiterpenos (1,8%),
triterpeno (3,63 %), seguidos dos alcoois, aldeidos, cetonas e ésteres (9,05%).

A constituicdo quimica e o potencial biolégico dos OEs das espécies de Ba-
nisteriopsis foram pouco investigados até o momento. Na literatura, trabalhos envol-
vendo a caracterizagao quimica de OEs foram encontrados apenas para B. laevifolia
e B. oxyclada. Ao comparar a composi¢ao quimica do OE das folhas de B. laevifolia,
foram identificados como constituintes majoritarios, (Z)-3-hexen-1-ol, o diterpeno fitol
e untriacontano (NUNES, 2014). Para o OE das folhas de B. oxyclada, tem se como
componentes majoritarios o (Z)-hex-3-en-1-ol, (Z)-hex-2-en-1-ol e fitol (MARTINS,
2018). Entre estes compostos, apenas o fitol foi observado no éleo das trés espé-
cies, sendo que no oleo das folhas de B. campestris encontrado em maior percentu-
al.

O cromatograma obtido para o 6leo da flor de B. campestris pode ser obser-
vado na Figura 22. Ele apresenta em sua composigao acido palmitico (39,43%), (E)-

Nerolidol (10,51%) e triacontano (9,09%), como componentes principais.
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Figura 22. Cromatograma do 6leo essencial da flor.
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Para o OE da flor, o acido palmitico foi o constituinte majoritario (39,43%), o
qual esta presente em todas as partes da planta em maior composi¢cao. O OE da flor
destaca-se em relagcdo a outras partes da planta, devido a presenga em maior per-
centagem de monoterpenos (8,93%) e sesquiterpenos (14,1%).

Barénio e colaboradores (2017) avaliaram a relacdo entre os OEs das flores
de diferentes espécies de Banisteriopsis, dentre elas B. campestris com a visitacao
de abelhas. Os autores observaram que a espécie de B. campestris foi predominan-
te a presenca de acidos graxos, n-nonocasano e hexadecanoato de metila. Ja Car-
neiro e colaboradores (2017), identificaram no 6leo de flores da espécie E. Klotzs-
chiana (Myrtaceae), conhecida como péra do Cerrado, alto teor de hidrocarbonetos
sesquiterpenos (64,2%) principalmente: a-(E)-bergamoteno (29,9%), germacreno-D
(12,1%) e B-bisaboleno (10,2%), e os monoterpenos oxigenados, tais como: o gera-
niol (1,6%), o citronelol (1,4%) e o eugenol (1,7%), apresentando maiores percentu-
ais de sesquiterpenos e monoterpenos em relacao ao 6leo das flores de B. campes-
tris.

Acidos graxos foram a principal classe de compostos encontrada nos OEs
das diferentes partes da planta de B. campestris, destacando-se o acido palmitico
que foi o componente majoritario. A analise cromatografica indicou também a pre-
senca de acidos graxos insaturados, sendo identificados os acidos palmitoleico, lino-
leico e oleico.

No estudo do 6leo da semente de Banisteriopsis pubipetala os compostos

majoritarios foram os acidos graxos: palmitico, oleico, linoleico e eicosanoico, sendo
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constatada a auséncia de compostos volateis nas sementes (PRAZERES et al.,
2017). No estudo realizado com 6leo da semente de Malpighia glabra (acerola) da
familia Malpighiaceae os acidos palmitico, estearico, oleico e linoleico foram identifi-
cados, sendo que os acidos graxos insaturados foram mais abundantes do que os
acidos graxos saturados (EGYDIO; SANTOS, 2012). Os acidos palmitico e oleico
estdo presentes no 6leo da polpa de Caryocar brasiliense (pequi), que € uma planta
caracteristica do cerrado nas proporgdes 38,11% e 56,5% (TRAESEL et al., 2016).
Estes compostos também estdo presentes no 6leo essencial das partes de B. cam-
pestris como uns dos constituintes majoritarios.

Derivados terpénicos, tais como, os monoterpenos, sesquiterpenos, diterpe-
nos e os fenilpropandides sao importantes constituintes dos OE obtidos de plantas
(SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012). Os terpenos e terpenoides
apresentam relevante importancia para o setor de aromatizantes, sendo imprescin-
diveis na determinacédo do sabor dos alimentos. Alguns sdo precursores de vitami-
nas e outros apresentam papel importante na defesa contra herbivoros (FILIPE; BI-
CAS, 2017). No presente estudo foram identificadas quatro classes de terpenos de
acordo com as unidades de isopreno: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e

triterpeno. A classificacdo pode ser observada na Tabela 10.

Tabela 10. Classificagédo dos terpenos identificados nos OEs das diversas partes de B. campestris.

Numero
Unidades Parte do
de Carbo- Classificagao Estruturas dos Terpenos
Isopreno Vegetal
nos
Linalool
~ O
Folha Alfa Terpineol
2 10 Monoterpeno e / Y; OH
Flor

Geraniol

o
—O0

Eugenol
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Continuacao Tabela 10.

Unidades Numero Parte do

Classificagido Estrutura dos Terpenos
isopreno de carbonos Vegetal
HO \
\
(E) Nerolidol
Raiz, Caule,
3 15 Sesquiterpeno folha e H
Flor
Ho \H
Alfa cadinol
74 A\ A\ A\
OH
(E,E)-Geranil-Linalol
4 20 Diterpeno Folha e Flor
A
OH
Fitol
] Raiz, Caule g g g % 7 7
6 30 Triterpeno
e Folha
Esqualeno

Fonte: O autor.

O fitol € um alcool alifatico, sendo considerado um diterpeno (20 atomos de
carbono e 4 unidades de isopreno) sendo de grande importancia, trata-se de um dos
principais componentes da clorofila (VETTER et al., 2012). E utilizado na industria de
cosméticos, xampus, sabonetes, detergentes entre outros (MCGINTY et al., 2010).
Na medicina, apresenta atividades antinociceptivas e antioxidantes (SANTOS et al.,
2013), bem como antinflamatéria e antialérgica (RYU et al., 2011), além de estudos
apontarem atividade antimicrobiana contra Mycobacterium tuberculosis e Staphylo-
coccus aureus (SAIKIA et al., 2010; IONUE et al., 2005).

O esqualeno é um triterpeno polinsaturado que possui 6 unidades de isopre-

no, e € encontrado em o6leo de figado de tubardo, no amendoim, abdbora e azeite
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(AMAROWICZ, 2009). Apresenta propriedades preventivas no desenvolvimento do
céncer e uma alta atividade antitumoral. Pesquisas edemiologicas com animais
apontam que o esqualeno possui promissoras propriedades anticancer (GUNES,
2013).

O (E,E)-Geranil linalool € um diterpeno oxigenado, constituinte de fragrancia
usada em cosméticos decorativos, fragrancias finas, xampus, sabonetes e outros
artigos de higiene pessoal. A quantidade utilizada até 2008 em todo mundo era cer-
ca de 0,1 toneladas por ano (LAPCZYNSKI et al., 2008).

As féormulas estruturais dos compostos identificados nos OE das diversas par-
tes desta espécie estao representadas na Figura 23. Os numeros dos compostos

desta figura estdo de acordo com a numeragao dos compostos na Tabela 8.



Figura 23. Férmulas estruturais dos compostos identificados de B. campestris.
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5.1.3. Atividades antimicrobiana e antifungica dos 6leos essenciais

A avaliacdo da atividade antimicrobiana de B. campestris foi determinada
frente aos microrganismos orais aerébios e anaerdbios, assim como sua citotoxici-
dade. As atividades antifungicas foram avaliadas contra as leveduras Candida albili-
cans, Candida tropicalis e Candida glabrata. O método empregado foi o de microdi-
luicdo em caldo, e a concentracgéao inibitéria minima (CIM) foi determinada. Os resul-
tados dos ensaios da atividade antimicrobiana dos OEs da flor, folha, caule e raiz

sao descritos na Tabela 11.

Tabela 11. Atividade antimicrobiana dos OEs.

Amostras de 6leos essenciais

Bactéria Concentragao inibitéria minima (CIM) pg mL”

Flor Folha Caule Raiz

Streptococcus mutans

(ATCC 25175) 400 >400 200 100
Streptococcus mitis
§ (ATCC 49456) 200 >400 100 50
"g Streptococcus sanguinis
< (ATCC 10556) 25 >400 50 12,5
Agregatibacter actinomycetemcomitans
(ATCC 43717) 200 >400 200 50
Porphyromonas gingivalis
* ATCC 33277 50 200 50 25
:‘.é Fusobacterium nucleatum
) ATCC 25586 200 400 50 25
& Actinomyces naeslundii
ATCC19039 50 400 12,5 12,5
CCs (Mg mL'1) Celulas Vero - 89,12+7,06 >512 237,76 + 24,02
Fonte: O autor.
Sendo:

» Controle positivo para bactérias aerdbias: Clorexidrina;

» Controle positivo para bactéricas anaerobicas: Metronidazol.
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Segundo Freires e colaboradores (2015), valores de CIM < 100 ug mL™" con-
sidera-se uma atividade muito forte; entre 101 a 500 ug mL™" forte; de 501 a 1000 ug
mL" moderada, e > 1000 ug mL™" baixa. O OE extraido das raizes da espécie B.
Campestris apresentou inibicdo para todas as espécies de bactérias estudadas, de
12,5 a 100 ug mL™. Para o OE proveniente do caule, obteve-se uma inibicdo para as
bactérias P. gingivalis, A. naeslundii, F. nucleatum, S. sanguinis e S. mitiis, de
50 a 100 ug mL™". Ja o OE das folhas foi o que apresentou menor atividade, > 400
Mg mL", para maior parte das bactérias investigadas. Por outro lado, o OE das flores
apresentou elevada inibicao contra as bactérias anaerobias P. gingivalis e A. naes-
lundi, de 50 yg mL™', e moderada para F. nucleatum, 200 ug mL™". Para as bactérias
aerobias, o OE da flor apresentou atividade muito forte contra S, sanguinis, 25 ug
mL™, e forte para as demais. Estes resultados foram mais satisfatorios em relacéo
ao trabalho de Nunes (2016) com a espécie B. laevifolia que apresentaram valores
de CIM superior a 400 ug mL™ frente as bactérias aerdbias e anaerdbias com OE da
folha.

A atividade antimicrobiana do OE do caule e da raiz da espécie B. campestris
pode estar relacionado a presenga majoritaria de acidos graxos (acido palmitico, li-
noleico e oleico) em sua composigao (>70%), tendo sido estas propriedades antimi-
crobianas reconhecidas e relatadas pela literatura (FREIRES et al., 2015; MARTINS
et al., 2015; DEBOIS; SHIMITH, 2010). Outra possibilidade pode estar relacionada a
presenca de um metabdlito em maior concentragdo no OE ou a associagao sinérgica
entre estas moléculas presentes, resultando em interagdes sinérgicas entre molécu-
las ndo identificadas na composicdo dos OEs extraidos das diversas partes de plan-
tas (CARDOSO et al., 2016; CREVELIN et al., 2015).

A atividade citotoxica para as células Vero foi avaliada para os diferentes OE
através do indice de seletividade (IS) expresso pelo logaritmo da raz&o entre a con-
centracao citotoxica (CCsp) e CIM. O IS para o OE da folha na concentragédo de 400
e 200 ug mL™" foram de -0,65 e -0,35. Para o 6leo do caule os valores de IS obtidos
foram 1,61; 1,01; 0,71 e 0,41, respectivamente, para as concentracdes de 12,5; 50;
100 e 200 pg mL™". Ja o éleo da raiz, nas concentragdes de 12,5; 25 e 50 ug mL™"
foram obtidos, respectivamente IS de 1,27; 0,97 e 0,67.

Os resultados obtidos com os OEs do caule e das raizes apresentaram maior
toxidade aos microrganismos em relagao as células Vero na mesma concentragao.

Os valores de IS foram positivos, sendo altamente seletivos para as bactérias aero-
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bicas e anaerdbicas. Isto resulta em uma baixa toxicidade, que pode ser atribuida a
presencga de alcoois, ésteres, sesquiterpeno e acidos graxos. Para os oOleos extrai-
dos das folhas, os valores de IS foram negativos, -0,35 e - 0,65, sendo toxicos para
as células Vero e representando uma baixa atividade antimicrobiana.

A partir desta classificacdo pode-se considerar que os 6leos de B. campestris
evidenciaram um efeito antimicrobiano entre promissor e bom, uma vez que as bac-
térias testadas sofreram inibicdo com CIM entre 12,5 a 400 ug mL™ e exibiu baixa
citotoxidade. Portanto, os OEs de B. campestris podem vir a ser empregados como
uma alternativa natural na prevencdo de doengas causadas por microrganismos,
visto que os 6leos apresentaram relevante atividade contra bactérias aerdbias e
anaerdbias.

Os resultados da atividade antifungica estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Atividade antifungica dos OEs.

Amostras de 6leos essenciais

1

Leveduras Concentragao inibitoria minima (CIM) yg mL"
Flor Folha Caule Raiz
Candida albicans >3000  >3000  >3000 >3000
Candida tropicalis >3000 >3000 >3000 >3000
Candida glabrata >3000  >3000  >3000 >3000
CCso (Mg mL™) Celulas Vero - 89,12+7,06 >512 237,76 +24,02

Fonte: O autor.

Sendo:

» Controle positivo para leveduras: Anfotericina.

Pela Tabela 12, observa-se que a atividade antifungica apresentou valores de
CIM superiores a 3.000 ug mL™" para as diferentes espécies de leveduras e 6leos
testados. Além disso, as concentragdes utilizadas para os 6leos nao foram suficien-
tes para inibigdo dos fungos, uma vez que o resultado encontrado é elevado para
estudo de dleos frente a Candida, sugerindo o uso de concentragdes bem mais ele-
vada de OEs para obtencao de resultados satisfatorios (BUCHBAUER; LANG,
2011). Os valores de IS foram negativos, -1,5; -0,77 e -1,1, indicando a toxicidade do

Oleo para as células Vero, ndo sendo possivel constatar atividades antifungicas nos
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microrganismos avaliados para os OEs obtidos da espécie B. campestris. Ensaios
antifungicos com dleo essencial da folha de Banisteriopsis laevifolia foram encontra-
dos CIM de 1.000 ug mL™". Também foi realizado um ensaio citotéxico frente a célu-
las Vero, que apresentou indice de seletividade negativo significando toxidade do
oleo das folhas (NUNES, 2014).

5.1.4. Atividade antileishmania dos 6leos essenciais
Os OEs foram submetidos a ensaios para avaliacao de atividade antileishma-

nia em relagao a L. amazonensis e a citotoxidade, os resultados estao apresentados
na Tabela 13.

Tabela 13. Atividade antileishmania (Cls) e citotoxidade (CCsy) dos OEs.

. . L. amazonensis Celulas Vero
Oleo essencial " 4
Clso (M mL™) CCs(umL")

Folha 294,88 + 23,65 89,12+7,06 -0,50
Caule 234,62 + 20,54 >512 0,34
Raiz 157,30 £ 33,70 232,79 £24,02 0,17

Fonte: O autor.

Sendo:

> Controle positivo atividade antileishmania: Anfotericina B.

Os OEs extraidos das diferentes partes de B. campestris apresentaram ativi-
dade inibitéria contra L. amazonensis. O destaque é para o OE proveniente das rai-
zes que apresentou melhor atividade, ou seja, menor valor de Clsg. Isto pode ser
atribuido aos principais compostos encontrados ou a acgao sinérgica de todos os
constituintes. A atividade antileishmania e a citotoxidade das células Vero foram
comparadas pelo indice de seletividade (IS) (MARTINS et al., 2015). Um valor positi-
vo indica uma maior seletividade contra protozoario Leishmania, e um valor negati-
vo, indica uma maior toxidade para as células Vero. Para os OEs extraidos do caule
e das raizes, obteve-se respectivamente um IS de 0,34 e 0,17.

Estudo da atividade de Leishmania amazonensis e citotoxidade do OE de M.
oficinalis, erva cidreira verdadeira, nas concentracdes 62,5 e 125 pug mL™ exibiram

maior capacidade para impedir a replicagao do protozoario. Além disto, mostrou-se
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mais eficaz mesmo em concentragdes menores, de toxicidade reduzida (COSTA et
al., 2016).

Comparando com resultados obtidos do 6leo da raiz, folha e flor de Vermonia
brasiliana, assa-peixe, apresentaram valores de CEsg para atividade antiprotozoaria
239 ug mL™ para o 6leo da raiz e 210 pg mL™" para o dleo da folha (MARTINS et al.,
2015). Lugo e colaboradores (2015) estudaram a composigao quimica e a atividade
antiprotozoaria do OE da folha de Diospyros hispida testada frente ao parasita
Leishmania amazonensis, e obtiveram o valor de CEsy de 178 ug mL™.

Portanto, ao se comparar os resultados da atividade antiprotozoaria com a ci-
totdéxica por meio do indice de seletividade (IS), os OEs extraidos do caule e das
raizes apresentaram maior efeito inibitério para os protozoarios e menor toxidade.
Isto revela a probabilidade de se encontrar novas moléculas bioativas com atividade

antileishmania para o tratamento desta doencga tdo negligenciada.

5.1.5. Capacidade antioxidante e inibigcao da glicacao dos 6leos essenci-
ais

O potencial antioxidante foi avaliado utilizando dois métodos diferentes: DPPH

e ORAC. O acido ascorbico foi usado como controle para ambos os métodos. Para o
método DPPH, a porcentagem de inibi¢cao foi de 97,45% de acido ascorbico e pelo
método ORAC o resultado obtido para o controle foi de 2.489,5 pymol trolox eq g™'. O
método ORAC avalia o grau de inibicdo da oxidacao induzida pelo radical peroxil em
relagcdo a compostos de interesse, sendo bastante utilizado em analise de alimentos
(HAYTOWITZ; BHAGWAT, 2010). Os resultados da atividade antioxidante e glicagao

sao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Capacidade antioxidante e inibi¢do da glicagdo dos OEs.

DPPH % ORAC IG %
Amostras a
pmol trolox eq g

Folha 13,19 £ 0,21 205,95 + 34,58 40,81 £ 13,59

Caule 13,60 550 702,23 £ 172,24 79,11 +1,18

Raiz 64,24 +2,02 415,60+ 126,90 54,37 £10,12

Acido Ascérbico 97,45+0,35 2489,50 + 109,60

Quercetina 97,5+0,70

Fonte: O autor.
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Pelo método de ORAC os valores obtidos foram de 702,23 e 415,60 umol tro-
lox eq g para os OEs do caule e raizes, respectivamente. Pelo método DPPH, fo-
ram obtidos 13,19 e 13,60%, respectivamente para folhas e caule, sendo que a raiz
apresentou um percentual maior, 64,24%, em relagao as outras partes da planta.

Carneiro e colaboradores (2017) estudaram a atividade antioxidante do OE
das folhas e flores de Eugenia klotzschiana Berg (Myrtaceae), relatando moderadas
atividades quando comparadas a antioxidantes sintéticos usados em alimentos. Ja
Damasceno e colaboradores (2011) avaliaram a atividade antioxidante do éleo da
folha de Lippia grandis onde os valores foram 18,9 ug mL’ para DPPH e 240,4 mg
TE g. Para B. campestris os OEs do caule e raiz também apresentaram atividades
antioxidantes promissoras para ambos os métodos, que pode ser atribuida a pre-
senga de acidos graxos como acido palmitico, linoleico e oleico. Ja a atividade antio-
xidante para o 6leo da folha pode ser atribuida a presenca de diterpenos e monoter-
penos.

A glicagao € um processo em que uma molécula de glicose se liga com uma
proteina, como colageno e elastina, e que desestabiliza as proteinas podendo de-
grada-las. Esta acao é tdo danosa quanto a dos radicais livres. As amostras de 6leo
da raiz e caule apresentaram uma inibigdo para glicagédo acima de 50%, com desta-
que para o caule com porcentagem de 79,11%.

Comparando-se os resultados da glicagdo com a atividade antioxidante obtida
pelos métodos DPPH e ORAC dos 6leos essenciais, observa-se que em ambos 0s
ensaios os acidos graxos saturados e insaturados estao presentes. Com isso, pode-
se inferir que quanto maior o potencial de acdo antioxidante ocasionado por acidos

graxos, maior sera a inibi¢gao para glicagao.
5.2. Extratos da raiz, caule e folhas
5.2.1. Determinagao do teor de umidade
O teor de umidade foi determinando para se conhecer a quantidade de agua
existente na planta. Isto garante que ela ndo seja quantificada como produto em de-

terminadas analises. Os resultados dos teores de umidade estdo apresentados na
Tabela 15.
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Tabela 15. Teor de umidade nas amostras.

Amostras Teor de umidade (%)

Raiz 9,0+0,5
Caule 9,3+0,7
Folha 9,3+0,3

Fonte: O autor.

5.2.2. Extrato etandlico

A raiz, caule e folha foram submetidos a extragdo em etanol por maceragao a

temperatura ambiente. Os resultados sao apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Massas e porcentagens dos extratos etandlicos obtidos.

Amostras Massa do material vegetal (g) Extrato (g) Teor de extrato etandlico (%)

Raiz 1567,59 78,89 5,03
Caule 650,74 31,41 4,83
Folha 554,74 42,95 7,74

Fonte: O autor.

A folha apresentou maior percentagem de extrato etandlico do que o presente
no caule e raiz, indicando que a folha possui uma maior quantidade de substancias
soluveis no solvente da extracdo. Estudos recentes com as folhas de plantas do
mesmo género de B. laevifolia (NUNES, 2016) e B. argyrophylla (OLIVEIRA, 2016)
apresentaram resultados semelhantes, respectivamente, de 11,7 e 11,63%. Ja no
trabalho de Martins (2018) com a espécie B. oxyclada, o extrato etandlico da folha,
caule e raiz apresentaram, respectivamente, um rendimento de 10,34; 6,41 e 8,48%,

sendo superiores aos encontrados no presente trabalho.
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5.2.3. Particao liquido-liquido dos extratos em etanol

Para os extratos das folhas, caule e raiz em etanol, utilizou-se massas de
25,02; 24,97 e 46,59 g, respectivamente, e foram submetidos a particao liquido-
liquido em solventes orgénicos de polaridade crescente. As particdes obtidas foram
hexano, diclorometano, acetato de etila, n-butanol e o residuo remanescente foi de-
nominado de particdo metanol/agua, conforme rendimento apresentado na Tabela
17.

Tabela 17. Rendimento da parti¢ao liquido-liquido dos extratos.

Amostras Folha Caule Raiz

Hexano 2,40g-959% 1,14g-4,56% 0,669 -1,42%
Diclorometano  1,93g-7,71% 1,129 — 4,48% 0,91- 1,95%
Acetato de etila  1,389-5,51% 1,46g-5,85% 7,19 -15,43%

n-butanol 5,929 - 23,66% 8,229 —-32,92% 21,51-46,17%

Metanol/agua 4,029 —16,07% 7,329 -29,31% 11,11-23,84%

Fonte: O autor.

Analisando os resultados da Tabela 17, a particdo com diclorometano foi a
que apresentou menor rendimento para os extratos da planta. Por outro lado, a par-
ticdo n-butanol teve o maior rendimento para as diversas partes da planta, podendo
ser atribuido a presenga em maior quantidade de compostos com polaridade mais

elevada.

5.3. Prospeccao fitoquimica, fenodis totais, proantocianidinas e flavonoi-

des
5.3.1. Prospeccao fitoquimica
A prospeccao fitoquimica foi realizada por meio de CCD, com a utilizagdo de

duas fases moveis: uma polar e outra apolar. Os reveladores quimicos empregados

foram cloreto de aluminio e NP/PEG para flavonoides, iodocloro platinado e Dragen-
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dorff para alcaloides, Libermann-Buchard para terpenos e esteroides, e Anisaldeido

para terpenos, esteroides, fenol e agucares. Os resultados da prospecc¢ao fitoquimi-

ca para folha, caule e raiz de B. campestris sdo apresentados na Tabela 18, nao

sendo verificada a presenca de alcaloides em nenhuma dos extratos e partigcoes.

Tabela 18. Prospeccao fitoquimica dos extratos etandlicos e particdes da folha, caule e raiz de B.

campestris.
Terpenos este-
Terpenos e
Flavonoides Alcaloides . roides, fenol e
Folhas esteroides .
agucar
Extrato/particoes
lodocloro Libermann-
AICI; NP/PEG . Dragendorff Anisaldeido
platinado buchard
Extrato Etandlico + + - - + +
Hexano - - - - + +
Diclorometano - - - - + +
Acetato etila + + - - + +
n-Butanol + + - - + +
Metanol/Agua + + - - - +
Terpenos este-
Terpenos e
Flavonoides Alcaloides roides, fenol e
Caule esteroides .
agucar
Extrato/particoes
lodocloro Liberman- i
AICI; NP/PEG Dragendorff Anisaldeido
platinado buchard
Extrato Etandlico + + - - + +
Hexano - - - - + +
Diclorometano + + - - + +
Acetato etila + + - - + +
n-Butanol + + - - + +
Metanol/Agua + + - - + +
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Terpenos este-

Terpenos e
Flavonoides Alcaloides roides, fenol e
Raiz esteroides .
agucar
Extrato/particoes
lodocloro Libermann-
AICI; NP/PEG . Dragendorff Anisaldeido
platinado buchard
Extrato Etandlico + + - - + +
Hexano - - - - + +
Diclorometano + + - - + +
Acetato etila + + - - + +
n-Butanol + + - - + +
Metanol/Agua + + - - + +
Fonte: O autor.
Sendo:

» Postivo (+): presente;

» Negativo (-): ausente.

O perfil apresentado da prospecc¢ao fitoquimica da folha, caule e raiz de B.

campestris é praticamente semelhante para todas as partes da planta. Na literatura

foram encontrados ensaios de prospeccgao fitoquimica para varias espécies do

mesmo género entre as quais as espécies B. laevifolia e B. argyrophylla (NUNES,
2016; OLIVEIRA, 2016), conforme Figura 24.
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Figura 24. Prospeccao fitoquimica das folhas de (a) B. laevifolia e (b) B. argyrophylla.

(@) Fitoconstituintes
Amostra  Flavonoides  Alcaloides Alcaloides/ Terpenoides/  Tempenoides/ Terpenoides/
Nitrogénio Saponinas/ Esteroides/  Flavonoides
Heterociclico  fenol e acticar Saponinas
EE’ +++ - - + + +
EE” - - - - - +
FH' . - - - + +
FH" - - - ++ + -
FD. + - ; +H+ 1 +
P.D." —-|- - - _|_|_ _|_ +
FA® -— - ] + + +
FA" ++ - - — + -
FB’ +++ - . n + ++
Terpenos. Compostos
(b) Terpenos ¢
Flavonoides ) esteroides fendlicos Alealoides
esteroides
Amostras fenol ¢ acuicar em geral
Libermann- Sulfato
NP/PEG Anisaldeido . ICPt Dragendorff
Burchard cérico
EE +++ JE—— +++ +++ - -
FH +—+ ++ + + - -
FDCM + + -+ + - -
FAE +++ e et +++ - -
FB + + ++ + - -
FH,O + - + + . B

Fonte: *(NUNES, 2016); °(OLIVEIRA, 2016).

Sendo:

EE =extrato etandlico;

FH = fracdo hexano;

FDCM = fragao diclorometano;
FAE = fragdo acetato de etila;
FB = n-butanol;

V V V V V VY

FH,O = fragédo agua.

Os testes de prospeccgao das espécies de Banisteriopsis apresentadas na Fi-

gura 24 evidenciam a presencga de terpenos, esteroides, compostos fendlicos e fla-

vonoides. Sendo que os flavonoides foram a classe de compostos predominantes,

encontrados principalmente nas fracbes mais polares. Comparando o perfil fitoqui-
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mico com os da folha de B. campestris, verificou-se a auséncia de alcaldide e a exis-
téncia de substancias com propriedades antioxidantes, tais como, compostos fendli-
cos, terpenos e flavonodides nos extratos e particbes. Semelhante composicao foi
relatada por Martins (2018) ao se avaliar diferentes extratos e partigdes provenientes
da espécie de B. oxyclada, nao sendo constatado a presenga de alcaldides e nitro-
génio heterociclico. Ja Frias e colaboradores (2011) estudaram a espécie Banisteri-
opsis anisandra e relataram a presencga de alcaldides, compostos de outras classes,
taninos e antraquinonas, além das classes comumente relatadas nos trabalhos ante-
riores. Por outro lado, o estudo de Sacramento (2014) com as folhas e caules dos
extratos hidroetandlicos de B. pubipetala, apresentou substancias de diferentes
classes, entre os quais, taninos, flavonoides, saponinas terpenoides e esteroides
(SACRAMENTO, 2014).

Portanto, os testes fitoquimicos para as diversas partes da planta de B. cam-
pestris apresentaram diferentes compostos em consonancia com as outras espécies

de Banisteriopsis descritos anteriormente.

5.3.2. Teores de fenois totais

A analise do teor de compostos fendlicos totais (FT) baseou-se no uso do
reagente de Folin-Ciocalteau, que forma um complexo de coloragéo azul na presen-
ca de agentes redutores (SOUSA et al., 2007). A sua quantificacao foi realizada a
partir da medida das absorbancias das amostras, e os valores extrapolados em uma
equacgao de reta obtida pela curva de calibragdo de concentragdo do acido galico,
Figura 25.

Figura 25. Curva de calibragédo do acido galico.
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Fonte: O autor.
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A partir das medidas de absorbancia das amostras no comprimento de onda
de 760 nm, obteve-se os teores de FT, expressos em miligrama de equivalentes de
acido galico (EAG) por grama de amostra. Os dados sédo apresentados na Tabela
19.

Tabela 19. Teor de fendis totais (FT).

Amostras Teor de FT (mg de EAG g'1 de amostra)

Extrato/particoes Folha Caule Raiz

Extrato etandlico 173,0x2,6 314,151 4993+14
Hexano 33,6+0,6 16,1+ 1,3 152+272
Diclorometano 51,2+ 1,1 100,2 £1,3 102,8 £ 9,5
Acetato de etila  382,3+3,0 516,2+2,3 572,8+10,6
n-Butanol 390,0+1,2 5185+2,7 593,5+4,5
Metanol/Agua 70,7+42 99458 2297 +4,1

Fonte: O autor.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel confirmar e quantificar o teor de
FT nos extratos e particdes testados para a folha, caule e raiz de B. campestris. Os
maiores teores de FT foram encontrados para a raiz no extrato etandlico e nas parti-
cOes acetato de etila e n-butanol, respectivamente, 499,3; 572,8 e 593,5 mg EAG
g’. As particdes acetato de etila e n-butanol apresentaram também elevados teores
de compostos fendlicos em todas as partes da planta estudada. Os menores valores
de FT foram registrados para a particdo hexano da folha, caule e raiz, devido a pola-
ridade dos compostos fendlicos.

No estudo com a planta Byrsonima gardneriana (Malpighiaceae) o teor de
compostos fendlicos para os extratos etandlicos e particdes acetato de etila e n-
butanol foram respectivamente, 425,105; 492,261 e 509,947 mg EAG g™ e a particdo
hexano, com o menor teor de compostos fendlicos 80,42 mg EAG g™ (ROLIM et al.,
2013). De acordo com Cunha (2013), os compostos fendlicos possuem grupos hi-
droxila na sua estrutura conferindo carater polar, devido a menor afinidade por sol-
ventes apolares como hexano e maior afinidade por solventes polares como etanol.

Em um estudo com a folha e caule de Banisteriopsis pubipetala coletada no
municipio de Montes Claros — MG, os valores de compostos fendlicos para os extra-
tos hidroetanolicos obtidos foram de 146,09 e 100,19 mg EAG g (SACRAMENTO,
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2014). Portanto, os valores de FT determinados para os extratos etanolicos da folha
e caule de B. campestris séo maiores em relagao a planta da mesma espécie citada
anteriormente.

A Tabela 20 traz uma comparagao com os teores de FT dos extratos e parti-
¢cOes das folhas de trés espécies de Banisteriopsis, B. laevifolia, B. argyrophylla e B.

oxyclada, com os resultados de FT obtidos para as folhas descritas nesse trabalho.

Tabela 20. Comparacao dos teores de FT das folhas entre espécies de Banisteriopsis.

Amostras Teor de FT (mg de EAG g de amostra)
Extrato/particdes  B. laevifolia ® B. argyrophylla ® B. oxyclada ° B. campestris
Extrato etandlico 542,0+ 2,1 337,13+ 1,44 83,30 +1,80 173,0+2,6
Hexano 66,2+ 1,6 174,91 £ 1,93 39,80+ 0,10 33,6+0,6
Diclorometano 4951+ 3,7 73,10 £ 1,12 30,10+ 0,70 51,2+1,1
Acetato de etila 660 + 1,5 405,46 £ 3,2 239,90 + 4,00 382,3+3,0
n-Butanol 784 +5,6 229,46 £1,07 384,30 £+ 4,30 390,0 + 1,2
Metanol/Agua - 67,48 + 0,45 26,60 + 3,70 70,7+4,2

Fonte: °(NUNES et al., 2016); °(OLIVEIRA, 2016); (MARTINS, 2018).

Pelos resultados da Tabela 20, as particbes mais polares, acetato e n-butanol,
apresentaram elevados valores de FT para a folha de todas as espécies, sendo
maiores para a B. laevifolia em relacdo aos resultados obtidos para a de B. campes-
tris. A particdo menos polar, diclorometano, da B. laevifolia teve um valor mais ele-

vado em relac&o aos obtidos para B. campestris e as demais espécies.
5.3.3. Teores de proantocianidinas
A partir da leitura de absorbancias das amostras de catequina em concentra-

¢cbes conhecidas, obteve-se uma curva de calibragdo da absorbancia pela concen-

tragdo em pug mL™', conforme apresentado na Figura 26.
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Figura 26. Curva de calibragdo da catequina.
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Fonte: O autor.

Os teores de proantocianidinas variaram significativamente entre as amostras,
sendo que a raiz apresentou maior teor em relagdo aos extratos e particdes de ou-
tras partes. Nas folhas e caule de B. campestris a particdo n-butanol obteve maior
valor de proantocianidinas. Ja para a raiz a particdo acetato de etila apresentou o
maior valor 742,2 mg de ECAT g™ em relacdo as outras particdes. Os valores de
proantocianidinas obtidos foram expressos em miligramas de equivalentes de cate-

quina (ECAT) por grama de amostra, conforme apresentado na Tabela 21.

Tabela 21. Teor de proantocianidina obtido nas diversas partes da planta.

Amostras Teor de proantocianidinas (mg de ECAT g~ de amostra)
Extrato/particoes Folha Caule Raiz
Extrato etandlico 121,1+2,9 355,1+4,5 713,11+ 2,1
Hexano 45,0+ 4,7 415+14 489164
Diclorometano 66,6 + 0,4 62,3+9,7 457 +1,8
Acetato de etila 165,5+ 5,2 318,5+49 742,2 + 3,7
n-Butanol 435,8 + 3,3 479,6 + 5,7 582,5+9,3
Metanol/Agua N.I 76,5+24 203,7 £ 10,2

Fonte: O autor.

Ao comparar o teor de FT e proantocianidinas de B. campestris, observa—se
que a raiz da planta apresenta grande concentragao de compostos fendlicos e pro-
antocianidinas. Para a folha de B. argyrophylla foram obtidos resultados significati-
vos principalmente para particbes mais polares (OLIVEIRA, 2016), porém menores

em relacdo ao caule e raiz de B. campestris que apresentaram altos teores de pro-
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antocianidinas. Um valor mais alto foi encontrado por Nunes e colaboradores (2016)
para folha de B. laevifolia de 382,1 mg de ECAT g™ para particio acetato de etila e
um valor menor 18,5 mg de ECAT g'1 para a particao hexano. Estes resultados séo
inferiores aos encontrados para a espécie B. campestris. Os resultados dos teores
de proantocianidina para folhas, caule e raizes sdo comparados com especie B.

oxyclada na Tabela 22.

Tabela 22. Comparagao dos teores de proantocianidinas das espécies B. campestris e B. oxyclada.

Teor de proantocianidinas (mg de ECAT g™’ de amostra)

Banisteriopsis campestris Banisteriopsis oxyclada °

Extrato/particoes Folha Caule Raiz Folha Caule Raiz

Extrato etandlico 121,1+2,9 355,1+4,5 713,121 88,70 +3,00 58,50 + 8,74 406,90 + 14,23

Hexano 45047 415+14 489+64 96,60 + 4,90 37,20 £ 0,81 27,20+ 2,90

Diclorometano  66,6+0,4 623+97 457+1,8 81,20 + 3,20 35,50 + 1,67 38,10 £ 1,58

Acetato de etila 165,5+5,2 318,5+4,9 742,2+37 39740+4,0 184,90+11,86 283,20+ 0,36

n-Butanol 4358+3,3 479,657 5825193 84090+10,0 720,80+1,82 996,40 7,40

Metanol/Agua N.1 76,5+24 203,7+10,2 39,30+%1,75 25,60 £ 4,35 55,20 + 4,69

Fonte: °(MARTINS, 2018).

Comparando os resultados da Tabela 22, observa-se que o extrato etandlico
para as diversas partes de B. campestris foi superior a obtida para a espécie de B.
oxyclata. Ja as partigdes acetato de etila e n-butanol foram as que mostraram maio-
res teores de proantocianidinas nas duas espécies. A particdo n-butanol da B.
oxyclada apresentou teor de proantocianidinas superior em relagdo a espécie deste
estudo e na particdo acetato de etila o valor encontrado para raiz e caule de B. cam-
pestris foram maiores do que o encontrado para B. oxyclada.

Em comparacao com outras espécies do cerrado, os valores encontrados pa-
ra raiz de B. campestris foram maiores que os valores de Campomanesia pubscens
que apresentou teor de proantocianidinas abaixo de 20 mg de ECAT g™ para a raiz,
caule, folha e fruto (CHANG et al., 2011). Em outro estudo envolvendo a espécie
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Inga Laurina (Sw) Willd, para as cascas, principalmente nas particbes acetato de
etila e n-butanol apresentaram grande concentragéo de proantocianidinas de 467,2 e
492,4 mg de ECAT g (MARTINS, 2017). Porém, ao compararmos os teores de pro-

antocianidinas do caule e raiz de B. campestris, estes foram superiores aos valores

encontrados para as partigdes de Inga Laurina.
5.3.4. Teores de flavonoides

O teor de flavonoides foi calculado a partir da equacéo da reta da curva anali-
tica construida com quercetina, obtida da reagéo entre a quercetina e o AICls, Figura

27.

Figura 27. Curva de calibragdo da quercetina.
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Fonte: O autor.

Os resultados foram expressos em miligrama de equivalente de quercetina
por grama de extrato (mg EQ g ' de extrato). A Tabela 23 mostra os resultados obti-

dos para extratos e particoes da folha, caule e raiz de B. campestris.
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Tabela 23. Teor de flavonoides obtidos para B. campestris.

Amostras Teor de flavonoides (mg de EQ g'1 de amostra)
Extrato/particbes Folha Caule Raiz
Extrato etandlico 55,6 + 0,8 10,3+£0,2 49+0,3

Hexano 13,6 +0,4 15,4 +0,6 3,4+0,1
Diclorometano 41,7+ 0,4 10,7 £ 01 7,2+£0,5
Acetato de etila 133,6 £ 2,2 12,2+ 0,1 9,0+0,1
n-Butanol 52,04 + 0,38 9,5+0,2 8,4+0,6
Metanol/Agua 58+0,4 6,8 +0,2 2,7+0,1

Fonte: O autor.

Pelos resultados, observa-se que a folha apresentou os maiores teores de
flavonoides, com melhor resultado para particdo acetato de etila 133,6 mg EQ g ™,
No caule e na raiz os teores de flavonoides determinados foram abaixo de 20 mg EQ
g". Entretanto, o caule e a raiz tiveram elevada quantidade de FT e proantocianidi-
nas, portanto, ndo pode ser descartada a presenca de outras classes de flavonoides
nos seus extratos e particbes, uma vez que podem conter compostos como flavona,
flavonol, flavan-3-ol, isoflavona ou antocianinas, que nao formam complexos com o
aluminio (MARTINS, 2017). Também pode ocorrer a formagao de um complexo do
flavonoide com o cloreto de aluminio que absorva a luz em comprimento de onda
diferente de 425 nm (SOUSA, 2015).

O teor de flavonoides encontrado na particdo acetato de etila foi de 88,8 mg
EQ g'1 enquanto na particdo n-butanol foi de 18,8 mg EQ g'1 para as folhas de B.
laevifolia (NUNES et al., 2016). Para as folhas de B. argyrophylla encontrou-se
211,85 mg EQ g para a particdo acetato de etila e 21,40 mg EQ g™ para a n-
butanol (OLIVERA, 2016). Nos testes realizados com B. campestris, os melhores
resultados para a folha foram nas particbes acetato de etila e n-butanol e o menor
valor para particdo metanol/agua.

Nos extratos hidroetanodlicos da folha e caule de B. pubipetala, os teores de
flavonoides foram de 20,25 e 7,75 mg EQ g (SACRAMENTO, 2014). Observa-se
que os valores obtidos sao muitos proximos aos obtidos para o extrato da folha, cau-
le e raiz de B. campestris, nao sendo encontrados estudos na literatura referentes ao
teor de flavonoides do extrato e particdes da raiz de espécies de Banisteriopsis para

que se possa confrontar com os dados obtidos neste trabalho.
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5.4. Atividade antioxidante

5.4.1. Analise da atividade antioxidante pelo método do sequestro radi-
cal livre DPPH

Um dos métodos empregados para se determinar o potencial antioxidante de
uma amostra € utilizando o reagente DPPH. O teste consiste em avaliar a capacida-
de sequestrante de radicais livres, assim, o DPPH apresenta coloracao violeta inten-
sa e ao ser reduzido, muda sua coloracdo para amarelo, podendo ser quantificado
por espectrofotometria na regido do ultravioleta—visivel (UV-Vis), no comprimento de
517 nm. Essa mudanca de cor sinaliza o desaparecimento do radical DPPH em so-
lugdo devido a formacao de espécies mais estaveis, podendo ser monitorada a dimi-
nuicao da absorbancia, representando o consumo do radical DPPH que é consumi-
da pelo antioxidante (OLIVEIRA et al., 2009; BRAND-WILLIAMS et al., 1995), con-

forme reacao entre um composto fendlico e o radical DPPH, mostrado na Figura 28.

Figura 28. Reacao entre composto fendlico e o radical DPPH.
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Fonte: (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).
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O ensaio de atividade antioxidante foi expresso em CEsp, e equivale a con-
centracdo efetiva de amostra capaz de consumir 50% de radical DPPH. O calculo foi
realizado através da regresséo linear da curva analitica do grafico de porcentagem
de DPPH sequestrado apés 1 hora de reagao versus as concentracdes dos extratos
e particdes. Na Tabela 24 estao as equacdes de reta e os valores dos coeficientes
correlagdo obtidos através da regressao de porcentagem de DPPH sequestrado em
funcdo das diferentes concentragdes testadas. Embora todas as amostras tenham

sido testadas em triplicata, € mostrado apenas um dos resultados.

Tabela 24. Equacgdes da reta da porcentagem de DPPH em funcao

das concentragdes de amostras.

Folha Equagido Lineary=ax+b R?
Extrato etandlico y = 0,4589x - 8,9859 0,9910
Hexano y = 2,8058x - 18,807 0,9984
Diclorometano y =1,1437x - 18,481 0,9956
Acetato de etila y = 0,1448x - 1,9546 0,9988
n-Butanol y =0,0993x - 1,5471 0,9818
Metanol/Agua y =1,0873x - 9,8553 0,9926

Caule Equagdo Lineary=ax+b R?
Extrato etandlico y =0,1942x - 2,189 0,9902
Hexano y = 2,5504x - 58,811 0,9835
Diclorometano y = 1,2396x - 33,892 0,9852
Acetato de etila y =0,1244x - 1,1674 0,9995
n-Butanol y =0,0758x - 0,6631 0,9921
MetanoI/Agua y =0,7812x - 10,63 0,9931

Raiz Equagdo Lineary=ax+b R’
Extrato etandlico y = 0,0835x — 1,2231 0,9779
Hexano y =19,25x — 126,81 0,9886
Diclorometano y =1,0327x — 26,676 0,9398
Acetato de etila y =0,0799x — 1,0196 0,9952
n-Butanol y =0,0737x - 0,3028 0,9950
MetanoI/Agua y =0,1899x — 2,1942 0,9998

Fonte: O autor.

Substituindo o valor de “x” por 50 nas equagdes acima, Tabela 24, obtém-se

os valores de CEsp em ug mL" que estdo apresentados na Tabela 25.
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Tabela 25. Valores de CEsqda atividade antioxidante dos extratos e particoes da

folha, caule e raiz de B. campestris.

Amostras CEs (Mg mL'1)
Extrato/particoes Folha Caule Raiz
Extrato etandlico  14,39+0,66 7,59 £ 0,09 2,95+ 0,11
Hexano 121,68 + 0,23 68,83 £0,81 833,59 + 15,42

Diclorometano 39,94+1,10 27,81+024 24,96 +0,06
Acetato de etila 5,29 £ 0,09 5,056+0,10 2,96 £ 0,03

n-Butanol 3,50 £ 0,08 3,17 £ 0,01 3,35+ 0,04
Metanol/Agua 43,52 £+ 0,88 28,41 +£0,55 7,42 £0,23
BHT 6,5+0,1 6,5+0,1 6,5+0,1

Fonte: O autor.

Para os resultados de CEsg, as particdes menos polares apresentaram valo-
res moderados, com destaque para a particdo hexano em que os valores obtidos
foram de 121,58; 68,83 e 833,59 ug mL'1, respectivamente, para folha, caule e raiz.
Os melhores resultados de atividade antioxidante foram obtidos com as particbes
acetato de etila e n-butanol, que tiveram valores de CEs, menores que 6 yg mL™
para todas as partes da planta.

Os extratos e particdes da folha, caule e raiz que tiveram elevados teores de
FT, foram os que apresentaram menores valores de CEsy, mostrando que houve
uma correlagao positiva entre FT e atividade antioxidante.

Para Reynertson e colaboradores (2005), amostras com valores de CEszg
abaixo de 50 ug mL™" apresentam potencial antioxidante elevado, entre 50 e 100 ug
mL™ sd0 considerados moderados, entre 100 e 200 ug mL™" apresenta baixa ativida-
de antioxidante e acima de 200 yg mL™ o extrato é considerado inativo. Analisando
os resultados da Tabela 25 a atividade antioxidante das partes de B. campestris fo-
ram abaixo de 40 pg mL™" para quase todas as amostras, evidenciando valores ex-
celentes e proximos entre si, principalmente nas particbes polares onde o CEsp foi
melhor que BHT padrao utilizado como controle positivo.

A Tabela 26 apresenta os valores de CEsg encontrado para folha, de B. cam-
pestris em comparacao as folhas de amostras de outras espécies de Banisteriopsis

encontrados na literatura.
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Tabela 26. Comparacgao da atividade antioxidante entre espécies de Banisteriopsis.

Amostras CEso (Mg mL™)
B. campestris B. argyrophylla® B. laevifolia® B. oxyclada °
Extrato/particoes Folha Folha Folha Folha
Extrato etandlico 14,39 £ 0,66 4,27 + 0,80 453+0,92 2590+1,10
Hexano 121,58 £ 0,23 12,02 £ 2,00 58,17+ 1,46 160,70 3,40
Diclorometano 39,94 1,10 17,03 £ 0,40 9,14 +0,79 100,40 + 3,90
Acetato de etila 5,29 0,09 4,10 £ 0,10 4,07 £ 0,46 6,50 £ 0,40
n-Butanol 3,50 £ 0,08 4,8+0,10 8,39 £ 1,07 6,80 + 0,80
Metanol/Agua 43,52 + 0,88 23,07 £ 2,30 - 119,50 + 2,60
BHT 6,5%0,10 5,31 10,20 7,3+0,30 7,30 £ 0,30

Fonte: °(OLIVEIRA, 2016); (NUNES et al., 2016); (MARTINS, 2018).

As diversas espécies de Banisteriopsis apresentaram promissoras atividades
antioxidantes nas particdes mais polares. Assim, estas espécies possuem elevado
potencial antioxidante em funcdo da diversidade de substancias encontradas com

estas propriedades.
Os resultados da atividade antioxidante do caule e raiz de B. campestris fo-

ram comparados com as da espécie B. oxyclada sendo apresentadas na Tabela 27.

Tabela 27. Comparacgéo da atividade antioxidante extrato/particdes do caule e raiz de B. campestris e

B. oxyclada.
Amostras CEso (Mg mL™)
B. campestris B. oxyclada ®
Extrato/partigdes Caule Raiz Caule Raiz
Extrato etandlico 7,59 £ 0,09 2,95+ 0,11 6,38 + 1,50 7,58 +0,13
Hexano 68,83 +0,81 833,59+ 1542 24243+2324 >200,00

Diclorometano 27,81 £ 0,24 24,96 0,06 81,75+4,55 64,61 +4,65
Acetato de etila 5,05+ 0,10 2,96 0,03 35,00 £ 0,70 3,75+ 0,60

n-Butanol 3,17 £ 0,01 3,351 0,04 1,28 £ 0,17 3,97 £ 0,27
Metanol/Agua 28,41 £ 0,55 7,42 10,23 57,32 £3,74 22,00 £ 1,22
BHT 6,5+0,10 6,510,10 7,30 £ 0,30 7,30 £ 0,30

Fonte: “(MARTINS, 2018).

Pelos resultados da Tabela 27, o extrato etandlico de ambas as espécies fo-
ram proximos aos obtidos pelo padrdao BHT, com destaque para a raiz de B. cam-
pestris com valor de CEs de 2,95 ug mL™, considerado melhor em comparagdo ao

obtido pelo padrao. As particbes do caule e da raiz de B. campestris apresentaram
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um CEs5g inferior aos obtidos para B. oxyclada, resultando em maior capacidade anti-
oxidante para a espécie B. campestris. Ja o extrato etandlico das folhas e caule de
B. campestris apresentaram CEsp = 14,39 g mL™' e CEso = 7,59 Mg mL™, sendo su-
perior aos obtidos pelo trabalho de Sacramento (2014) com a espécie B. pubipetala
que resultaram em CEsp = 25,42 ug mL™" e CEs, = 50,73 Mg mL™". No trabalho de Ro-
lim e colaboradores (2013) foi estudada a espécie Byrsonima gardneriana, obtendo
melhores resultados para as particoes de acetato de etila e n-butanol, onde os CEsg
foram menores que 4 ug mL™, semelhante ao valor obtido para o padrao de acido

ascorbico.

5.4.2. Analise da atividade antioxidante pelo método do sequestro do ra-
dical peroxil (ORAC)

A determinacgao da atividade antioxidante pelo método de ORAC consiste na
inibicdo da oxidacao induzida pelo radical peroxil iniciada por decomposi¢cao térmica
do composto 2,2’-azobis(2-amidino-propano) dihidrocloreto. Neste método, € utiliza-
da a fluoresceina como sonda fluorescente, sendo que a perda de sua fluorescéncia
€ avaliada em fung¢ao do tempo, na auséncia e presenca de antioxidante. A determi-
nacgao e realizada pelo calculo da area sob a curva.

Ao avaliar os resultados provenientes da analise de ORAC, Tabela 28, verifi-
cou-se que a particao acetato de etila apresentou elevado potencial em inibir a oxi-
dacao de moléculas e os resultados obtidos para folha, caule e raiz sao superiores
ao padrao acido ascorbico utilizado. Além disso, verifica-se que quanto maior o teor

de FT e proantocianidinas, maior a atividade antioxidante.
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Tabela 28. Atividade antioxidante ORAC.

Amostras ORAC (umol trolox eq g™)
Extrato/particoes Folha Caule Raiz
Extrato etandlico 823,71 £ 94,38 616,73 £79,11 3.914,53 +74,18

Hexano - 66,00 £ 15,35 -

Diclorometano 642,33 + 152,27 1.468,79 £+ 12,08 1.545,58 £+ 190,89
Acetato de etila 3.706,08 + 120,26 3.784,33 + 165,04 3.742,64 + 269,28
n-Butanol 917,33 £ 219,34  2.093,39 + 127,69 2.769,18 + 94,19
Metanol/Agua 737,41 £ 88,74 903,43 £ 250,18  3.473,49 + 274,04
Acido ascérbico 2.498,5+109,60 2.498,5+ 109,60 2.498,5+ 109,60

Fonte: O autor.

As folhas, caule e raizes de B. campestris apresentaram boa atividade antio-
xidante pelo método ORAC, sendo que, os menores valores foram para particao he-
xano. A raiz apresentou melhor atividade nas particoes acetato de etila, n-butanol,
metanol/agua extrato etandlico sendo que os valores obtidos foram superiores ao do
padrao acido ascorbico.

O estudo do extrato etandlico e partigdes organicas da casca de Annona
crassiflora, araticum, comparadas com o controle, acido ascérbico, apresentaram
uma alta capacidade antioxidante pelo método ORAC de 3.355 e 2.714 pmol trolox
eq g para as particdes acetato de etila e n-butanol (JUSTINO et al., 2016). Em tra-
balho recente deste mesmo autor, com a folha da espécie Annona muricata, gravio-
la, as particbes acetato e n-butanol apresentaram propriedade antioxidante de 3.964
e 2.707 umol trolox eq g™, sendo atribuido a varias biomoléculas conhecidas como
antioxidantes potentes identificados nessas particées (JUSTINO et al., 2018).

Portanto, o extrato etandlico e suas particbes de B. campestris, s&o potenciais
fontes de antioxidantes uma vez que apresentaram bons resultados pelos métodos
DPPH e ORAC, melhores que os padrdes empregados. Na literatura ndo foram en-
contrados resultados de atividade antioxidante envolvendo método de ORAC para
plantas do género Banisteriopsis para efeito de comparacdo com os resultados obti-
dos na presente tese.
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5.5. Determinagao da inibicao da atividade de a-amilase, a-glicosidase

potencial de inibigcao de glicagao
5.5.1. Avaliagcao da atividade a-amilase

Para os resultados de inibicdo das enzimas a-amilase, determinou-se a por-
centagem de inibicdo para os extratos e particbes, sendo que as particbes acetato
de etila e n-butanol da folha, caule e raiz apresentaram alta porcentagem de inibi¢ao
na concentracdo testada (30 ug mL™"). Posteriormente, para os extratos e particdes,
realizaram-se as analise em concentracdes variadas para o calculo da concentracao
inibicdo em 50% de atividade da enzima a-amilase (Clsp), conforme apresentados na
Tabela 29.

Tabela 29. Resultado da atividade de inibicdo de a-amilase para B. campestris.

Amostras Folha Caule Raiz
Extrato/partigoes 1% Clso 1% Clso 1% Clso
Extrato etandlico 6,75 + 2,89 - 31,40 £ 0,71 - 98,85+0,07 43,89+4,49
Hexano - - - - 6,65 + 9,40 -
Diclorometano - - - - 13,05 £ 2,33 -
Acetato de etila 91,75+1,76 28,56 £0,57 95,70+0,14 7,79 £0,31 9415+0,07 8,19%1,15
n-Butanol 95,40 +0,14 13,78+0,03 97,35+0,63 1,62+0,11 99,25+0,07 1,59 0,09
MetanoI/Agua - - 53,9+1,2 - 96,2+0,4 72,77 £ 2,43
Arcabose 99,5+0,7 0,013+0,003 99,50+0,7 0,013+0,003 99,50+0,7 0,013 0,003

Fonte: O autor.

Sendo:
» 1% porcentagem de inibigc&o;
> Concentragdo da amostra de 30 ug mL™";
» Clsp: concentracgéo inibigdo da a-amilase ug mL™;

» Controle positivo: Arcabose.

As particdes mais polares apresentaram melhores resultados de Cls, com va-
lores menores que 50 ug mL™, com destaque para as particdes acetato de etila e n-
butanol do caule e da raiz que apresentaram Clsp abaixo de 10 ug mL™", sendo con-

siderados bastante promissores. Pelos resultados das analises anteriores, observa-
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se que as particdes com melhores resultados para compostos fendlicos, apresen-
tram maiores atividades inibitorias.

Na literatura, ha poucos estudos que relacionam a inibicdo da a-amilase com
plantas do género de Banisteriopsis. Oliveira (2016), estudou os extratos e partigbes
das folhas de B. argyrophylla, obtendo melhores resultados de inibigao para as fra-
cOes de acetato de etila e n-butanol com valores de 1C5sy 2,33 € 2,57 ug mL™". No tra-
balho de Martins (2017), foram estudados os extratos e as particdes das folhas e
cascas de [. laurina, obtendo-se melhor atividade inibitéria para os extratos e parti-
cdes de amostras de cascas, podendo ser atribuido a alta concentragao de proanto-

cianidinas.
5.5.2. Avaliagcao da atividade a-glicosidase
A Tabela 30 mostra a porcentagem de inibigdo de a-glicosidase dos extratos e

particdes da folha, caule e raiz de B. campestris, assim como os valores de concen-

tracao capazes de inibir 50% da atividade da enzima.

Tabela 30. Resultado da inibicdo de a-glicosidase obtidas para B. campestris.

Amostras Folha Caule Raiz
Extrato/particoes 1% Cls 1% Clso 1% Clso
Extrato etandlico 9,55 £ 10,67 - 16,75 +2,19 - 61,5+3,18 491,73 +0,63
Hexano 20,1 £ 13,85 - 15,4 +1,1 - 1,6+23 -
Diclorometano 6,15+ 2,47 - 9,45 + 3,32 - 11,1+£0,9 -
Acetato de etila 10,6 + 3,6 - 47,3+4,24 - 36,4 + 8,34 -
n-Butanol 9,00 + 4,24 - 42,6 £ 21,49 - 68,6 + 26,16 396,09 £ 50,19
Metanol/Agua 7,05+ 1,48 - 0,5+0,7 - 26,25 + 0,49 -
Arcabose 744+084 447+140 7441084 4474140 74,4+0,84 4,47 +£1,40

Fonte: O autor.

Sendo:
» 1% porcentagem de inibigao;
> Concentragdo da amostra de 625 pg mL™’
> Clso: inibigao da a-glicosidase ug mL™;

» Controle positivo: Arcabose.
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O extrato etandlico e a particdo n-butanol da raiz foram os Unicos que apre-
sentaram porcentagem de inibicdo superior a 60%, com valores de Clsy de 491,73
Mg mL™ para o extrato etandlico e 396, 09 Mg mL™" para a particdo de n-butanol. Tais
resultados foram melhores em relagdo aos obtidos por Justino e colaboradores
(2016), que trabalharam com a casca do araticum, Annona crassiflora, obtendo valo-
res de Clso de 554,4 e 787,8 ug mL™" para particao de acetato de etila e n-butanol.

Os valores encontrados de Clsg para a-glicosidase em relagdo a raiz foram
superiores aos observados para a inibicdo da a-amilase, evidenciando que sao ne-
cessarias maiores concentracoes das particdes provenientes da raiz para inibir a

atividade da a-glicosidase em comparagao a a-amilase.
5.5.3. Potencial de inibicao de glicagao

A proteina albumina sérica bovina foi incubada com frutose na presenca e au-
séncia das amostras, com medi¢ao da fluorescéncia apds 72 horas de incubacao,
tendo seus resultados de inibicdo expressos em porcentagem. A concentragao utili-
zada no ensaio para todas as amostras foi de 65 ug mL™", o extrato etandlico apre-
sentou baixa inibicdo para a folha, 3,3%, ndo sendo observado inibigdo para o caule.
A particdo diclorometano apresentou inibicao de 11,35 e 10,55%, a particido meta-
nol/agua apresentou 18,45 e 8,45% para a folha e caule, ndo apresentando inibi¢cao
para a particdo hexano. As demais particbes apresentaram inibigdes acima de 60%,

conforme apresentado na Tabela 31.

Tabela 31. Resultado do potencial de inibicdo de glicagdo para os extratos e particbes de B. campes-

tris.
Amostras Folha Caule Raiz
Extrato/particoes 1IG% 1IG% 1IG%
Extrato etandlico 3,3+x0,14 - 99,4 +0,8

Hexano - - -
Diclorometano 11,35+ 3,18 10,55+ 2,89 -
Acetato de etila 61,35+ 0,21 78,25 * 2,61 99,3+ 0,7

n-Butanol 99,95+0,07 97,0%x0,5 99,9+ 0,1
Metanol/Agua 18,45+346 845+0,6 90,15+0,49
Quercetina 97,5+0,7 97,5+0,7 97,5+0,7

Fonte: O autor.
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Sendo:
» 1G% porcentagem de inibigao de glicagao;
» Concentragao da amostra 65 ug mL™";

» Controle positivo: Quercetina.

A raiz exibiu valores de 1G% acima de 90%, com excecao para as particdes
de hexano e diclorometano em que nao houve inibicao. As particdes etanol, acetato
de etila e n-butanol apresentaram percentuais de inibigdo de glicagdo acima do con-
trole utilizado de quercetina, 97,5%, sendo que a particdo de n-butanol foi a unica
que teve |G% superior a 95% para todas as partes da planta. As particbes que apre-
sentaram 1G% superior a controle é ricas em flavonoides, comprovados nos ensaios
anteriores. Nao foi encontrado na literatura, estudos referentes ao pontencial de ini-
bicao de glicacdo com plantas do género Banisteriopsis, podendo este estudo ser

considerado pioneiro com esta espécie.
5.6. Atividades antimicrobiana e antifungica
5.6.1. Resultados da atividade antimicrobiana dos extratos e particées

Os testes de avaliacdo da atividade antimicrobiana e antifungica foram reali-
zados no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia aplicada (LAPEMA) da Univer-
sidade de Franca (UNIFRAN). O método de microdiluicdo em caldo foi utilizado para
avaliagcdo da atividade antimicrobiana dos extratos e particbes de B. campestris,

sendo determinadas as CIM e apresentados na Tabela 32.
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Folha CIM (ug mL")

Bactérias Etanol Hexano Diclorometano Ac. etila n-Butanol Metanol/Agua
S. mutans >400 >400 >400 >400 >400 >400
_g S. mitis 400 400 >400 400 >400 >400
o
"g S. sanguinis 400 >400 >400 >400 >400 >400
<
Ag.actinomycetemcomitans ~ >400 >400 >400 >400 >400 >400
@ P. gingivalis 200 >400 400 50 >400 >400
=
‘g F. nucleatum >400 >400 >400 200 >400 >400
©
5: Ac. naeslundii >400 >400 100 >400 >400 >400
Caule CIM (ug mL")
Bactérias Etanol Hexano Diclorometano Ac.etila n-Butanol Metanol/Agua
S. mutans >400 200 >400 >400 >400 >400
® S. mitis 400 100 400 >400 >400 >400
~'§ S. sanguinis >400 200 400 >400 >400 >400
Q
<
Ag.actinomycetemcomitans  >400 200 >400 >400 >400 >400
® P. gingivalis 400 50 200 >400 >400 >400
©
B F. nucleatum >400 25 200 >400 >400 >400
)
©
g Ac. naeslundii >400 12,5 200 >400 >400 >400
Raiz CIM (ug mL™)
Bactérias Etanol Hexano Diclorometano Ac. etila n-Butanol Metanol/Agua
S. mutans >400 400 >400 >400 >400 >400
_8 S. mitis >400 200 >400 400 200 >400
o)
g S. sanguinis 400 >400 >400 >400 400 >400
<
Ag.actinomycetemcomitans ~ >400 >400 >400 >400 400 >400
) P. gingivalis 400 >400 >400 400 200 400
=
‘0 F. nucleatum >400 >400 >400 >400 400 >400
)
@
< Ac. naeslundii >400  >400 >400 400 200 >400
Fonte: O autor.
Sendo:

» Controle positivo bactérias aerdbias: Clorexidrina 0,115 a 59,0 ug mL™" ;

» Controle positivo bactérias anaerdbias: Metronidazol 0,0115 a 5,9 ug mL™".
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A avaliagao da atividade antimicrobiana por intermédio da CIM mostrou que
os extratos e particbes de B. campestris apresentaram diferentes niveis de atividade
contra cada tipo de bactéria testada. De acordo Rios e colaboradores (2005), quanto
menor o valor de CIM, mais promissora é a atividade antimicrobiana das amostras.

Houve atividade de inibicdo em todos os extratos e particbes frente aos mi-
crorganismos aerobios e anaerdbios estudados, com valores entre 12,5 a 400 ug
mL’ para todas as partes da planta.

As concentracdes dos extratos e particdes testados para a folha, caule e raiz
variaram de 0,195 a 400 ug mL™, e os do controle foram de 0,115 a 59 yg mL™. A
maior atividade foi observada para as amostras de folhas com extrato etandlico e a
particdo acetato de etila, exibindo melhores atividades frente as bactérias anaeré-
bias P. gingivalis e F. nucleatum com CIM entre 50 a 200 ug mL™", sendo que tais
resultados séo significativos e promissores ao compara-los com de outras espécies
de Banisteriopsis. Nunes e colaboradores (2016) trabalharam com os extratos e par-
ticbes da folha de B. laevifolia, apresentando valores de CIM entre 100 a 400 ug
mL™. Ja Padua e colaboradores (2013), avaliaram as folhas de B. anisandra em
comparacdo a S. aureus, obtendo-se 21,5 mg mL™' para CIM. Por outro lado, Frias e
colaboradores (2011) avaliaram os extratos brutos da folha de B. anisandra na con-
centracdo de 1 mg mL™" com hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, nao
sendo observado inibigdo significativa para o crescimento de S. aureus e de outras
bactérias testadas.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 32, observa-se que a
particdo hexano do caule apresentou melhor resultado em comparagdo com as de-
mais partes da planta, com valores de CIM abaixo de 200 pg mL™ frente as bactérias
aerdbias e anaerodbias testadas. Sendo que as anaerdbias apresentaram resultados
bastante promissores, com valores de CIM menores que 50 ug mL™". A particdo di-
clorometano do caule apresentou atividade em torno de 200 ug mL™" frente a bacté-
rias anaerobias.

Os resultados demonstram que os extratos e particdes da raiz ndo apresenta-
ram inibicdo para o crescimento das bactérias em concentragdes menores que 200
ug mL™", apesar de ter sido encontrado valores que variam de 200 a 400 ug mL™
acima do desejado, 100 ug mL™. Isto permite inferir que o extrato e as particbes da

raiz apresentam atividade antimicrobiana, sendo reportado diversos trabalhos na
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literatura com outras espécies de plantas. No trabalho de Cunha e colaboradores
(2017), estudou-se as cascas da espécie C. bakeriana, obtendo-se melhor resultado
para a particdo diclorometano nos ensaios de atividade antimicrobiana frente as bac-
térias S. sanguinis, S. sobrinus, B. Fragilis, A. naeslundii, F. Nucleatum e P. gingiva-
lis apresentaram valores de CIM entre 12,5 e 100 ug mL™". Ja Martins (2017), avaliou
os extratos e particbes da folha e casca de . laurina, frente as mesmas condi¢des
utilizadas nesse trabalho, apresentando valores de CIM iguais ou maiores que 400
Mg mL™". Por outro lado, Lamounier e colaboradores (2012), avaliaram os extratos e
particoes da casca e madeira de M. tinctoria que foram testadas frente a diversas
bactérias aerdbias e anaerdbias, apresentando valores de CIM entre 20 e 400 pg
mL™".

No presente trabalho, a particdo hexano do caule de B. campestris, apresen-
tou melhores resultados de CIM em relagdo aos trabalhos descritos anteriormente,
sendo necessario realizar estudos para determinar a sua citotoxidade. Algumas par-
ticdes estudadas, apresentaram CIM igual ou maior a 400 ug mL™" em relagdo aos
microrganismos aerébios e anaerobios testados, sendo considerado um valor alto de
inibicdo (ALIGIANIS et al., 2001). Tais resultados mostraram uma alta atividade an-
timicrobiana para os extratos e particbes das diversas partes da espécie B. campes-
tris frente aos microrganismos estudados, em especial a particdo hexano do caule
que apresentou CIM de 12,5; 25 e 50 ug mL™ frente as bactérias A. naeslundii, F.

nucleatum e P. gingivalis, respectivamente.
5.6.2. Resultados da atividade antifungica dos extratos e particoes

Os ensaios empregados na atividade antifungica para o extrato etandlico e
particoes da folha, caule e raiz de B. campestris frente as leveduras C. albicans, C.
tropicalis e C. glabrata estdo apresentados na Tabela 33. As concentragbes das

amostras testadas frente as leveduras foram de 1,46 a 3.000 ug mL"™".
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Tabela 33. Resultado da atividade antifingica dos extratos e particdes da folha, caule e raiz de B.

campestris.

Folha CIM (ug mL™)

Ac. .
Leveduras Etanol Hexano Diclorometano il n-Butanol Metanol/Agua
etila
Candida
) >3.000 >3.000 >3.000 >3.000 >3.000 >3.000
albicans
Candida
o >3.000 >3.000 >3.000 >3.000 >3.000 >3.000
tropicalis
Candida
>3.000 >3.000 >3.000 >3.000 >3.000 >3.000
glabrata
Caule CIM (ug mL™)
Ac. .
Leveduras Etanol Hexano Diclorometano il n-Butanol Metanol/Agua
etila
Candida
>3.000 >3.000 >3.000 >3.000 >3.000 >3.000
albicans
Candida
o >3.000 >3.000 >3.000 >3.000 >3.000 >3.000
tropicalis
Candida
>3.000 >3.000 >3.000 >3.000 >3.000 >3.000
glabrata
Raiz CIM (ug mL")
Leveduras Etanol Hexano Diclorometano Ace.etila n-Butanol Metanol/Agua
Candida
) 187,5 375 >3.000 750 46,87 375
albicans
Candida
o 187,5 375 >3.000 375 93,75 3.000
tropicalis
Candida
1.500 >3.000 >3.000 187,5 93,75 3.000
glabrata
Fonte: O autor.
Sendo:

» Controle das leveduras: Anfotericina;
> C. krusei ATCC 6258 1,0 y mL™" e C. parapsilosis ATCC 22019 0,5 y mL™".

Nos resultados apresentados na Tabela 33, o extrato etandlico e particoes

acetato de etila e n-butanol da raiz de B. campestris foram as amostras mais promis-

soras frente aos microrganismos avaliados, sendo observado que a partigdo n-

butanol apresentou resultados de CIM menores que 100 pug mL™'. A particdo n-
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butanol apresentou melhor atividade para C. albicans 46,87 ug mL™", seguidos de C.
tropicalis e C. glabrata com valores de CIM de 93,75 ug mL™" para ambas. A particao
diclorometano da raiz foi a menos ativa com CIM >3.000 ug mL™". Para as particdes
metanol/agua e hexano, os resultados de CIM foram de 375 ug mL™" frente as leve-
duras C. albicans e C. tropicalis.

As folhas e caule ndo apresentaram atividade antifungica dentro do intervalo
das concentragdes testadas, CIM acima de 3.000 ug mL™". Em estudos com extratos
aquosos de B. anisandra, observaram atividade frente a C. albicans e C. krusei com
concentracéo inibitéria de 31,25 ug mL™" e C. parapsilosis e C. tropicalis com CIM de
62,5 ug mL™ (FREITAS et al., 2015). Na avaliacdo da atividade antifungica in vitro
realizada pelo método de difusao em placas do extrato etandlico da folha de B. ani-
sandra realizado por Padua e colaboradores (2013), foi obtido um valor alto de CIM
86 mg mL™" contra C. albicans. A Tabela 34 apresenta resultado de atividade anti-

fungica do extrato e particdes das folhas das espécies B. laevifolia e B. argyrophylla.

Tabela 34. Valores comparativos da atividade antifungica dos extratos e
particdes das folhas de outras espécies de Banisteriopsis.
Folha de B. laevifolia CIM (ug mL") ?

Leveduras Etanol Hexano Diclorometano e‘:i‘:-a n-Butanol Metanol/Agua
Candida albicans 31,2 >3000 >3000 187,5 93,7 >3000
Candida tropicalis 62,5 >3000 >3000 375,0 187,5 >3000
Candida glabrata 62,5 >3000 >3000 375,0 375,0 >3000

Folha de B. argyrophylia CIM (ug mL™") °

Leveduras Etanol Hexano Diclorometano :;:; n-Butanol Metanol/Agua
Candida albicans 31,25 125 31,25 31,25 31,25 500
Candida tropicalis >1000  >1000 93,75 93,75 >1000 >1000
Candida glabrata >1000 31,25 187,50 31,25 >1000 500

Fonte: ° (NUNES et al., 2016); ° (OLIVEIRA, 2016).

De acordo com os resultados da Tabela 34, constata-se que os resultados de
CIM para as folhas das espécies de Banisteriopsis foram mais eficazes do que en-
contrados para folha e caule de B. campestris que foram maiores que 3.000 ug mL™,
Tabela 33. Ao se comparar com os valores de CIM encontrados para raiz de B.

campestris observa-se que as particbes mais polares apresentaram uma maior inibi-
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¢ao. A importancia dos resultados antifungicos para extrato etandlico, particdo aceta-
to de etila e n-butanol da raiz, de acordo com Martins e colaboradores (2015), pode

estar relacionada a presenga de compostos fendlicos nas plantas.

5.7. Identificagdao dos principais constituintes por CLAE/EM da particao

acetato de etila da folha, caule e raiz de B. campestris.

As particdes acetato de etila das folhas, caules e raizes evidenciaram altos
teores de FT e proantocianidinas que sao responsaveis pelos bons resultados de
potencial antioxidante pelos métodos DPPH e ORAC. Além disto, apresentaram ati-
vidades promissoras de inibicdo a-amilase, a-glicosidase e potencial de glicagao,
demonstrando atividades bioldgicas promissoras para o controle dos danos causa-
dos pela diabetes. A particido acetato de etila foi submetida a analise por CLAE/EM
com o objetivo de identificar moléculas bioativas, como compostos fendlicos e fla-
vonoides que justiquem os resultados encontrados nas analises.

A Figura 29 mostra os cromatogramas referentes as particdes acetato de etila
provenientes do extrato etandlico da folha, caule e raiz de B. campestris. Os espec-
tros de massas EM/EM da particdo acetato de etila sdo apresentados nas Figuras

complementares nos Anexos 1, 2 e 3.



93

Figura 29. Cromatogramas da particdo acetato de etila da (a) folha, (b) caule e (c) raiz de B. campes-

tris por CLAE/EM.
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Fonte: O autor.
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Através do perfil do padrdo de fragmentagdo obtido pelos cromatogramas e
com base em dados relatados na literatura, foram sugeridas propostas de composi-
¢ao da particao acetato de etila das partes da planta, apresentados nas Tabelas 35,
36 e 37.

Analisando a Tabela 35, na particdo acetato de etila da folha foram evidencia-
das seis biomoléculas: os acidos quinico e 3-p-coumaroilquinico, rutina, quercetina-
3-o-pentosideo, kampferol-3-coumaroilglucosideo e kampferol. Sendo que estas mo-
léculas possuem propriedades antioxidantes conhecidas (SANTOS et al., 2017; CA-
ROCHO; FERREIRA, 2015). A particao de acetato das folhas de B. argyrophylla
apresentam bons resultados para os ensaios de atividade antioxidante e inibitoria
frente a enzima a-amilase e a antifungica podendo ser atribuido a presenca de fla-
vonoides identificados (OLIVEIRA, 2016). No trabalho de Nunes (2016) com as fo-
lhas de B. laevifolia, as particdes n-butanol e acetato de etila foram identificados
compostos fendlicos, acidos fendlicos e flavonoides, com reconhecido potencial an-
tioxidante. As estruturas dos compostos identificados pela analise de CLAE/EM na

particao acetato de etila da folha estao ilustradas na Figura 30.

Tabela 35. Proposta de composigao da particdo acetato de etila da folha.

Massa m/z dos frag-
TR Férmula m/z de Erro
Composto . i calculada i mentos Referéncia
(min)  [M-H] ) [M-H] (ppm)
[M-H] [M-H]
, 173, 153,
Acido quinico 0,736  C;H4,0¢ 191,0561 191,0559 1,05 137 @
Acido 3-p- 191, 173, b o
o 6,510 C4¢H4;Og 337,0928 337,0927 0,29 '
coumaroilquinico 163,119
Rutina 7,046 Cy7H9O4 609,1461 609,1449 1,97 301,300 ade
Quercetina 3-0O- 301, 271, ]
] 7,364 CyH7;O044 433,0771 433,0781 2,30
pentosideo 255, 178
Kaempferol 3-
. ) 8,119 Cj3oH»5043 593,1301 593,1295 1,01 285 9
coumaroilglucosideo
257, 229, N
Kaempferol 8,388 CysHsOg  285,0405 285,0391 4,91

151

Fonte: @ (LAY-KEON; LAFONTAINE; VANIER, 2004); ° (MASIKE et al., 2017); ° (GOMEZ-ROMERO;
SEGURA-CARRETERO; FERNANDEZ-GUTIERREZ, 2010); ¢ (SUN et al., 2007); ® (BASTOS et al., 2007);
"(SANTOS et al., 2017); ¢ (KAJDZANOSKA; GJAMOVSKI; STEFONOVA, 2010); " (KRATEVA; NICOLOV,

2008).
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Figura 30. Estrutura das moléculas identificadas pela analise de CLAE/EM da particdo acetato etila
da folha.
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As moléculas identificadas no caule sdo as mesmas encontradas na particao

de acetato da folha, com diferenca apenas no acido protocatequico e quercetina que

nao foram identificados (Tabela 36). No estudo realizado por Martins (2018) com a

espécie B. oxyclada, foram identificados acidos orgénicos, o flavan-3-ol, flavondis e

taninos condensados na particao acetato de etila do caule, estes compostos também

foram identificados para a espécie de B. campestris. Na Figura 31 estdo apresenta-

dos a estruturas dos compostos identificados na particado acetato de etila do caule.

Tabela 36. Proposta de composicao da particao acetato de etila do caule.

Massa m/z dos
TR Férmula m/z de Erro
Composto . . calculada i fragmentos Referéncia
(min)  [M-H] ) [M-H] (ppm
[M-H] [M-H]
Acido protocatequico 3,791 C;Hs0, 153,0193 153,0192 0,65 109 ab
Acido 3-p- 191, 173, ae
o 6,506 C4gH470¢ 337,0928 337,0952 -7,11 '
coumaroilquinico 163, 119
Quercetin 3-O- pento- 301, 271, p
7,210 CyoH47044 433,0771 433,0802 -7,16
sideo 255,178
Quercetina 7,880 C45H50; 301,0354 301,0352 0,66 179, 151 det9
Kaempferol 3- h
8,119 Cj3oH»5043  593,1301 593,1329 -4,72 285

coumaroilglucosideo

Fonte: 2 (GOMEZ-ROMERO; SEGURA-CARRETERO; FERNANDEZ-GUTIERREZ, 2010); ° (CHEN et al.,
2012); °(MASIKE et al., 2017); ¢ (SANTOS et al., 2017); ®(SUN et al., 2007); (KRATEVA; NICOLOV,
2008); ¢ (SOUZA et al., 2008); " (KAJDZANOSKA; GJAMOVSKI; STEFONOVA, 2010).
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Figura 31. Estrutura das moléculas identificadas pela analise de CLAE/EM da particdo acetato etila

do caule.
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Na analise por CLAE/EM, foram identificados quatro compostos: epicatequina,

procianidina B1, B2 e C1 somente na particdo acetato da raiz corroborando com

analise do conteudo de FT, flavonoides e proantocianidinas da raiz (Tabela 37). Em

trabalhos realizados com outras plantas do cerrado, as particdes acetato de etila e n-

butanol foram as que mostraram melhores teores de fendis totais, proantocianidinas

e atividade antioxidantes e inibicdo de a-amilase, sendo que esses resultados foram

justificados pela presengca de compostos fendlicos identificados por CLAE/EM
(MARTINS, 2017; SOUSA, 2015). Na Figura 32 estdo apresentadas as estruturas

dos compostos identificados na particido acetato de etila da raiz.

Tabela 37. Proposta de composicao da partigdo acetato de etila da raiz

m/z dos frag-

TR Férmula Massa calcu- m/z de Erro
Composto i . ] mentos Referéncia
(min) [M-H] lada [M-H] [M-H] (ppm)
[M-H]
Epicatequina 4,991  Cy5H4306 289,0718 289,0730 -4,15 245, 205, 137 ab.e
Procianidina 451, 425, 407, ac
5,210 C3pH25045 577,1351 577,1355 -0,69 ’
B1 289
Procianidina 713, 695, 577, b o
5,628 C45H3704s 865,2058 865,2034 2,77 ’
C1 425, 407, 289
Procianidina 451, 425, 407,
B2 6,283 C30H25045 577,1351 577,1368 -2,9 289 a

Fonte: 2 (SUN et al., 2007); ° (JUSTINO et al., 2018); ° (TALA et al., 2013);
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Figura 32. Estrutura das moléculas identificadas pela analise de CLAE/EM da particdo acetato etila

raiz.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho ao se avaliar o estudo fitoquimico e atividades biolégicas da
especie Banisteriopsis campestris, foi encontrado um elevado teor de fendis totais
em todas as partes da espécie, tornando-a uma excelente fonte de substancias anti-
oxidantes. Ao se avaliar o teor de proantocianidinas, obteve-se melhor rendimento
para a particao da raiz ao se utilizar o acetato de etila como solvente extrator, sendo
confirmados pelas analises de CLAE/EM que identificou a epicatequina e procianidi-
nas como principais constituintes encontrados nesta particéo.

As particbes acetato de etila e n-butanol apresentaram melhores resultados
para atividade antioxidante tanto pelo método de ORAC quanto pelo DPPH em rela-
¢ao aos padroes BHT e acido ascorbico. Foram detectados compostos com elevada
atividade reconhecida, entre os quais o0 acido quinico e protocatequico, epicatequina,
quercetina, kaempferol e procianidinas. Ja a atividade inibitéria frente a a-amilase, a-
glicosidase e glicagao apresentaram resultados satisfatérios com percentuais acima
dos obtidos para o padrao em relagao a estas particoes.

A particdo hexano do caule apresentou melhores valores de CIM (de 12,5 a
200 ug mL™") para os microorganismos anaerdbios. Ja a particdo acetato de etila da
folha teve um excelente resultado (50 ug mL™) frente & bactéria anaerdbia de P. gin-
givalis. Por outro lado, a particdo n-butanol da raiz apresentou atividade antifungica
muito ativa (<100 pg mL™") frente a todas as leveduras avaliadas.

Os dleos essenciais provenientes de todas as partes da planta, com excecéo
das folhas, apresentaram atividade promissora contra patdégenos orais, incluindo
bactérias aerdbias e anaerodbias. Ja os Oleos do caule e das raizes apresentaram
efeito inibitério frente a intoxicacdo pelo protozoario leishmania. Por outro lado, a
atividade antioxidante e o potencial de inibigao de glicagao estdo correlacionados em
funcao da presenga majoritaria de acidos graxos e também alcoois, terpenos e éster
em todos os tipos de 6leos.

Os resultados deste trabalho indicaram que a partir dos 6leos essénciais de
diversas partes da planta B. campestris podem ser isoladas substancias com pro-
priedades antimicrobiana e antileishmania, tornando-se uma importante fonte alter-

nativa de substancias com propriedades medicinais.
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Anexo 1. Espectros de EM/EM dos compostos identificados na particdo acetato de

etila folha.
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Acido 3-p-coumaroilquinico
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Continuacgao da proposta de fragmentacéo para o acido 3-p-coumaroilquinico.
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Anexo 2. Espectros de EM/EM dos compostos identificados na particado acetato de
etila caule.

Acido protocatequico.
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Kaempferol 3-coumaroilglucosideo.
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Anexo 3. Espectros de EM/EM dos compostos identificados na particdo acetato de

etila raiz.

Epicatequina.
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Fonte: (MARTINS, 2018).
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Procianidina B2.

-ESI Product lon (rt: 6,282 min) Frag=175.0V CID@&S5.0 (577.1298[z=1] -= **}) ACETATO RNEGMSMSS_10_15e..

125.

S0 100

252

130

289.

246 0855

205.0547

200 230

h744

425.09432

577 1368

F

E65. 6511

Il ||I|IIi||||l|4|5

200 350 400

Fonte: O autor.

o

S00

530

00

630

Fo0

m/z

137



