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RESUMO

O género Banisteriopsis € bastante difundido na medicina tradicional. Este trabalho tem como objetivo
contribuir com informacdes sobre a constituicdo quimica e sobre a avalia¢do da atividade bioldgica do
oOleo essencial, do extrato etandlico das folhas e das fragfes da Banisteriopsis laevifolia. A prospeccao
quimica indicou a presenca de flavonoides, terpenoides, saponinas, fendis e esteroides. Nédo foi
detectada a presenca de compostos nitrogenados caracteristicos de algumas espécies desta familia. A
classe de metabolitos predominante foi de flavonoides, com maiores concentracdes nas fragdes acetato
de etila e n-butanol. As atividades antibacterianas, antiflngicas e a citotoxidade do 6leo, extrato
etandlico e fragcdes foram avaliadas pelo método da microdiluicdo em caldo, de onde foram calculadas
as concentracdes inibitorias minimas (CIM). O extrato etandlico e fragcGes ndo inibiram o crescimento
das bactérias Gram-positivas testadas com CIM menores que 400 pug mL™. Para as bactéria Gram-
negativas testadas as fragdes hexanica e hidroetandlica foram mais efetivas contra a bactéria
F.nucleatum (CIM de 100 pg mL™?). O extrato etanélico apresentou atividade antifingica com CIM de
31,2 ug mLL. As fragdes acetato de etila e n-butanol apresentaram CIM de 187,5 pg mL™ e 93,7 ug
mL, respectivamente, despertando o interesse para o isolamento. A atividade antioxidante foi
avaliada pelo método do radical livre DPPH. O extrato etandlico e as fragdes acetato de etila e n-
butanol mostraram-se ativa, visto que apresentaram valores de CEso (4,53 ug mL*, 4,07 e 8,39 ug mL"
! respectivamente) equivalentes ao do BHT (7,3 pg mL™2). A Analise por CLAE-EM/EM das fracdes
mais ativas (acetato de etila e n-butanol) permitiu identificar compostos fenélicos (acidos fendlicos e
flavonois) de reconhecida atividade bioldgica na literatura. Na analise dos componentes volateis por
CG-EM dos 6leos essenciais das folhas, coletadas em dois periodos estudados (seco e chuvoso), foi
encontrada uma pequena variagdo nos compostos. As principais classes identificadas para o 6leo
coletado no periodo da seca foram alcoois alifaticos (23,4%), terpenoides (18,7%), ésteres (10,4%), e
alcanos de cadeia longa (9,2%). O periodo da chuva apresentou maior nimero de terpenoides (26,8%).
Os compostos majoritarios (3Z)-hexenol, fitol e untriacontano estdo presentes nos dois periodos de
coletas das folhas, em quantidades diferentes (19,4%; 9,8%; e 7,5% no periodo da seca, e 17,0%;
14,9%; e 15,3% no periodo chuvoso, respectivamente). O 6leo essencial das folhas de B. laevifolia do
periodo chuvoso nao foi efetivo frente as bactérias bucais Gram-positivas e Gram-negativas testadas.
Entretanto, exibiu atividade antiflngica relevante (CIM de 1000 pg mL™?) contra Candidas. Desta
forma, os resultados da atividade bioldgica para o extrato etandlico, fracdes, e para o 6leo essencial da
B. laevifolia sdo promissores. Este estudo contribuiu para o conhecimento quimico e bioldgico da

espécie B. laevifolia.

Palavras-chaves: Banisteriopsis laevifolia. Extrato etandlico e fragdes. Oleo essencial. Atividade
antimicrobiana. Atividade antioxidante.



ABSTRACT

The Banisteriopsis genus is widespread in traditional medicine. This work aims to contribute with
information about the chemical composition and on the evaluation of the biological activity of the
essential oil, the ethanol extract of the leaves and partitions of the Banisteriopsis laevifolia. The
phytochemical screeningtest of ethanol extract and partitions of leaves indicated the presence of
flavonoids, terpenoids, saponins, phenols and steroids compounds. Nitrogenous compounds,
characteristic of some species of this family, were not detected. Flavonoids were the predominant
metabolite, with the highest concentrations on the partitions ethyl acetate and n-butanol. The
antibacterial activity, antifungal and cytotoxicity of the essetial oil, ethanol extract and partitions were
assyed by microdilution broth method (MBM), where the minimum inhibitory concentrations (MIC)
were calculated. The ethanol extract and partitions did not inhibit growth against to Gram positive
bacteria tested, with MIC less than 400 mg L. For the Gram negative bacteria tested, the hexane and
hydroethanol partitios were more effective against F. nucleatum bacteria (MIC 100 ug mL™). The
ethanol extract showed antifungal activity with MIC of 31.2 mg L. Ethyl acetate and n-butanol
partitions showed MIC 187.5 mg L™ and 93.7 mg L™, respectively, arousing interest for isolation
studies. The antioxidant activity was evaluated by the DPPH free radical method. The ethanolic
extract, ethyl acetate and n-butanol partitions were active, since they showed EC50 values (4.53 ug
mL, 4.07 and 8.39 ug mL™?, respectively), values equivalent to the BHT (7.3 mg L2). The analysis by
HPLC-MS/MS of the most active fractions (ethyl acetate and n-butanol) identified phenolic
compounds (flavonols and phenolic acids) which exert recognized biological activity. The GC-MS
analysis of the essential oils from leaves collected in two periods studied (dry and wet), showed a
small variation in the number of compounds. The major classes identified for the oil collected in the
dry period were aliphatic alcohols (23,4%), terpenoids (18.7%), sterols (10.4%) and long-chain
alkanes (9.2%) compounds. Terpenoids (26.8%) were the major class for the rain season. The major
compounds (3Z) -hexenol, phytol and untriacontano are present in the two seasons but in different
amounts (19.4%, 9.8% and 7.5% during the dry season, and 17.0 %, 14.9% and 15.3% in the rainy
season, respectively). The essential oil from rainy season was not effective against to the oral bacteria
Gram positive and Gram negative tested. However, showed significant antifungal activity with MIC
1000 mg L? against Candidas. Thus, the promising results with respect to biological assays of
ethanolic extract and partitions from B. laevifolia contributed to the chemical and biological

knowledge of the species B. laevifolia.

Keywords: Banisteriopsis laevifolia. Ethanolic extract and partitions. Essential oil. Antimicrobial

activity. Antioxidant activity.
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1)

APRESENTACAO E OBJETIVOS

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos remotos como
importantes ferramentas nos procedimentos das terapias naturais. O Brasil j& reconhece a
importancia do conhecimento popular e da utilizacdo de produtos naturais pela populacdo em
seus cuidados primérios de saude, através da implantacdo do Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, fundamentado na Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, que valoriza o uso sustentavel da biodiversidade brasileira e a preservacao do
conhecimento tradicional das comunidades e povos tradicionais. A busca por novos
medicamentos tem despertado a comunidade quimica para estudar novas espécies de plantas
com potencial para a descoberta de novos candidatos a pré-farmacos.

Estudos fitoquimicos relacionados com espécies da familia Malpighiaceae, largamente
presente no territdrio nacional, demonstram que partes destes vegetais estdo associadas as
diversas atividades biol6gicas importantes como atividade antioxidante, atividade
antimicrobiana, anti-inflamatoria, anticarcinogénica e antidepressiva, entre outras. A escolha
da planta Banisteriopsis laevifolia prende-se ao fato da auséncia de estudos na literatura
cientifica relacionados a caracterizacdo quimica e bioldgica de extratos, fracdes e do 6leo
essencial da espécie. Banisteriopsis € um dos géneros com maior nimero de espécies em
Malpighiaceae, sendo a especie mais famosa a B. caapi, por seus componentes alcaloidicos.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi contribuir para o estudo quimico e bioldgico sobre
B. laevifolia (cip6-prata), uma planta bem conhecida no cerrado brasileiro. Para tanto, foram

delineados dois objetivos especificos:

Estudo quimico e biol6gico do extrato e fracdes das folhas de B. laevifolia.

Inicialmente foram preparados os extratos e fracGes a partir das folhas coletadas de B.
laevifolia. Em seguida foi realizada a prospeccdo fitoquimica, o estudo de atividade
antimicrobiana, antiflngica, antiprotozoaria, citotoxica e antioxidante do extrato etandlico e
fracOes. As fracbes que apresentaram melhores resultados de atividade biologica foram
analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
(CLAE-EM). Os resultados alcancados séo apresentados no Capitulo 1.

Estudo quimico e bioldgico do 6leo essencial das folhas de B. laevifolia.



De posse das folhas de B. laevifolia foi preparado o 6leo essencial, simultaneamente
ao estudo dos extratos das folhas. A identificacdo dos compostos volateis foi determinada por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). Em seguida, foi feito
0 estudo de atividade antimicrobiana, antifingica citotoxica. Os resultados alcangados séo

apresentados no Capitulo 2.



CAPITULO 1: ESTUDO QUIMICO E ATIVIDADES BIOLOGICAS DO EXTRATO
ETANOLICO E FRACOES DAS FOLHAS DE B. laevifolia

1 INTRODUCAO

As plantas medicinais foram utilizadas em praticamente todas as culturas como uma
fonte de medicamento. Garantia da seguranca, qualidade, e eficacia de plantas medicinais e
produtos a base de plantas tornou-se uma questdo-chave nos paises industrializados e em
desenvolvimento. A pratica da medicina tradicional é generalizada na China,
india, Japdo, Paquistdo, Sri Lanka e Tailandia. Na China cerca de 40% do consumo total de
medicamento é atribuida a medicamentos tradicionais tribais (SINGH, 2015).

As plantas medicinais possuem uma grande diversidade de compostos que traz grande
interesse a pesquisadores da boténica, da farmacologia e da quimica para o conhecimento e
seu potencial medicinal (MACIEL et al., 2002). Uma analise cienciométrica sobre as
tendéncias dos estudos com plantas medicinais no Brasil apontam para um crescimento
vertiginoso a partir de 2006, muito provavelmente devido ao decreto 5813/2006 que designou
a Politica Nacional de Plantas Medicinais (CARNEIRO et al., 2014).

No Brasil aproximadamente 80% da populagdo faz uso de plantas medicinais que
fazem parte da medicina popular e fitoterapica (JESUS, 2008). Para ser considerada medicinal
a planta deve possuir substancias que tenham fins terapéuticos ou precursores de farmacos. O
conhecimento da toxidade também tem uma grande importancia, pois as pessoas usam sem
esse conhecimento e acabam, as vezes, ficando vulnerdveis ao tratamento por plantas
medicinais (PINTO et al., 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento utilizam préticas tradicionais como medida profilatica, e 85% usam plantas
medicinais para preparagdes. Desde entdo, a OMS tem expressado a sua posicao a respeito da
necessidade de valorizar a utilizacdo das plantas medicinais no &mbito sanitario e na saude
(ROSA et al., 2011).

Existem poucos estudos voltados sobre a flora do cerrado para a identificacdo de
plantas uteis, principalmente quando comparada a diversidade e a area ocupada. Dados
mostram que cerca de 48,9% do bioma ja tenha sido devastado (para o periodo de 2002-2011)
e que este possui somente 8,6% de sua extensdo protegida por lei, sendo atualmente a

vegetacdo em maior risco no pais. Dados mais recentes apontam que o cerrado possui 25% de
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sua area no territorio brasileiro e 54% de sua vegetacio preservada (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2015). Sendo assim e, levando-se em conta a grande diversidade do bioma
Cerrado e a diversidade de plantas que sdo importantes para o uso medicinal, sdo necessarios
estudos que relatem a diversidade biolégica e o conhecimento quimico deste complexo
vegetacional.

O bioma Cerrado ¢ a segunda maior area em abundancia de plantas nativas do Brasil,
ocupando 22% do territorio nacional. Este bioma é apontado como grande detentor de
diversidade bioldgica, sendo a formacgédo savanica com maior diversidade vegetal do mundo,
especialmente quando se consideram as espécies lenhosas (GUARIM-NETO; MORAIS,
2003). As arvores sdao bem distintas, com troncos curvos, revestidos por uma cortica espessa,
e suas folhas sdo normalmente grandes e rigidas (INSTITUTO BRASILEIRO DE
FLORESTA, 2014). O género Banisteriopsis estd distribuido ao longo do cerrado,
normalmente em forma de lianas, podendo ainda formar arbustos (LIMA, 2005).

1.1 Banisteriopsis laevifolia (Cipo-prata): familia e género

A planta Banisteriopsis laevifolia pertence a familia das Malpighiaceae e ao género
Banisteriopsis. Malpighiaceae ¢ uma familia monofilética, com 1.300 espécies reunidas em 77
géneros. Apresenta distribuicdo pantropical, e sua maior diversidade encontra-se no
continente sul-americano (ANDERSON; DAVIS, 2010).

O género Banisteriopsis esta presente na América do Sul com 92 espécies distribuidas
principalmente no Brasil, Bolivia, Colémbia, Equador e Peru (WANG et al., 2010). E um dos
géneros com maior numero de espécies em Malpighiaceae.

A Banisteriopsis caapi € a espécie que apresenta maior nimero de relatos na literatura.
Essa espécie é utilizada no preparo da bebida sagrada e psicoativa conhecida como Ayahuasca
(WANG et al., 2010). Outra espécie, a Banisteriopsis argentea, também pode ser usada no
preparo da Ayahuasca devido a presenca de alcaloides B-carbolinios. (GHOSAL E
MAZUNDER 1971). Estudos quimicos feitos com as folhas de B. caapi identificaram trés
alcaloides majoritarios que sdo a harmina (1), harmalina (2) e a tetrahidroharmina (3)
(MCKENNA, 2004). Até hoje o estudo e a confirmacéo sobre a presenca de alcaloides em B.
Caapi traz novas discussdes. Foi desenvolvido um novo método analitico para determinacéo

da substancia conhecida como harmalol (4) e (2), usando eletrodos de carbono vitreo (Figura
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1). O método se baseia na voltametria ciclica para a caracterizagdo do comportamento
eletroquimico destes alcaloides, facilitando assim a deteccdo (STANKOVIC, 2015).

Figura 1 - Alcaloides isolados de B. Caapi: harmina (1); harmalina (2); tetrahidroharmina
(3); harmalol (4).

\ / : \ /
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Também foram isolados esterdides como: estigmasterol (5) e [-sitosterol (6)
triterpenos como: acido ursolico (7) e acido oleandlico (8); e sesquiterpenos como nerolidol
(9) (AQUINO et al., 1990) (Figura 2).

Figura 2 - Substancias isoladas de B. caapi: fitormémios — estigmasterol (5) e B-sitosterol

(6); triterpenos - acido ursdlico (7) e acido oleandlico (8); sesquiterpenos — nerolidol (9).

P
Z
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As folhas e raizes de Banisteriopsis anisandra usadas na medicina popular para o
tratamento topico de infec¢bes fungicidas foram estudadas do ponto de vista quimico, sendo
que nas folhas foram isolados o0s compostos: o0 2-hidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-
diidrofenantreno-1-carbaldeido (10), o 2-hidroxi-6,8-dimetoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-
1-carbaldeido (11) e o 2,8-dihidroxi-6-metoxi-7-metil-9,10-diidrofenantreno-1-carbaldeido
(12) (Figura 3). (FREITAS, 2015).

Figura 3 — Derivados diidrofenantrenos isolados de B. anisandra.

10 11 12

S8o encontradas na literatura vérias citacbes sobre o género Banisteriopsis
relacionadas ao seu potencial medicinal (RODRIGUES; CARVALHO, 2001; FRIAS, et al.,
2011). No extrato de B. argyrophylla foram descritas acdo anti-inflamatoria, sendo
empregado no tratamento de hemorragia de ovario e em nefrites e blenorréias; a B.
campestres € uma espécie utilizada como um diurético; e a B. megaphylla, popularmente
conhecida como videira prata, possui atividade antipirética, sendo descrita para o tratamento
de doencas pulmonares. Para B. anisandra foram encontrados relatos para o uso de extratos
etandlicos que apresentaram atividade antimicrobiana em ensaio in vitro (PADUA et al.,
2013; FRIAS, et al., 2012).

1.2 Banisteriopsis laevifolia
Banisteriopsis laevifolia (A. Juss.) B.Gates, cujo nome comum € cipd prata € uma
espeécie nativa do Brasil, onde cresce nas savanas tropicais ou nas margens das matas ciliares.

O nome que caracteriza 0 género é a combinagdo de Banisteria (em referéncia ao sacerdote
inglés e naturalista norte-americano John Banister (1654 — 1692) [STERLING et al., (1997)

21



apud John Banister (2014)], e do termo grego "opsis" = aparéncia, semelhanca. O nome da
espécie é a combinacdo dos termos em latim "laevis" = lisa, brilhante, e "folia "= folha.

B. laevifolia é uma trepadeira lenhosa de grande porte, de ramos finos e alongados,
com cerca de 2-4 m de altura, com ramos jovens e cobertos por uma espessa camada cor de
ouro, ou marrom escuro. As folhas sdo opostas, ovadas, arredondadas na base, de cor verde-
escuro na parte superior e de aspecto prateado na parte inferior (Figura 4). Apresenta
inflorescéncias terminais compostas por conglomerados, em pedunculo longo, carregando
flores comcerca de 2 cm de diametro e 5 pétalas unguiculate (pétalas com base muito estreita
semelhante a uma haste), de cor amarelo dourado. Suas sementes sé@o pequenas de forma
alongada, achatada e de cor marron-avermelhada, inseridas em frutos espessos do tipo
samarideo ou noz, muito lignificado, o que torna dificil sua separacdo. Estd espécie se
encontra na forma de sub-arbustos que podem formar grandes moitas as margens das estradas

ou se espalhar sobre outros individuos de outras espécies (LIMA, 2005).

Figura 4 — Fotografia da espécie B. laevifolia (cip6-prata).

Fonte: Proprio autor.

Popularmente as raizes desta espécie sdo utilizadas como anti-inflamatério, nas
hemorragias ovarianas, nefrites e gonorréias. Ramos com folhas ou flores sdo usados como
diuretico, e em problemas renais, como calculos (RODRIGUES; CARVALHO, 2001).

1.3 Metabolismos vegetais (biossintese)

As etapas do processo vital das plantas como germinagdo, desenvolvimento,
reproducdo, envelhecimento e morte, sdo controladas por transformagdes quimicas realizadas

pelo metabolismo primario. O metabolismo secundario € caracteristico e especifico para cada
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individuo e, apesar de estarem presentes em pequenas quantidades, proporcionam fatores de
adaptacdo e protecdo em seu habitat. Como exemplos podem ser citados fenilpropandides e
terpenoides constituintes dos Oleos essenciais, alcaloides, flavonoides, taninos, cumarinas,
saponinas entre outros. Esses compostos desempenham papeis ecoldgicos importantes como a
protecdo da planta contra micro-organismos, insetos e herbivoros, e a atragdo de polinizadores
(BRAZ FILHO, 2010).

Através do metabolismo da glicose sdo formados praticamente todos os metabolitos
primarios e secundarios. Na primeira, moléculas de piruvato entram na via do é&cido
chiquimico para formar todos os metabolitos secundarios aromaticos (alcaloides indolicos,
quinolinicos, isoquinolinicos, ligninas e lignanas, cumarinas e taninos hidrossoluveis). Na
segunda, o piruvato continua sendo oxidado até a formacdo de moléculas de acetil-coenzima
A (acetil-coA). Estas podem seguir trés vias diferentes: via do ciclo do acido citrico, via do
mevalonato e via da condensacdo do acetato, formando os chamados derivados do acetato
(SIMOES et al., 2007). Entrando no ciclo do écido citrico, serdo formados os alcaloides
pirrolidinicos, tropénicos, pirrolizidinicos, piperidinicos e quinolizidinicos. A via do
mevalonato origina os terpenoides e o0s esterdis, enquanto as acetogeninas resultam da
condensacdo do acetato. A combinacdo de uma unidade do &cido chiquimico e uma ou mais
unidades do acetato ou derivados destes, podera resultar na producdo de antraquinonas,
flavonoides e dos taninos condensados. (Figura 5). (SIMOES et al., 2007).

Figura 5 - Rotas biossintéticas dos metabolitos secundarios.

Glicose

E Polissacaridios

Heterosidios

Acido chiquimico \/
Antraquinonas, Acetil Co-A
flavondides e
l taninos condensados
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tirosina Acido galico |
’ Via do condensaciio
Alcaléides Ciclo do mevalonatto |
Indélicos e acido citrico
quinolinicos R —_—

isoprendides

Acido cindmico Ornitina,
I lisina Terpendides e

Proto‘avlcao.n:le S . fenilpropanddes esterdis
alcaléides indélicos e |

benzilisoquinolinicos Alcaldides pirrolidinicos,

Ligninas e P Tz g
. Tropénicos e quizinolinicos
cumarinas

Fonte: OLIVEIRA, 2009.
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2 MATERIAIS E METODOS

O preparo das amostras e as analises quimicas foram feitas no laboratério do NuPPeN
(Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais) do Instituto de Quimica. J& as analises de
atividade antimicrobiana e antifingica foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em
Microbiologia Aplicada (LaPeMA) da Universidade de Franca, com a colaboragéo do Prof.
Dr. Carlos Henriqgue Gomes Martins. As analises de atividade antiprotozoaria e citotoxica
foram realizadas no Laboratério de Biologia Celular de Tripanosomatideos da UFU, com a

colaboracéo do Prof. Dr. Claudio Vieira da Silva.

2.1 Coleta do material vegetal

Todas as amostras vegetais foram coletadas na fazenda localizada no municipio de
Monte Alegre de Minas — Minas Gerais (Latitude: 18°34°56.85”’S; Longitude: 49°2°52.6170).
Primeiramente foi feita a identificacdo do material vegetal (folhas e flores) pela Dra. Maria
Candida H. Mamede, do Instituto de Boténica de S&o Paulo, especialista na familia
Malpighiaceae. Apos o reconhecimento uma parte deste material foi depositada como exsicata
no Herbario Uberlandense sob o nimero HUFU 67.075. Posteriormente foi solicitado o
acesso ao patrimdnio genético ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPQ), o qual tem como autorizacdo o numero 010300/2014-7.

2.2 Preparo da amostra

As folhas coletadas foram separadas daquelas deterioradas e posteriormente trituradas
em pedacos pequenos de aproximadamente 2 cm. Foi determinado o teor de umidade com
cerca de 1,0 g de cada amostra que foi deixada em balanga de luz infravermelha, a
temperatura de 105+2 °C, por quinze min., até que o teor de umidade se mantivesse constante,

sendo possivel medir o teor da umidade em porcentagem.

2.3 Preparac0es do extrato etandlico das folhas de B. laevifolia

O extrato etandlico das folhas de B. laevifolia foi obtido através do processo de

maceragdo a temperatura ambiente, utilizando erlenmeyer de 2,0 L, protegido da luz. Foram
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utilizadas 220 g de folhas, previamente secos e triturados. A maceracdo das folhas foi
realizada utilizando etanol (95%) como solvente (2,0 L), durante sete dias. Apos este periodo,
a solucdo com os extrativos foi filtrada, o solvente foi removido em rotaevaporador, sob
pressdo reduzida, a 40 °C. O extrato foi liofilizado para remocdo da agua. O processo de
maceragéo foi repetido sete vezes. Os extratos foram armazenados em frascos de vidro a -18
5°C.

2.3.1 Extracéo liquido-liquido do extrato etanolico das folhas de B. laevifolia

Foram pesadas cerca de 22,0 g de extrato etanolico e solubilizados em 300,0 mL de
solucdo metanol:agua (9:1). Com o auxilio de um funil de separacdo, a extracdo liquido-
liquido foi realizada com solventes de polaridade crescentes hexano, diclorometano, acetato
de etila e n-butanol. O processo de extracdo com cada solvente foi repetido cinco vezes. Para
as extracOes com acetato de etila e n-butanol foi necessario adicionar agua para a fracédo
hidrometandlica para ajudar na formacéo das fases. Os solventes das fracGes foram removidos
por rotoevaporacdo sobpressdo reduzida, e banho a 40 °C. Em seguida, as fracGes foram
submetidos a liofilizacdo para remocdo da &gua e armazenadas em frascos de vidro, a-18 £ 5
°C. (Figura 6).

Figura 6 — Extracéo liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de B. laevifolia.

Extrato Bruto

Ressuspendido em metanol: dgua (9:1)

Hexano Diclorometano | | Acetato de etila n-Butanol Aoua
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2.4 Prospeccéo fitoquimica do extrato etandlico e fragdes das folhas de B. laevifolia.

Para a realizacdo dos testes foram preparadas solu¢fes em metanol na concentracdo de
1,0 mg mL™. As solugdes foram aplicadas em placas de cromatografia de camada delgada
(CCD) com fase estacionaria de silica (60G), com indicador de fluorescéncia. Foram
utilizados dois tipos de eluentes: a) cloroférmio:metanol:hidroxido de amonio, na proporcao
de (9:1:0,25); b) acido foérmico:acido acético:acetato de etila:dgua na proporgédo
(1,1:1,1:10:2,6).

Os reveladores utilizados foram preparados de acordo com a metodologia de Wagner e
Bladt (1996);

i) Anisaldeido-acido sulfarico (deteccdo de saponinas, terpenos, esteroides, fenol e

acucares);

0,5 mL de anisaldeido foram misturados com 10 mL de &cido acético glacial. A esta mistura
foi adicionado posteriormente 85 mL de metanol e 5 mL de &cido sulfarico concentrado, nesta
ordem;

A placa foi borrifada com o revelador, aquecida a 100 °C por 5 a 10 min., e entdo analisada.

i) Dragendorff (deteccdo de alcaloides e nitrogénio heterociclico);

Para a revelacdo, foram preparadas duas solucdes:
Solucdo A: Foram dissolvidos 0,8 g de nitrato de bismuto em 10 mL de &cido acético glacial e
adicionados 40 mL de &gua destilada sob aquecimento;
Solucdo B: Foram dissolvidos 8,0 g de iodeto de potassio em 30 mL de agua.
Solucéo estoque: Mistura de A e B (1:1). Solucdo para pulverizacdo: 1 mL da solucdo estoque

foi misturada com 2 mL de &cido acético glacial e 10 mL de agua.

iii) Liebermann-Burchard (deteccédo de triterpenos e esteroides)

5 mL de anidrido acético e 5 mL de &cido sulfdrico concentrado foram adicionados
cuidadosamente a 50 mL de etanol absoluto, sob banho de gelo. A placa foi pulverizada com
10 mL da solugéo, aquecida a 100 °C por 5 a 10 min. e entdo analisada em luz UV (365 nm).
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Iv) NP/PEG, difenilboriloxietilamina. (deteccéo de flavonoides)

Para revelacdo, foram preparadas duas solucdes:
Solucdo A: Solugdo metanodlica de difenilboriloxietilamina a 1% (m v?).
Solucdo B: Solugdo etandlica de polietileno glicol-4000 a 5% (m vL).
Solucdo para pulverizacdo: Foram misturados 10 mL da solucdo A e 8 mL da solucédo B.
Apbs a borrifacdo na placa, a analise foi feita sob luz UV (365 nm).

V) Cloreto férrico (deteccdo de taninos e compostos fendlicos)

Foi preparada uma solucdo aquosa de cloreto férrico a 10% (m v?). A placa foi

borrifada com 10 mL da solucgéo e entdo analisada.

2.5 Atividades bioldgicas do extrato etanolico e fragfes das folhas de B.laevifolia

2.5.1 Atividades Antimicrobianas do extrato e fracGes das folhas de B. laevifolia

Para o teste de atividade antimicrobiana foram utilizadas bactérias aerdbicas e
anaerobicas da colecdo ATCC: Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus mitis
(ATCC 49456), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), Porphyromonas gingivalis (ATCC
33217), Aggregatibacteractinomy cetemcomitans (ATCC 43717), Fusobacterium nucleatum
(ATCC 25586) Actinomyces naeslundii (ATCC 19039), Bacteroides fragilis (ATCC 25285) e
Bacteroides thetaiotaomicron (ATCC 29741).

A determinacéo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método da microdiluicédo
em caldo em microplacas (PETROLINI et al., 2013) para avaliar a menor quantidade de
amostra necessaria para inibir o crescimento dos microrganismo. Esse resultado é expresso
como concentracdo inibitoria minima (CIM) (OSTROSKY, 2008). As andlises foram
realizadas no Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia Aplicada da Universidade de Franca
(LaPeMA), com a colaboracédo do Prof. Dr. Carlos Henriqgue Gomes Martins.

Para a realizagé@o da técnica de microdiluicdo em microplaca, todas as amostras foram
inicialmente preparadas com concentragdes de 8,0 mg mL™? (solucdo estoque). Para se obter
esta concentra¢do, foram dissolvidas 2 mg de cada amostra em 250 pL de dimetilsulfoxido

(DMSO). Foram retirados 125 uL da solugao de partida e acrescentados a 1875 uL de caldo
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TBS, obtendo-se uma solu¢do mae para microrganismos aerobicos de concentragdo 500 pg
mL1. Para a obtencdo da solugdo méae para microrganismos anaerdbicos, foram retirados
162,5 uL da solugdo de partida que foram acrescentados a 2,4 mL de caldo Schaedler
suplementado, sendo obtida também uma solugdo de concentragdo 500 pg mL™. Em seguida,
com o auxilio de uma alca de platina esterilizada, culturas de 24 h dos microrganismos
aerdbicos, crescidos no meio Agar triptona de soja enriquecido com 5% de sangue de
carneiro, foram transferidas para uma solucdo salina; o mesmo procedimento foi utilizado
para preparacdo das bactérias anaerébicas com crescimento de 72 h em &gar Schaedler.
Padronizou-se o indculo, fazendo a comparagio deste com o tubo 0,5 (1,5 x 108 UFC mL™)
para bactérias na escala Mc Farland. Esta preparacdo do inéculo foi realizada para todas as
bactérias.

Para a determinacdo de atividade antimicrobiana pelo método da microdiluicdo, foi
utilizado como controle positivo o digluconato de clorexidina. Para o método de
microdiluicdo em caldo, as concentracGes de digluconato de clorexidina variaram de 11,5 mg
mL? a 5,9 pg mL?. Ainda foram realizados os seguintes controles: esterilidade dos caldos
TSB e Schaedler; controle da cultura (in6culo); esterilidade da clorexidina; esterilidade dos
extratos e 0leos essenciais e controle do DMSO (5 a 1%).

Todos os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar, de acordo com
as normas vigentes. As vidrarias, ponteiras e 0os meios de cultura foram esterilizados. Foram
utilizadas microplacas estéreis com 96 pocos. Cada poco recebeu indculo, caldo triptona soja
ou caldo Schaedler e amostra das solucdes preparadas. O volume final em cada poco foi de
100 pL para os microrganismos aerdbicos e 200 puL para os microorganismos anaerdbicos.
Foram avaliadas as amostras das soluges nas concentracbes de 400 a 0,2 pg mL? e
determinada a concentracdo minima de cada amostra capaz de inibir o crescimento dos
microrganismos.

As placas que continham bactérias aerdbicas foram seladas com parafilme e incubadas
a 36 °C por 24 h em microaerofilia pelo sistema de chama/vela. Apés o periodo de incubagéo,
foram adicionados em cada pogo 30 pL de resazurina (Sigma), preparada em solucdo aquosa
(0,01%). Este sistema revelador permite a observacgao imediata da atividade antimicrobiana da
amostra testada, sendo que a cor azul representa auséncia de crescimento bacteriano e a cor
vermelha, a presenga de crescimento bacteriano. Os microrganismos anaerobicos foram
incubados por 48 a 72 h em camara de anaerobiose, a 36 °C. Em seguida, foi utilizado o

mesmo revelador (resazurina) para a determinacdo das CIMs para 0s microrganismos
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anaerobicos. A avaliagdo para o extrato, fracGes e 6leo essencial das folhas foram avaliados
em triplicata.

2.5.2 Atividade antifungica do extrato etanolico e fracGes das folhas de B. laevifolia

Para os testes antifungico foram utilizado as seguintes leveduras: Candida albicans
(ATCC 28366), Candida tropicalis (ATCC 13803), Candida glabata (ATCC 15126). O
inéculo foi preparado baseado nas normas preconizadas pela NCCLS M-27 A2,
Primeiramente os fungos foram cultivados em placas de Petri, contendo agar Sabouraud, por
24 h, a 37 °C. Apoés esse periodo, com o auxilio de alca de platina esterilizada, foram
transferidas algumas colbnias das leveduras para tubos, contendo 2 mL de solucédo salina 0,5
%. Esses tubos foram comparados a escala de McFarland 0,5 para se obter o valor de 6 x 10°
UFC mL™. Em seguida foram realizadas as dilui¢des recomendadas pela NCCLS, (2002) em
caldo RPMI, até que o in6culo obtivesse a concentragdo de 1,2 x 10° UFC mL™,

Para o controle positivo foi utilizada a droga Anfotericina B, sendo diluida para obter
a concentracdo entre 16 pg mL* e 0,8 pug mL™, na microplaca de 96 pogos. Para a validagéo
dos ensaios, quanto ao controle da Anfotericina B, foi utilizada cepas de referéncia, para se
obter faixa de CIM de 0,5 a 2,0 pg mL*. Também foram realizados outros controles como: de
esterilidade do meio de cultura (caldo RPMI), controle do in6culo (que deve apresentar
crescimento devido a auséncia de agentes antimicrobianos), controle de esterilidade dos
antifangicos, controle de esterilidade dos extratos, e controle do solvente (DMSO), que é o
controle negativo. O controle do solvente deve ser realizado para que ndo haja duvidas a
respeito da inibicdo do crescimento do microrganismo, pois em algumas concentragdes 0
solvente pode levar a inibicdo do crescimento microbiano.

A técnica da determinacdo da CIM foi realizada em placas de microdiluicdo com 96
pocos, onde foram feitas diluicdes seriadas em concentracdes de 3000 a 1,46 pg mL™. O meio
de cultura utilizado foi o caldo RPMI, tamponado com MOPS, e pH final de 7,2. Nas
microplacas foram realizadas dilui¢des seriadas, com volume final no pogo de 200 pL. Para o
controle positivo foi realizado o mesmo processo, com concentracdes de 8,0 a 0,031 ug mL™.
Para o controle negativo a concentracédo utilizada foi de 1,0%.

Apls a montagem das microplacas, estas foram incubadas por 48 h, a 37 °C.
Decorrido este periodo, foi determinada a CIM através do uso do oxido-redutor resazurin. A

leitura foi realizada observando-se a mudanca da coloragdo da resazurin, onde a presenga da
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cor azul representa auséncia de crescimento, enquanto que a cor vermelha é interpretada como

presenca de crescimento fungico.

2.5.3 Atividade antiprotozoaria

Nas analises de atividade antiprotozodria foram realizadas no Laboratdrio de Biologia
Celular de Tripanosomatideos da UFU, com a colaboracdo do Prof. Dr. Claudio Vieira da
Silva.

O caldo Brain-Heart Infusion (BHI) foi preparado de acordo com as instrucdes do
fabricante. O caldo foi suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) e L-glutamina (2
mM). O estagio promastigotas de Leishmania amazonensis da cepa PH8 foi cultivado em
BHI, a temperatura de 25 °C. Para o teste com Leishmania amazonensis as amostras de
extrato e fracfes da B. Laevifolia foram dissolvidas em metanol, e diluidas com BHI, até que
se formou uma solucio mae de 640 ug mL™? para cada amostra. A concentracdo final de
metanol da solu¢do mée ndo excedeu 3,0%.

O teste de viabilidade celular foi realizado por microdiluicdo em placa de 96 pogos, a
partir da solucdo mée, e se fazendo a diluicio com meio de cultura BHI (para a Leishmania
amazonensis) até que obtivessem as concentragdes a serem testadas. O volume final de cada
poco foi de 100,0 L, sendo 20,0 puL de inoculo (solugdo a 1,0 x10® parasitas por 2,0 mL)
com 80,0 uL das concentragdes das amostras.

A placa de Leishmania amazonenses foi incubada por 48 horas, a 25 °C. Em seguida
foram adicionados 2,0 uL em cada pogo de uma solugdo reveladora de resazurina a 3,0 mM
em PBS (GOMEZ-BARRIO et al., 2006), e seguiu com nova incubacéo por 24 h, a 25 °C. Em
seguida, foi realizada a leitura a 594 nm, em um espectrofotdbmetro de microplaca.Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicata, a partir dos resultados das absorbancias. A viabilidade
foi calculada em funcdo do controle de crescimento, construindo-se um grafico de dose
resposta entre concentracdo da amostra e viabilidade celular, permitindo o célculo do ICso
(concentracdo em que 50% dos protozodrios foram inibidos atraveés de uma regre¢do nédo
linear) (KOELLA & HUBER, 1993).
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2.6 Atividade citotdxica

As analises da atividade citotoxica como da atividade antiprotozoéaria foram realizadas
no Laboratério de Biologia Celular de Tripanosomatideos da UFU, com a colaboracédo do
Prof. Dr. Claudio Vieira da Silva.

O meio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) foi preparado de acordo
comas instrucbes do fabricante. O meio foi suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB), L-glutamina (2,0 mM), D-glicose (4.500 mg L), bicarbonato de sddio (2.000 mg L™),
HEPES (2.380 mg L), piruvato de sdédio (1.100 mg L), penicilina (60,0 mg L™),
gentamicina (40 mg L) e estreptomicina (10 mg L™Y).

As culturas das células Vero ATCC CCL 81 (fibroblastos de rim de macaco verde da
Africa) foram mantidas em DMEM, a 37 °C, com atmosfera (imida e 5% de COs.

As amostras da B. Laevifolia foram dissolvidas em metanol e diluidas com DMEM,
até que se formou uma solucdo mae, de 640 pg mL™. A concentracio final de metanol da
solucdo mae ndo excedeu 3%.

Para avaliacdo da citotoxicidade foi utilizado o método de diluicdo em microplaca. Na
realizacdo de cada teste independente da célula, foi preparada uma solugio contendo 1 x 10°
celulas em 10 mL de meio DMEM suplementado. Desta solugdo, foram pipetados 100 pL
para cada poco da analise. A placa entdo foi incubada por 6 horas, a 37 °C, com atmosfera
umida e 5% de CO, permitindo que as células aderissem ao fundo do pogo. Depois de
aderidas, o meio de cultura de cada poco foi retirado e em seguida foi adicionadoas
concentracdes das amostras a serem testadas, partindo da solu¢cdo mée em DMEM. O volume
final de cada pogo foi de 100 uL e a quantidade estimada de células presentes em cada poco
foi de 1 x 10* células.

Apbs ser preparada, a placa foi incubada por 48 horas, a 37 °C, com atmosfera imida
e 5% de CO,. Em seguida foi adicionado a solucéo reveladora de resazurina a 3,0 mM em
PBS (GOMEZ-BARRIO et al., 2006), sendo 10 uL em cada pogo da placa de células Vero.
Novamente foram incubadas por 24 horas, a 37 °C, com atmosfera Umida e 5% de CO..
Depois foi realizada leitura a 594 nm em um espectrofotdmetrode microplaca.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A partir dos resultados das
absorbéancias, a viabilidade foi calculada em funcgéo do controle de crescimento, construindo-

se um grafico de dose resposta entre concentracdo da amostra e viabilidade celular,
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permitindo o calculo do ICso (concentracdo em que 50% das celulas foram lisadas) através de
uma regrecdo néo linear (KOELLA & HUBER, 1993)

2.7 Atividade antioxidante

2.7.1 Determinacdo do teor de fendis totais

Para a determinacdo do teor de fendis totais foi utilizado o método de Folin-Ciocalteau
(SINGLETON; ROSSI, 1965; SOUSA et al., 2007). Uma massa de 12,5 mg do extrato
etandlico e fragbes das folhas foi dissolvida em um baldo volumétrico de 25,0 mL e o volume
final completado com metanol. Desta solugdo, foi retirada uma aliquota de 0,5 mL que foi
transferida para um tubo de ensaio. Foram adicionados 2,5 mL de uma solucdo aquosa do
reativo Folin Ciocalteau a 10%, e 2,0 mL de carbonato de sddio a 7,5%, recém-preparada.

A mistura foi incubada por 5,0 minutos em banho-maria, a 50 °C, resfriada e
posteriormente foi medida em espectrofotdmetro a absorbancia no comprimento de onda de
760 nm, em relacdo ao branco. O teor de fendis totais foi determinado por interpolacdo da
absorbancia da amostra com uma curva de calibracdo construida com padrdes de &cido galico
(10, 20, 40, 60 e 80 ug mL™1), e os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes
de acido galico (EAG) por grama de extrato (MORALIS, 2008).

2.7.2 Determinacéo de teor de proantocianidinas

A realizacdo do teste proantocianidinas para verificar a presenca de taninos
condensados foi feita pelo método proposto por (MORAIS, 2009). Foram pesados 12,5 mg
dos extratos e fracdes das folhas, transferidos para um baldo volumétrico de 25,0 mL e
completado o volume. Desta solucéo, foi retirada uma aliquota de 2,0 mL e transferida para
um baldo volumeétrico de 5,0 mL em triplicata. Neste mesmo bal&o, foram adicionados 3,0 mL
de uma solugéo de vanilina em acido sulftrico 70%, na concentragdode 10,0 mg mL™.

A mistura foi mantida em banho-maria a 50 °C, por 15 min. A amostra foi resfriada e
a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 500 nm em comparacdo ao branco. Foi
determindo o teor de proantocianidinas, por interpolacdo da absorbancia das amostras, contra

uma curva padrdo construida com padrdes de catequina (5, 10, 15, 20 e 30 ug mL™?). Os
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resultados foram expressos em miligramas de equivalente de catequina (EC) por grama de

extrato.

2.7.3 Determinacdo do teor de flavonoides

Foi utilizada a metodologia proposta por Woisky e Salatino (1998), onde o teor de
flavonoides foi determinado para o extrato e fragcdes das folhas. Inicialmente, em um tubo de
ensaio foram adicionados 2,0 mL de solugdo em metanol do extrato e fragdes (250 pg mL™),
1,0 mL de solugdo em metanol de AICIl; 5% (m v?') e 2,0 mL de metanol. A mistura foi
deixada em repouso por 30 min, a temperatura ambiente. Em um espectrofotdmetro, a
absorbancia da mistura foi registrada em 425 nm. Para obtencdo do branco, o mesmo
procedimento foi realizado, substituindo a amostra por metanol. O resultado foi expresso em
miligrama de equivalente de quercetina (EQ) por grama de extrato e material vegetal. Para
isto, a quercetina, em variadas concentragdes (40 a 1 pg mL™?), foi reagida com a solugio de
AICl3, sendo construida uma curva da absorbancia obtida, versus concentracdo de quercetina

utilizada.

2.7.4 Determinacgéo da capacidade antioxidante

O meétodo utilizado para determinacdo da capacidade antioxidante foi o
espectrofotométrico em 517 nm (MORAIS, 2008). Inicialmente, foram preparados 50,0 mL
de solucgéo estoque de DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) em metanol, na concentracdo de
50,0 ug mL™, mantida sob refrigeracio e protegidada luz. Foram feitas dilui¢des de 10,0 a
50,0 ug mL™t. Uma curva de calibragdo foi construida, a partir dos valores das absorbancias
registrados no comprimento de onda de 517 nm de todas as solucdes (10 a 50 pug mL™?), contra
um branco. As medidas de absorbancia foram efetuadas em triplicata. A atividade
antioxidante do extrato e das fracfes foram determinadas utilizando o radical livre DPPH-.
Foram preparadas solugdes do extrato e fragdes da folha a 500 pg mL™ em metanol. A partir
destas solugdes foram realizadas diluigOes nas seguintes concentragdes: 415, 330, 245, 160 e
75 ng mL. Para cada uma destas dilui¢des, foi retirada uma aliquota de 0,3 mL da amostra e
adicionados 2,7 mL de solugio de DPPH- (concentragdo 40 pg mL™* em metanol). Também
foi feito um branco nas mesmas condicdes, sem o DPPH-. Apoés a adi¢do do radical DPPH-, as

solucBes foram deixadas em repouso, e suas absorbancias registradas no comprimento de
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onda de 517 nm, ap6s 1h. A porcentagem de atividade antioxidante (AA) foi determinada pela

equacao abaixo:

Abs controle—( Abs amostra—Abs branco)

DPPHsequestrado (%) = (

)100

Abs controle

Onde: Abscontrole € a absorbancia inicial da solucdo metandlica de DPPH, Absamostra é a
absorbancia da mistura reacional (DPPH + amostra) apds 1 hora de reacdo, e Absbranco é a

absorbancia da amostra em metanol.

As medidas da concentracdo eficiente (CEso), que representam a concentracdo da
amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais de DPPH-, foram calculadas através de
um grafico da porcentagem de DPPH- seqliestrado, ap6s uma 1h de reacdo, em funcdo das

concentragOes de extrato/fracoes.

2.8 Andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

com ionizacdo por eletrospray (CLAE-IES-EM/EM) das fracdes acetato de etila e n-butanol

Foram realizadas analises nos equipamentos abaixo:
a) Cromatografia liquida;

As andlises por CLAE das amostras foram realizadas em um aparelho Shimadzu
Nexera onde as separacfes cromatograficas foram realizados em uma coluna XR-ODS marca
Shimadzu Shim-pack (150 x 2 mmi.d.) com um volume de injec¢do de amostra de 1,0 ul. A
fase mdvel foi uma mistura de agua acidificada com acido férmico (100: 0,1% v/v) (solucédo
A) e acetonitrila acidificada com acido férmico (100: 0,1% v/v) (solugdo B). Foi utilizado um
sistema gradiente de solventes que consistiu de: 0-15% de B (0,01-1 min); 15-40% de B (1-7
min); 40-90% de B (7-8 min); este sistema de solvente foi mantido por um minuto. Em
seguida foi feito outro gradiente a 90% de B (8-9 minutos) e 90-15% de B (9-10 min). O
fluxo da fase moével foi 0,35 mL mint. A temperatura da coluna foi mantida a 40 °C. A
calibracdo foi realizada com formiato de sodio 10 mM, para cada amostra no inicio da analise

cromatografica;

b) Espectrometria de Massas;
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Para as analises por CLAE-IES/EM/EM, foi utilizado um equipamento Shimadzu
Nexera acoplado com um espectrometro de massa Bruker Impact HD (Bremen, Alemanha) de
alta resolucdo com fonte de ionizacdo por electrospray (ESI). Os dados foram adquiridos no
modo negativo sendo ajustados numa faixa de m/z 20-1500 com velocidade de aquisicdo de
taxa a 8 Hz. Nitrogénio foi usado como gas de secagem com fluxo 10 mL min, e como um
gés de nebulizacdo a pressdo de 4 bar. O capilar foi aquecido a 200 °C com fluxo de gés
nebulizante de 10 L min't, e 4,5 KV. A calibragéo foi realizada com formiato de s6dio 10 mM
para cada amostra, no inicio da corrida cromatogréafica. As analises foram feitas no modo auto
EM/EM com aquisicdo automatica de espectros de fragmentacdo para ions mais intensos. Em
seguida os espectros de EM? foram comparados com espectros da literatura. Também foram
adquiridos os dados de massa de alta resolucdo. Estes EMs foram analisados e calculados os

erros (em ppm), em relacdo a massa exata pela equacao abaixo:

(massa exata - massa experimental) ‘
- 10

massa exata
2.9 Andlise Estatistica

As analises na determinacdo dos constituintes macromoleculares, fendis totais,
flavondides e proantocianidinas, bem como da atividade antioxidante, foram realizadas em
triplicata e os resultados correspondem a média + o desvio padrao.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Rendimento do extrato etandlico

O extrato etanolico das folhas de B.laevifolia foi obtido por maceracéo. O calculo do

rendimento do extrato etandlico esta na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1 - Rendimento do extrato etandlico das folhas de B. laevifolia.

Amostra Massa do material Massa (g) Rendimento (%)
vegetal
Folha 220,0 25,8 11,7

(extrato etandlico)
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3.2 Extragdo liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de B. laevifolia
O extrato etandlico (22,0 g) das folhas de B.laevifolia foi submetido a extracdo
liquido-liquido, com solventes organicos com polaridades crescentes e o rendimento foi

calculado (Tabela 2).

Tabela 2 - Extracdo liquido-liquido do extrato etanolico das folhas.

Extracdo (mg)

12 22 32 42 52 Total Rendimento (%)
Hexano 245,2 71,0 54,2 61,8 64,8 496,8 2,2
Diclorometano 2,0 2149 216,7 95,5 93,4 2,6 11,8
Ac. Deetila 14 1,1 922,2 1,6 1,0 6,0 27,4
n-Butanol 4,3 541,7 191,0 477,0 425,0 6,0 26,9
Agua/metanol  532,2 - - - - 532,2 2,4

“A partir de 22,0 g de extrato etandlico.

Analisando o resultado da extracdo liquido-liquido, observa-se um maior rendimento
nas fracdes de acetato de etila e n-butanol. Ja as demais fracGes apresentaram baixos
rendimentos. Durante os processo de extracdo liquido-liquido foi adicionada agua para

melhorar as separagdes entre as fases.
3.3 Prospeccao fitoquimica do extrato etandlico e das fracdes
Na prospeccdo fitoquimica as amostras foram diluidas em uma pequena quantidade

sendo aplicada nas placas de CCD, que foi em seguida feita a inspecdo com lampada de UV

254 e 365. A avaliacdoda presenca dos metabdlitos secundarios esta na tabela 3.
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Tabela 3 - Resultados da prospeccdo fitoquimica do extrato etandlico das folhas da
B.laevifolia e das fragdes.

Fitoconstituintes

Amostra  Flavonoides  Alcaloides Alcaloides/ Terpenoides/ Terpenoides/  Terpenoides/

Nitrogénio Saponinas/ Esteroides/  Flavonoides
Heterociclico fenol e agUcar Saponinas

EE~ +++ - - ++ + +

E.E™ - - - - - +

F.H” - - - - + +

FH™ - - - ++ + -

F.D.” ++ - - ++ ++ ++

F.D.” ++ - - ++ + +

FAS +++ - - + ++ ++

FA™ ++ - - ++ + .

F.B.” +++ - - + + ++

E.E = extrato etandlico; F.H = particdo hexano; F.D = particdo diclorometano; F.A = parti¢doacetato de etila; F.B = particéo
n-butanol.*A placa de silica gel foi desenvolvida utilizando fase como mdvel (acetato de etila: 4cido férmico: &cido
acético:agua,10:1,1:1,1:2,6). FM1; ** A placa de silica gel foi desenvolvida utilizando fase como movel (cloroférmio:
metanol: hidréxido de amdnia, 9:1: 0,25). FM2;+: presente; - : ausente.

Através dos testes de prospeccdo foi possivel observar a presenca de compostos
fenolicos no extrato e nas fracdes das folhas. Nao foi detectada a presenca de alcaloides. A
classe de metabdlitos predominante foi a dos flavonoides, nas fracdes acetato de etila, n-
butanol e extrato etanolico.

Os compostos fendlicos de plantas se enquadram em diversas categorias, tais como:
fenois simples, acidos fendlicos (derivados de &cido benzdico e cinamico), cumarinas,
flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (SOUSA et
al., 2007). (FURTADO, 2014). Estes compostos apresentam grupos hidroxila e carbonila na
Sua estrutura e por esse motivo solventes mais polares sdo capazes de extrair estes compostos
do material vegetal. Portanto, os resultados da prospeccao fitoquimica se encontram de acordo
com os resultados mostrados na analise do teor de fendis totais, proantocianidinas e
flavonoides. Assim, as fracOes acetato de etila e n-butanol sdo promissoras para continuidade
dos estudos de isolamento de compostos da classe dos flavonoides.

O fato desta espécie ndo apresentar alcaloides causou uma razoavel surpresa, ja que a
espécie B. caapi possui os alcaloides harmina, harmalina e tetrahidroharmina, isolados
(MCKENNA, 2004). Mas ja para a espécie B. pubipetala testes para alcaldides deram
negativo também, e positivo para taninos e flavonoides (SACRAMENTO, 2013). Ja o extrato
hexanico das folhas de B. malifolia e a B. campestri apresentaram diversas classes de
metabolitos, inclusive alcaloides (FRIAS, 2012). Tais resultados podem ser explicados pela
diferenca de clima, solo em que as plantas foram coletadas.
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Devido a sua alta heterogeneidade quimica, os alcal6ides ndo podem usualmente ser
identificados por apenas uma metodologia cromatografica. Portanto, ha a necessidade do uso
de varios reativos de precipitacdo para determinar a presenca destes metabdlitos. A formacéo
de sais quaternarios identificando seu ndcleo com um nitrogénio em estado de oxidacao
negativa € a base para a precipitacdo deste grupo de substancias. Também observam resultado
falso-positivo para a presenca de alcaloides em extratos que contenham proteinas, purinas,
betainas, alga-pironas, hidroxi-fenois e lignanas (SIMOES, 1999).

3.4 Atividades biolodgicas extrato etanolico e fragbes de B. laevifolia.
3.4.1Atividade antimicrobiana do extrato e fracdes das folhas de B. laevifolia

Os testes para verificar a atividade antimicrobiana do extrato etandlico e fracdes das
folhas estdo representados na Tabela 4. Para o extrato etandlico e fragdes, a concentracdo

maxima testada foi de 400,0 ug mL:.

Tabela 4 - Concentragdo inibitéria minima (CIM, pg mL™) do extrato etandlico e fracdes das

folhas de B. laevifolia.

CIM (ug mLY)
Bactérias EE PH PD PAE PB PA CHD™ M™
S. mutans! >400 >400 >400 >400 >400 >400 0,9 -
S. mitis! >400 >400 >400 >400 >400  >400 7,4 -
S. sanguinist >400 >400 >400 >400 >400 >400 7,4 -
A. actinomycetemcomitans! > 400 >400 >400 >400 >400 >400 19 -
P. gingivalis? * 400 200 >400  >400 200 - *
F. nucleatum? 200 100 400 >400 >400 100 - -
A. naeslundii? > 400 >400 >400 >400 >400 >400 - -
B. fragilis? > 400 >400 >400 >400  >400 400 - 0,4
B. tetrataiotaomicron? -- -- -- -- -- -- - 15

“N&o houve crescimento bacteriano; ““Concentracdes do controle positivo testado para as aerdbias (CHD =
Clorexidina) = 0,115 pg/mL a 59,0 pg/mL; ““Concentrac6es do controle positivo testado para as anaerébias (M
= Metronidazol) = de 0,0115 pg/mL a 5,9 pg/mL; 1 = Bactéria Gram-positiva (aerdbica); 2 = bactéria Gram-
negativa (anaerébica); EE: Extrato Etandlico. FH: Fracdo hexano. FD: Fracdo diclorometano. FAE: Fracdo

acetato de etila. FB: Fragdo n-butanol. FA: Fracdo hidrometanolica.

Segundo Holetz (2002), para valores de CIM abaixo de 100 pg mL? a atividade
antimicrobiana é considerada promissora. Valores entre 100 e 500 ug mL? a atividade

antimicrobiana é considerada moderada. Valores entre 500 e 1.000 ug mL* a atividade
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antimicrobiana é considerada fraca, e valores acima de 1.000 pg mL? a atividade é
considerada inativa. J& RIOS E RECIO (2005), por outro lado, consideram que apenas
atividades antimicrobianas com CIM abaixo de 100 pg mL™ podem ser consideradas
promissoras.

Pela tabela 4 observa-se que a avaliacdo da atividade antibacteriana do extrato
etandlico das folhas de B. laevifolia ndo apresentou atividade na concentragdo 400 ug mL™.
Como a metodologia empregada ndo utilizou concentracdes entre 400 e 1000 ug mL™* ndo
podemos afirmar com certeza que a atividade antimicrobiana € moderada ou fraca. Entretanto,
observa-se que tanto o extrato etandlico quanto as particdes possuem o mesmo nivel de
atividade contra cada bacteria estudada, com excecdo a bactéria F. nucleatum que apresentou
atividade igual a 200 ug mL™. N&o houve crescimento bacteriano para P. gingivalis, nem para
B. thetaiotaomicron. Para as parti¢fes estudadas ndo houve atividade para bactérias aerdbicas.
Vale ressaltar que as bactérias aerdbias sdo menos resistentes que as anaerdbicas porque elas
ndo possuem uma bicamada fosfolipidica na sua parede celular, como as anaerdbicas. J& para
bactérias anaerdbicas destaca-se a atividade antimicrobiana contra bactéria F. nucleatum,
comum CIM de 100 pg mL? para as fragdes hexano e hidrmetandlica, e 400 ug mL™? para a
fracdo diclorometano. E a atividade contra bactéria P. gingivalis destaca-se também nas
fracdes diclorometano e hidrometandlica, com um CIM de 200 pg mL™. Tais fragdes podem
ser utilizadas para futuros isolamentos de compostos responsaveis por essas atividades.

A literatura ndo se encontra resultados de atividade antimicrobiana para 0s seus
extratos e parti¢des, para efeito de comparacdo. Entretanto, testes realizados com extratos das
folhas de B.anisandra contra a bactéria S. aureus mostraram CIM entre 21,5 mg mL* e 430
mg mL* (PADUA et al., 2013). Extrato etanélico das folhas de B. anisandra nédo apresentou
atividade para essa bactéria (FREITAS et al., 2010). Vale aqui respaltar que estes resultados
da literatura estdo expressos em mg mL™?, e os resultados apresentados para a B. laevifolia

estdo em ug mL?, isto é, 1000 vezes mais eficiente.

3.4.2 Atividade antiprotozoaria e citotoxica do extrato etandlico e das fraces

Os resultados 1Cso das atividades antiprotozoaria e citotoxica das amostras de extrato
etanolico e fragdes da B. laevifolia estdo na Tabela 5.

39



Tabela 5 - Resultados da atividade antiprotozoaria para o extrato e fraces das folhas da B.

laevifolia.
Amostras ICs0 (ug mLY) ICs0 (ug mLY)
Leishmania amazonensis Célula Vero
Extrato etandlico > 512 >512
Fracdo hexano 362+24 331+11
Fracdo diclorometano >512 >512
Fracdo acetato de etila 346+11 361+29
Fracdo n-butanol >512 >512
Fracdo hidrometandlica >512 >512

Analisando a Tabela 5, pode se concluir que entre as fracGes hexano e acetato de etila
se destacam com a melhor atividade contra Leishmania amazonensis, pois seu ICso € menor
que as demais particdes. Isto significa que é necessaria uma menor concentracdo para se inibir
50% dos parasitas em teste. Para o teste de citotoxidade dos extratos e fragdes se destacam a
particdo hexano e acetato de etila como sendo os mais téxicos, pois possui menor valor de
ICsp, isto indica que a uma baixa concentragdo consegue inibir 50% das células.

Ao se compararem os valores de 1Cso da Tabela 5, foi observado que a fragdo hexano
ndo apresentou resultado promissor para atividade antiprotozoéria, pelo fato da amostra
apresentar toxidade com concentracfes inferior ao da atividade antiprotozoaria. Ja para a
particdo acetato de etila o valor de ICsg € maior para o protozoario testado em rela¢éo ao ICsg
da atividade citotdxica, mas seus desvios sdo altos ndo podendo ser vélida a atividade. O
extrato etanolico e as demais fracfes ndo apresentaram atividade para o protozoario até a
concentragéo de 512 ug mL™. Desta forma, ndo é possivel validar a atividade.

N&do foram encontrados estudos que relatam a atividade do extrato etandlico e das
fracdes de espécies do género Banisteriopsis contra a Leishmania amazonensis, para efeitos

de comparacéo de resultados.
3.4.3 Atividade antifungica do extrato e fragGes das folhas de B. laevifolia
Os testes para verificar a atividade antifungica do extrato etanolico e fracGes das

folhas estdo representados na Tabela 6. As concentragdes minima e maxima usadas foram

0,98 pg mL? e 3000 pg mL?, respectivamente.
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Tabela 6 - Atividade antifingica do extrato etandlico e das fragGes para B. laevifolia (em pg
mL™).

CIM (ug mL?)
Leveduras Extrato Hexano Diclorometa Acetato n-Butanol Agua
Etanolico no de Etila
C. albicans 31,2 >3000 >3000 187,5 93,7 >3000
C.tropicalis 62,5 >3000 >3000 375,0 187,5 >3000
C. glabrata 62,5 >3000 >3000 375,0 375,0 >3000

Concentraces do controle positivo testado frente as leveduras (Anfotericina = 0,031ug mL* a 16,0 ug mL™,
C. krusei = 1,5 ug mL*; C. parapsilosis = 0,5 ug mL*

A atividade antifingica deve se provavelmente a capacidade dos flavonoides presentes
nestas amostras de formar complexos com proteinas sollveis presentes nas paredes das
células fungicas (ARIF, et al., 2011). Por outro lado, a natureza lipofilica dos flavonoides
pode ser capaz também de romper as membranas dos fungos (ARIF, et al., 2011; SALAS et
al., 2011). O extrato etandlico das folhas apresentou os melhores resultados para as trés
candidas estudadas. Este melhor resultado do extrato em relacéo as fracdes pode ser explicado
em razdo de um possivel sinergismo existente entre todos os compostos no extrato.
Resultados moderados foram obtidos para as parti¢cdes acetato e butanol, seguindo 0s mesmos
critérios de atividade proposto por HOLETZ, (2002) para a atividade antimicrobiana.

Estudos com extrato etanodlico das folhas de B. anisandra apresentaram atividade
antifingica contra C. albicans. Entretanto, com valores de CIM muito alto (86.000 ug mL™?)
(PADUA et al., 2013). Ja com o extrato etanélico das folhas da B. laevifolia houve inibigdo
com valor de CIM de 31,2 ug mL™, ou seja, uma concentragdo muito mais baixa, e relevante.

Com relacdo ao teste de citotoxidade, para o extrato etandlico e particdes das folhas,
foram avaliadas as suas toxicidades através das células Vero ATCC CCL 81 (fibroblastos de
rim de macaco verde da Africa). Para se obter uma relacdo entre a concentracio inibitoria
(ICs0) e a atividade antifangica (CIM, Tabela 6), foi determinado o indice de seletividade (IS),

utilizando a equagéo:

IS = log (ICso/CIM)
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Os valores positivos de IS representam seletividade elevada para 0os microorganismos
estudados, enquanto que valores negativos de IS indicam elevada toxicidade para as células
Vero (CASE et al., 2006). Os valores do indice de seletividade estdo na tabela 7.

Tabela 7 — Valores de IS para a atividade antifingica.

Leveduras Extrato Hexano Diclorometano  Acetato n-Butanol Agua
Etandlico de Etila
C. albicans 1,2 -1,0 -0,8 0,3 0,7 -0,8
C.tropicalis 0,9 -1,0 -0,8 -0,01 0,4 -0,8
C. glabrata 0,9 -1,0 -0,8 -0,01 0,1 -0,8
ICso (ng mL™) >512 33111 >512 36129 >512 >512
Célula Vero

O extrato etandlico e fracdo n-butanol apresentaram indice de seletividade positivo,
indicando maior atividade destes para as candidas e menor citoxidade, resultados estes
relevantes. Para a fracdo acetato de etila, apenas para C. albicans apresentou resultado
positivo validando sua atividade. Para as demais fracbes devida a auséncia de atividade até a
concentracdo de 3000 pg mL? o indice de seletividade estd negativo. Na literatura ndo ha
nenhum resultado de citotoxidade para espécies do género Banisteriopsis de modo que se

possa comparar com a B. laevifolia.
3.5 Quantificacdo da atividade antioxidante do extrato e fracdes das folhas de B. laevifolia

A anélise quantitativa da atividade antioxidante do extrato e fracdes das folhas de B.
laevifolia foi baseada na quantificacdo do teor de fenodis totais, proantocianidinas, flavonoides

e pelo ensaio “in vitro” da capacidade de sequestro do radical livre DPPH (SOUSA, et al.,
2007; MORAIIS, et al., 2009).

3.5.1 Determinagdo de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau.
A determinacdo de fendis totais foi realizado pelo método de Folin-Ciocalteau que

consiste em quantificar em espectrofotdmetro a reducdo sofrida pelos acidos fosfomolibidico

(HsPM012040) e fosfotungistico (HsPW12040) em presenca de substancias fenolicas

42



(MESSERSCHMIDT et al., 2012). Este processo de redugédo faz com que haja uma mudanga
na coloragdo da solucdo de amarelo para azul, A Figura 7 mostra a reacdo detalhada.

Figura 7 - Reacdo tipica do acido galico com o ion molibdénio (Reagente de Folin-

Ciocalteu).
COOH cOoO COO”
x | = ‘
l | Na,CO,; + 2 M0+6 -2e,-H_ /@\ + 2 Mo*5
/ > S
HO OH HO OH HO™ 4y O
- OH | o o
Acido galico Anion fenolato

Fonte: OLIVEIRA, 2008.

Para a quantificacdo de fenois totais foi construida uma curva de calibracdo com o
padrdo de acido galico (Figura 8), onde se mediu a absorvancia da reacao entre o &cido galico

e o Folin.

Figura 8 - Curva padrdo de calibracdo tipica para o acido gélico.
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O teor de fenois totais foi calculado através da regressdo linear da curva de calibragdo
do gréfico da absorbancia da reacdo entre o acido galico e o Folin versus concentracdo de
acido galico. O resultado pode ser expresso em mg de equivalente de acido galico por g
(EAG) de extrato (mg EAG Qextrato™*), OU material vegetal seco (mg EAG Quegetar™’). Esta Ultima
forma considera o rendimento de extracdo. Quanto maior este valor, maior o teor de fenois
totais. Os resultados foram expressos em miligrama de equivalentes de acido galico por grama

de amostra (Tabela 8).
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Tabela 8 - Resultados do teor de fenois totais no extrato etandlico e das fracBes da B.

laevifolia.
Amostra Folha (mg de EAG guegeta™®)
Extrato etandlico 5423+ 2,12
Hexano 66,2 £ 1,60
Diclorometano 495,1 £ 3,70
Acetato de etila 660 + 1,52
n- Butanol 784,7 £ 457

De acordo com os dados da Tabela 8 as fracbes de n-butanol e acetato de etila
apresentaram um maior teor de compostos fendlicos. Ja a particdo hexano baixo teor de
compostos fenodlicos. Este resultado ja era esperado devido a polaridade dos compostos
fenolicos. Quanto maior o teor de compostos fendlico maior a capacidade de sequestro do
radical DPPH-.

Comparativamente a outra planta do cerrado, Eugenia calicyna, a particdo hexano
apresentou 22,5 mg de EAG/Qextrato, diclorometano 70,1 mg de EAG/Qextrato, acetato de etila
350,1 mg de EAG/Qextrato, € butanol 311,3 mg de EAG/Qextrato(SOUSA, 2015), resultados
menores do que a B. Laevifolia. Houve uma similaridade nas particdes acetato e butanol nas
duas espécies, apresentando maiores teores de fendis totais e boa atividade antioxidante.

Em relacdo ao extrato etandlico, as folhas da espécie B. oxyclada apresentou um teor
de 83,3 mg de EAG/gextrato (FARIA, 2014), enquanto o extrato etandlico das folhas da B.
Laevifolia apresentou um resultado bem superior de atividade antioxidante (cerca de 540 mg
de EAG Qextrato™).

3.5.2 Determinacéo de proantocianidinas
Através do método da vanilina sulfdrica pode-se quantificar o teor de
proantocianidinas presentes no extrato e nas particdes da B. laevifolia. Este método baseia-se

na reacgdo da vanilina com os taninos formando um composto vermelho (Figura 9), e este pode
ser quantificado (PELL et al., 2001).
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Figura 9 - Reacdo da vanilina com taninos condensados.
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Fonte: PELL et al., 2001.

A quantificacdo do teor de proantocianidinas foi realizada através da construgdo de

uma curva de calibracdo com concentrac6es conhecidas de catequina (Figura 10).

Figura 10 - Curva de calibracdo da catequina
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O teor de proantocianidinas foi calculado através da curva de calibracdo do grafico da
absorbancia da reacdo entre a catequina e a vanilina versus a concentragdo de catequina. O
resultado foi dado em mg de equivalente de catequina por g de extrato (mg EC Qextrato™’) € por
g de material vegetal seco (Mg EC Qegetar™t), este Gltimo considera o rendimento de extragao.
Quanto maior este valor, maior o teor de proantocianidinas. Os valores para o teor de

proantocianidinas estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Resultados da quantificacdo de proantocianidinas do extrato etanolico e das
particOes da B. laevifolia.

Amostra Folha (mg de EC guegetar™®)
Extrato etandlico 274,6 + 8,28
Hexano 18,5+ 8,23
Diclorometano 278,6 £ 2,70
Acetato de etila 268,9 + 3,26
n- Butanol 382,1+1,75

Observa-se pela Tabela 9 que o maior teor de proantocianidinas entre as fracGes foi
para a fracdo butanodlica. Em seguida temos as fracdes diclorometano e acetato de etila.
Comportamento semelhante aos dos fenois totais apresentados na (Tabela 8), onde o n-
butanol possui maior valor, seguido da fracdo acetato. Provavelmente, isto se deve ao fato das
fracbes butandlica e acetato apresentarem outros tipos de compostos fendlicos em maior
guantidade. Fato que é comprovado quando se observa o rendimento do processo de particdo
liquido-liquido (Tabela 2), no qual se constata um rendimento elevado para as fracdes n-
butanol e acetato. Convertendo o valor de mg EC por grama de extrato, em porcentagem, é
obtido um valor de 27%. Esta porcentagem é bem elevada, uma vez que este valor é
comparavel ao teor de taninos do extrato presente no fitoterapico da espécie conhecida como
Barbatimdo (Stryphnodendron adstringens), no qual seu extrato deve apresentar no minimo
uma concentracdo de 8% de proantocianidinas (ANVISA, 2003).

O uso de drogas contendo taninos esta relacionado com as propriedades adstringentes
que esses possuem. Algumas propriedades dos taninos ja foram comprovadas, como efeito
antidiarreico, antisséptico e na precipitacdo de proteinas, ajudando nos processos de cura da
pele, como feridas, queimaduras e inflamacbes. Ao mesmo tempo, as plantas se utilizam
destes compostos para seu mecanismo de defesa a exposicdo térmica e mecéanica
(MONTEIRO et al., 2005).

3.5.3 Determinacdo do teor de flavonoides

A quantificagéo do teor de flavonoides foi realizada através do método com solugéo de
AICl; (WOISKY; SALATINO, 1998). Nesta analise, o cation aluminio (AI**) forma
complexos estaveis com os flavonoides, conforme esta mostrado na Figura 11. O complexo

formado apresenta absorcdo em comprimento de onda maior que o flavonoide néo
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complexado, assim 0 monitoramento dessa complexacgdo é realizada em espectrofotdmetro de

UV, no comprimento de onda de 425 nm.

Figura 11 - Complexacdo de um flavonoide com solucgéo de AlClIs.
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Fonte: MARKHAM (1982 apud MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, 1998)
A quantificagdo do teor de flavonoides foi realizada através da construgdo de uma

curva de calibracdo com concentracdes conhecidas de quercetina (Figura 12).

Figura 12 - Curva de calibracéo da quercetina.
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O teor de flavonoides foi calculado atraves da regressao linear da curva de calibracdo
do gréfico da absorbancia obtida da reacdo entre a quercetina e o AIClz versus a concentracdo
de quercetina. O resultado foi dado em mgde equivalente de quercetina por g de extrato (mg
EQ Qextraol) € por g de material vegetal seco (Mg EQ Quegeta™), este Gltimo considera o
rendimento de extragdo. Quanto maior esse valor maior o teor. Os resultados para teor de

flavonoides estdo expressos na (Tabela 10).
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Tabela 10 - Resultados da quantificacdo do teor de flavonoides do extrato etandlico e das

fragcOes da B. laevifolia.

Folha
Amostra Teor de flavonoides (Mg EQ Gvegetar ™)
Extrato etandlico 61,24 +0,43
Hexano 60,57 £ 0,44
Diclorometano 77,21 £1,86
Acetato de etila 88,81 +3,5
n- Butanol 18,78 + 0,93

O teor de flavonoides na fracdo acetato de etila das folhas da B. laevifolia foi maior
em relacdo as outras fragfes. Estes resultados seguem a mesma tendéncia que fenois totais e
proantocianidinas. Entretanto, o teor de flavonoides para a particdo n-butanol se encontra
extremamente baixo, inclusive quando se observa os valores de mg EQ por grama de extrato.
As andlises mostradas revelaram que a particdo n-butanol apresenta elevada quantidade de
fenois totais e proantocianidinas. Portanto, e provavelmente, os flavonoides que estdo
presentes n-butanol podem apenas ser mondémeros de taninos e entdo ndo complexam com o
AICI3 ou néo apresentam hidroxilas como substituintes capazes de complexar com AICls, ou 0

comprimento de onda do flavondide complexado com AICI; é diferente de 425 nm.

3.5.4 Capacidade sequestrante de radicais livres DPPH- pelo extrato e fragcdes da B. laevifolia.

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método do sequestro do
radical livre DPPH-, que se baseia na reacdo do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazila com
um composto com potencial antioxidante (A-H) (Figura 13). As estruturas consideradas
antioxidantes neste estudo foram as estruturas polifendlicas presentes nos extratos e fracGes
das folhas de B. laevifolia.

A solucdo do radical livre DPPH- absorve luz em 517 nm, e possui coloragéo violeta.
Quando ocorre esta reagdo ha uma reducdo formando 2,2-difenil-1-picridrazina (DPPH-H),
cuja coloracdo e amarela. Esta mudanca de coloracdo pode ser monitorada através da leitura
da absorbancia no espectrofotometro UV-Visivel (BERSET et al., 1995). O método de
sequestro de radicais livres DPPH- ¢ bastante utilizado para a avaliagdo da capacidade
antioxidante por ser considerado de facil manipulacdo, sensivel, preciso e préatico
(OLIVEIRA, 2015).
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Figura 13 - Mecanismo de reagao entre o radical DPPH- ¢ uma estrutura antioxidante (HA).
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A alta aplicagdo deste radical livre nos estudos de atividade antioxidante se d& pela sua
alta estabilidade quimica durante o manuseio. Seu elétron desemparelhado na estrutura é
estabilizado por ressonancia (Figura 14) entre os atomos de nitrogénio (Reacédo 1), podendo

extender-se para 0s trés anéis aromaticos (Reacéo 2).
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Figura 14 - Estabilizagdo do radical livre DPPH:: através da conjugagdo do elétron livre entre
0s atomos de nitrogénios (reacdo 1); atraves da conjugacdo do elétron livre com os anéis

aromaticos (reacéo 2).

O:N NO, «— O,N NO,
REACAO 1
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O,N ﬁr\ NO; <«—> O,N :\(N

~, =" AN REAGAQ 2

NO,

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA (2015).

A solucao de radical DPPH- empregada foi a metanoélica, apresentando vantagens em
relacdo a solucdo aquosa uma vez que o atomo de nitrogénio, que possui o octeto de elétrons
(Noe), se associa preferencialmente com o hidrogénio acidico do metanol, deixando o elétron
desemparelhado do 4tomo de nitrogénio radicalar (Nrd) reagir com a estrutura antioxidante
(AH), como mostrado na Figura 15.

Figura 15 - Mecanismo de reacdo do radical livre DPPH-.
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Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2015.

3.5.4.1 Anélise da atividade antioxidante através da Concentracédo Efetiva média (CEso)

O potencial da atividade antioxidante pode ser correlacionada com o valor obtido de
CEsp (Tabela 11) (REYNERTSON, 2005).

Tabela 11 - Correlagdo entre os valores de CEsp € a intensidade da atividade antioxidante.

DPPH (CEso, pg mL) Intensidade da atividade antioxidante
<50 Elevada
50-100 Moderada
100-200 Baixa
> 200 Inativa

Foram construidas curvas analiticas do extrato e das fracbes com diferentes
concentragOes para a determinagdo do CEsp (concentracdo efetiva média) para as amostras. Os
valores de CEso foram expressos em concentragdo (g mL™) necessaria para consumir 50%
do radical livre DPPH- (ARGOLO et al., 2004). Os resultados de sequestro de radicais livres
DPPH:- (expresso em concentracdo efetiva, CEsg) do extrato etandlico e fracbes das folhas da
B. laevifolia estdo expressos na Tabela 12.

A partir da construcdo destas curvas foi possivel calcular a atividade antioxidante dos
extratos e das fragcdes. Quanto menor o valor de CEsg maior é o potencial antioxidante da
amostra, pois menor € a concentracdo de amostra para consumir 50% do radical DPPH:-
(REYNERTSON et al., 2005).
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Tabela 12 - Valores de CEsp (g mL™) da capacidade antioxidante para o extrato etanélico e
as particOes da B. laevifolia.

Amostra Folha CEso (ug mL™)
Extrato etandlico 4,53 +0,92
Hexano 58,17 + 1,46
Diclorometano 9,14 + 0,79
Acetato de etila 4,07 £ 0,46
n- Butanol 8,39 +1,07
BHT" 73+0,3

*Controle positivo (butilidroxitolueno)

O extrato das folhas da B. Laevifolia demonstrou relevante sequestro do radical livre
DPPH- quando comparado com extratos etandlicos de outras espécies do cerrado ja estudadas.
Tal atividade esta relacionada ao teor de fenois totais e ao teor de proantocianidinas.
Resultados obtidos nos testes em CCD demonstram que o0s extratos da B. laevifolia
apresentaram duas classes de metabolitos secundarios majoritéarios (flavonoides e terpenos),
sendo que o resultado para flavonoides corrobora com os resultados dos ensaios de avaliacdo
do potencial antioxidante (DPPH-), jA que esta classe de compostos possui atividade
antioxidante conhecida.

Através da (Tabela 12) é possivel observar que, o extrato etandlico, as fracdes acetato
de etila e n-butanol apresentam os menores CEsg €, portanto, melhor atividade antioxidante.
Estes resultados de CEso sdo compardveis ao do BHT, apresentando excelente atividade
antioxidante. Este fato mostra que esse extrato e as particdes acetato e butanol sdo
promissores no isolamento de compostos com excelente atividade antioxidante.

Comparativamente, a atividade antioxidante do extrato etanolico das folhas da B.
laevifolia (CEso = 4,53 pug mL™) é bem superior a atividade antioxidante da outra espécie de
Banisteriopsis, a B. oxyclada (CEso = 25,9 ug mL*; FARIA, 2014). De qualquer forma, estes
resultados das atividades antioxidantes corroboram com outra planta da familia das
Malpighiaceae, a Byrsonima gardneriana que apresentou CEso de 3,12 pg mL™ para o extrato
etandlico de suas folhas. Para a fracdo acetato de etila da B. laevifolia o valor de CEso foi

muito proximo da mesma fragio acetato da B. gardneriana (3,5 pug mL™; ROLIM, 2013).

4 ldentificacdo de compostos fenolicos nas fracGes acetato de etila e n-butanol utilizando a
CLAE-EM/EM.
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A partir dos melhores valores de CIM observados nas avaliagdes das atividades
antifungicas e de CEso para a atividade antioxidante, as fragdes acetato de etila e n-butanol,
foram submetidas a analise por espectrometria de massas com 0 objetivo de identificar os
compostos bioativos. As Figuras 16 e 17 apresentam os cromatogramas de ions totais obtido
por lonizagdo Eletrospray (IES) das fracOes acetato de etila e n-butanol. Foram observados
compostos que co-eluiram no mesmo sinal dos cromatogramas de CLAE/EM, com tempos de

retencdo muito proximos.

Figura 16 — Cromatograma de ions totais da fracdo de acetato de etila obtido por IES-
EM/EM.
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Figura 17 - Cromatograma de ions totais da fracdo n-butanol obtido por IES-EM/EM.
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Foram observados compostos que co-eluiram no mesmo sinal dos cromatogramas de
CLAE/EM, com tempos de retencdo muito proximos. Apos comparacdes dos dados de massas
de alta resolucdo e de EM? com aqueles de referéncias padrdes da literatura, foi possivel
propor a presenca decompostos fendlicos reconhecidamente bioativos (acidos fendlicos e
flavondis), em ambas as fragdes (Tabela 13).
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Tabela 13 - Identificacdo por espectrometria de massas de compostos bioativos presentes na

fracéo acetato de etila e n-butanol.

Pico  tr(min) Composto lons Fragmentacdo EM? Eppm Referéncia
[M-H] (m/z)
1 0,93%°  4cido quinico 191,0561 191(173, 171, 153,137, 0,00** LAY-KEOW et al.,
127) 2004.
2 2,37%  Acidocafeoilquinico 353,0878 353(191, 179, 173, 0,008  SUN etal., 2007.
2,20° 135) 0,56° BASTOS et al,
2007.
3 2,392 procianidina B1 577,1350  577(451,425, 407, 289, 0,172 KAJDZANOSKA
2,38P 125) etal., 2010;
SUN et al., 2007;
GOUVEIA et al,
2013.
2,94 (epi)catequina 289, 0717 289(245, 205, 179, 0,342 KAJDZANOSKA
2,96° 137) 0,00° etal., 2010;
SUN et al., 2007.
4 4,31**  3-O-p-galactopiranosil 595,1304 595(300, 271, 255) 0,16 SILVA et al,
quercetina 2015.
0,00°
4,80**  procianidina B2 577,1341 577 (451, 425, 407, 1,732 SUN et al., 2007;
289, 125) ) GOUVEIA et al.,
017> 2013,
5 5,24 quercetina-3-O- 477,0673 477 (301, 255, 178, 0,208 SUN et al., 2007;
A ] 151) ) KAJDZANOSKA
5,23 glucuronideo 0,00° gt al., 2010.
5,252  Rutina 609,1462 609 (301, 300, 255, 0,168 SUN etal., 2007.
178, 151) 0,32> BASTOS et al,
5,24° 2007.
6 5,74*  quercetin-3-0O- 447,0932 447(301, 271, 0,002 SALDANHA et al.,
5,73P 255,178, 151) 0,22 2013.

a-L-rhamnopiranosideo

a = fracdo acetato de etila; b = fracdo n-butanol.

O pico 1 apresentou o ion molecular no modo negativo em m/z 191 que sugere
a presenca de &cido quinico, ou &cido citrico, ou escopoletina. A fragmentacdo deste
ion produz ions m/z a 173 e 135. A escopoletina produz um unico ion fragmentado a
m/z 176 que nédo foi observado no espectro. O espectro EM/EM dos acidos citrico e
quinico compartilham os mesmos ions a m/z 173 e a m/z 111. O &cido citrico apresenta
picos adicionais (a m/z 87 e 85), sendo o pico base a m/z 111. No entanto, o0 &cido

quinico apresenta ions adicionais a m/z 85, 93 e 127, sendo o ion a m/z 127 o pico
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base, diferenciando os dois acidos (Figura 18). Desta forma entdo o pico 1 foi identicado
como &cido quinico (LAY-KEOW, 2004).

Figura 18 — Espectro de massas do pico 1 identificado como &cido quinico.

Itens. . - K i
W re 149,01 1106551 000081 038 B
‘

600-

400

127.0392

201

00
7003 137'|°279 150183

0 | | |l | ‘
T T T T T T T T T T T T T T T T T
A 4 60 ] 10 10 W 160 180 mz

O pico 2 apresentou o ion molecular no modo negativo a m/z 353 e ions fragmentos a
m/z 191, 179, 173, e 135 que coincide com os fragmentos apresentados pelo acido
cafeoilquinico (Figura 19) (SUN, et al., 2007; BASTOS, et al., 2007), cujo mecanismo para a
fragmentacdo deste acido clorogénico esta representado na Figura 20. O fragmento m/z 191
corresponde ao cido quinico e o fragmento m/z 173 & eliminagdo neutra de uma molécula de
agua (SUN, et al., 2007).

Figura 19 — Espectro de massas para o pico 2, identificado como acido cafeoilquinico.
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Figura 20 — Proposta de fragmentacéo do acido cafeoilquinico, via rearranjo McLafferty.
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Fonte: Adaptado de Norberto et al., (2016).

No pico 3 dos dois cromatogramas, foi observada a coeluicdo de dois compostos. O
composto que apresentou o ion molecular no modo negativo a m/z 577 e ions fragmentos a
m/z 425, 289, 161, e 125 corresponde a diferentes dimeros de procianidina do tipo
(epi)catequina-(epi)catequina, (Figura 21). Os fragmentos de ions a m/z 425 e a m/z 289
correspondem ao mondmero (epi)catequina (KAJDZANOSK, et al., 2010; SUN, et al., 2007).
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Figura 21 — Espectro de massas para o pico 3 identificado como Procianidina.
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Como descrito por Gu et al. (2003), um dimero de procianidina consiste de uma
unidade de extensdo e uma unidade terminal. O anel heterociclico das unidades de flavan-3-
ols fragmenta-se através de mecanismos conhecidos como RDA (retro-Diels-Alder) e FAH
(fissdo do anel heterociclico). Ambos os mecanismos de fragmentacdo podem ocorrer tanto na
unidade de extensdo quanto na unidade terminal (Figura 22). No entanto, a fragmentacao na
unidade de extensdo da origem a ions com um sistema n—7 hiperconjugado maior. Assim, esta
fragmentacdo é mais favoravel energeticamente. A fragmentacdo RDA dos dimeros produziu
majoritariamente jons com m/z 425 ([M —H —152]"). lons com m/z 407 ([M —H —152 —18]")
resultam da eliminacdo de uma molécula de agua a partir dos ions com m/z 425,
principalmente do OH na posicdo 3 do anel C (GU et al., 2003). Os ions com m/z 451 ([M -H
—126]) resultam da eliminacdo da molécula de floroglucinol (anel A) (HAYASAKA et al.,
2003). fons com m/z 559 ([M —H —18]") resultam da eliminacdo de uma molécula de 4gua a
partir da procianidina (m/z 577), e os ions com m/z 289 ([M—H-288]") resultam da eliminacgéo
de uma molécula de (epi)catequina (SANDHU e GU, 2003).
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Figura 22 — Proposta de fragmentacédo do tipo retro-Diels-Alder do ion m/z 577 a m/z 425.
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Fonte: Adaptado de Norberto (2016).

Estes dados, associados ao tempo de retencdo do pico 3 (2,39 min) permitem concluir
que esta estrutura dimérica de (epi)catequina se trata da Procianidina B1.

O pico que apresentou o ion molecular no modo negativo a m/z 289 e ions
fragmentados a m/z 271, 245, 179, 168, 152 e 135 foi identificado como catequina ou
epicatequina (Figura 23).

Figura 23 — Espectro de massas para o pico 3, identificado como (epi)catequina.
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O ion a m/z 245 perde 44 u.m.a referente a saida de enol (Figura 24).. Ocorre também a
perda de CeHsO2, obtendo-se uma massa de 179 (KAJDZANOSK, et al., 2010).
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Figura 24 — Fragmentacdo proposta no espectro de massa para o ion m/z 289.
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Fonte: SOUSA, 2015.

No pico 4 também co-eluiram dois compostos. O composto que apresentou o0 ion
molecular no modo negativo a m/z 595 e ions fragmentados a m/z 300, 271, e 255 foi
identificado como 3-O-B-galactopiranosilquercetina (calculado para C2sH27016, MM = 595,
1305, erro 0,16 ppm) (Figura 25). O espectro apresentou as fragmentagdes, m/z 300 e m/z 255,
que podem ser atribuidas a fragmentacdes da ligacdo acetal entre a quercetina (m/z 300) e o
acucar (m/z 255) (SILVA, et al., 2015).

Figura 25 - Espectro de massas do pico 4 identificado como 3-O--

galactopiranosilquercetina.
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O outro composto identificado nesse mesmo pico apresentou o ion molecular no modo
negativo a m/z 577 e ions fragmentos a m/z 451, 425, 407, 289, e 125 correspondente a
dimeros de procianidina. Como no pico 3 foi identificado a procianidina B1, com tempo de
retencdo a 2,39 (min), agora nesse pico, com tempo de retencdo em 4,90 min, foi identificado
0 isdmero procianidina B2, que possui 0 espectro de massa idéntico da procianidina Bl
(KAJDZANOSK et al., 2010; SUN et al., 2007).

No pico 5 0 composto que apresentou 0 ion molecular no modo negativo a m/z 477 e
ions fragmentados a m/z 301, 255, 178 e 151 foi identificado como quercetina-3-O-
glucoronideo (Miquelianina). A presenca do ion majoritario a m/z 301 é caracteristico de
derivados do acido glucordnico e da quercetina (Figura 26) (SUN et al., 2007).

Figura 26 — Espectro de massas do pico 5 identificado como quercetina-3-O-glucoronideo.
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Foi identificado também nesse mesmo pico o composto conhecido como rutina, com
tempo de retencdo de 5,24 min e um erro ppm 0,16. Este composto é conhecido também por
quercetina 3-O-rutindsideo, e que apresenta o ion molecular m/z 609. O seu padrdo de
fragmentacdo é semelhante & quercetina ligado a um agucar, onde ocorre uma Cisdo
homolitica formando o ion aglicona de massa m/z 301 e o agucar, j& mostrado anteriormente.

O seu espetro de fragmentacdo (Figura 27) originou os ions m/z 314, 301, 300, 299,
271 e 1510 ion aglicona da quercetina, formado pela perda de duas unidades, uma ramanose e
um hexosido (SUN, et al., 2007).
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Figura 27 — Espectro de massas do pico 5 identicado como rutina.
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O pico 6 foi identificado como 3-O-a-L-rhamnopyranosideo-quercetina com ion
precursor de m/z 447. A sua fragmentacdo apresenta so ions m/z 301, 271, 255, 178 e 151. O
ion m/z 301 é resultado da clivagem da unidade de acucar, tipico de deoxihexose, bem como o
ion m/z 271, caracteristico de flavon-3-O-monoglucoside e a m/z 179, como resultada da RDA
de anel A (Figura 28) (SALDANHA, 2013).

Figura 28 — Espectro de massas do pico 6 identicado como 3-O-a-L-rhamnopyranosideo-

quercetina.
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As estruturas quimicas dos compostos identificados por CLAE-EIS-EM/EM (Tabela
13) sdo mostradas na Figura 29.
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Figura 29 - Estruturas quimicas dos compostos identificados por CLAE-EIS-EM/EM para as

duas fracOes estudadas.
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Todos estes compostos identificados também estdo presentes na espécie Byrsonima,
outra Malpigiaceae (GUILHON-SIMPLICIO e PEREIRA, 2011). Os compostos identificados
nas fracGes acetato de etila e n-butanol se destacam em atividades antifungicas em outras
espécies de plantas. A quercetina e o acido clorogénico (e seus derivados acido quinico e
acido caféico) estdo entre os componentes bioativos isolados da Adesmia aegiceras
(Fabaceae), e que apresentaram atividade inibitéria contra a C. albicans (AGNESE et al.
2001).
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CAPITULO 2: ESTUDO DA COMPOSICAO VOLATIL E ATIVIDADES
BIOLOGICAS DO OLEO ESSENCIAL EXTRAIDOS DAS FOLHAS DE B. laevifolia
(Malpighiaceae)

1 INTRODUCAO

1.1 Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais sdo constituidos de substancias orgéanicas volateis que
caracterizam o aroma de varias plantas. As plantas produzem essas substancias volateis a
partir de vias metabdlicas secundarias, ou seja, ndo prioritarias ao metabolismo do vegetal
(GARCIA et al., 2009). Praticamente todos os 0leos essenciais constituem uma mistura de
principios quimicos muito complexos e variam amplamente na sua composi¢do (MATOS,
1989).

Os 0leos essenciais sdo misturas de diversas substancias quimicas produzidas pelas
plantas aromaticas, entre elas os compostos terpénicos, derivados de fenilpropano
(LAVABRE, 1992). Monoterpenos e sesquiterpenos sdo hidrocarbonetos constituidos por dez
e quinze atomos de carbono, respectivamente, sendo ambos obtidos pela mesma via
biossintética. Os diterpenos — moléculas com vinte atomos de carbono — sdo dificilmente
encontrados nos 6leos essenciais. As plantas também sintetizam moléculas com trinta ou
guarenta a&tomos de carbono, mas estes ndo sdo 6leos essenciais.

Os 6leos essenciais sao relativamente fluidos, mas alguns sdo sélidos a temperatura
ambiente. Diferenciam-se dos 6leos graxos por sua natureza altamente volatil, sendo
insollveis em agua, fracamente soltveis em &cido acético, muito soltivel em alcool, podendo
ser misturados com Gleos vegetais, gorduras e ceras. Outros grupamentos funcionais, como
cetonas, aldeidos, ésteres, alcoois terpénicos, fendis e cineol também podem ser encontrados
nos o6leos essenciais (GRAMOLELLI, 2006). Eles geralmente sdo extraidos das plantas,
flores, rizomas, cascas ou frutos utilizando-se técnicas como a de arraste a vapor e também
pela prensagem do pericarpo de frutos citricos, sendo estes predominantes no mercado de
exportacdo brasileiro (B1ZZ0O, 2009).

Constantemente os metabdlitos monoterpenoides e sesquiterpenoides gerados por
varios conjuntos vegetais, sdo expostos a fatores internos (genéticos) e externos como

temperatura, luminosidade, tipo de solo, disponibilidade de agua e outros (CARDOSO et al.,
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2001). Alguns outros elementos que séo capazes de provocar a emissdo de terpenos séo 0s
eventos fenoldgicos, a idade da folha, o acimulo de nitrogénio foliar, herbivoria, injuria fisica
e outras formas de estresse (GUENTHER, 1997).

Os terpenoides predominam na composicdo quimica dos Oleos essenciais, esses
constituintes apresentam como precursor comum o isopentil-pirofosfato. Menos numerosos,
nos 6leos essenciais estdo os fenilpropanoides, que sdo derivados do acido chiquimicoe
apresentam como caracteristica estrutural um anel benzénico com uma cadeia lateral
composta de trés carbonos, que apresentam uma dupla ligacéo (SILVA, et al., 2012).

Segundo BALDWIN (2010), a origem biossintética dos terpenos deriva de unidades
isoprénicas fosforiladas, que sdo moléculas pentacarbonadas que podem ser originadas por
duas vias. A primeira delas ocorre no citoplasma e nas mitocondrias e é dependente do
mevalonato, enquanto a segunda ocorre nos cloroplastos e plastidios e independente do
mevalonato, sendo conhecida também como via do metileritritol fosfato (MEP) ou rota da 1-
deoxi-D-xilulose (DXP).

Na rota do acido mevaldnico, ocorre a condensacdo aldolica de trés moléculas de
acetil-CoA, a partir de uma série de etapas, para formar o acido meval6nico. Esse
intermediério de seis carbonos €, entdo, pirofosforilado, descarboxilado e desidratado, para
produzir o isopentil-pirofosfato (IPP), que é a unidade basica dos terpenos (Figura 1). Essa
unidade pentacarbonadas, por meio de reacdes de isomerizacdo, e convertida em dimetil-alil-
pirofosfato (DMAPP) (DEWICK, 2009).

Figura 1 - Mecanismos de formacéo das unidades isoprénicas ativas (DMAPP) e (IPP) pela

via do mevalonato.
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Na rota do metileritritol fosfato (MEP) o IPP € formado a partir do gliceraldeido-3-
fosfato e de dois 4&tomos de carbono derivados do piruvato que se combinam, passando por
sucessivas reagdes para produzir o 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato, que se converte a
IPP (Figura 2).

Figura 2 - Mecanismos de formacdo das unidades isoprénicas ativas, dimetil-alil-difosfato

(DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP), pela via da 1-deoxi-D-xilulose -5-P-mevalonato.
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As moléculas de IPP e seu isdbmero DMAPP, sintetizadas em ambas as vias, unem-se
para formar terpenos maiores, por meio do modelo “cabecga-cauda” (Figura 3). Essa
condensacdo de Claisen de unidades de IPP e DMAPP, pela acdo da enzima prenil-
transferase, forma o intermediario pirofosfato de geranila (GPP, C10), que condensa com
outra unidade IPP, fornecendo o pirofosfato de farnesila (FPP, C15). Por Gltimo, a juncdo de
FPP com outra unidade de IPP conduz a producéo de pirofosfato degeranil-geranila (GGPP,

C20), precursor dos diterpenos.

Figura 3 - Esquemas das vias de biossintese responsaveis pela producdo de terpenoides, a
partir da formacéo dos blocos de isoprenoides dimetilalilpirofosfato (DMAPP) e isopentenil
difosfato (IPP).
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Fonte: Adaptado de DEWICK, (2009).

As ciclizacbes do GGPP, por meio da formacdo de diferentes carbocéations e
rearranjos, levam a formacédo diferente estruturais de diterpenos. A dimerizacdo de FPP e

GGPP forma os triterpenos e os tetraterpenos, com 30 e 40 atomos de carbono,
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respectivamente. Provenientes de um precursor comum, as estruturas terpénicas sintetizadas
por essas duas rotas podem ser modificadas por redugdes, oxidagOes e ciclizagdes, formando
numerosos e distintos compostos terpénicos, que constituem, assim, um dos maiores e, talvez
estruturalmente, os mais diversos grupos de metabdlitos secundarios derivados dos vegetais
(Figura 3) (DEWICK, 2009).

Os oOleos essenciais produzidos pelas plantas auxiliam na sua sobrevivéncia, ja que
estes exercem funcdes de autodefesa e de atracdo de polinizadores. Para avaliacdo qualitativa
e quantitativa do 6leo essencial se aplica a técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM) (DAFERRA et al., 2000). Na analise de composi¢do
quimica do 6leo essencial de uma planta deve se levar em conta uma série de parametros, tais
como condi¢bes ambientais, estacdo de coleta, procedimento de extracdo, condigcdes de
armazenamento das plantas coletadas até a extracdo (SEVERO et al., 2009).

Farmacologia, botanica, microbiologia, fitopatologia e alimentos sdo algumas areas

em que os 6leos essenciais podem ser aplicados.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1  Preparo da amostra

Parte das folhas coletadas em maio de 2014 (periodo de seca) e dezembro de 2014
(periodo de chuva) no municipio de Monte Alegre de Minas — Minas Gerais (localizacéo
descrita no Capitulo 1) foram retiradas dos galhos, sendo separadas aquelas com defeito,
posteriormente foram picadas em pedacos pequenos de aproximadamente dois centimetros.

2.2  Extracdo do 6leo essencial

Trés amostras frescas de 100 g de folhas foram colocadas e transferidas para trés
baldes de 2 L, respectivamente, com aproximadamente 1L de agua. Assim 0 material vegetal
fresco foi submetido & extracdo dos Oleos essenciais por hidrodestilagdo utilizando aparelho
de Clevenger (Figura 4) (MORAIS et al., 2009). A mistura agua e 6leo foi transferida para um
funil de separacgéo e o 0leo essencial extraido com 3 volumes de 2 mL de diclorometano. Em
seguida, as fracBes de Oleo essencial em diclorometano foram secas com sulfato de sodio

anidro, e transferidas para frasco de vidro ambar, sendo colocadas em seguida em manta
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aquecedora, a uma temperatura de 30 °C, para evaporar o diclorometano. O 6leo essencial foi
mantindo em freezer, & temperatura de aproximadamente -18 + 5 °C, até o momento da

analise.

Figura 4 - Aparelhos de Clevenger utilizados para a extracdo do 6leo essencial das folhas da
B. laevifolia.

Fonte: Autor.

2.3 Anélise do 6leo essencial por Cromatografia a gas Acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM)

As amostras de 6leos essenciais foram analisadas num aparelho da marca Shimadzu
(Figura 5), modelo GC2010/QP5010, equipado com coluna capilar SPP-5 de 30 m. Foi
utilizado como gés carreador o gas hélio, a fluxo constante de 1 mL min, as temperaturas do
injetor (modo slipt 1:20) e detector foram 220 e 240 °C, respectivamente, sendo o gradiente
de aquecimento de 60 a 240 °C (3 °C min™?). O detector de massas atuou com energia de
impacto de 70 eV, e os fragmentos de 40 a 650 Da foram registrados (ADAMS, 2007).

Figura 5 - Cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas utilizado para a analise

do 6leo essencial extraido das folhas da B. laevifolia.
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Fonte: Autor.

2.3.1 ldentificacdo do 0Oleo essencial das folhas da B.laevifolia

A identificacdo dos constituintes do 6leo essencial foi baseada na comparacdo dos
espectros de massa obtidos com os espectros das bibliotecas Wiley229, Nist08s, Wiley7 e
Shim2205 e em comparagdo com os indices aritméticos (IA) calculados e tabelados na
literatura.

A equacdo utilizada no calculo do IA (Equacdo 1) foi proposta por Van den Dool e
Kratz, em 1961, e adotada recentemente por Adams (ADAMS, 2007):

t(x)—t (Pz)

Equacdo 1: IA (x) = 100 (n° de carbonos do Pz) + 100 TPzt Dt PD
Onde:

X = COmMpOosto no momento t; t (x)=tempo de retencdo do composto em analise;
Pz = alcano antes de x; t (Pz)=tempo de retencdo do alcano antes de X;
Pz + 1 = alcano depois de x;t (Pz+1)=tempo de retencdo do alcano depois de x.

Para obtencdo destes indices, uma mistura de padrdes de alcanos (Cio — Cao) foi
preparada e injetada nas mesmas condicdes de andlise. Para quantificacdo de cada constituinte
foi utilizada a area correspondente do cromatograma obtido por cromatografia a gas acoplada

a espectrometria de massa

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
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3.1  Rendimento do 6leo essencial
A Tabela 1 abaixo apresenta o rendimento obtido da extracdo do 6leo essencial da B.
laevifolia em comparacdo com o rendimento obtido para Byrsonima sericea (NEVES, 2010),

outra Malgipiaceae.

Tabela 1 - Rendimentos dos 0leos das folhas da B. laevifolia e B. sericea.

Espécie Rendimento em porcentagem (%)
B. laevifolia 0,06
B. sericea” 0,05

*NEVES e colaboradores, 2010.

N&o ha nenhum relato na literatura de estudos feitos com o 0leo essencial da B.
laevifolia. O Oleo essencial obtido a partir das folhas de B. laevifolia apresentou baixo
rendimento, (0,06%), embora o valor do rendimento aproximou-se daquele estudado por
Neves e colaboradores (2010) pertencente a mesma familia (Malpighiaceae), e apresentou
bem maior do que o rendimento encontrado para Inga laurina (Caesalpiniaechinata), o pau-
brasil, da familia Leguminosae (FURTADO et al., 2014). Entretanto, o rendimento obtido é
bem inferior aos apresentados por outras espécies ja estudadas. Por exemplo, 6leos citricos,
apresentam rendimento aproximadamente de 0,4% (SILVA-SANTOS et al., 2006). Folhas de
Eucalyptus citriodora tém rendimento do 6leo variando entre 1,0 e 1,6% (VITTI e BRITO,
2003), e os 6leos essenciais de cascas e folhas de canela (Cinnamomumverum) apresentam um
rendimento de 0,2 e 2,0%, respectivamente (KOKETSU et al., 1997).

3.2  Composicao quimica do 6leo essencial extraido das folhas B. laevifolia no periodo da

seca.
A Figura 6 mostra um cromatograma do 6leo essencial das folhas de B. laevifolia

obtido no periodo da seca. Na analise deste cromatograma foram considerados somente 0s

compostos com picos de area acima de 1,27%.
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Figura 6 - Cromatograma de CG-EM do 6leo essencial das folhas de B. laevifolia obtido no
periodo da seca.
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Fonte: Autor.

O resultado da identificacdo dos constituintes quimicos esta expresso na Tabela 2, e a

distribuicdo por classe de compostos esta descrito na Tabela 3.
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Tabela 2 - Composicdo quimica do dleo essencial das folhas de B.laevifolia no periodo da

seca.
Numero tr Compostos Area IA 1A
do pico (min) (TIC)% (tabelado) (calculado)
1 4,33 (2)-3-hexen-1-ol 19,4 857% 855
2 8,36 a-terpinoleno 1,9 1014° 1011
3 8,92 (S)-3-etil-4-metilpentanol 2,6 10202 1026
4 9,57 N.I. 2,0 - 1043
5 11,88 linalol 1,6 11062 1105
6 11,97 nonanal 1,3 11082 1107
7 12,08 N.I. 1,7 - 1110
8 14,39 (E,2)-3,6-nonadienol 1,4 1156° 1164
9 14,70 N.I. (Ester?) 3,8 - 1172
10 16,07 N.I. (Ester?) 3,2 1229° 1204
11 17,47 isovalerato de (Z)-hexen- 2,5 12382 1236
3-ila
12 22,60 a-copaeno 1,4 13652 1353
13 23,14 N.I. 1,8 1366° 1366
14 23,54  hexanoato de (Z)-hexen-3- 1,6 13782 + 1375 +
ila + beta-burboneno™ 13812 1378
15 25,64 N.I. 1,3 - 1424
16 26,78 N.I. 3,9 - 1451
17 27,06 N.I. 3,4 - 1458
18 27,40 N.I. 1,9 14632 1466
19 28,58 2-tridecanonona 1,4 1495° 1494
20 31,91 N.I. 2,2 - 1577
21 32,01 N.I. 1,6 - 1578
22 32,13 N.I. 1,5 - 1583
23 36,69 2-pentadecanona 4,9 16972 1702
24 37,19 Pentadecanal 1,4 17152 1716
25 41,91 hexaidrofarnesil-acetona 2,1 18472 1847
26 46,11 acido palmitico 1,7 19712 1972
27 46,32 N.I. 2,2 - 1978
28 46,59 N.I. 1,6 - 1986
29 47,81 N.I. 3,4 - 2024
30 50,77 fitol 9,8 2119 2119
31 67,76 heptacosano 1,6 2700° 2700
32 + 33 77,32 untriacontano 7,5 3100° 3100
Total (%) 100
N.I. = ndo identificado; TIC = total ions chromatogram; IA = indice aritmético; T, = tempo de
retencdo; ) Considerando-se 50% de cada composto; 2Banco de dados da Nist

(http://webbook.nist.gov/chemistry/);> Adams (2007).
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Tabela 3 - Distribuicao por grupos fucionais dos componentes do 6leo essencial das folhas da

B. laevifolia, no periodo da seca.

Grupos funcionais

(%) (n°de compostos)

Alcool alifatico
Ester
Aldeido
Cetona
Acido carboxilico
Monoterpeno ndo oxigenado
Monoterpeno oxigenado
Diterpeno
Sesquiterpeno
Alcano de cadeia longa
N.I.

23,4 (3)
10,4 (4)
2,6 (2)

5,9 (3)

1,7 (1)

1,9 (1)

1,6 (1)

9,8 (1)

53 (2)

9,2 (2)

28,2 (12)

N.I. = ndo identificado.

As Figuras 7, 9 e 11 mostram 0s espectros de massas dos compostos majoritario do

Oleo essencial extraido das folhas de B. laevifolia.

Figura 7 - Espectros de CG-EM do (Z)-3-hexen-1-ol.
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O espectro de massas do (Z)-3-hexen-1-ol apresentou picos referentes as seguintes
fragmentacOes: m/z 82 [M-18] referente & perda de agua pelo ion molecular m/z 100; m/z 67
[M-18-15] referente a perda de um radical metila pelo fragmento m/z 82.

Na Figura 8 se encontram 0 mecanismo proposto para algumas fragmencdes (m/z)
observadas no espectro de massas do (Z)-3-hexen-1-ol.

Figura 8 — Proposta de fragmentacdo do (Z)-3-hexen-1-ol.
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O espectro de massas do fitol apresentou picos referentes as seguintes fragmentagdes:
m/z 278 [M-18]: referente a perda de agua pelo ion molecular m/z 296; m/z 123 [M-18-155]:
referente a perda de dois radicais de isopreno pelo fragmento m/z 278.
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Na Figura 10 se encontram 0s mecanismos propostos para algumas fragmencgodes (m/z)
do fitol observadas no espectro de massas.

Figura 10 — Proposta de fragmentacéo do fitol.
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O espectro de massas do untriacontano apresentou picos referentes as seguintes

fragmentacfes: m/z 43 [M-393]: referente a perda de um radical CH3(CH2).7 pelo ion
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molecular m/z 436; m/z 57 [M-379]: referente a perda de um radical CH3(CH2)2s pelo ion
molecular m/z 436.
Na Figura 12 se encontram 0s mecanismos propostos para algumas fragmencées (m/z)

observadas no espectro de massas.

Figura 12 — Proposta de fragmentacéo do untriacontano.
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O resultado apresentado na Tabela 2 mostra que o 6leo da folha da B. laevifolia possui
uma variedade de compostos. Foram identificados 18 compostos volateis sem ambiguidades,
e dois ésteres que ndo foram identificados precisamente (picos 9 e 10).

A maioria das classes de compostos identificadas (Tabela 3) foram alcoois alifaticos
(23,40%), seguidos de terpenoides (18,66%), ésteres (10,38%), e alcanos de cadeia longa
(9,17%). Analisando as porcentagens das areas dos picos do cromatograma, encontra-se como
compostos majoritarios neste dleo o (Z)-3-hexen-1-ol com 19,39%, o fitol com 9,85%, e o
untriacontano com 7,54%, cujas estruturas estdo demonstradas na Figura 13. A porcentagem
de compostos ndo identificados foi relativamente expressiva (28,17%), sendo que 0S mesmos
nédo foram identificados por falta de dados nas bibliotecas eletronicas do aparelho de CG-EM
que permitissem a identificagéo.

Os terpenoides exibem variadas funcGes nos vegetais. Os monoterpenos agem na
atracdo dos polinizadores, ja que estes sdo constituintes fundamentais dos 6leos volateis. Ja 0s
sesquisterpenos geralmente exibem funcgdes de protecdo contra fungos e bactérias, e varios
terpenoides ddo origem aos hormdnios que causam o crescimento vegetal (MAHMOUD;
CROTEAU, 2002).

Como exemplo dos terpenoides presentes no 6leo essencial das folhas da espécie B.
laevifolia tem-se o monoterpeno linalol. Este composto tem um amplo valor no mercado de
cosméticos e perfumaria, ja que o mesmo € largamente usado como fixador de fragrancias
(DIAS; SILVA, et al., 2013). O linalol (1,62%) tem sido amplamente avaliado como acaricida
(PRATES et al., 1998), bactericida e fungicida (BELAICHE et al., 1995). Na medicina, este

constituinte quimico é aplicado, com sucesso, como sedativo (SUGAWARA et al., 1998) e
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anticonvulsivo (ELISABETSKY et al., 1999), e também apresenta propriedades anticancer
(WATTENBERG, 1991).

Figura 13 - Estruturas quimicas dos compostos majoritarios do 6leo essencial da folha da B.

laevifolia; (Z)-3-hexen-1-ol, o fitol e 0 untriacontano.
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Fonte: Préprio autor.

O (2)-3-hexen-1-ol é conhecido popularmente como “alcool folha”, um liquido oleoso
incolor, com aroma forte de grama recém-cortada, produzido em pequenas quantidades pela
maioria das plantas, tendo como um de seus papéis a protecdo contra as bactérias, ja que
permite que a parte cortada se regenere (GARRETT et al., 2013).

Outro constituinte majoritario encontrado no Oleo foi o diterpeno fitol (9,85%),
componente do grupo dos alcoois aciclicos insaturados de cadeia longa e ramificada. Esses
alcodis apresentam uma série de atividades biologicas (TIRAPELLI et al., 2010). Segundo
Dewick (2009), o fitol é a forma resumida do geranil-geraniol, um dos diterpenos mais
simples e significativos da natureza, visto que forma a cadeia lateral lipofilica da vitamina K e
das clorofilas. O fitol também pode ser encontrado no ambiente marinho, em Gleos vegetais e
produtos lacteos derivados de ruminantes (RONTANI; VOLKMAN, 2003).

Pesquisas de Phutdhawong e colaboradores (2004) revelaram que o 6leo essencial de
folhas frescas da espécie Streblusasper é composto por 45,1% do constituinte fitol e que
exibiu atividade anticancer em testes feitos com ratos que tinham leucemia linfocitica.
Tradicionalmente esse diterpeno é utilizado na inddstria como componente de cosméticos,
xampus, sabonetes, detergentes, entre outros (COSTA, 2012). O fitol ocasiona muitos

beneficios anti-idade, ja que é conhecido por melhorar a tenacidade e equilibrar a fluidez de
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6leo natural da pele, pois 0 mesmo quando em contato com a pele transforma-se em &cido
fitanico (BRITO, 2010).

O 6leo essencial das folhas de B.laevifolia tem como um dos principais constituintes o
alcano ndo ramificado de cadeia longa untriacontano (7,54%), um dos principais constituintes
de ceras naturais. Os principais constituintes quimicos das ceras epicuticulares sdo n-alcanos,
ésteres, alcoois e acidos de cadeia longa (CHACHALIS et al., 2001). Segundo Heredia e
colaboradores (1998), devido a sua constituicdo quimica, as ceras se destacam como a
principal barreira protetora contra a perda de agua por transpiracdo excessiva, atuacdo de
patdgenos, radiacdes solares e entradas de produtos quimicos e contaminantes. Portanto, é
bem provavel que, assim como nas ceras, esta seria a funcdo do acido palmitico (1,69%),
untriacontano (7,54%), heptacosano (1,63%), e os ésteres ndo-identificados (10,38%)
presentes neste 6leo essencial de B.laevifolia.

No o6leo essencial das folhas colhidas no periodo de seca de B. laevifolia foi
encontrado um &cido graxo saturado de cadeia longa, o &cido palmitico. Na literatura tém-se
relatos apontando os &cidos oléico, estearico e miristico, palmitico, linoléico e linolénico e
outros acidos graxos de cadeia longa, como agentes alelopaticos, sendo os acidosmiristicos e
palmiticos os mais influentes inibidores de germinacéo do sorgo j& que a capacidade inibitéria
é inversamente proporcional ao tamanho da cadeia carbénica dos &cidos. Os &cidos graxos
saturados e insaturados sdo substancias corriqueiras em vegetais e estes ttm como fungéo ser
uma barreira contra a perda de dgua para as plantas (MELOS et al., 2007).

Segundo Santos (1997), os ésteres apresentam potencial antifingico, sedativo, e
podem ser poderosos agentes espasmoliticos.

Alguns compostos presentes no 6leo das folhas colhidas no periodo de seca, em baixa
concentracdo, apresentam atividades biologicas importantes (LANG e BUCHBAUER, 2011).
Destacam-se o a-copaeno (1,43%), que possui efetiva atividade contra patdgenos gram-
positivos humanos (B. subtilis, S. aureus); o nanonal (1,47%), efetivo contra E. faecalis; e 0
a-terpinoleno (1,87%) efetivo antibacteriano presente em diversos 6leos essenciais (Machado,
2011).

Mesmo ndo sendo identificados, estes compostos tém sua importancia, podendo até

mesmo ser responsaveis por atividades bioldgicas da planta.

88



3.3 Composicdo quimica do 6leo essencial extraido das B. laevifolia no periodo da chuva

A Figura 14 mostra um cromatograma do 6leo essencial das folhas de B. laevifolia
obtido no periodo da chuva. Na analise deste cromatograma foram considerados somente 0s
compostos com picos de area acima de 1,5%.

Figura 14 - Cromatograma de CG-EM do 0leo essencial extraido das folhas da B.laevifolia
obtido no periodo da chuva.
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O resultado da identificacdo de cada constituinte esta expresso na Tabela 4.
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Tabela 4 - Composicdo quimica do dleo essencial das folhas de B.laevifolia no periodo da

chuva.

NUmero tr (min) Compostos Area 1A 1A

do pico (TIC), %  (tabelado) (calculado)
1 4.31 (E)-3-hexen-1-ol 3,4 8442 845
2 4.36 (2)-3-hexen-1-ol 17,0 8502 856
3 4.60 (E)-2-hexen-1-ol 0,8 862° 869
4 4.64 1-hexanol 1,3 8632 872
5 8.99 (S)-3-etil-4-metilpentanol 0,8 1020° 1028
6 11,89 linalol 1,9 10952 1105
7 15.97 salicilato de metila 0,5 1190° 1201
8 17.48  2-metilbutanoato de (Z)-hex-3- 2,3 1233.5° 1236

enila
9 21.55 tiglato de (Z)-hex-3-enila 1,3 1329% 1328
10 23.94 hexanoatode (Z)-hex-3-enila 0,9 1380° 1384
11 25.62 N.I. 0,8 - -
12 25.60 trans-cariofileno 0,9 14172 1423
13 27.00 geranil acetona 0,8 14532 1457
14 31.50 (6E)-nerolidol(trans-nerolidol) 4,4 15612 1567
15 31.84 benzoato de (32)- hexenila 3,5 15652 1575
16 32.04 N.I. 11,7 - -
17 32.39 6xido de cariofileno 1,0 15822 1589
18 36.59 2-heptadecanona 0,8 16972 1699
19 37.08 N.I. 1,1 - -
20 37.62 (2Z,6E) —farnesol 1,2 17222 1727.5
21 41.81 6,10,14-trimetil-2- 1,6 1847° 1845
pentadecanona

22 48.03 (6E, 10E)-geranil-linalol 1,8 2030? 2030
23 50.63 fitol 14,9 2110° 2114
24 61.42 pentacosano 0,8 25002 2494
25 67.50 heptacosano 6,8 27002 2692
26 71.61 nonacosano 0,9 29002 2893
27 73.18 N.I. 1,4 - -
28 76.86 untriacontano 15,3 31002 -
- Total (%) 100

N.l.. = ndo identificado; TIC = total ionschromatogram; IA = indice aritmético; TR = tempo de

retencdo; ) Considerando-se 50% de cada composto; ®Banco de dados da Nist na Web:
http://webbook.nist.gov/chemistry/; ® Adams, 2007.

A partir da analise das tabelas de componentes dos Gleos essenciais foi possivel
constatar que os compostos majoritarios (3Z)-hexenol, fitol e untriacontano estdo presentes
nos dois periodos de coletas das folhas, em quantidades diferentes (19,4%; 9,8%; e 7,5% no
periodo da seca, e 17,0%; 14,9%; e 15,3% no periodo chuvoso, respectivamente). Os

compostos salicilato de metila, trans-cariofileno, (6E)-nerolidol, 6xido de cariofileno,
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(6E,10E)-Geranil-linalol estdo presentes no dleo essencial do periodo de chuva e ndo no
periodo de seca. Estes compostos apresentam também reconhecidas atividades bioldgicas
(LANG e BUCHBAUER, 2011).

A distribuicdo por classe de compostos do 6leo essencial das folhas coletadas no

periodo da chuva encontra-se na Tabela 5.

Tabela 5 - Classificagdo, por grupos fucnionais, dos componentes do 6leo essencial da folha
da B. laevifolia do periodo da chuva.

Grupos funcionais (%) (n2de compostos)
Alcool alifatico 25,1 (4)
Ester 8,5 (4)
Cetona 0,8 (3)
Monoterpeno 1,6 (2)
Monoterpeno oxigenado 7,1 (3)
Diterpeno 14,9 (1)
Sesquiterpeno 3,1(3)
Alcano de cadeia longa 23,9 (4)
N.I. 14,9 (4)

N.I. = ndo identificado.

Foram identificados 24 compostos volateis sem ambiguidades. Comparando 0s
resultados das Tabelas 3 e 5, observa-se que o percentual de compostos ndo identificados do
periodo de seca (28,2%) é o dobro do periodo de chuva (14,9%). O periodo da chuva
apresentou maior nimero de terpenoides (26,8%) contra 18,7% para o periodo seco. Os
terpenoides mais abundantes foram fitol (14,9%), nerolidol (4,4%), linalol (1,9%), (6E,10E)-
geranil-linalol (1,7%) e o 6xido de cariofileno (1,0%). Para o periodo chuvoso o dleo
essencial da B. laevifolia apresentou maior quantidade de alcoois alifaticos (25,1%) e de
alcanos de cadeia longa (23,9%) do que no periodo de seca (23,4% e 9,2%, respectivamente).
S6 foi identificada uma cetona no 6leo essencial deste periodo. Ndo foram encontrados acidos
carboxilicos nem aldeidos no 6leo essencial do periodo de chuva.

Para maiores comparagdes entre os dois periodos de coletas das folhas, a Figura 15
apresenta proporc¢oes relativas das classes de compostos presentes nos 6leos essenciais das

folhas coletadas no periodo seco e chuvoso.
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Figura 15 - Grafico comparativo (%) dos grupos funcionais encontrados nos 6leos essenciais

das folhas coletadas nos periodos seco e chuvoso.
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Observa-se que o periodo da seca apresentou maior numero de classes de compostos
identificadas (11) contra 8 classes para o periodo de chuva.

Existem cada vez mais estudos que relatam os fatores ambientais que influenciam o
contetdo de metabdlitos secundarios, como 6leos essenciais (PAVARINI et al., 2012).

A espécie B. laevifolia floresce no periodo das chuvas (novembro-janeiro no cerrado).
Estudos mostram que a alta intensidade de luz neste periodo do ano € um fator que influencia
a concentracdo e/ou composicdo dos terpenoides (SPRING; BIENERT, 1987; KARASOU et
al., 1998; IONNIDIS et AL., 2002) produzidos nos tricomas foliares (TUNNER, 2000;
MCCASKILL; CROTEAU, 1998), no periodo chuvoso). Furtado et al., (2014) encontrou a
mesma luz-dependéncia para a concentragdo de terpenoides na espécie Inga laurina (Sw.)
Willd, outra planta do cerrado, coletada na regido do Triangulo Mineiro. No periodo de maior
luminosidade foram observadas no Oleo da espécie B. laevifolia também maiores
concentracOes de alcoois alifaticos e alcanos de cadeia longa. Estes compostos fazem parte
naturalmente das ceras epicuticulares que por sua vez funcionam como barreira protetora
contra perdas de &gua por transpiracdo excessiva, radiacdes solares, entre outros fendbmenos
(HERIDA et al., 1998), como ja mencionado. A presenca destes compostos no 6leo essencial
das folhas podem também estar desempenhando a mesma fungdo das ceras epicuticulares.
Também os ésteres sdo geralmente encontrados em altas concentragcdes nas plantas neste
periodo (SANTOS, 1997). Entretanto, a maior quantidade de ésteres encontrada no periodo de
seca (periodo vegetativo) sugere que estes compostos atuam no mecanismo de defesa da

planta contra intemperismos.
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3.4  Atividades bioldgicas do 6leo essencial extraido das folhas de B. laevifolia colhidas no

periodo da chuva.

3.4.1 Atividade antimicrobiana

Os testes para verificar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial das folhas no
periodo de chuva estdo representados na Tabela 6. A escolha de concentracdo mais alta para o
Oleo essencial é tomada em decorréncia da literatura cientifica mostrar, em diversos
momentos, que os 6leos essenciais s possuem atividade antimicrobiana em concentracdes
bem elevadas (SANTURIO etal., 2011). O valor testado foi de 400 ug mLpara o 6leo

extraido das folhas de B. laevifolia.

Tabela 6 - Concentragio inibitéria minima (CIM, pg mL™) do 6leo essencial extraido das

folhas de B. laevifolia no periodo da chuva.

Bactérias Oleo Essencial CHD M
S.mutans! > 400 0,922 -
S. mitis! > 400 7,375 -
S. sanguinis® > 400 7,375 -
A.actinomycetemcomitans® > 400 1,844 -
P. gingivalis? * - *
F. nucleatum? > 400 - .
A.naeslundii? > 400 - -
B.fragilis? > 400 - 0,368
B. tetrataiotaomicron? -- - 1,475
Células Vero® (1Cso) 16146 - -

“Néo houve crescimento bacteriano; “Concentragdes do controle positivo testado para as aerébias
(CHD = Clorexidina) = 0,115ug/mL a 59,0 pg/mL; “Concentracdes do controle positivo testado para
as anaerdbias (M = Metronidazol) = de 0,0115ug/mL a 5,9 pg/mL; 1 = Bactéria Gram-positiva
(aerodbica); 2 = bactéria Gram-negativa (anaerdbica); 3 = células Vero; OE: 6leo essencial.

Observa-se pela Tabela 6 que a avaliacdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial
das folhas de B. laevifolia colhidas no periodo de chuva ndo inibiu o crescimento das

bactérias com CIM menores que 400 ug mL™.,
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Assim, o estudo confirma a pouca susceptibilidade de linhagens bacterianas Gram
positivas e Gram negativas frente ao Oleo essencial das folhas de B. laevifolia. Como a
metodologia empregada n&o utilizou concentragdes entre 400 e 1000 ug mL?, ndo podemos
afirmar com certeza que a atividade antimicrobiana é moderada ou fraca. Ndo houve
crescimento  bacteriano para Porphyromonas gingivalis, nem para Bacteroides
thetaiotaomicron.

Alguns constituintes quimicos deste Oleo essencial ja sdo conhecidos por ter
significativa atividade antimicrobiana, tais como salicilato de metila, trans-cariofileno, 6xido
de cariofileno, (6E,10E)-geranil-linalol (LANG e BUCHBAUER, 2011); (6E)-nerolidol
(SKALTSA et al.,, 2000;); fitol (INOUE et al., 2005); (E)-3-hexen-1-ol, e o linalol
(DORMAN e DEANS, 2000), ja mencionados anteriormente. Embora nenhuma propriedade
antimicrobiana tenha sido mencionada na literatura para untriacontano [(um dos trés
compostos majoritarios no 6leo essencial do periodo chuvoso (15,3%)], é possivel que este
composto esteja associado a efeitos sinergéticos, antagonisticos e aditivos com outros
compostos de alta lipofilicidade (fitol, trans-cariofileno, por exemplo) na atividade
antimicrobiana (BASSOLE e JULIANI, 2012). A hidrofobicidade de 6leos essenciais lhes
permite particionar os lipidos da membrana celular e mitoc6ndrias, tornando-o permeavel e
conduzindo os conteddos intercelulares (BURT, 2004).

O mecanismo de acdo de 06leo essencial sobre 0os microrganismos é muito complexo e
ainda nédo foi explicado. Alguns estudos apontam que o mecanismo de acdo de terpenos
envolve o rompimento da membrana plasmética (KALEMBA e KUNICKA, 2003,
STEFANOVIC et al., 2012). Portanto, a acdo antimicrobiana dos Oleos estaria ligada ao
carater hidrofilico e lipofilico dos compostos presentes, ja anteriormente mencionado.
Compostos oxigenados geralmente apresentam maior atividade que aqueles ndo oxigenados
(KALEMBA e KUNICKA, 2003). Alcoois terpénicos, por exemplo, tém demonstrado
elevada atividade contra varios microrganismos, agindo na desnaturacdo de proteinas. Assim,
o caréater lipofilico do esqueleto de hidrocarboneto e o carater hidrofilico dos grupos
funcionais podem ser responsaveis pela atividade antimicrobiana de determinado composto.
Pode se inferir, entdo, que a baixa concentragdo de sesquiterpenos na espécie B. laevifolia
pode ter contribuido pela auséncia de atividade antimicrobiana significativa.

N&o ha resultados na literatura sobre atividade antimicrobiana de 6leos essénciais

sobre o género Banisteriopsis para que se possam comparar seus resultados.
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Com relacéo ao teste de citotoxidade, para o 6leo essencial do periodo chuvoso, foi
avaliada a sua toxicidade contra células Vero ATCC CCL 81 (fibroblastos de rim de macaco
verde da Africa). Para se obter uma relacdo entre a inibico citotoxica (ICso) e a atividade

antimicrobiana (CIM), foi determinado o indice de seletividade (IS), utilizando a equac&o:

IS = log(ICso/CI1M)

Os valores positivos de IS representam seletividade elevada para os microorganismos
estudados, enquanto que valores negativos de IS indicam elevada toxicidade para as células
Vero (CASE et al., 2006). Para o 6leo essencial foi encontrado o valor de 0,4 para o IS. Desta

forma, observa-se que o 6leo essencial mostrou-se quase tdo toxico quanto ativo.

3.4.2 Atividade antifangica do 6leo essencial extraidos das folhas de B. laevifolia no periodo

da chuva.

Para a realizacdo dos testes antifingicos as concentracbes minima e maxima usadas
foram 0,98 pug mL* e 3000 pg mL?, respectivamente. No 6leo essencial das folhas de B.
lagvifoliaa inibicdo dos fungos ocorreu em uma concentragio de 1000 pg mL™, concentragdo
mais alta do que aquela encontrada para o extrato. Esta atividade antifungica encontrada
(1000 ug mL™?) é elevada para estudos para dleo frente a Candidas (LANG E BUCHBAUER,
2011). Entretanto, foi encontrado um valor negativo de IS (-0,8), significando toxicidade do
6leo para as células Vero. A literatura ndo informa resultados de atividade antifingica para
6leos do género Banisteriopsis. Oleos essenciais que apresentam na sua composicao o linalol,
trans-cariofileno, trans-nerolidol 6xido de cariofileno, fitol, em baixas concentracdes, como
no nosso estudo, apresentaram atividade antifungica (LANG e BUCHBAUER, 2011).
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CONCLUSAO GERAL

A prospeccdo fitoquimica dos extratos e particdes sugeriu a presenca de flavonoides,
terpenoides, saponinas, propilpropanoide, fendis e esteroides. As classes predominantes foram
os flavonoides, com maiores concentracfes nas particdes acetato de etila e n-butanol.
Entretanto, ndo foi dectada a presenca de compostos nitrogenados. As atividades
antioxidantes e antifingicas mostraram-se seletivas para o0 extrato etanolico e particdes
acetato e n-butanol, tornando estas fragdes promissoras para estudos de isolamentos. Ja a
atividade antimicrobiana ndo foi efetiva para valores de CIM abaixo de 400 pug mL™ para as
bactéria avaliadas neste estudo. A andlise por CLAE-EM/EM das fragdes acetato de etila e n-
butanol permitiu identificar compostos fendlicos bioativos que exercem reconhecida atividade
antioxidante, antimicrobiana e antifingica. S0 necessarias investigacdes adicionais sobre a
capacidade antioxidante dos metabdlitos presentes nos extratos, visto que apresentaram
valores de CEso equivalentes ao do BHT.

Foi encontrada uma grande variedade de compostos volateis nos 6leos esséncias das
folhas da B.laevifolia coletadas no periodo de seca e no periodo de chuva. A porcentagem de
compostos ndo identificados foi relativamente expressiva para os dois periodos de coletas. Os
6leos essenciais apresentaram baixos rendimentos e os metabolitos secundarios apresentaram
pequena variacdo (em termos de classes), em funcdo da sazonalidade. O 6leo essencial das
folhas de B. laevifolia colhido no periodo da chuva nédo foi efetivo frente as bactérias bucais
testadas. Entretanto, exibiu atividade antifingica relevante contra as cepas das Candidas
testadas, apresentando valores de 1S igual a 0,4. Quando comparado com o padréo de valores
positivos ndo toxico e negativo toxico. A citotoxicidade revelou que este 6leo € quase tdo
toxico guanto ativo.

Desta forma, os resultados de atividade biologica para o extrato etandlico, fracdes e
6leo essencial das folhas da B. laevifolia se revelam promissores e contribuiram para o

conhecimento quimico e bioldgico da espécie.
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APENDICES: Trabalhos cientificos oriundos desta pesquisa

A- Resumos publicados em anais de congressos

1 - Atividade antioxidante do extrato bruto etandlico das folhas da espécie Banisteriopsis
laevifolia (A. Juss.) B. Gates. XXVIII Encontro Regional da Sociedade Brasileira de Quimica
— MG, 10 a 12 de Novembro de 2014, Pogos de Caldas—MG. POSTER

2 - Composicao quimica do 6leo essencial das folhas da espécie Banisteriopsis laevifolia (A.
Juss.) B. Gates. 382 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica. 25 a 28 DE MAIO
DE 2015, Aguas de Linddia-SP. POSTER

3 - Atividades antimicrobiana e antifingica do Oleo essencial das folhas da espécie
Banisteriopsis laevifolia (A. Juss.) B. Gates. XXIX Encontro Regional da Sociedade
Brasileira de Quimica — MG, Belo Horizonte-MG, novembro de 2015.

4 - Phytochemical screening, antimicrobial and antifungal activities of the ethanol extract of
the species Banisteriopsis laevifolia (A. Juss.) B. Gates. 392 Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica, Goiania-GO, maio/junho de 2016.

B — Artigo submetido no periddioco Industrial Crops and Products (sob reviséo)

"Antimicrobial activity, citotoxicity and selectivity index of Banisteriopsis laevifolia (A.
Juss.) B.Gates leaves”. INDCRO-D-16-01466R1, Elsevier Editorial System.
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