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RESUMO 

 A Bauhinia forficata é uma planta originária da Mata Atlântida, que possui di-

versos usos fitoterápicos. O mais comum deles é o uso como tratamento complementar 

para o Diabete Mellitus do tipo 2. O Diabetes Mellitus é uma patologia que comumente 

atinge pessoas que possuem alguma deficiência na resposta à insulina. O objetivo desde 

trabalho foi caracterizar o potencial fitoterápico da B. forficata, utilizando-se de partici-

onamento liquído-liquído do extrato etanólico, onde foram obtidas as frações dos sol-

ventes hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol. Para tal foram realizados 

diversos testes, entre eles tem a caracterização fitoquímica dos compostos fenólicos, 

atividade antioxidante e antiglicante, além da capacidade na inibição das enzimas α-

amilase, a α-glicosidase e a lipase pancreática, relacionadas com hiperglicemia e hiper-

lipidemia pós-prandiais. Teste de citotoxicidade também foi realizado para determinar a 

porcentagem de hemólise causada pelos extratos da planta em eritrócitos. As duas me-

lhores frações foram submetidas à cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a 

um espectrômetro de massas para determinar os constituintes presentes em cada uma. A 

prospecção fitoquímica demonstrou altas concentrações de flavonoides e taninos con-

densados na fração de acetato de etila (196,03 mgGAE/g; 112,29 mgCE/g; 23,92 

mgQE/g). No ensaio ORAC tivemos altos valores para quase todas as frações com simi-

laridade significativa, com exceção da fração água. Para o método de FRAP as frações 

ButOH (1483,40 µmol Trolox eq/g) e ACOET (1469,41 µmol Trolox eq/g) apresenta-

ram os melhores valores. No ensaio de DPPH as frações de acetato e o n-butanol foram 

as frações com menores IC50 (8,5 ± 1,2 e 6,3 ± 1,1, respectivamente). Nos testes de an-

tiglicação, apesar das frações apresentarem resultados distintos entre os métodos, as 

frações de acetato de etila e n-butanol se destacam com resultados bons, como no méto-

do BSA/frutose (8,6±2,5 e 16,7±5,7, respectivamente). Para a inibição enzimática as 

frações acetato de etila e o n-butanol se destacam na inibição das enzimas α-amilase e 

α-glicosidase, com baixos valores de IC50 (acetato de etila: 0,4±0,1 e n-butanol: 

0,13±0,02 para a α-amilase; e acetato de etila: 8,2±3,3 e n-butanol: 17,1±6,1 para a α-

glicosidase), para a enzima lipase pancreática os melhores IC50 foram as frações n-

butanol e a fração residual (26,7± 7,8 e 18,6±1, respectivamente). O teste de capacidade 

hemolítica demonstrou que as frações de B. forficata não possuem níveis altos de hemó-

lise, tendo sua média abaixo dos 20% nas concentrações mais altas de extrato. Devido 

ao destaque nos ensaios anteriores, as frações acetato de etila e n-butanol foram escolhi-
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das para a cromatografia liquida de alta eficiência acoplada ao espectrômetro de massas, 

onde foram encontradas diversas moléculas já descritas por outros autores como molé-

culas importantes na inibição enzimática,  na atividade antioxidante e antiglicante, além 

disso, outras moléculas das classes dos flavonoides com altas capacidades terapêuticas. 

Dado os resultados de alta atividade antioxidante, baixos valores de IC50 para a inibição 

da glicação e das enzimas α -amilase, α-glicosidase e lipase pancreática, pode-se abrir 

mais espaço para estudos futuros a respeito da atividade antidiabética dos biocompostos 

da B. forficata como fitoterápico e o possível desenvolvimento de fármacos para o dia-

betes. 

Palavras-chave: Pata-de-vaca, Diabetes Mellitus, fitoterápicos 
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1. INDRODUÇÃO 

 A Bauhinia forficata Link é listada como uma planta nativa da Mata Atlântica, 

de acordo com o Catálogo de Plantas e Fungos do Instituto de Pesquisas Jardim Botâni-

co do Rio de Janeiro (FORZZA; JARDIM BOTÂNICO DO RIO DE JANEIRO, 2010), 

porém se adaptou a outros biomas e atualmente pode ser facilmente encontrada no Cer-

rado brasileiro. Essa espécie pertence à família Fabaceae e possui diversas aplicações 

fitoterápicas. Sua utilização tem sido amplamente estudada como tratamento comple-

mentar do Diabetes Mellitus do Tipo 2 (DMT2) por sua ação insulinomimético (SAL-

GUEIRO et al., 2016). Estudos anteriores, utilizando-se extratos hidrometanólicos das 

folhas de B. forficata, demonstraram o efeito inibidor enzimático, com as enzimas α-

glicosidase e as colinesterases, além do potencial antioxidante (FERRERES et al., 

2012). A infusão de B. forficata é um dos fitoterápicos indicados pelo Sistema Único de 

Saúde (SUS) do Brasil como um tratamento auxiliar ao DMT2 (BRAZIL, 2006).  

 O diabetes é uma doença dividida em 2 tipos: no qual existe uma desregulação 

na produção de insulina no pâncreas (Diabetes Mellitus do tipo 1) ou uma resistência do 

organismo aos efeitos da insulina (Diabetes Mellitus do tipo 2), ela acomete grande par-

te da população mundial, sendo responsável por até 5% das mortes globais todo ano 

(OMS, 2018). Essa anormalidade da ação da insulina provoca efeitos drásticos, sendo 

um deles a hiperglicemia, que é o aumento de glicose na circulação sanguínea. Tal au-

mento induz estresses oxidativos no corpo e aumento da glicação de proteínas, que acar-

retam em evolução de outras doenças ou até mesmo o comprometimento de órgãos e 

membros (BAYNES, 1991). Devido a essa resistência do organismo à insulina, o 

DMT2 atinge o corpo humano de forma crônica, até hoje é incurável, porém tratável 

(OMS, 2018). Em geral o tratamento para o DMT2 consiste em dietas balanceadas, prá-

ticas regulares de exercícios físicos, para o controle da glicemia sanguínea e em estágios 

mais graves faz-se o uso de insulina exógena e sensibilizadores, porém o estudo de tra-

tamentos complementares para auxiliar o tratamento alopático vem crescendo com o 

tempo, dando destaque aos fitoterápicos (DE SOUZA et al., 2018) 

 O estresse oxidativo é causado pelo dano das espécies reativas de oxigênio livres 

no meio celular, tais espécies podem ser originárias de diferentes condições como doen-

ças ou até mesmo podem estar relacionadas com o estresse psicológico ou efeitos ambi-
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entais (ADACHI; KAWAMURA; TAKEMOTO, 1993). Tal estresse pode levar a alte-

rações químicas celulares e modificações entre as interações dos demais processos in-

tracelulares e extracelulares, como dano permanente ao DNA e RNA, além de dano nas 

enzimas que reparam o DNA, e também danos às proteínas do citoplasma (SILVA; JA-

SIULIONIS, 2014; ZHANG, 2010). Inúmeros fitoterápicos têm sido descritos como 

bons  antioxidantes, diminuindo os radicais livres celulares, como a B. forficata 

(FRANCO et al., 2018). 

 Além do estresse oxidativo provocado por radicais livres existe outro mecanis-

mo considerado importante, devido ao dano que ele provoca no organismo do indivíduo 

diabético, chamado de produtos finais de glicação avançada (ou AGEs, do inglês Ad-

vanced Glycated End-products) (PEPPA; URIBARRI; VLASSARA, 2003). Ambos os 

processos são naturais no corpo, porém com o aumento de glicose livre no sangue pro-

vocado pelo diabetes mellitus há o aparecimento de doenças secundárias como compli-

cações cardiovasculares, retinopatias, catarata, acidente vascular cerebral, pé diabético, 

além de doenças gastrointestinais e uma maior deterioração celular (BAYNES, 1991). 

 O organismo humano absorve monossacarídeos, mas não polissacarídeos. Dessa 

forma, faz-se necessário o uso de catalizadores enzimáticos pelo organismo para hidro-

lisar esses polissacarídeos em monossacarídeos absorvíveis (glicose, frutose, manose e 

galactose), mais especificamente as enzimas α-amilase e α-glicosidase (BERG et al., 

2015). A primeira é excretada principalmente pelas glândulas salivares e pelo pâncreas 

e a outra é presente no intestino delgado, e nesta sequência elas hidrolisam os carboidra-

tos da dieta até a glicose, que é transferida para o sangue (BERG et al., 2015). Sendo 

esta uma das principais via para obtenção da glicose, inibi-la ou diminui-la é de grande 

auxílio para o tratamento do DMT2 (ZAREI; POURSHARIFI, 2015). Outro fator rele-

vante para a melhora da ação da insulina é a dieta pobre em ácidos graxos, pois ela está 

associada com a melhora da mesma (WANG et al., 2006). A resistência à insulina está 

entre os mecanismos que se beneficiam de uma dieta desregulada ou do acumulo desses 

ácidos graxos no organismo, visto isso, é essencial a busca do controle desse acumulo, 

que é intermediado pela enzima lipase pancreática, auxiliando a melhora na resposta à 

insulina (ALMEIDA et al., 2009). 

 Estudos anteriores já demonstraram boas atividades do extrato etanólico das 

folhas de B. forficata em ensaios antioxidantes, antiglicantes e inibidora enzimática 
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(FRANCO et al., 2018), do qual esse trabalho deriva buscando o particionamento do 

extrato etanólico e avaliando qual a melhor partição em que os compostos tem a melhor 

atividade nos parâmetros dessas condições de estresse oxidativo, formação de AGEs, 

hiperglicemia e hiperlipidemia pós-prandiais.  

1.1. OBJETIVOS GERAIS 

 Procura-se elucidar neste trabalho as propriedades das partições da folha de B. 

forficata como antioxidante, antiglicante, inibidor enzimático e citotoxicidade.  

 

1.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Fracionar o extrato bruto e avaliar a capacidade das folhas como:  

o antioxidante, pelos métodos de DPPH, FRAP e ORAC; 

o antiglicante, pelos métodos de antiglicação de BSA/frutose, 

BSA/metilglioxal e arginina/metilglioxal; 

o inibição das enzimas α- amilase e α-glicosidase e lipase;  

o citotoxicidade de cada fração pelo ensaio de hemólise, utilizando-

se eritrócitos de ratos Wistar;  

o Determinar quantitativamente por meio de métodos de prospec-

ção fitoquímica as proporções de flavonoides, fenóis totais e tani-

nos condensados; 

o Elucidar as moléculas das melhores frações através de cromato-

grafia líquida acoplada a um espectrômetro de massa. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

2.1. EXTRAÇÃO, PARTICIONAMENTO E DILUIÇÃO DOS EXTRATOS 

 Para a obtenção do extrato bruto, foram utilizadas 500 g de folhas secas de B. 

forficata. Foi feita a maceração estática, onde o material permaneceu imerso em 2,5 

litros do solvente etanólico (proporção de 1:5 m/v) durante seis dias em média. Após 

esse período, a solução com os extrativos foi filtrada e o solvente removido em rotaeva-

porador sobre pressão reduzida a 40º C. O resíduo do material vegetal foi então remace-

rado por mais duas vezes, utilizando-se o solvente recuperado na rotaevaporação. O 
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extrato foi congelado e liofilizado para a remoção de água e posteriormente utilizado 

para o particionamento.  

Para o particionamento, foi feita a diluição de 5g do extrato bruto em 50 mL de 

solução hidrometanólica na proporção de 1:9. Misturou-se a solução hidrometanólica 

com o extrato bruto, depois filtrou-se o a solução em papel filtro com o auxílio de funil 

comum. A massa residual no papel filtro foi descontada para avaliação do rendimento 

final de cada fração. Utilizando-se de um funil de bromo a partição foi realizada com 

solventes de polaridade crescentes: hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol, 

completando-se com o residual que foi denominado de fração água. Para tal foi realiza-

da três extrações com 50 mL de cada solvente. Os solventes foram rotaevaporados com 

pressão reduzida a 40ºC, congeladas e liofilizadas para a remoção da água remanescente 

e em seguida armazenadas a -20º C.  

 

2.2. PROSPECÇÃO FITOQUÍMICA 

 A prospecção fitoquímica teve por finalidade a caracterização dos compostos 

fenólicos nas frações, determinando quantitativamente as concentrações de flavonoides, 

taninos condensados e fenóis totais (ZOU et al., 2011).  

 

2.2.1. DETERMINAÇÃO DE FLAVONOIDES 

 Adicionou-se 30 μL de cada fração de 10 mg/ml em triplicada em uma placa de 

96 poços, foi acrescentado 180 μL de água milli-Q e 10 μL de solução de 5% de NaNO2 

em todos os poços com pipeta multicanal e incubou por 6 minutos à 25º C. Adicionou-

se 20 μL de AlCl3 a 10% (m/v) e deixou em repouso por 6 minutos, depois foi adicio-

nou à mistura 60 μL de solução a 4% de NaOH e incubou mais 15 minutos. A curva 

padrão foi preparada para análise dos dados utilizando-se quercetina (QE) nas concen-

trações de 7,81, 15,625, 31,25, 62,5, 125, 250, 500, 1000 μg/ml. Tanto a curva padrão 

quanto o branco (medida negativa com etanol) foram adicionados na mesma proporção 

das frações nos poços (30 μL). A placa foi lida em espectrofotômetro no comprimento 

de onda de 510 nm, onde o branco foi descontado das amostras posteriormente. Tais 

medidas foram expressas em mg de equivalentes de quercetina por grama de material 

vegetal (mg QE/g) (ZOU, 2011). 
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2.2.2. DETERMINAÇÃO DE TANINOS CONDENSADOS (PROANTOCIANIDI-

NAS) 

 Adicionou-se 10 μL de cada fração de 10 mg/ml em triplicada em uma placa de 

96 poços, foi feito o acréscimo de 200 μL de solução de 4% de vanilina em metanol em 

todos os poços com pipeta multicanal e foi incubado por 15 minutos à 25º C. A curva 

padrão foi preparada para análise dos dados utilizando-se catequina (CE) nas concentra-

ções de 7,81, 15,625, 31,25, 62,5, 125, 250, 500, 1000 μg/ml. Tanto a curva padrão 

quanto o branco (medida negativa, usar água ou metanol) foram adicionados na mesma 

proporção das frações nos poços (10 μL). A placa foi lida em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 500 nm, onde o branco foi descontado das amostras posterior-

mente. Tais medidas foram expressas em mg de equivalentes de catequina por grama de 

material vegetal (mg CE/g) (ZOU et al., 2011). 

 

2.2.3. DETERMINAÇÃO DE FENÓIS TOTAIS 

 Adicionou-se 5 μL de cada fração de 10 mg/ml em triplicada em uma placa de 

96 poços, foi acrescentado 195 μL de água milli-Q e 25 μL de reagente Folin-Ciocalteu 

em todos os poços com pipeta multicanal e incubou-se por 6 minutos à 25º C. Adicio-

nou-se 75 μL de Na2CO3 a 7% e foi incubado por duas horas no escuro à 25º C. A curva 

padrão foi preparada para análise dos dados utilizando-se ácido gálico (GAE) nas con-

centrações de 7,81, 15,625, 31,25, 62,5, 125, 250, 500, 1000 μg/ml. Tanto a curva pa-

drão quanto o branco (medida negativa) foram adicionados na mesma proporção do 

extrato nos poços (5 μL). A placa foi lida em espectrofotômetro no comprimento de 

onda de 765 nm, onde o branco foi descontado das amostras posteriormente. Tais medi-

das foram expressas em mg de equivalentes de ácido gálico por grama de material vege-

tal (mg GAE/g)  (ZOU et al., 2011). 

 

2.3. ENSAIOS ANTIOXIDANTES 

 

2.3.1 CAPACIDADE DE ABSORÇÃO DO RADICAL OXIGÊNIO (ORAC) 

 Neste ensaio o radical peroxil, gerado pela reação do AAPH [dicloreto de 2,2'-

azobis(2-amidinopropano)] que é capaz de oxidar a fluoresceína,  (GLAZER, 1988). 
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Assim o azobis foi utilizado para produzir o radical peroxil por aquecimento, o que de-

grada a molécula fluorescente, resultando na perda de fluorescência. Este ensaio avaliou 

a atividade antioxidante através da inibição da oxidação da fluoresceína, induzida pelo 

radical peroxil, por transferência de átomos de hidrogênio ou de elétrons de moléculas 

antioxidantes (PRIOR et al., 2003).  

 Para o ensaio todos os reagentes foram preparados com tampão ORAC a 75 mM 

e pH 7,4. Com o tampão previamente preparado, preparou-se o radical Azobis a 153 

mM, cobrindo com papel alumínio para evitar a reação do radical com a luz. Já a curva 

padrão foi realizada com Trolox (pesou-se 0,0125g de Trolox em 5 mL de tampão 

ORAC) e diluiu serialmente para as concentrações de 7,81, 15,625, 31,25, 62,5, 125 e 

250 µM. Preparou-se fluoresceína em tampão ORAC pesando 0,016 g de fluoresceína 

diluídos em 100 ml do tampão, pegou-se 1 ml dessa primeira solução e diluiu em mais 

99 ml de tampão para se ter uma solução de fluoresceína de 1:99. Pegou-se 1 ml da se-

gunda solução e diluiu em mais 50 ml de tampão, chegando a uma concentração de 8,5 

x 10-5 mM de fluoresceína.   

Em uma microplaca de 96 poços de cor preta pipetou-se 25 μL do extrato em 

triplicata, no caso da curva pipetou-se a mesma quantidade dos extratos e para o contro-

le positivo pipetou-se soluções de ácido ascórbico nas mesmas concentrações das fra-

ções. Para o Branco, acrescentou-se 25 μL de tampão ORAC em triplicata na micropla-

ca, este foi o valor do branco que foi então descontado da absorbância das amostras e da 

curva padrão.  Adicionou-se a todos os poços 150 μL da solução de fluoresceína à con-

centração de 8,5 x 10-5 mM e momentos antes da leitura ainda se acrescentou 30 μL da 

solução de Azobis. Utilizou-se o espectrofluorímetro para análise da fluorescência, com 

excitação a 485 nm e emissão a 528 nm, em temperatura de 37 °C durante 90 minutos 

em um intervalo de leitura de 90 segundos. 

 

2.3.2 POTENCIAL ANTIOXIDANTE REDUTOR FÉRRICO (FRAP) 

 Este método colorimétrico pode ser considerado um método indireto para a de-

terminação antioxidante. Nele os antioxidantes presentes na amostra reduzem Fe3+ a 

Fe2+, o qual é quelado pela 2,4,6-tri (2 piridil)-s-triazina (TPTZ) para formar o comple-

xo Fe2+ - TPTZ, de coloração azul, lida no comprimento de onda de 593 nm (BENZIE; 

STRAIN, 1996). 
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 Inicialmente preparou-se o tampão de acetato de sódio à 0,3 M e pH 3,6. Em 

seguida preparou-se uma solução de HCl à 40 mM, após homogeneizado e transferiu-se 

para um frasco de vidro e foi armazenado em temperatura ambiente. A solução anterior 

foi utilizada no preparo da solução de TPTZ à 10 mM, posteriormente armazenando-o 

em frasco âmbar e em refrigeração. A solução com íon férrico (Fe3+) foi preparado pe-

sando-se 0,108 g de cloreto férrico, diluindo-o em 20 mL de água destilada.  

Utilizando-se as soluções de TPTZ e a solução de cloreto férrico, juntamente 

com o tampão de acetato de sódio, preparou-se o reagente FRAP, na seguinte propor-

ção: 10 partes de tampão de acetato de sódio para 1 parte de cada solução, 1 parte de 

solução TPTZ e 1 parte de solução de cloreto férrico. Para a curva padrão foi utilizado 

Trolox (pesou-se 0,0125g de Trolox em 5 mL de tampão FRAP) e diluiu serialmente 

para as concentrações de 10, 20, 40, 60, 80, 100, 150 e 200 µM. Para o controle positivo 

preparou-se soluções de ácido ascórbico nas mesmas concentrações das frações.  

 A reação foi feita em microplaca de 96 poços adicionando-se 10 µL da amostra 

ou as diluições da curva Trolox, mais 25 µL de água destilada e 250 µL tampão FRAP. 

Após a preparação da placa, incubou-se a mesma por 6 minutos a 37°C. Após incuba-

ção, leu-se a placa em espectrofotômetro em 593 nm de absorbância.  

 

2.3.3 MÉTODO DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) 

 Tal método baseia-se na doação de um elétron ou hidrogênio da amostra para o 

radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), quando há reação de redução do radical no 

poço da microplaca há indicação positiva de absorbância que é lida à 517 nm (YILDI-

RIM; MAVI; KARA, 2001). Foi realizado o ensaio de IC50 para avaliar a concentração 

necessária para que cada fração atinja 50% da capacidade inibitória, construindo uma 

curva para cada fração. 

 Primeiramente a solução de DPPH foi preparada a uma concentração de 0,06 

mM. Com a concentração do DPPH devidamente corrigida iniciou-se o processo de 

pipetagem em microplaca, adicionando 75 μL da amostra testada e mais 225 μL da so-

lução DPPH e incubando por 30 minutos a 30º C e ao abrigo da luz. Ao final da incuba-

ção, foi feita a leitura da placa no comprimento de onda de 517 nm. Para obtenção dos 

valores de branco foram pipetados em outra microplaca 50 μL das amostras testadas e 

adicionou-se 200 μL de metanol em cada poço, lendo a placa em espectrofotômetro.  
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𝐶𝐴 = (%) = (
𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − (𝐴𝑏𝑠 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑠 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)

𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
) . 100         𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 1 

 Onde: CA é Capacidade Antioxidante, Abs controle é a absorbância inicial da 

solução metanólica de DPPH, Abs amostra é a absorbância da mistura (DPPH + amos-

tra), Abs branco é a absorbância da amostra em metanol. 

 

2.4. DETERMINAÇÃO DA INIBIÇÃO ENZIMÁTICA 

 

2.4.1. INIBIÇÃO DA ATIVIDADE DA α-AMILASE 

 As partições das folhas da pata-de-vaca foram analisadas quanto à sua capacida-

de de inibição sobre a enzima α-amilase pelo método GALC2CNP modificado, foram 

necessários o substrato α-(2-cloro-4-nitrofenil)-β-1,4-galactopiranosilmaltosídeo (GAL-

G2-α-CNP) e fração de saliva enriquecida com a enzima α-amilase salivar (JUSTINO et 

al., 2018). A amostra de saliva foi obtida pelo método de salivação, onde o indivíduo 

voluntário salivou e posteriormente a mesma foi submetida a cromatografia e com isso 

foi obtido fração enriquecida em α-amilase salivar que foi armazenada a -20ºC. No 

momento de realização do teste a saliva foi então descongelada e centrifugada a 12000 

xg por 10 minutos a 20ºC. O sobrenadante foi fracionado em uma coluna de Q-

Sepharose, fazendo uso de tampão contendo 50 mM de Tris-HCL (pH 8,0), 10 mM de 

EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) e 10 mM de EGTA (ácido etilenoglicol te-

tra-acético). O volume de exclusão da coluna de Q-Sepharose foi dialisado em tampão 

de bicarbonato de amônio 50 mM, pH 7,0, liofilizado e solubilizado em 50 mM de tam-

pão ácido 2-(N-morfolino)-etanossulfônico (MES), contendo 5 mM de CaCl2, 140 mM 

de tiocianato de potássio e 300 mM de cloreto de sódio pH 6,0. 

  As frações foram dissolvidas em DMSO (Dimetilsulfóxido) à uma concentração 

de 10 mg/ml e diluídas serialmente mais seis vezes, e posteriormente incubadas com a 

fração enriquecida de amilase (proporção 1:10) durante 30 minutos a 37ºC. A reação 

iniciou-se com a adição de 320 µL do substrato GAL-G2-α-CNP (12 mM), as absorbân-

cias foram medidas utilizando comprimento de onda de 405 nm, durante 3 minutos com 

intervalos de 1 minuto, a 37ºC. O controle positivo utilizado foi a Acarbose, diluída nas 

mesmas concentrações das frações. Os ensaios foram realizados em triplicata, com dife-
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rentes concentrações de extrato afim de determinar a menor concentração de amostra 

que atingiu 50% de inibição da enzima (IC50) e o resultado apresentado em porcentagem 

de inibição da α-amilase que foi calculado pela Equação 4 que segue abaixo. Equações 

2 e 3 determinaram a atividade da enzima em U.m/L e %, respectivamente, e foram uti-

lizadas no cálculo da inibição (JUSTINO et al., 2018). 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣. 𝑑𝑒 𝛼 − 𝑎𝑚𝑖𝑙𝑎𝑠𝑒 (𝑈 /𝑚𝐿)  =  [(𝛿𝐴𝑏𝑠 /𝑚𝑖𝑛𝑢𝑡𝑜). 𝑉𝑓. 𝐹𝑑] /𝜉. 𝑉𝑠. 𝐼    𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 2 

𝐴𝑡𝑖𝑣. 𝑑𝑎 𝛼 − 𝑎𝑚𝑖𝑙𝑎𝑠𝑒 (%)  =  [(𝐴 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) /(𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒)] . 100         𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 3 

𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 (%) = 100 −  (𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑎 𝛼 − 𝑎𝑚𝑖𝑙𝑎𝑠𝑒 𝑒𝑚 %)                      𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 4    

  Onde, δAbs /minuto significa a diferença das absorbâncias por minuto (Abs3-

Abs1/2); (Abs = Absorbância;); Vf é o volume total da reação (328µL); Vs é o volume 

de amostra de fração somado com a enzima α-amilase que corresponde a 8 µL; Fd é o 

fator de diluição da saliva (50); ξ é o coeficiente de absortividade do 2-cloro-p-

nitrofenol; I consiste no comprimento de percurso da luz (0,97); A controle é a atividade 

da α-amilase e A amostra é a atividade da α-amilase na presença das frações. 

 

2.4.2. INIBIÇÃO DA ATIVIDADE DA α-GLICOSIDASE 

  O ensaio de inibição da enzima α-glicosidase foi feito utilizando-se fração enri-

quecida em α-glicosidase obtida a partir de solução preparada com de 0,1 g de pó cetô-

nico de intestino de rato diluido em 3 ml de tampão fosfato de potássio a 50 mM, segui-

do de centrifugação a 12000g por 30 minutos, o sobrenadante foi coletado. O controle 

positivo utilizado foi a Acarbose, diluída nas mesmas concentrações das frações. Foram 

utilizados 75 μL do sobrenadante que contem a enzima, adicionou-se 30 μL de Glutati-

ona reduzida (GSH) 1,5 mM e por fim 15 μL de amostra ou do controle positivo. A so-

lução contendo a enzima, o GSH e a amostra foram incubadas a 37ºC por vinte minutos, 

posteriormente separou-se placa de 96 poços e adicionou-se 50 μL da solução anterior e 

220 de substrato (Substrato p-nitrofenil-alfa-D-glicopiranosídeo (301,25 g/mol) a 4 

mM). O ensaio cinético foi conduzido a 405 nm durante 30 minutos com intervalos de 

leitura a cada 5 minutos e a porcentagem de inibição é dada pelo Equação 5 (JUSTINO 

et al., 2018).  
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𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 = (
(𝐴𝑆𝐶 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴𝑆𝐶 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)

𝐴𝑆𝐶 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
) . 100                                        𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 5 

 Onde: ASC controle é a área sob a curva na ausência da fração, e ASC amostra é 

a área sob a curva na presença da fração. 

 

2.4.3. TIPO DE INIBIÇÃO 

Para esclarecer o tipo de inibição exercido pelas partições sobre as enzimas α-

amilase e α-glicosidase, a plotagem dos dados utilizando Lineweaver-Burk foi realiza-

da. 

 

2.4.4. INIBIÇÃO DA ENZIMA LIPASE PANCREÁTICA 

  O ensaio teve como materiais necessários o tampão Tris-HCl 0,05 M, que con-

tem CaCl2 0,01 M e NaCl 0,025 M (pH 8), o substrato 4-nitrofenil palmitato a 0,8 mM e 

enzima lipase pancreática suína em concentração 10 mg/ml. A enzima foi centrifugada 

em 2000g por 3 minutos O controle positivo utilizado foi o ORLISTAT, diluído em 

DMSO nas mesmas concentrações das frações. O procedimento ocorreu com a adição 

de 100 μL da enzima e 50 μL da amostra ou do controle positivo. Incubou-se durante 10 

minutos a 37ºC, em poço separado adicionou-se 100 μL da enzima e 50 de tampão (con-

trole negativo), por fim adicionou-se 50 μL de substrato e realizou-se a leitura durante 

30 minutos a 25ºC a 410 nm e a porcentagem de inibição é dada pelo Equação 6 

(JUSTINO et al., 2018):  

 

𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜(%) =   (
(𝐴𝑆𝐶 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴𝑆𝐶 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)

𝐴𝑆𝐶 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
) . 100                            𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 6   

 Onde: ASC controle é a área sob a curva na ausência da fração, e ASC amostra é 

a área sob a curva na presença da fração. 

 

2.5. INIBIÇÃO DA FORMAÇÃO DE PRODUTOS FINAIS DE GLICAÇÃO AVAN-

ÇADA (CAPACIDADE ANTIGLICANTE) 

 

2.5.1. ENSAIO DE ANTIGLICAÇÃO: MODELO BSA (ALBUMINA SÉRICA BO-

VINA) /FRUTOSE 
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 O ensaio contou com a preparação de quatro conjuntos de micro tubos distintos, 

sendo o primeiro conjunto os que possuem amostras que foram testadas (450 μL de 

tampão fosfato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 0,02% de azida), 150 μL de BSA a 

concentração de 50 mg/ml em tampão fosfato, 150 μL de frutose 1,25 mM em tampão 

fosfato e 50 μL do agente antiglicantes, que foram os extratos particionados das folhas 

de B. forficata). O segundo conjunto foram os controles positivos, onde não houve gli-

cação (450 μL de tampão fosfato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 0,02% de azida), 150 

μL de BSA a concentração de 50 mg/ml em tampão fosfato, 150 μL de frutose 1,25 mM 

em tampão fosfato e 50 μL de quercetina (inicialmente com 10 mg/ml e diluída serial-

mente mais seis vezes)). No terceiro conjunto foi onde ocorreu a glicação, sendo assim 

considerada o controle negativo (450 μL de tampão fosfato 200 mM a pH 7,4 (adicio-

nado de 0,02% de azida), 150 μL de BSA a concentração de 50 mg/ml em tampão fosfa-

to, 150 μL de frutose 1,25 mM em tampão fosfato e 50 μL de água). Já o quarto conjun-

to consistiu no tubo branco, onde não houve a presença de frutose e de agentes antigli-

cantes, ( 450 μL de tampão fosfato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 0,02% de azida), 

150 μL de BSA a concentração de 50 mg/ml em tampão fosfato, 150 μL de tampão fos-

fato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 0,02% de azida) e 50 μL de água). 

 As amostras foram incubadas por 3 dias em condições de privação de luz a 37ºC, 

após a incubação foram adicionados 800 μL de ácido tricloroacético 20%, posterior-

mente centrifugou-se os tubos a 10000g por 10 minutos e descartou-se o sobrenadante e 

o pellet foi ressuspendido em 800 μL de tampão fosfato. Foram pipetados 300 μL da 

solução de pellet ressuspendido em placa de 96 poços preta, foi pipetado somente tam-

pão fosfato em alguns poços para que fosse descontado seus valores das demais amos-

tras. A leitura foi realizada no comprimento de onda de excitação (350 nm) e de emissão 

(420 nm). A porcentagem de inibição foi calculada conforme a Equação 7  (JUSTINO 

et al., 2018).  

 

𝐼𝐺 (%) = 100 −  (
(𝐼𝐹 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐼𝐹 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜).

(𝐼𝐹 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐼𝐹 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)
100)                                         𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 7 

 Sendo: IF amostra a intensidade de fluorescência na presença da fração, 

IF branco a intensidade de fluorescência na ausência de frutose e fração, e IF controle a 

intensidade de fluorescência na ausência da fração. 
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2.5.2. ENSAIO DE ANTIGLICAÇÃO: MODELO BSA/METILGLIOXAL 

  O ensaio contou com a preparação de quatro conjuntos de micro tubos distintos, 

sendo o primeiro conjunto os que possuem amostras que foram testadas (450 μL de 

tampão fosfato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 0,02% de azida), 150 μL de BSA a 

concentração de 50 mg/ml em tampão fosfato, 150 μL de metilglioxal 53,3 mM em 

tampão fosfato e 50 μL do agente antiglicantes, que foram os extratos particionados das 

folhas de B. forficata). O segundo conjunto foram os controles positivos, onde não hou-

ve glicação (450 μL de tampão fosfato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 0,02% de azi-

da), 150 μL de BSA a concentração de 50 mg/ml em tampão fosfato, 150 μL de metil-

glioxal 53,3 mM em tampão fosfato e 50 μL de quercetina (inicialmente com 10 mg/ml 

e diluída serialmente mais seis vezes)). No terceiro conjunto foi onde ocorreu a glica-

ção, sendo assim considerada o controle negativo (450 μL de tampão fosfato 200 mM a 

pH 7,4 (adicionado de 0,02% de azida), 150 μL de BSA a concentração de 50 mg/ml em 

tampão fosfato, 150 μL metilglioxal 53,3 mM em tampão fosfato e 50 μL de água). Já o 

quarto conjunto consistiu no tubo branco, onde não houve a presença metilglioxal e de 

agentes antiglicantes, ( 450 μL de tampão fosfato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 

0,02% de azida), 150 μL de BSA a concentração de 50 mg/ml em tampão fosfato, 150 

μL de tampão fosfato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 0,02% de azida) e 50 μL de 

água). 

  O procedimento teve sequência de uma incubação por 3 dias no escuro a 37ºC, 

feita a incubação, realizou-se a centrifugação dos tubos a 10000g por 10 minutos, des-

cartando-se o sobrenadante e ressuspendendo o pellet em 800 μL de tampão fosfato, 

foram pipetados 300 μL de amostra na microplaca preta de 96 poços, foi pipetado so-

mente tampão fosfato em alguns poços para que fosse descontados seus valores das de-

mais amostras. A leitura foi então realizada em comprimento de onda de excitação (340 

nm) e de emissão (380 nm). A porcentagem de inibição foi calculada pela Equação 7 

(JUSTINO et al., 2018).  

 

𝐼𝐺 (%) = 100 −  (
(𝐼𝐹 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐼𝐹 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜).

(𝐼𝐹 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐼𝐹 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)
100)                                         𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 7 

 Sendo: IF amostra a intensidade de fluorescência na presença da fração, 

IF branco a intensidade de fluorescência na ausência de metilglioxal e da fração, e IF 

controle a intensidade de fluorescência na ausência da fração. 
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2.5.3. ENSAIO DE ANTIGLICAÇÃO: MODELO ARGININA/ METILGLIOXAL 

  O ensaio contou com a preparação de quatro conjuntos de micro tubos distintos, 

sendo o primeiro conjunto os que possuem amostras que foram testadas (450 μL de 

tampão fosfato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 0,02% de azida), 150 μL de arginina 

106,6 mM em tampão fosfato, 150 μL de metilglioxal 53,3 mM em tampão fosfato e 50 

μL do agente antiglicantes, que foram os extratos particionados das folhas de B. forfica-

ta). O segundo conjunto foram os controles positivos, onde não houve glicação (450 μL 

de tampão fosfato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 0,02% de azida), 150 μL de argini-

na 106,6 mM em tampão fosfato, 150 μL de metilglioxal 53,3 mM em tampão fosfato e 

50 μL de quercetina (inicialmente com 10 mg/ml e diluída serialmente mais seis ve-

zes)). No terceiro conjunto foi onde ocorreu a glicação, sendo assim considerada o con-

trole negativo (450 μL de tampão fosfato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 0,02% de 

azida), 150 μL de arginina 106,6 mM em tampão fosfato, 150 μL metilglioxal 53,3 mM 

em tampão fosfato e 50 μL de água). Já o quarto conjunto consistiu no tubo branco, on-

de não houve a presença metilglioxal e de agentes antiglicantes, (450 μL de tampão fos-

fato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 0,02% de azida), 150 μL de arginina 106,6 mM 

em tampão fosfato, 150 μL de tampão fosfato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 0,02% 

de azida) e 50 μL de água). 

  O procedimento foi então seguido de incubação por 3 dias no escuro a 37ºC, 

feita a incubação, foram pipetados 300 μL de amostra na microplaca preta de 96 poços, 

foi pipetado somente tampão fosfato em alguns poços para que fosse descontado seus 

valores das demais amostras. A leitura deverá ser realizada em comprimento de onda de 

excitação (340 nm) e de emissão (380 nm). A porcentagem de inibição foi calculada 

pela Equação 7 (JUSTINO et al., 2018).  

 

𝐼𝐺 (%) = 100 −  (
(𝐼𝐹 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐼𝐹 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜).

(𝐼𝐹 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐼𝐹 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)
100)                                         𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 7 

 Sendo: IF amostra a intensidade de fluorescência na presença da fração, 

IF branco a intensidade de fluorescência na ausência de metilglioxal e da fração, e IF 

controle a intensidade de fluorescência na ausência da fração. 
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2.6. CITOTOXICIDADE DAS PARTIÇÕES DO EXTRATO ETANÓLICO DE B. 

forficata PELO MÉTODO DE HEMÓLISE 

  O ensaio de hemólise foi realizado com base no estudo de EVANS et al., (2013). 

Para a avaliação da capacidade hemolítica, as frações e a saponina Quillaja sp (usada 

como controle positivo Sigma) foram diluídos em etanol nas concentrações de 500, 250, 

125, 62,5, 31,25, 15,67 µg/mL. Por outro lado, foram avaliadas três concentrações das 

partições, começando por 500, 250 e 125 µg/mL. Inicialmente, foi coletado por pulsão 

cardíaca 1 mL de sangue de rato Wistar macho, devidamente sedado, por meio de tubo 

revestido com K2-EDTA (parecer do comitê de ética no. 015/17). Após coleta, o sangue 

foi centrifugado a 500xg durante 5 minutos para que o sobrenadante (plasma) possa ser 

descartado. Após o descarte do sobrenadante, as células foram ressuspendidas em tam-

pão fosfato de sódio (PBS) (pH 7,4) e a solução foi então centrifugada a 500g durante 5 

min. Logo após a centrifugação, o sobrenadante é descartado e o processo repetido por 

mais 3 vezes, com a finalidade de lavar as células. Em seguida, o sobrenadante foi re-

movido e substituído por PBS enriquecido com glicose (10mM) para obtenção de solu-

ção rica em eritrócitos (SRE). 

 Em um tubo de 10 mL, foram acrescentados 9800 µL de PBS e 200 µL de SER 

(diluição de 1:50) para obtenção de solução diluída de eritrócitos (SDE). Para o início 

do ensaio, foram adicionados 10 µL de amostra (extrato/partição) e 190 µL de SDE em 

placas de 96 poços com fundo côncavo. As placas foram então incubadas à 37°C duran-

te 1 hora. Após a incubação, as placas foram centrifugadas a 500xg por 5 minutos para 

sedimentar os eritrócitos intactos e então, foram transferidos 100 µL do sobrenadante de 

cada poço para novos poços de uma placa de 96 poços de fundo plano. As absorbâncias 

foram então medidas em espectrofotômetro a 405 nm. Para o branco, foram utilizados 

10 µL de solução de triton (10%). O valor médio de eritrócitos em sangue de rato Wis-

tar macho é de 865,106 células/µL, portanto, a concentração final de eritrócitos foi de 

aproximadamente 18.105 células por poço (LIMA et al., 2014). 

 

2.7. HPLC-ESI-MS / MS 

 Os compostos nas frações que apresentaram as melhores atividades biológicas 

foram identificados por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a um espec-

trômetro de massa com ionização por eletro spray (HPLC-ESI-MS / MS, Agilent Q-
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TOF, modelo 6520). Foi usado uma solução Metanol-H2O (4:1) como sistema de sol-

vente e as amostras foram infundidas na fonte ESI do equipamento a uma taxa de fluxo 

de 200 µl / h. Utilizou-se gás nitrogênio como gás de secagem gás a uma taxa de fluxo 

de 8 L/minutos e como gás nebulizador a 58 psi. A temperatura do nebulizador foi ajus-

tada para 200ºC e potencial de 4,5 kV foi aplicado ao capilar. A energia de impacto do 

elétron foi ajustada para 5-30 eV. Os parâmetros do HPLC foram: coluna Agilent Zor-

bax modelo 50 x 2,1 mm, partículas de 1,8 µm e diâmetro de poro de 110 Å, fase mó-

vel: água acidificada com ácido fórmico (0,1% v v-1) (A) e metanol (B). O sistema sol-

vente de gradiente (B) foi: 2% (0 min); 98% (0-15 min); 100% (15-17 min); 2% (17-18 

min); 2% (18-22 min), com um fluxo de 0,35 mL/minutos e detectado a UV de 280 e 

360 nm. Os dados foram adquiridos nos modos negativo e positivo, com ajuste para um 

intervalo de 20-1000 m/z. 

 

2.8 ANALISES ESTATISTICAS 

 Todas as análises estatísticas e a confecção dos gráficos foram realizados utili-

zando-se o software GraphPad Prism versão 6.0. Os dados foram expressos como média 

± erro padrão da média e a análise da variância foi realizada pelo teste One-Way ANO-

VA com teste Dunnett para comparações múltiplas entre os controles e as médias das 

amostras, One-Way e two-Way ANOVA com teste de Tukey para comparações múlti-

plas entre as médias das amostras e dos controles. Valores de p<0.05 foram considera-

dos significativos. 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1. EXTRAÇÃO, PARTICIONAMENTO E DILUIÇÃO DOS EXTRATOS 

 Conforme descrito nos métodos, foram executados os passos para obtenção de 

cada fração particionada e ao fim foi dado a seguinte denominação para fração extraída 

pelos solventes por polaridade crescente hexano (HEX), diclorometano (DCM), acetato 

de etila (ACOET), n-Butanol (ButOH), e a parte residual de H2O e seu rendimento é 

demonstrado na Tabela 1.  
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Fração Massa final das extrações (g) Rendimento (%) 

Hexano 0,14 2,98 

Diclorometano 0,63 13,08 

Acetato de Etila 0,68 14,14 

N-Butanol 1,17 24,34 

Água residual 0,03 0,62 

 

3.2. PROSPECÇÃO FITOQUÍMICA 

 

3.2.1. DETERMINAÇÃO DE FLAVONOIDES 

O método demonstrou que a maior concentração de flavonoides está na fração 

ACOET (23,92 mgQE/g), seguida da fração ButOH (20,60 mgQE/g). Com exceção da 

fração HEX (8,23 mgQE/g) as demais frações tiveram valores significativamente seme-

lhantes, DCM: 19,325, H2O: 19,918 todos expressos em mgQE/g, como mostra a Figura 

1. 

 

 

 

 

 

Tabela 1: Rendimento do particionamento do extrato etanólico de B. forficata 

Figura 1: gráfico de determinação de flavonoides em cada partição de B. forficata. Frações: Hex: 

hexano; DCM: diclorometano; ACOET: acetato de etila; ButOH: n-butanol; H2O: água residual. 

Análise estatística one-way ANOVA indicando que não houve diferença significativa entre as fra-

ções DCM e H2O, além de uma diferença entre elas e as frações Hex, ACOET e ButOH em relação 

as demais frações. Letras iguais indicam diferença não significativa. 
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3.2.2. DETERMINAÇÃO DE TANINOS CONDENSADOS (PROANTOCIANIDI-

NAS) 

 Pelo método utilizado, as frações com as maiores concentrações de taninos con-

densados foram as frações ACOET (112,29 mgCE/g) e a fração ButOH (91,55 

mgCE/g). As frações com as menores concentrações de taninos condensados foram 

HEX (14,60 mgCE/g) e DCM (35,11 mgCE/g). A fração H2O obteve 79,87 mgCE/g 

nesse método, como demostra a Figura 2. 

 

 

 

 

 

3.2.3. DETERMINAÇÃO DE FENÓIS TOTAIS 

A determinação dos fenóis totais realizados pelo método de Folin-Ciocalteu de-

mostrou que a fração ButOH (235,29 mgGAE/g) possui a maior concentração de com-

postos fenólicos, seguido da fração ACOET (196,03 mgGAE/g). As frações com as 

menores concentrações de fenóis são HEX (59,39 mgGAE/g) e DCM (88,90 

mgGAE/g). A fração H2O obteve 161,03 mgGAE/g nesse método como demonstra a 

Figura 3. 

Figura 2: gráfico de determinação de taninos condensados totais em cada partição de B. forficata. Fra-

ções: Hex: hexano; DCM: diclorometano; ACOET: acetato de etila; ButOH: n-butanol; H2O: água resi-

dual. Análise estatística one-way ANOVA indicando que houve diferença significativa entre as frações 

analisadas. Letras iguais indicam diferença não significativa. 
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3.2.4 PROSPECÇÃO FITOQUÍMICA 

Todos os resultados compilados da prospecção fitoquímica segue na Tabela 2. 

 

 

Solvente mgGAE/g mgCE/g mgQE/g 

Hex 59,39a 14,60a 8,23ª 

DCM 88,90b 35,11b 19,325b 

Acoet 196,03c 112,29c 23,92c 

ButOH 235,29d 91,55d 20,60d 

H2O 161,03e 79,87e 19,92d 

 

 3.3. ENSAIOS ANTIOXIDANTES 

 

3.3.1. CAPACIDADE DE ABSORÇÃO DO RADICAL OXIGÊNIO (ORAC) 

 Assim que a determinação fitoquímica foi realizada, a capacidade antioxidante 

das frações foi avaliada. O primeiro teste realizado foi o método de capacidade de ab-

sorção do radical oxigênio (ORAC), onde tivemos altos valores para quase todas as fra-

Tabela 2: Prospecção Fitoquímica das frações de B. forficata 

Figura 3: gráfico de determinação de fenóis totais em cada partição de B. forficata. Frações: Hex: he-

xano; DCM: diclorometano; ACOET: acetato de etila; ButOH: n-butanol; H2O: água residual. Análise 

estatística one-way ANOVA indicando que houve diferença significativa entre as frações. Letras iguais 

indicam diferença não significativa. 
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ções com similaridade significativa como demonstra a Figura 4. Neste método somente 

a fração aquosa demostrou valor significativamente menor que o controle ácido ascórbi-

co (814,19 μmol Trolox eq/g). Para as demais frações tivemos os seguintes resultados, 

Hex: 1247,59, DCM: 1376,04, Acoet: 1294,09 e ButOH: 1233,86, todos expressos em 

μmol Trolox eq/g. O controle positivo Ácido Ascórbico teve o valor de 1477,43 μmol 

Trolox eq/g. 

 

 

 

 

3.3.2. POTENCIAL ANTIOXIDANTE REDUTOR FÉRRICO (FRAP) 

 Para o método de FRAP tivemos resultados mais contrastantes entre si, onde três 

frações obtiveram alta capacidade antioxidante, foram elas ButOH (1483,40 µmol Tro-

lox eq/g), ACOET ( 1469,41 µmol Trolox eq/g) e H2O: (1202,86 µmol Trolox eq/g), e 

duas frações apresentaram baixos valores antioxidante, HEX: (538,63 µmol Trolox 

eq/g) e DCM (376,78 µmol Trolox eq/g) como demonstra a Figura 5. O controle positi-

vo Ácido Ascórbico obteve o valor de 1677,52 µmol Trolox eq/L.  

Figura 4: gráfico da atividade antioxidante no método de ORAC, em cada partição de B. forficata. Fra-

ções: Hex: hexano; DCM: diclorometano; ACOET: acetato de etila; ButOH: n-butanol; H2O: água resi-

dual. Análise estatística one-way ANOVA indicando que não houve diferença significativa entre as 

frações Hex, DCM, ACOET, ButOH e o controle positivo ácido ascórbico. Letras iguais indicam dife-

rença não significativa. 
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3.3.3. MÉTODO DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) 

 Para a realização do método DPPH as frações foram diluídas serialmente em 

sete novas concentrações, a partir da primeira concentração de 10 mg/mL, para realizar 

o ensaio do IC50 de cada uma.  

 Para este método obtivemos os seguintes resultados de IC50: HEX: 142,5 ± 20,8, 

DCM: 43,4 ± 5,6, ACOET: 8,5 ± 1,2, ButOH: 6,3 ± 1,1, H2O: 17,5 ± 2,0, todos expres-

sos em μg/ml, como demonstra a Figura 6. Para o controle positivo Ácido Ascórbico foi 

obtido um valor de IC50 de 7,6 ± 0,6 μg/ml. 

 

 

Figura 5: gráfico da atividade antioxidante no método de FRAP, em cada partição de B. forficata. Frações: 

Hex: hexano; DCM: diclorometano; ACOET: acetato de etila; ButOH: n-butanol; H2O: água residual. Análi-

se estatística one-way ANOVA indicando que não houve diferença significativa entre as frações ACOET e 

ButOH em relação ao controle positivo ácido ascórbico. Letras iguais indicam diferença não significativa. 
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3.4. DETERMINAÇÃO DA INIBIÇÃO ENZIMÁTICA 

 Para a determinação enzimática as frações foram diluídas serialmente em sete 

concentrações a partir da primeira concentração de 10 mg/mL para poder ser realizado a 

análise de IC50 de cada fração. 

 

3.4.1. INIBIÇÃO DA ATIVIDADE DA α-AMILASE 

 Na inibição da α-amilase foram obtidos os seguintes IC50’s: HEX: 3,1±1,1, 

DCM: esta fração não foi capaz de promover a inibição, ACOET: 0,4±0,1, ButOH: 

0,13±0,02, H2O: 0,4±0,1 todos expressos em μg/ml como demonstra a Figura 7. Para o 

controle positivo Acarbose foi obtido o seguinte IC50: 0,02±0,002 μg/ml. 

 

 

 

 

 

 

3.4.2. INIBIÇÃO DA ATIVIDADE DA α-GLICOSIDASE 

Na inibição da α-glicosidase foram obtidos os seguintes IC50’s: ACOET: 

8,2±3,3, ButOH: 17,1±6,1 todos expressos em μg/ml como demonstra a Figura 8. As 

Figura 6: gráfico da atividade antioxidante no método de DPPH, em cada partição de B. forficata. Fra-

ções: Hex: hexano; DCM: diclorometano; ACOET: acetato de etila; ButOH: n-butanol; H2O: água 

residual. Análise estatística da curva não linear (Hiperbola) indicando que não houve diferença signifi-

cativa entre as frações com o controle positivo ácido ascórbico. Valores expressos como média ± erro. 

 

Figura 7: gráfico da atividade inibitória sobre a enzima α-amilase, em cada partição de B. forficata. 

Frações: Hex: hexano; DCM: diclorometano; ACOET: acetato de etila; ButOH: n-butanol; H2O: água 

residual. Análise estatística da curva não linear (Hiperbola) indicando que não houve diferença signifi-

cativa entre as frações com o controle positivo acarbose. Valores expressos como média ± erro. Letras 

iguais indicam diferença não significativa. 
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frações Hex, DCM e H2O não demonstraram atividade neste ensaio. Para o controle 

positivo Acarbose foi obtido o seguinte IC50: 7,1±1,4 μg/ml. 

 

 

 

 

 

3.4.3. TIPOS DE INIBIÇÃO 

 Para esclarecer o tipo de inibição exercido pelas partições sobre as enzimas α-

amilase e α-glicosidase, as plotagens dos dados foram feitas utilizando Lineweaver-

Burk para as partições que apresentaram melhores valores de inibição das mesmas. Com 

ambas foram utilizadas as partições ACOET e ButOH, em três concentrações cada uma. 

Para a α-amilase, a partição de ACOET houve um decréscimo no valor de Vmáx, en-

quanto o valor de Km se manteve constante. Esse resultado indica que os compostos 

presentes nessa partição exibem predominantemente um modo de inibição não-

competitivo. Para a partição de ButOH houve um decréscimo tanto no Vmáx quanto no 

Km. Esse resultado indica que os compostos presentes nessa partição exibem predomi-

nantemente um modo de inibição acompetitivo. Para a α-glicosidase, a partição de 

ACOET houve um decréscimo na Vmáx, enquanto o valor de Km se manteve constante. 

Esse resultado indica que os compostos presentes nessa partição exibem predominante-

mente um modo de inibição não-competitivo. Para a partição de ButOH houve decrés-

cimo na Vmáx e o valor de Km aumentou. Esse resultado indica que os compostos pre-

sentes nessa partição exibem predominantemente um modo de inibição mista. Esses 

resultados estão expressos na Figura 9. 

Figura 8: gráfico da inibitória sobre a enzima α-glicosidase, em cada partição de B. forficata. Frações:  

ACOET: acetato de etila; ButOH: n-butanol. Análise estatística da curva não linear (Hiperbola) indi-

cando que não houve diferença significativa entre as frações que tiveram atividade com o controle 

positivo acarbose. Valores expressos como média ± erro. Letras iguais indicam diferença não signifi-

cativa. 
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3.4.4. INIBIÇÃO DA ENZIMA LIPASE PANCREÁTICA 

Na inibição da lipase pancreática foram obtidos os seguintes IC50’s: HEX: 

352,9± 62,3, DCM: 296,7± 66,4, ACOET: 185,2± 37,8, ButOH: 26,7± 7,8, H2O: 

18,6±1. Para o controle positivo Orlistat foi obtido o seguinte IC50: 2,4± 0,50, como 

demonstrado pela Figura 10. 

 

 

 

 

 

3.5. INIBIÇÃO DA FORMAÇÃO DE PRODUTOS FINAIS DE GLICAÇÃO AVAN-

ÇADA (CAPACIDADE ANTIGLICANTE) 

 Nos métodos a seguir de antiglicação as frações foram diluídas serialmente em 

sete concentrações a partir da primeira concentração de 10 mg/mL.  

 

Figura 10: gráfico da inibitória sobre a enzima lipase, em cada partição de B. forficata. Frações: Hex: 

hexano; DCM: diclorometano; ACOET: acetato de etila; ButOH: n-butanol; H2O: água residual. Aná-

lise estatística da curva não linear (Hiperbola) indicando a diferença significativa entre as frações e o 

controle positivo Orlistat. Valores expressos como média ± erro. Letras iguais indicam diferença não 

significativa. 

 

 

Figura 9: (A) Curva cinética da atividade inibitória sobre a enzima α-amilase pela fração ACOET nas 

concentrações 62,5 e 31,25 μg/ml e seu gráfico recíproco (1/[Atividade] por 1/[Substrato]), indicado o 

tipo de inibição não-competitivo. (B) Curva cinética da atividade inibitória sobre a enzima α-amilase 

pela fração ButOH nas concentrações 31,25 e 15,625 μg/ml e seu gráfico recíproco, indicando o tipo de 

inibição acompetitivo. (C) Curva cinética da atividade inibitória sobre a enzima α-glicosidase pela 

fração ACOET nas concentrações 500 e 250 μg/ml e seu gráfico recíproco, indicando a inibição não-

competitiva. (D) Curva cinética da atividade inibitória sobre a enzima α-glicosidase pela fração ACO-

ET nas concentrações 500 e 250 μg/ml e seu gráfico recíproco, indicando o tipo de inibição mista. 
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3.5.1. ENSAIO DE ANTIGLICAÇÃO: MODELO BSA (ALBUMINA SÉRICA BO-

VINA) /FRUTOSE 

No método de BSA/Frutose foi obtido os seguintes resultados: HEX: 29,1±6,3, 

DCM: 20,8±3,5, ACOET: 8,6±2,5, ButOH: 16,7±5,7, H2O: 14,38±3,8. Para o controle 

positivo quercetina obteve a concentração de IC50 de 8,5±1,2. Todos os valores expres-

sos em μg/ml. 

 

 

 

 

 

3.5.2. ENSAIO DE ANTIGLICAÇÃO: MODELO BSA/METILGLIOXAL 

Para o método de BSA/Metilglioxal os resultados foram: HEX: 452,57±171,5, 

DCM: 191,86±12,77, ACOET: 271,8±69,01, ButOH: 1155±396,5, H2O: não foi capaz 

de promover a inibição de formação de AGEs. Para a quercetina como controle positivo 

nesse método obteve o valor de IC50 de 38,13±5,640 Todos os valores expressos em 

μg/ml. 

Figura 11: Antiglicação pelo método de BSA/Frutose das frações de B. forficata. Frações: Hex: hexano; 

DCM: diclorometano; ACOET: acetato de etila; ButOH: n-butanol; H2O: água residual. Análise estatísti-

ca da curva não linear (Hiperbola) indicando que não houve diferença significativa entre as frações e o 

controle positivo quercetina. Valores expressos como média ± erro. Letras iguais indicam diferença não 

significativa. 
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3.5.3. ENSAIO DE ANTIGLICAÇÃO: MODELO ARGININA/ METILGLIOXAL 

Já no método Arginina/Metilglioxal obteve-se os seguintes resultados: HEX: 

389,3±99,43, DCM: 927,0±468,3, ACOET: 305,9±68,06, ButOH: 373,7±88,8, H2O: 

esta fração não foi capaz de promover atividade antiglicante. A quercetina como contro-

le positivo obteve o valor de IC50 de 18,77±1,205. Todos os valores expressos em 

μg/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Antiglicação pelo método de BSA/Metilglioxal das frações de B. forficata. Frações: Hex: 

hexano; DCM: diclorometano; ACOET: acetato de etila; ButOH: n-butanol; H2O: água residual. Análise 

estatística da curva não linear (Hiperbola) indicando que não houve diferença significativa entre as fra-

ções e o controle positivo quercetina. Valores expressos como média ± erro. Letras iguais indicam dife-

rença não significativa. 
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3.6. CITOTOXICIDADE DAS PARTIÇÕES DO EXTRATO ETANÓLICO DE B. 

forficata PELO MÉTODO DE HEMÓLISE 

O método de hemólise utilizado obteve como resultados os valores observados 

na Tabela 3 e na Figura 14:  

 

 

Amostra ** 500 μg/mL (%) ** 250 μg/mL (%) ** 125 μg/mL (%) 

Hex 9,99 7,02 8,44 

DCM 16,01 8,66 8,34 

Acoet 13,84 7,06 4,82 

ButOH 3,82 2,7 2,46 

H2O 2,13 2,28 2,81 

Saponina ---- ---- 95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Antiglicação pelo método de Arginina/Metilglioxal das frações de B. forficata. Frações: Hex: 

hexano; DCM: diclorometano; ACOET: acetato de etila; ButOH: n-butanol; H2O: água residual. Análise 

estatística da curva não linear (Hiperbola) indicando que não houve diferença significativa entre as fra-

ções e o controle positivo quercetina. Valores expressos como média ± erro. Letras iguais indicam dife-

rença não significativa. 

 

Figura 14: Capacidade hemolítica das frações de B. forficata em comparação ao controle positivo Sapo-

nina. Frações: Hex: hexano; DCM: diclorometano; ACOET: acetato de etila; ButOH: n-butanol; H2O: 

água residual. Análise estatística two-way ANOVA 

 

Tabela 3: Valores da porcentagem de hemólise de cada fração de B. forficata. Nota: ** Hemólise na [ ] de  
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3.7. CROMATOGRAFIA LÍQUIDA - ANÁLISE DE ESPECTROMETRIA DE MAS-

SA 

 Com base nas análises das frações de B. forficata, foram feitas análises espec-

trométricas para as duas melhores partições de B. forficata, ACOET e ButOH, os resul-

tados são apresentados nas tabelas 2 e 3. Foram identificadas 25 moléculas na partição 

Acoet, são elas: ácido quínico, ácido protocatecuico 3-hexosídeo, ácido protocatecuico, 

(epi) catequina hexosídeo, Apigenina, Kaempferol 3-O-(4-O-p-coumail)-glicosídeo, 

procianidina C1, ácido gálico, miricitina-3-O-(2-O-galoil)-glicosídeo, procianidina B2, 

Isorhamnetina-3-O-glicosídeo, galoil-quercetina hexosídeo, miricetina-3-O-α-arabino 

piranosídeo, quercetina-O-hexosídeo, ácido elágico pentosídeo, quercetina-3-O-α-L-

rhamnopiranosídeo, quercetina, gliciridina, liquiritina, kaempferol-3-rhamnosídeo, (+)- 

catequina, aurantio-obtusina, luteolina-7-O-rutinosídeo, miricetina-3-O-β-D-galacto 

piranosídeo. Por outro lado, foram identificadas 15 moléculas na partição ButOH, são 

elas:  galoil-hexosídeo, ácido gálico, ácido quínico, ácido protocatecuíco 3-hexosídeo, 

kaempferol-7-O-glicosídeo, kaempferol-7-O-glicosídeo, kaempferol-3,7-dirhamnosídeo 

(kaempferitrina), (+)- catequina, (epi) catequina hexosídeo, isorhamnetina-3-O-

glicosídeo, quercetina-3-O-rutinosídeo-7-O-rhamnosídeo, miricetina-3-O-hexosídeo, 

luteolina di-O-glicosídeo, miricetina-3-O-α-arabinopentosídeo, isoquercetina e liquiriti-

na. 

 

 

 

Compostos 

identifica-

dos 

Tem-

po de 

reten-

ção 

(min) 

Massa 

molecu-

lar ex-

ata 

Massa 

calcu-

lada 

para 

[M-H]- 

m/z de 

[M-

H]- 

Er-

ror 

(pp

m) 

m/z para 

os frag-

mentos de 

[M-H]- 

Referencia 

Ácido gáli-

co 
0,927 170,02 

169.01

31 

169,0

14 
5,32 

167,153,1

30, 125, 

108 

(DEL BUB-

BA et al., 

2012) 

Ácido quí-

nico 
0,977 192,06 

191,01

72 

191,0

17 
2,61 

171, 154, 

136, 126. 

(GOUVEIA; 

CASTILHO, 

Tabela 4: Compostos identificados na partição de acetato de etila (ACOET) presentes no extrato etanólico 

bruto de B. forficata por HPLC-ESI-MS/MS (modo negativo) 
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106 2010) 

Kaempferol 

3-O-(4-O-p-

coumaroil) - 

glicosídeo 

1,413 594,14 
593,13

07 

593,1

30 
1,18 

447, 279, 

257, 232, 

182 

(IBRAHIM et 

al., 2015) 

Ácido pro-

tocatecuico 
2,034 154,03 

153,01

75 

153,0

17 
1,96 

124 ,109, 

148, 116, 

120, 105 

(VALL-

VERDÚ-

QUERALT et 

al., 2010) 

Ácido pro-

tocatecuico 

3-hexosídeo 

2,135 316,08 
315,10

76 

315,1

07 
1,26 

307, 267, 

209, 169, 

183 

(CHEN; IN-

BARAJ; 

CHEN, 2012) 

Luteolina-7-

O-

rutinosídeo 

 

2,620 594,16 
593,13

04 

593,1

30 
0,67 

501, 435, 

385, 285, 

182 

(CHEN; IN-

BARAJ; 

CHEN, 2012) 

(+)-

Catequina 
5,136 290,08 

289,07

26 

289,0

70 
6,22 

282, 244, 

227, 217, 

161 

(JUSTINO et 

al., 2018) 

Apigenina 5,404 270,05 
269,06

61 

269,0

65 
2,22 

219, 203, 

191, 172, 

149 

(FALCÃO et 

al., 2010) 

Ácido p-

coumarico 
5,673 164,05 

163,03

87 

163,0

38 
1,22 119, 150 

(DEL BUB-

BA et al., 

2012) 

(Epi)catechi

na hexosí-

deo 

5,823 452,13 
451,12

25 

451,1

22 
0,44 

374, 325, 

245, 221, 

167 

(DEL BUB-

BA et al., 

2012) 

Miricetina-

3-O-(2-O-

galoil) 

glicosídeo 

6,025 632,10 
631,09

33 

631,0

93 
0,95 

559, 479, 

416, 316, 

253 

(NEGRI et 

al., 2013) 
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Procianidi-

na B2 
6,176 578,14 

577,13

42 

577,1

34 
0,34 

519, 400, 

245, 222, 

125 

(ZHANG, 

2010) 

Procianidi-

na C1 
6,343 866,21 

865,19

84 

865,1

97 
1,15 

721, 695, 

407, 289, 

217 

(JUSTINO et 

al., 2018) 

Miricetina-

3-O-β-D-

galacto pi-

ranosídeo 

6,478 480,09 
479,08

36 

479,0

83 
0,62 

460, 361, 

340, 271, 

221 

(SALDA-

NHA; VI-

LEGAS; 

DOKKE-

DAL, 2013) 

Miricetina-

3-O-α-

arabino pi-

ranosídeo 

6,562 450,08 
449,07

28 

449,0

72 
0,22 

316, 271, 

212, 151, 

107 

(SALDA-

NHA; VI-

LEGAS; 

DOKKE-

DAL, 2013) 

Galoil-

quercetina 

hexosídeo 

6,612 616,11 
615,09

99 

615,1

00 
0,16 

556, 463, 

368, 316, 

260 

(DA SILVA 

et al., 2014) 

Ácido elá-

gico pento-

sídeo 

7,098 434,05 
433,07

74 

433,0

77 
0,69 300, 151 

(DEL BUB-

BA et al., 

2012) 

Quercetina-

O-

hexosídeo 

7,316 464,10 
463,08

87 

463,0

88 
0,21 

364, 316, 

271, 243, 

151 

(YE et al., 

2012) 

Quercetina-

3-O-α-L-

rhamno-

piranosídeo 

7,400 448,10 
447,09

36 

447,0

93 
0,67 

445, 351, 

271, 151 

(SANTOS; 

FORTUNA-

TO; SPO-

TORNO, 

2018) 

Liquiritina 7,668 418,13 
417,08

17 

417,0

81 
0,23 

355, 255, 

186, 108 

(SIMIRGIO-

TIS et al., 
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2015) 

Isorhamne-

tina-3-O-

glicosídeo 

7,685 478,11 
477,10

63 

477,1

06 
0,41 

432, 380, 

300, 201, 

156 

(IBRAHIM et 

al., 2015) 

Kaempfe-

rol-3-

rhamnosí-

deo 

8,087 432,10 
431,09

91 

431,0

98 
2,31 

393, 373, 

285, 227, 

177 

(SANTOS; 

FORTUNA-

TO; SPO-

TORNO, 

2018) 

Quercetina 8,205 302,04 
301,03

40 

301,0

34 
0,33 

279, 199, 

151, 107 

(SUN et al., 

2007) 

Aurantio-

obtusina 
9,328 330,07 

329,06

74 

329,0

67 
0,30 

304, 299, 

239, 199, 

125 

(GOUVEIA; 

CASTILHO, 

2010) 

Gliricidina 9,680 300,06 
299,01

94 

299,0

18 
2,67 

282, 216, 

200, 154, 

117 

(YE et al., 

2012) 

 

 

 

 

Compostos 

identificados 

Tem-

po de 

reten-

ção 

(min) 

Massa 

mole-

cular 

exata 

Massa 

calcu-

lada 

para 

[M-H]- 

m/z de 

[M-H]- 

Er-

ror 

(pp

m) 

m/z para 

os frag-

mentos 

de 

[M-H]- 

Referencia 

Galoil hexosí-

deo 
1,077 332,07 

331,06

55 

331,06

53 
0,60 

271, 

227, 

181, 

169, 125 

(DA SILVA 

et al., 2014) 

Ácido gálico 1,161 170,02 
169,01

42 

169,01

43 
0,59 

147, 

139, 

(DEL BU-

BBA et al., 

Nota: compostos identificados entre 20, 25 e 30 eV 

Tabela 5: Compostos identificados na partição de n-Butanol (ButOH) presentes no extrato etanólico 

bruto de B. forficata por HPLC-ESI-MS/MS (modo negativo) 
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113, 

106, 125 

2012) 

Ácido quínico 1,429 192,06 
191,05

00 

191,05

04 
2,09 

186, 

172, 

148, 106 

(GOUVEIA; 

CASTILHO, 

2010) 

Ácido proto-

catecuico 3-

hexosídeo 

1,613 316,08 
315,06

67 

315,06

69 
0,63 

229, 

169, 

153, 

125, 108 

(CHEN; 

INBARAJ; 

CHEN, 

2012) 

Kaempferol-7-

O-glicosídeo 
2,821 448,10 

447,11

71 

447,11

73 
0,67 

319, 

285, 

250, 

227, 208 

(IBRAHIM 

et al., 2015) 

Kaempferol - 

3,7 – dirham-

nosídeo (ka-

empferitrina) 

4,665 578,16 
577,11

84 

577,11

88 
0,69 

554, 

534, 

489, 

431, 243 

(SANTOS; 

FORTU-

NATO; 

SPOTOR-

NO, 2018) 

(+)-Catequina 5,185 290,08 
289,06

76 

289,06

89 
4,49 

270, 

248, 

205, 

179, 153 

(YE et al., 

2012) 

(Epi) catequi-

na hexosídeo 
5,772 452,13 

451,20

16 

451,20

10 
1,32 

289, 

241, 

201, 

143, 107 

(DEL BU-

BBA et al., 

2012) 

Isorhamneti-

na-3-O-

glicosídeo 

6,124 478,11 
477,10

31 

477,10

31 
1,25 

383, 

344, 

243, 

217, 169 

(IBRAHIM 

et al., 2015) 

Quercetina-3-

O-rutinosídeo-
6,259 756,21 

755,20

21 

755,20

10 
1,45 

300, 

201, 125 

(FERRE-

RES et al., 
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7-O-

rhamnosídeo 

2012) 

Miricetina-3-

O-hexosídeo 
6,393 480,09 

479,08

21 

479,08

22 
0,20 

397, 

316, 

243, 

178, 150 

(FERRE-

RES et al., 

2012) 

Luteolina di-

O-glicosídeo 
6,443 610,14 

609,15

52 

609,14

61 
1,47 

449, 

391, 

300, 137 

(IBRAHIM 

et al., 2015) 

Miricetina-3-

O-α- 

arabinopento-

sídeo 

6,527 450,08 
449,07

12 

449,07

14 
0,44 

405, 

316, 

271, 186 

(SOBEH et 

al., 2016) 

Isoquercetina 6,661 464,10 
463,08

73 

463,08

75 
0,43 

316, 

271, 151 

(IBRAHIM 

et al., 2015) 

Liquiritina 7,918 418,13 
417,08

18 

417,08

18 
0 

400, 

255, 

220, 139 

(SIMIRGI-

OTIS et al., 

2015) 

 

 

4. DISCUSSÃO 

O estudo de plantas medicinais é de extrema importância tanto no âmbito social, 

quanto no econômico, uma vez que elas auxiliam na qualidade de vida de diversas co-

munidades de baixa renda, devido sua alta disponibilidade, poucos efeitos colaterais, 

baixa citotoxicidade e baixo custo, uma vez que muitos indivíduos não possuem condi-

ções financeiras para obter fármacos importantes para seu tratamento, fazendo-se então 

uso das plantas medicinais como tratamento complementar para suas enfermidades 

(BESSA et al., 2013). 

Adicionalmente, a prospecção fitoquímica é de grande relevância, principalmen-

te quando não existem estudos químicos das espécies interesse e relevância popular 

(BESSA et al., 2013). Para tal o trabalho aborda a prospecção de algumas classes de 

Nota: compostos identificados entre 20, 25 e 30 eV 
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compostos polifenólicos, flavonoides e taninos condensados, para melhor caracterização 

do conteúdo da B. forficata. 

Já é de conhecimento científico a atividade dos flavonoides como antioxidantes, 

auxiliando na neutralização de radicais livres gerados pelo organismo, além disso anti-

inflamatórias e possuem outras atividades, como: ação antibacteriana, antifúngica, anti-

protozoária, na reparação de tecidos, regulação enzimática, estimulação das células fa-

gocíticas e ação antitumoral (MUSCHIETTI; MARTINO, 2007; ROBBERS; SPEEDIE; 

TYLER, 1997). Compostos fenólicos possuem atividade antioxidante já bem descrita 

pela literatura, principalmente em endocrinopatias, como o próprio Diabetes Mellitus 

(ROCHA et al., 2011). A grande quantidade desses prováveis compostos que sua identi-

ficação foi sugerida nas frações, principalmente nas mais polares, podem dar indício da 

atividade antioxidante pela qual B. forficata já é conhecida popularmente no auxílio do 

tratamento do DMT2, além de possíveis novas aplicações, considerando que a literatura 

já indica os compostos dessas classes em diversas outras atividades, como por exemplo 

a atividade anti-inflamatória (DE SOUSA et al., 2004; SIMÕES; ALMEIDA, 2015). 

Diversos compostos naturais são capazes de neutralizar as espécies reativas de 

oxigênio, entre alguns desses compostos estão os flavonoides, que podem ser descritos 

por seu sinergismo com outros compostos antioxidantes como a vitamina C (SIMÕES; 

ALMEIDA, 2015). Alguns flavonoides possuem a capacidade de se ligarem a íons me-

tálicos, que muitas vezes podem ser os catalizadores na produção de radicais, e essa 

capacidade é o resultado de um conjunto de propriedades desses compostos, tais como a 

atividade quelante de ferro e estimulação de enzimas com atividade antioxidante como a 

catalase e a superóxido-dismutase (SIMÕES; ALMEIDA, 2015). Dito isso, podemos 

atribuir a alta capacidade antioxidante das frações a esse conjunto de atividades que 

esses flavonoides em abundância proporcionam. Estudos já demonstram que o indiví-

duo diabético sofre ainda mais com o estresse oxidativo, uma vez que esses radicais 

livres podem elevar a diminuição da produção ou o aumento da destruição dessas enzi-

mas catalase e superóxido-dismutase e a variação dos níveis destas enzimas pode tornar 

o tecido mais suscetível ao estresse oxidativo (ASMAT; ABAD; ISMAIL, 2016). 

Quando se trata de controlar o Diabetes Mellitus do tipo 2, várias abordagens 

farmacologias são utilizadas, como a estimulação da liberação da insulina, o aumento no 

número de transportadores de glicose, a inibição da gliconeogênese e a redução da ab-



 
 

35 
 

sorção de glicose no intestino. Tal regulação pode ocorrer com agentes que inibem a 

absorção da glicose, inibindo a α-glicosidase e a α-amilase diminuindo assim a disponi-

bilidade de glicose no organismo (THILAGAM et al., 2013). Existem tais inibidores 

comerciais como a arcabose, Miglitol e a Voglibose, porém o número de estudos utili-

zando plantas com potencial de inibir essas enzimas tem aumentado, como é o caso de 

B. forficata, que demonstrou capacidade de inibir tais enzimas devido a sua grande 

quantidade de polifenóis que, por sua vez, possuem grande capacidade de inibição das 

enzimas α-glicosidase e a α-amilase (DE SOUSA et al., 2004). Outra abordagem bené-

fica para o diabético é o controle da hiperglicemia pós-prandial, que pode ser feita redu-

zindo a quantidade de carboidratos absorvidos pelo intestino delgado. Alguns polifenóis 

possuem a capacidade de inibinir da enzima lipase pancreática, que gera consequente-

mente a absorção reduzida de ácidos graxos, pois ela tem a capacidade de metabolizar 

os triacilgliceróis da dieta em ácidos graxos menores, que poderão ser utilizados para a 

produção de corpos cetônicos, por isso sua inibição é algo buscado nas pesquisas para o 

controle da hiperlipidemia (BELLAMAKONDI; GODAVARTHI; IBRAHIM, 2014; 

BIRARI; BHUTANI, 2007). Como já descrito em FRANCO et al., (2018),  o extrato 

bruto da B. forficata posse propriedades de inibição das enzimas α-glicosidase, a α-

amilase e lipase pancreática, as frações de B. forficata também demostraram atividade 

inibitória sobre as enzimas destacando os efeitos das frações acetato de etila e n-butanol, 

que promoveram uma inibição superior ao extrato bruto, sugerindo o potencial fitoterá-

pico das folhas da planta em auxiliar no tratamento da hiperlipidemia pós-prandial, e 

auxiliando na melhora da ação da insulina (ALMEIDA et al., 2009). 

 Os AGEs constituem uma grande variedade de substâncias formadas a partir de 

interações amino carbonilo, de natureza não-enzimática, entre açúcares redutores ou 

lipídeos oxidados e proteínas, aminofosfolipídeos ou ácidos nucléicos (MONNIER, 

2003). Os mecanismos alternativos de formação de AGEs incluem a chamada via do 

estresse carbonílico, na qual a oxidação de açúcares gera compostos dicarbonílicos in-

termediários altamente reativos. A glicólise e a autoxidação da glicose, por exemplo, 

produzem metilglioxal e glioxal, que interagem com aminoácidos para formar AGEs. 

Estes compostos dicarbonílicos chegam a ser 20 mil vezes mais reativos do que a glico-

se e são os principais intermediários da formação de AGEs (BARBOSA; OLIVEIRA; 

SEARA, 2008). Esses fatos são o que levam a busca de compostos com atividade anti-
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glicante e de fonte barata com alta disponibilidade. FRANCO et al., (2018) já havia 

demonstrado alta taxa de antiglicação proveniente do extrato etanólico de B. forficata, 

suas frações também obtiveram bons valores, destacando as taxas antiglicantes das fra-

ções acetato de etila e n-butanol nos três métodos propostos, que apesar de não serem 

superiores ao inibidor comercial, consegue reproduzir dados importantes para o desta-

que fitoterápico das folhas. 

 Todas as frações de B. forficata apresentaram baixa taxa hemolítica, aproxima-

damente 16% de hemólise para a concentração de 500 μg/mL para a fração diclorome-

tano, indicando a baixa citotoxicidade da planta. Diferente do controle positivo, saponi-

na, que obteve quase 95% de hemólise, pois o grupo dos compostos saponósidos possu-

em a capacidade de alterar a configuração da membrana dos glóbulos vermelhos, pro-

movendo assim a hemólise (CASTEJON, 2011). 

 Entre as frações de B. forficata, aquelas que se destacaram mais nos métodos 

propostos foram a fração acetato de etila e a fração n-butanol. Ao fazer-se as análises 

cromatográficas foi observado a presença de determinadas moléculas, como alguns de-

rivados de quercetina, a luteolina-7-O-rutinosídeo, luteolina di-O-glicosídeo, o ka-

empferol-3,7-dirhamnosídeo, conhecido como kaempferitrina e é um importante marca-

dor fitoquímico da B. forficata, que é estudado por diversos efeitos, como seu potente 

efeito insulinomimético, além de propriedades imunológicas e como anticonvulsivante 

(DE SOUSA et al., 2004; GONZÁLEZ-TRUJANO et al., 2017; HÄMÄLÄINEN et al., 

2007; JORGE et al., 2004). Estudos anteriores demonstraram que a Luteolina e seus 

derivados são excelentes inibidores da enzima α-amilase, superando até o inibidor co-

mercial acarbose, além de terem uma boa inibição para α-glicosidase (KIM; KWON; 

SON, 2000). 

Os modos de inibição apresentados pelas partições ACOET e ButOH, são tipo 

de inibição predominantes em enzimas que possuem mais de um substrato. O inibidor 

não-competitivo é aquele que se liga tanto no complexo ES (Enzima + Substrato), quan-

to somente na enzima, já o inibidor acompetitivo liga-se em um sítio distinto do sítio 

ativo do substrato no complexo ES. E o inibidor misto também se liga a um sítio ativo 

distinto do usado pelo substrato no complexo ES, porém também tem a capacidade de 

se ligar somente à enzima, característica de inibidores competitivos (NELSON et al., 

2014). Estudando esses modos de inibição podemos compreender melhor a forma como 
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os compostos da B. forficata agem sobre essas enzimas, podendo gerar novas perspecti-

vas de como se utilizar os compostos para neutralizar tais catalizadores. 

 

5. CONCLUSÃO 

 Os resultados que foram obtidos demonstram o efeito fitoterápico das folhas de 

B. forficata, de todas as partições avaliadas, as partições de acetato de etila e n-butanol 

foram as que apresentaram melhores atividades na maioria dos métodos propostos. Das 

demais partições algumas delas obtiveram bons resultados em alguns testes isolados 

como por exemplo o bom efeito da partição H2O nos testes antioxidantes, na inibição da 

α-amilase e da lipase pancreática, isso demonstra que pode haver moléculas nessa parti-

ção que são as responsáveis por essa atividade, que não são flavonoides em sua grande 

maioria. Observando as altas taxas antioxidantes, os baixos valores de IC50 antiglicantes 

e IC50 de inibição das enzimas, além da sua baixa citotoxicidade, pode-se ressaltar o 

potencial fitoterápico de B. forficata. Demais estudos são necessários para avaliar me-

lhor o efeito cada molécula presente nas partições, definindo melhor seus mecanismos 

de ação e se possuem efeitos isolados ou em conjuntos, além de testes in vivo. 
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