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Resumo

As plantas medicinais foram por muitos anos o Unico meio de tratamento de doengas em escala
mundial, os conhecimentos de seus potenciais terapéuticos eram exclusivamente populares, mas
com a inovagdo e o desenvolvimento de estudos, muitos farmacos utilizados atualmente, sdo de
origem de plantas. Uma das fontes de material para pesquisa neste seguimento € o Cerrado,
por possuir uma extensa area de ocupagdo, uma riquissima biodiversidade e muitas espécies
endémicas, entretanto este bioma estd em crescente devastacdo, encontrando-se dentre os 17
ecossistemas mais degradados no mundo. Neste contexto, este trabalho se cumpriu em dois
objetivos: o fracionamento bioguiado do extrato etandlico do caule da espécie Banisteriopsis
oxyclada, por meio da avaliacdo das atividades antioxidante e antibacteriana; e a avaliacdo
da composicao, atividade leishmanicida e citotéxica do 6leo essencial das folhas da mesma.
Uma vez que a presente espécie, popularmente conhecida como “cipé-prata”, é pertencente ao
Cerrado e ndo apresenta nenhum estudo até o momento. Para obtencao do extrato etandlico, os
caules foram secos e moidos, e o p6 resultante foi entdo submetido ao processo de extragdo com
etanol 95%. O extrato foi particionado por meio de seis solventes com diferentes polaridades
(hexano, acetato de etila, diclorometano, n-butanol e 4gua). Devido aos resultados positivos das
particdes de n-butanol e diclorometano para os testes de atividade antibacteriana e antioxidante,
estas passaram pelo método de separagdo em coluna cromatogréfica. Todas as fragdes obtidas,
as particOes e extrato foram submetidos a teste de atividades antioxidante e antibacteriana.
Para obtencdo do 6leo essencial das folhas da Banisteriopsis oxyclada, estas foram submetidas
a extragdo por hidrodestilacdo em um aparelho do tipo Clevenger por um periodo de quatro
horas. Ap0s, o 6leo essencial foi recolhido em um funil de separacdo e lavado com 3 fracdes
de 5,0 mL de diclorometano. Os produtos foram secos com sulfato de magnésio anidro.
A separacdo e identificacdo dos constituintes voléteis dos dleos essenciais foram obtidas por
cromatografia a gds acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Os resultados das atividades
antioxidante e antimicrobiana obtidos para as parti¢cdes de n-Butanol e diclorometano mostraram-
se melhores do que algumas espécies do mesmo género. A maioria dos constituintes encontrados
na composi¢do do 6leo essencial pertence as classes dos dlcoois e aldeidos. Dentre eles o
fitol apresenta destaque devido a efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivos, apresentados na

literatura.

Palavras-Chave: Banisteriopsis oxyclada, Extrato Etandlico, Oleo Essencial, Atividade Anti-

oxidante, Atividade Antimicrobiana, Atividade Leishmanicida, Atividade Citotoxica.



Abstract

Medicinal plants have for many years been the only means of treating diseases on a world scale,
knowledge of their therapeutic potential was exclusively popular, but with the innovation and
development of studies, many drugs currently used, are plant-based. One of the sources of
material for research in this area is the Cerrado, because it has an extensive area of occupation,
a rich biodiversity and many endemic species, although this biome is in increasing devastation,
being among the 17 most degraded ecosystems in the world. In this context, this work was
accomplished in two objectives: the bioguided fractionation of the ethanolic extract of the stem
of the species Banisteriopsis oxyclada, through the evaluation of the antioxidant and antibacterial
activities; and the evaluation of the composition, leishimanicidal and cytotoxic activity of the
essential oil of leaves of the same. Since the present species, popularly known as "silver-lupine",
belongs to the Cerrado and presents no study to date. To obtain the ethanolic extract, the
stems were dried and ground, the resultant was then subjected to the extraction process with
95% ethanol. The extract was partitioned by means of six solvents with different polarities
(hexane, ethyl acetate, dichloromethane, n-butanol, methanol and water). Then the n-butanol
and dichloromethane partitions underwent the chromatographic column separation method.
All fractions obtained, partitions and extract were subjected to antioxidant and antibacterial
activities test. In order to obtain essential oil from leaves of Banisteriopsis oxyclada, these
were subjected to extraction by hydrodistillation in a Clevenger type apparatus for a period of
four hours. The essential oil was then collected in a separatory funnel and washed with 3 5.0
mL dichloromethane fractions. The products were dried with anhydrous magnesium sulfate.
The separation and identification of the volatile constituents of the essential oils were obtained
by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The results of the antioxidant
and antimicrobial activities obtained for the n-Butanol and dichloromethane partitions were
shown to be better than some species of the same genus. Most of the constituents found in the
composition of the essential oil belong to the class of alcohols and aldehydes. Among them
phytol is highlighted due to the anti-inflammatory and antinociceptive effects presented in the

literature.

Keywords: Banisteriopsis oxyclada, Ethanol Extract, Essential Oil, Antioxidant Activity, An-
timicrobial Activity, Leishmanicidal Activity, Cytotoxic Activity.
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1 Introducao

1.1 Um pouco da histdria geral das plantas medicinais

Plantas medicinais sdo vegetais que apresentam substancias capazes de auxiliar no tratamento
de doencgas. Sao facilmente encontradas na América Latina, distribuidas em mais de 90 mil
espécies. Seus potenciais terapéuticos sdo conhecidos ha séculos, em especial pelas mulheres,
que desenvolveram ao longo do tempo diversas formas de extracdo de seus principios ativos
(FRANCA et al., 2008).

A histéria das plantas medicinais € tdo antiga quanto a prépria existéncia do homem. Nao é
possivel encontrar um ponto inicial de quando as plantas comegaram a ser utilizadas para fins
medicinais. No entanto, o que se sabe é que o conhecimento de seus potenciais terapéuticos
surgiu de modo empirico na busca da sobrevivéncia por meio do tratamento de eventuais
ferimentos e doencas (ALMEIDA, 2011).

Dentre os escritos mais antigos encontra-se o registro Pen Ts’ao, de 2800 a.C, escrito pelo
herborista chinés Sheng Numg, onde descreve a aplicacdo de centenas de plantas na cura de
vérias moléstias. Mais tarde, em 1500 a.C, houve grande contribuicdo egipcia com registro
de documentos da cultura médica. Foram descritos espécies vegetais como a mirra, de uso
adstringente e anti-inflamatdrio, o latex do olibano, para inflamag¢des bucais, o sindalo como
antidiarreico e a papoula, fonte do 6pio, da morfina, da codeina e da papaverina, era conhecida
como sedativo e antipasmddico (ALMEIDA, 2011).

A Grécia contribuiu, por meio de Pedacius Dioscérides, com a sistematiza¢ao das conhecidas
drogas vegetais na obra De Matéria Médica, a qual trazia a origem, caracteristicas e usos de mais
de 500 drogas vegetais, além de algumas de origem animal e mineral. Em paralelo, a medicina
Arabe, muito contribuiu com o conhecimento de flores medicinais, além de introduzir na Europa
novas drogas como: canela, limao, noz-moscada, sene, tamarindo e canfora. (ALMEIDA, 2011)

Com o inicio das rotas maritimas no final do século XV, foi possivel agregar os conhecimentos
medicinais da India e da América no uso de vegetais como o coco, chd preto e o café. No entanto,
o estudo farmacoldgico das substancias responsdveis pelos potenciais terapéuticos das plantas,
sO teve inicio no século XVI com Paracelso, por meio do dominio da técnica de extracdao de
algumas substancias de plantas medicinais utilizadas na época.(ALMEIDA, 2011)

Apesar da grande contribuicdo de Paracelso, apenas no final do século XVIII foi possivel
estabelecer uma proposta cientifica sélida para o uso de fitofairmacos. Nesta época iniciaram-
se o isolamento e estudos dos metabdlitos secunddrios presentes nas plantas. As primeiras
substancias isoladas foram os dcidos organicos: oxdlico, mdlico e tartdrico, a partir de um
extrato vegetal. Depois disso, no século XIX, varios compostos foram isolados e tiveram sua
estrutura quimica elucidada, como por exemplo, a morfina presente no 6pio, obtido da papoula.
(ALMEIDA, 2011)
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No inicio do século XIX, foram realizados, juntamente com o isolamento e identificacdo
de substincias, testes de toxicidade em animais. A partir desse momento, os estudos de
plantas medicinais ganharam aspectos de andlises experimentais. As substancias bioativas,
isoladas de extratos vegetais, comegaram a ser estudadas aumentando a visao de aplicabilidade
terapéutica das plantas medicinais. Dessa forma, a etnomedicina, farmacologia e produtos
naturais comegaram a se estabelecer dentro do estudo das plantas medicinais e seus potenciais
terapéuticos (ALMEIDA, 2011). Atualmente, pesquisas nessas dreas se ocupam na comprovacao
da identidade botinica, composi¢do quimica, obtencdo e identificacdo de principios ativos,
além de estudar as acoes farmacoldgicas e toxicas dessas substancias.(DEVIENNE; RADDI;
POZETTI, 2004)

1.2 Usos de plantas medicinais no Brasil e suas origens

O conhecimento sobre as plantas medicinais no Brasil tem origem diversificada devido
ao processo de colonizacdo. As plantas medicinais de conhecimento popular que se tem
atualmente tiverem influéncia principalmente das culturas: indigena, africana, europeia e asia-
tica.(ALMEIDA, 2011)

Com a vinda dos africanos para o Brasil, muitas espécies foram trazidas para o territorio e
comecaram a fazer parte ndo sé para o uso medicinal, mas também de seus rituais religiosos.
Dentre as colaboracdes africanas temos a mamona, dendé€, quiabo, inhames, tamarineiros e
jaqueiras, as quais melhor se adaptaram ao Brasil.(ALMEIDA, 2011)

A populacdo indigena, por ser nativa no Brasil, teve grande contribuicdo no arsenal de
plantas medicinais conhecidas popularmente. Os indios viviam em harmonia com a natureza,
buscando nela a sobrevivéncia a eventuais problemas, tais como: doencas, ferimentos e caca
(TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006). Dentre a contribuicao indigena destaca-se: a
caapeba, urucum, guarand, com uso na suplementagao energética e a copaiba e adiroba, usadas
em tratamento doencas de pele. (ALMEIDA, 2011)

A contribui¢do europeia e asidtica nesses conhecimentos € mais evidente nas regides Sul e
Sudeste do Brasil, devido a forte presenca de imigrantes dessas origens. As espécies difundidas
por essas culturas se introduziram também da culindria brasileira. Dentre as espécies de maior
destaque estdo: erva-cidreira, erva-doce, manjericdo, anis-verde, louro, canela, gengibre e
cravinho da india. (ALMEIDA, 2011)

Apesar da riqueza dos conhecimentos das plantas medicinais no Brasil, poucos sdo os estu-
dos cientificos nessa drea. Em um resumo apresentado por Brandao et al. (2006), demonstra
que houve uma acentuada substituicdo das plantas nativas do Brasil por medicamentos industri-
alizados e outros produtos vegetais estrangeiros, tal fato pode estar associado aos poucos estudos
cientificos das plantas medicinais brasileiras, reafirmando a necessidade de investimentos em

pesquisa nessa drea.
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1.3 A importancia de seus potenciais terapéuticos

As plantas produzem um vasto e diversificado conjunto de compostos organicos, onde a
grande maioria ndo participa diretamente do seu crescimento e desenvolvimento. Esses com-
postos sd@o conhecidos como metabdlitos secundérios, e exercem diversas funcdes na planta.
Em contrapartida, os demais compostos produzidos, que estdo diretamente ligados ao seu cres-
cimento e desenvolvimento tais como: fitoesterdis, lipidios de acila, nucleotideos, aminoécido
e dcidos organicos, sdo conhecidos como metabdlitos primarios (CROTEAU; KUTCHAN;
LEWIS, 2000). De acordo com a origem biossintética estes compostos podem ser divididos
em trés grandes grupos: os terpenoides, os alcaloides e os compostos fendlicos. No entanto,
nao € possivel distinguir facilmente os metabdlitos secundérios e primdrios analisando suas mo-
léculas precursoras, estrutura quimica ou origem biossintética.Dessa maneira, a melhor forma
de distingui-los € de acordo com seus aspectos funcionais.(CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS,
2000)

Como citado anteriormente, os metabdlitos primdrios sdo os compostos responsdveis pelas
funcdes basicas de crescimento e desenvolvimento da planta. Os metabdlitos secunddrios, no
entanto, sdo as moléculas responsdveis pela interacdo ecoldgica da planta com o seu habitat.
(CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000) Neste aspecto, eles sdo produzidos pela planta com
diversas finalidades: atragcdo de polinizadores, defesa contra parasitas, protecao de brusca mu-
danca de temperatura, entre outros fatores que possam favorecé-las em seu habitat (DELBONE;
LANDO, 2010) Porém, o grande interesse pelo estudo dessas substincias estd associado a sua
eficdcia no tratamento de doengas, pois no organismo humano elas atuam de forma diferente,
podendo ser nocivas ou ndo de acordo com sua concentragdo e administra¢ao.(VIZZOTTO;
KROLOW; WEBER, 2010)

E importante ressaltar que a biossintese desses metabdlitos estd diretamente relacionada
as necessidades secunddrias da planta. Isso significa que pode haver uma variacdo de suas
substancias e quantidades, dependendo da regido onde a planta se encontra, uma vez que as
espécies vegetais podem se adaptar ao meio (FERREIRA; AQUILA, 2000. (Edi¢ao Especial))

Portanto, existem alguns fatores que irdo influenciar no conteido do metabdlito secunddrio
da planta, tais como processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos que estdo
associados as condi¢Oes ambientais na qual a planta se encontra.(GOBBO-NETO; LOPES,
2007)
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2 Bioma Cerrado

No Brasil existem cinco regides que apresentam uma abundante variedade de espécies
medicinais: Floresta Amazonica, Mata Atlantica, Pantanal Mato-grossense, Cerrado e Caatinga
(ALMEIDA, 2011).Dentre eles, o Cerrado recebe destaque por ser um dos maiores biomas do
Brasil, localizado nas regides Centro-Oeste do pais, apresentando uma grande biodiversidade
em sua fauna e flora.

A flora do bioma Cerrado € bastante rica, exibindo uma das maiores diversidades de plantas
vasculares, sendo elas arbustivas, arboreas, herbdceas e cipds, apresentando um endemismo de
44% em sua flora (KLINK; MACHADO, 2005). Além disso, hd uma vasta gama de espécies
distribuidas por todo o seu territério, encontradas em mais de uma localidade, o que lhe confere
uma variedade de habitats e alternancia de espécies. (RATTER; BRIDGEWATER; RIBEIRO,
2003)

Devido a sua grande biodiversidade este bioma tem desempenhado um papel muito impor-
tante nas pesquisas de investigacdo e andlise de plantas medicinais, bem como todos os estudos
relacionados a etnobotanica (POVH; ALVES, 2013). Entretanto, essas pesquisas tém vivido
um grande desafio devido a grande e crescente devastagdo da vegetacdo do Cerrado, o qual se
encontra dentre os 17 ecossistemas mais degradados no mundo (POVH; ALVES, 2013). As
regioes do Brasil mais afetadas por essas degradacdes é o Centro-Oeste, tendo como causa 0s
constantes desmatamentos e queimadas para fins agricolas, totalizando em uma perda de 55%
da area do Cerrado (KLINK; MACHADO, 2005)

2.1 Familia Malpighiaceae

Muitas plantas pertencentes ao Cerrado, distribuidas nas mais variadas familias, t€ém sido
empregadas popularmente no tratamento de varias doencas, dentre elas estdo as pertencentes a
familia das Malpighiaceae. (CONCEICAO; RUGGIERI; RODRIGUES, 2011)

A familia Malpighiaceae é composta por aproximadamente 1300 espécies distribuidas em
75 géneros, € encontrada em larga escala nas regides tropicais e subtropicais, sendo o continente
americano o seu melhor habitat (ALEXANDRINO; SOUSA; BASTOS, 2011); ocorrendo na
forma de arbustos, drvores, lianas e ervas (ANDERSON, 1979). Mesmo com um grande
numero de espécies, atualmente, apenas 2% delas apresentam estudos sobre seus aspectos
quimicos (QUEIROZ et al., 2015).

Apesar de aproximadamente 90% das espécies estarem localizadas em regides neotropicais,
€ na América do Sul que ocorre o maior numero de diversidade da familia Malpighiaceae
(ANDERSON, 1979), sendo o Brasil o mais abundante apresentando 300 espécies subordinadas
em 38 géneros distribuidas por todas as vegetacdes que compdem o Bioma Cerrado, onde o estado
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de Minas Gerais recebe destaque por apresentar uma surpreendente diversidade (ANDERSON,
1979).

Virias plantas desta familia apresentam importancia social, econdmica e ecologica. Seus
cultivos sdo comuns para fins ornamentais por exibirem flores e frutos de varias pigmentacoes,
abundantes e duradouros, como por exemplo, o tridlis — Galphimia brasiliensis (L.) A.Juss. Os
frutos de algumas espécies também sao utilizados na alimentacio de animais e seres humanos,
sendo a acerola (Malpighia emarginata DC.) o representante mais comum deste seguimento,
e mais conhecido desta familia. Em relacdo a aspectos etnobotinicos se destaca a espécie
Banisteriopsis caapi, a qual suas folhas e caules sdo empregados na produgdo de bebidas com
efeitos alucindgenos em rituais indigenas sul-americanos da Floresta Amazonica. (SOARES,
2012)

2.2 Género Banisteriopsis

O género Banisteriopsis ¢ um dos maiores formadores da familia Malpighiaceae exibindo
cerca de 90 espécies, sendo encontradas na forma de lianas e arbustos, e distribuidas nas regides
neotropicais, do México até a Argentina, mas o Brasil se destaca por possuir 66% das espécies
(FREITAS et al., 2015),principalmente nas regides do Cerrado (SOUTO; OLIVEIRA, 2012).

O género Banisteriopsis tem se destacado devido a comprovagdo de suas atividades biol6-
gicas como: antibacteriana, anti-inflamatérios e antifingicos, nas espécies estudadas (PADUA
et al., 2013). Algumas delas ja eram popularmente utilizadas por indigenas no tratamento de
alcoolismo, como é o caso da B. caapi, onde suas folhas eram matéria-prima na preparacao
de uma bebida alucinégena (SCHWARZ et al., 2003).(Outras também foram estudadas, como
a B. argyrophylla apresentando a¢do anti-inflamatdria, e portanto sendo utilizada em casos de
hemorragias e nefrites, a B. campestris utilizada como um diurético, e a B. megaphylla que
pode ser empregada em tratamento pulmonar exibindo uma atividade antipirética (PADUA et
al., 2013).

As atividades bioldgicas apresentadas por espécies desse género estdo associadas aos di-
ferentes metabdlitos secunddrios produzidos por essas plantas. Estudos revelam que diversos
compostos jd foram isolados nas espécies do gé€nero Banisteriopsis, dentre eles flavonoides,
taninos, alcaloides e terpenoides (Figura 1) (FRIAS et al., 2012).
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Figura 1 — Estruturas de algums compostos isolados de espécies do género Banisteriopsis
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Fonte: Frias, 2012

2.3 Espécie B. oxyclada

A B. oxyclada (Figura 2) € uma espécie pertencente ao género Banisteriopsis, que por sua
vez faz parte da familia Malpighiaceae. E encontrada preferencialmente em mata de galeria,
na vegetacdo do Bioma Cerrado, apresentando habito do tipo trepadeira, e estd distribuida no
Brasil nas regidoes de Sao Paulo, Minas Gerais, Goids, Mato Grosso, Bahia, Pard, Maranhao,
Distrito Federal e Mato Grosso do Sul (MEDEIROS et al., 2011).

Figura 2 — Fotografia da espécie Banisteriopsis oxyclada na vegetagdao do Cerrado

Fonte: Salles, 2007
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A Banisteriopsis oxyclada é popularmente conhecida como “cipé-folha-de-prata” ou “cip6-
prata”, € utilizada como analgésico e anestésico na medicina popular (SOUZA; GRAEL, 2014).
Esta espécie ja apresenta estudos da fitotoxicidade do extrato etandlico de suas folhas e fruto
sobre o crescimento de plantas daninha (ANESE et al., 2016), e estudos fitoquimicos, avalia¢des
citotoxica e avaliacao de algumas atividades bioldgicas (antitumoral, tripanocida, leishmanicida,
antibacteriana, antifingica) do extrato etandlico de suas folhas (CUNHA, 2016). No entanto,
ainda ndo h4 estudos na literatura que abranjam o isolamento dos metabdlitos secunddrios desta

espécie.
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3 Oleo Essencial

Dentre o conjunto de compostos produzidos pela planta, o 6leo essencial se destaca devido
as suas reconhecidas atividades antibacteriana e antioxidante, somado a isso ele apresenta biode-
gradabilidade, baixa toxicidade em mamiferos, além de poderem apresentar fungdes bioldgicas
superiores aos seus respectivos compostos sintéticos (FIGUEIREDO; PEDRO; BARROSO,
2014).Todos esses fatores contribuem para a crescente utilizacdo dos 6leos essenciais nas in-
dustrias, sendo adicionados em alimentos, bebidas, cosméticos e produtos de higiene pessoal
(MIRANDA et al., 2016).

Oleo essencial se caracteriza por ser uma mistura constituida pelas substincias voldteis
da planta, podendo conter mais de 300 compostost WOLFFENBUTTEL, 2007). Em uma
definicio mais ampla 6leo essencial é o produto obtido da planta quando partes dela sdo
submetidas a destilacdo (hidrodestilacdo ou destilacdo com arrastamento por vapor de dgua),
ou, por processo mecanico apropriado sem aquecimento, no caso de citrinos (FIGUEIREDO;
PEDRO; BARROSO, 2014). A variacao da metodologia de extracio do 6leo essencial pode levar
a obtenc¢do de diferentes extratos, variando sua composi¢ao e consequentemente suas atividades
bioldgicas e/ou toxicidade. (FIGUEIREDO; PEDRO; BARROSO, 2014)
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4 Condi¢cbes climaticas: a influéncia do

clima na composi¢cao quimica das plantas

Os metabdlitos secundarios, como comentado em tépicos anteriores, sdo produzidos pela
planta para favorecer sua adaptacdo ao meio (DELBONE; LANDO, 2010). Dessa maneira
qualquer mudanca nos fatores climaticos pode influenciar em sua composi¢do quimica. Dentre
esses fatores estdo: a variacdo de temperatura e a disponibilidade hidrica (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).

A variacdo de temperatura € um fator de dificil avaliacdo, uma vez que este sofre influéncia
direta de outros aspectos climdticos. Entretanto, a influéncia que esta exerce sobre a concentracao
de metabolitos secunddrios em uma planta € aplicdvel. Ha evidéncias de que a quantidade de
Oleo essencial de uma planta aumente com o aumento da temperatura, podendo apresentar
excecoes (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A disponibilidade hidrica afeta principalmente os aspectos fisiologicos criticos das plantas,
tais como a fotossintese, crescimento, etc. Como consequéncia o excesso ou a falta deste leva
ao aumento ou a diminuicdo da produ¢do de metabdlitos secunddrios nas plantas. A exemplo
tem-se a correlagdo positiva de alguns constituintes do 6leo essencial da espécie Santolina
rosmarinifolia, enquanto que ha um resultado negativo para a producao de saponinas na espécie
Phytolacca dodecandra (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Além desses, existem outros fatores que podem ser avaliados quanto a influéncia na compo-
sicdo quimica das plantas, sdo eles: sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento, radia¢ao
ultravioleta, nutrientes, poluicdo atmosférica, altitude e indug@o por estimulos mecanicos ou
ataque de patégenos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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5 Objetivos

5.1 Objetivos Gerais

O objetivo geral deste trabalho foi contribuir para o estudo de uma planta presente no cerrado

brasileiro que ndo apresenta estudo de sua composicao quimica.

5.2 Objetivos Especificos
O cumprimento do objetivo geral se deu a partir dos seguintes objetivos especificos:

* Obtencdo do extrato etandlico do caule e do 6leo essencial das folhas da espécie Baniste-

riopsis oxyclada;

 Fracionar e isolar moléculas do extrato etandlico do caule da Banisteriopsis oxyclada (A.
Juss.) B. Gates;

* Analisar a atividade antibacteriana do extrato, das fracdes e das moléculas isoladas;
* Analisar a atividade antioxidante do extrato, das fracdes e das moléculas isoladas;

* Identificar os constituintes voldteis do 6leo por Cromatografia Gasosa acoplada a Espec-
trometria de Massas (CG-EM);

* Realizar atividade antiprotozodria e citotxica para o 6leo essencial;
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6 Metodologia

O preparo e andlise quimica das amostras foram realizados no laboratério de Produtos
Naturais do Instituto de Quimica na Universidade Federal de Uberlandia(UFU). As anélises
de atividade antimicrobiana foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia
Aplicada (LaPeMA) da Universidade de Franca.

6.1 Extrato Etandlico do Caule

6.1.1 Coleta do Material

Previamente o material vegetal contendo caule e folhas da planta foi coletado na Fazenda
Passa Trés, a qual se localiza no municipio de Monte Alegre de Minas, e depositado no
Herbério Uberlandense com numero de registro HUFU 67.077. Uma duplicata deste material
foi encaminhada para a Dra. Maria Candida Mamede do Herbdrio SP especialista da familia das
Malpighiaceae, a qual identificou a presente espécie como Banisteriopsis oxyclada (A. Juss.)
B. Gates.

Com a identificacdo concluida foi solicitado a autoriza¢do de acesso de amostra de com-
ponente do Patrimdnio Genético, a qual foi liberada com ndmero de registro 010276/2014-9.
Com todos os parametros legais regularizados ja foi coletado o material vegetal do caule da B.

oxyclada (A. Juss.) B. Gates e preparado o extrato etandlico.

6.1.2 Preparo do Extrato Etandlico do Caule

Uma massa inicial de aproximadamente 500 g do material seco foi adicionada a frascos
de 4L e acrescentado etanol PA (95%) até cobrir a amostra completamente. Posteriormente
o extrato etandlico foi filtrado e o solvente removido em evaporador rotativo (a temperatura
maxima de 40°C) sendo o residuo concentrado obtido congelado e liofilizado. Repetiu-se este
procedimento seis vezes com intervalo de sete dias entre cada extragdo. Os produtos foram
armazenados em um freezer a —18,0 + 5°C até o momento dos ensaios. O procedimento de

extracdo foi realizado 3 vezes e foi calculado o rendimento dos extratos produzidos.

6.1.3 Particdo Liquido-Liquido do Extrato Etandlico

O extrato bruto do caule da B. oxyclada foi submetido a uma parti¢ao liquido- liquido, a
partir de solventes organicos com polaridades crescentes. Assim inicialmente 25 g deste extrato
foram ressuspensos em metanol-dgua na proporcao 9:1, a mistura obtida foi filtrada. Em seguida

o filtrado metanol-dgua resultante foi colocado em funil de separagdo, onde foi particionado com
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hexano (PHC), diclorometano (PDC), Acetato de etila (PAC), n-Butanol (PNBC) e o residual
foi denominado de particao hidroalcodlica (PAGC).

6.1.4 Fracionamento

O fracionamento e isolamento seguiu o fluxograma apresentado abaixo (Figura 3)

Figura 3 — Fluxograma de fracionamento do caule da Banisteriopsis oxyclada
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caule (m = 104 g)

n-butanol agua acetato de etila hexano diclorometano
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Possivel
| composto isolado

Atividade Antioxidante
por método de captura
da radical DPPH

Fonte: Propria Autora

A separacdo de compostos utilizando-se a técnica de cromatografia em coluna foi realizada
para a particdo de n-butanol (PNBC) resultando nas fracoes Frnb (Fracdo Obtida da Parti¢dao
n-butanol do Caule) e para a particdo do diclorometano (PDC) que resultou nas fragdes Frdc
(Fragcao Obtida da Particao diclorometano do Caule) devido aos resultados biolégicos relevantes
obtidos para ambas.

Para a amostra de n-butanol (1,02g) a separacao foi realizado em uma coluna cromatografica
com 12 cm de altura de fase estacionaria de fase reversa (C18) e com didmetro de 3 cm. Para
eluicdo foi preparada uma mistura de metanol e 4gua nas composicoes de 2% metanol:dgua até
100% metanol. A coluna foi eluida com a seguinte sequéncia: 100,0 mL (2%metanol:4gua),
80,0 mL (5%, 10%, 15%, 20%, 25%,30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 70%, 80%, 90%)

e por fim 150,0 mL (100%). Ao final deste procedimento foi realizado o monitoramento por
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cromatografia em camada delgada (CCD), para a jun¢ao de compostos semelhantes, utilizando-
se reveladores adequados a caracterizacdo de compostos obtendo o total de 6 fracoes (Frnb), as
quais foram numeradas de 01 a 06.

Para a amostra de diclorometano (0,49g) a separacao foi realizada em uma coluna com 15 cm
de altura da fase estaciondria silica gel e com o didmetro interno de 3 cm, tendo como fase mével
uma mistura de diclorometano e metanol. A elui¢do foi realizada com o aumento gradativo da
polaridade da fase mével, com a adicdo de metanol a mistura, conforme a seguinte sequéncia:
1.800,0 mL (100% diclorometano), 975,0 mL (99%), 300,0 mL (98%, 97%, 96%, 95,5%, 90%,
80%, 70%) e por fim 300,0 mL (100% metanol). Em seguida foi realizado o monitoramento por
CCD utilizando-se quatro fases méveis com polaridades diferentes e o revelador Liberman para
a caracterizacao dos compostos, obtendo o total de 36 fracdes (Frdc) numeradas de 01 a 36.

Na fracdo 26 (Frdc26) obteve-se um possivel composto isolado o qual foi submetido a técnicas
de Espectrometria de Massa (EM), Ressonancia Nuclear Magnética (RMN), Ultravioleta (UV)
e Infravermelho (IF) para a elucidacdo da estrutura do composto em questdo, o que estd em

andamento.

6.1.5 Atividade Antioxidante

Preparou-se 50,0 mL de solugdo estoque de DPPH (2,2-difenil-1 picrilhidrazila) na con-
centracio de 50,0 ug mL~' em metanol, mantida sob refrigeracio e protegida da luz. Foi
realizado as dilui¢des de 10,0 a 50,0 ug mL~!, a partir dos valores de absorbancia registrados
no comprimento de onda de 517 nm para estas diluicdes, contra um branco, uma curva analitica
foi construida. As medidas de absorbancia foram efetuadas em triplicata.

A atividade antioxidante do extrato foi determinada usando-se o radical livre DPPH. Para
a andlise uma solugiio da amostra foi preparada na concentragio de 500 ug mL~' em metanol.
Esta solucdo foi diluida e obteve-se amostras com as seguintes concentragdes: 415, 330, 245,
160 e 75 ug mL~" . Para cada uma destas diluicdes, uma aliquota de 0,30 mL foi testada com
2,70 mL de solucdo de DPPH (de concentragio 35 ug mL~' em metanol). Também, foi feito um
branco nas mesmas condi¢des, mas sem o0 DPPH. Apés a adicdao do radical DPPH, as solucdes
foram deixadas em repouso e suas absorbancias registradas no comprimento de onda de 517
nm apos o periodo de uma hora. A porcentagem de sequestro do radical DPPH foi determinada

pela Equacdo 1.

Aval - (AbVA - AbVCz)
Aval

Onde: Abvc corresponde a absorbancia do controle 1 (0,30 mL de metanol + 2,70 mL do
radial do DPPH);

Abv 4 corresponde a absorbancia da amostra ao final de 60 minutos e

DDP Hsequestrado (%) = x100 (6.1)

Abv¢; corresponde a absorbancia do controle 2 (0,30 mL de amostra + 2,70 mL de metanol).
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A concentracdo efetiva média (CEs), que representa a concentracdo de amostra necessaria
para sequestrar 50% dos radicais de DPPH, foi calculada plotando-se a porcentagem de DPPH

sequestrado versus as concentracoes dos extratos de cada amostra (ARGOLO et al., 2004)

6.1.6 Determinagdo da Atividade Antibacteriana

A atividade antimicrobiana foi determinada utilizando o método da microdiluicdo em caldo

para determinagdo da concentracao inibitéria minima (CIM).

6.1.6.1 Microrganismo Utilizados

Para a determinac¢do da atividade antimicrobiana das amostras do extrato etandlico do caule
e suas particoes, foram utilizadas as seguintes cepas padrdo provenientes da “American Type
Culture Collection” (ATCC). As aerdbicas foram: Streptococcus mutans (ATCC 25175), Strep-
tococcus mitis (ATCC 49456), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) e as anaerdbicas foram:
Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586), Bacteroides fragilis (ATCC 25285), Actonomyces
naeslundii (ATCC 19039) e Porphyromonas gingivalis (ATCC 48417)

6.1.6.2 Determinagéo da concentracao inibitéria minima (CIM)

A determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) de todas as amostras e antibidticos
de referéncia (cloranfenicol, ampicilina e gentamicina) foi realizada pela técnica de microdilui-
cdo em caldo conforme Holetz et al. (2002). Cada amostra (2,0 mg mL™1) foi assepticamente
misturada ao in6culo, no mesmo meio, com uma densidade ajustada ao tubo 0,5 da escala de
McFarland (108 células bacterianas) e diluido 1:10, pelo procedimento de microdilui¢io em
caldo. As bandejas de microtitulacdo foram incubadas a 371°C e os CIMs foram registrados

apo6s 24 h de incubacgao.

6.1.7 Analise Estatistica

Todos os resultados das andlises de atividade antioxidante e antibacteriana foram obtidos a
partir da média das trés repeti¢des (n =3) com o seu desvio padrio e submetidos ao tratamento
estatistico ANOVA com o nivel de significancia de 5%, pelo método de Tukey no programa
GraphPad Prism 5.

6.2 Oleo Essencial

6.2.1 Extragao do Oleo Essencial

O material vegetal fresco (folhas) foi submetido a extracdo do 6leo essenciai por hidrodes-
tilacdo em um aparelho do tipo Clevenger (Figura 4) . Para cada extracao, utilizou-se cerca de

50,0 g de amostra com 500,0 mL de dgua destilada em um baldo volumétrico adequado. O
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material foi extraido por um periodo 4,0 horas e o 6leo obtido foi recolhido em um funil de
separac¢do e lavado com 3 fracoes de 5,0 mL de diclorometano. Os produtos foram secos com
sulfato de magnésio anidro e guardados em frascos lacrados de cor ambar e armazenados em

freezer a —18,0 + 5° até o momento de sua utilizacao.

Figura 4 — Hidrodestilagdo em aparelhagem do tipo Clevenger

Fonte: Propria Autora

6.2.2 Separagéo e ldentificagdo de Compostos Volateis

A separagdo e identificacdo dos constituintes volateis dos 6leos essenciais foram obtidas
por cromatografia a gds acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). O equipamento esteve
com uma rampa de temperatura de 60-246 °C (3°C/min.); injetor no modo split a 220 °C;
hélio a fluxo de 1mL min~'. O detector de massas com energia de impacto de 70 ¢V e foram
captados fragmentos de 40 a 650 u; interface a 240 °C; temperatura da fonte de fons de 240°C;
volume injetado de 1,0 pL. Para a identificacdo dos constituintes foi realizado trés extracdes
e suas respectivas injecdes. No processo de identificacdo foram utilizadas as bibliotecas de
espectro de massa Wiley (7, 139 e 229), Nist (8, 27 e 147), SHIM2205 e SHIMDEMO e por
indice aritmético (IA) comparando com a literatura, adotando como requisito similaridade dos
espectros de massa acima de 90% e diferenca do IA de no mdximo 10 unidades. Para o cdlculo
do IA utilizou-se a Equagdo abaixo,

(6.2)

TR(x) - TR
IA = 100P. + 100 (M)

TRp;4+; —TRp

Onde:

Pz = ndmero de carbonos do alcano de tempo de retencdo anterior ao composto analisado;
TR(x) = tempo de retencdo do composto analisado;

TRPz = tempo de reten¢do do alcano de tempo de reten¢do anterior ao composto analisado;
TR(Pz+]) = tempo de retencdo do alcano de tempo de retencdo posterior ao composto

analisado.
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7 Resultados e Discussao

7.1 Extrato Etandlico do Caule

7.1.1  Rendimento Extragdo Etandlico

O rendimento para o extrato etandlico obtido por maceragao estd apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Massas obtidas do extrato seco do caule da B. oxyclada

1° 2° 3° 4° 5° 6° Total (g) | RND (%)
40,3502 | 21,6397 | 15,7045 | 11,3872 | 8,154 | 7,0666 | 104,4636 | 6,34+ 0,71

Os rendimentos diminuiram durante o periodo de extracdo, o que justifica a finalizacao do

procedimento na sexta extragao.

7.1.2 Rendimento das Parti¢ées Liquido-Liquido

O extrato bruto do caule da B. oxyclada foi submetido a parti¢do liquido- liquido por meio
de solventes orginicos com polaridades crescentes, e o seus rendimentos foram calculados e

estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores das massas obtidas na particao liquido-liquido do extrato etandlico da B.
oxyclada

Solvente 1° 2° 3° 4° 5° Total (g) | RND (%)
Hexano 0,8582 | 0,2515 | 0,1223 | 0,0643 | 0,0435 | 1,3336 4,64
Diclorometano 0,6936 | 0,1559 | 0,0780 | 0,0623 | 0,0527 | 1,0425 3,63
Acetado de Etila | 0,3207 | 0,5385 | 0,3157 | 0,3335 | 0,2148 | 1,3897 4,84
N-Butanol 3,5914 | 3,4610 | 2,0295 | 1,1181 | 0,8425 | 11,0425 38,44
Agua 12,3724 - - - - 12,372 43,07

Analisando o rendimento das particdes para o extrato etandlico do caule pode se averiguar
que os maiores rendimentos foram obtidos para solventes de maior polaridade, sendo o maior
da 4gua, seguido pela parti¢ao n-butanol, pelo acetato e etila, hexano e o pior rendimento foi da

particdo com diclorometano.

7.1.3 Determinagdo da Atividade Antioxidante por DPPH

O teste de determinacao da atividade antioxidante foi realizado pelo método do sequestro do
radical livre DPPH, que se baseia na rea¢do do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazila (Figura

5), que absorve a luz em 517 nm e possui coloracdo violeta. Quando ocorre esta rea¢cao hd uma
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reducdo formando a substincia 2,2-difenil-1-picridrazina cuja coloracdo é amarela. Esta mu-
dancga de coloracdo pode ser monitorada através da leitura da absorbéancia no espectrofotdmetro
UV-Visivel (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995)

Figura 5 — Reacgao do sequestro do radical livre DPPH

+R*

Fonte: Behrendorff, 2013

Foram construidas curvas analiticas do extrato e das particdes com diferentes concentragdes
para a determinacdo do CE5g (concentragao efetiva média) para as amostras (Tabela 2), os quais
foram expressos em concentracdo (ug mL~') necessdria para consumir 50% do radical DPPH
(ARGOLO et al., 2004)

A partir da construcao destas curvas foi possivel calcular a atividade antioxidante dos extratos

e das particOes, que estdo expostos na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de CEsy (ug mL™1) da capacidade antioxidante para o extrato bruto e as
particoes da B. oxcyclada

Amostra CEso (ug mL™")
Extrato Bruto 6,38+ 1,5
Hexano 242,43 + 2324
Diclorometano 81,75 + 4,55
Acetato de Etila 35+0,7
N-Butanol 1,28 + 0,17
Agua 57,32 + 3,74
BHT 7,3

Quanto menor o valor de CE5p maior € o potencial antioxidante da amostra, pois menor €
a concentragdo de amostra para consumir 50% do radical DPPH (REYNERTSON; BASILE;
KENNELLY, 2005).

Observa-se entdo que o melhor resultado para a atividade antioxidante estd atribuido a
particao n-butanol (PNBC), com um valor bem abaixo do valor do BHT, aqui considerado como
o padrao.

Comparando esse resultado com os obtidos para outra espécie pertencente a familia Mal-
pighiaceae, a Byrsonima gardneriana, que apresentou um valor de CEsg igual a 3,840 + 0,005

do extrato n-butanol (ROLIM et al., 2013), obtido utilizando-se 0 mesmo método de captura
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de radicais DPPH, pode-se observar que a Banisteriopsis oxyclada apresentou uma melhor
atividade antioxidante, dando assim crédito a continuidade do seu estudo.
Apo6s a realizacao dos testes de capacidade antioxidante para as fragdes obtidas a partir da

coluna C18 da amostra da PNBC obtiveram os resultados na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4 — Valores da massa e CE5q das fracOes obtidas da amostra da PNBC.

Fracio | CEso (ug mL™")
Frnb01 -
Frnb02 20,25
Frnb03 1,45
Frnb04 1,45
Frnb05 1,45
Frnb06 1,45

BHT 7,30

Os valores obtidos para as fragdes 3, 4, 5 e 6 foram menores que o padrao utilizado, indicando

que podem apresentar melhor eficiéncia com relacao ao padrao utilizado BHT.

7.1.4 Atividade Microbiana

Os resultados de atividade antibacteriana obtidos das amostras estdo expostos nas tabelas 5
e 6.

Tabela 5 — Atividade antimicrobiana com bactérias aerébias(ug mL™")

Microrganismo EXTC | PHC | PDC | PAC | PBNC | PAGC | Controle
i?é‘g”;‘ms >400 | >400 | >400 | 400 | >400 | >400 | 0,922
iTngtciS@ 456 >400 | >400 | >400 | 400 | >400 | 400 | 7,375
SAjfg’ég%”s’; ¢ >400 | >400 | >400 | 400 | >400 | >400 | 7,375

A.actinomycetemcomitans

ATCC 43717 >400 | >400 | >400 | >400 | >400 | >400 1,844
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Tabela 6 — Atividade antimicrobiana com bactérias anaerébias(ug mL™")

Microrganismo | EXTC | PHC | PDC | PAC | PBNC | PAGC | Controle
iq‘?glcgg’gé% 200 | 100 | 25 | 200 | 200 | 200 15
Z?’écéeg;’;; 400 | 400 | 400 | 400 | >400 | 400 16
i;gglfggég 400 | >400 | >400 | >400 | 400 | >400 | -
B a5 | >400 | >400 | >400 | >400 | >400 | >400 | 1475

Analisando-se os resultados obtidos a partir do método de microdilui¢io com as bactérias
aerdbias (Tabela 5) e anaerdbias (Tabela 6), pode-se observar que para todos os microrganismos
aerdbicos testados, a concentracao inibitéria minima (CIM) nao foi favoravel, uma vez que todos
os extratos obtiveram valores maiores que 400 ug mL™!.

Entretanto, os resultados obtidos para as bactérias anaerdbias foram melhores para apenas
uma das espécies trabalhadas, a Porphyromonas gingivalis, sendo atribuido a particao de diclo-
rometano do caule (PDC) o melhor resultado com um valor de 25 g mL~!, seguido da particio
de hexano (PHC) com 100 ug mL™!.

Devido ao resultado positivo da PDC, esta foi submetida a uma separacdo dos seus cons-
tituintes por meio de uma coluna cromatogréfica resultando em um total de 36 fracdes (Frdc),

que tiveram suas massas registradas na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores da massa das fragdes obtidas da separacdo por cromatografia em coluna da
PDC.

Fracao | Massa (mg) | Fracdo | Massa (mg) | Fracao | Massa(mg) | Fracao | Massa (mg)

FrdcO1 16,68 Frdc10 2,14 Frdc19 3,5 Frdc28 43,25

Frdc02 7,23 Frdcll 0,13 Frdc20 71,86 Frdc29 10,05

Frdc03 5,20 Frdc12 10,65 Frdc21 29,84 Frde30 20,57

Frdc04 4,28 Frdc13 0,77 Frdc22 9,77 Frdc31 11,83

Frdc05 3,90 Frdc14 22,96 Frdc23 9,57 Frdc32 19,06

Frdc06 52,85 Frdc15 30,78 Frdc24 11,52 Frdc33 15,51

Frdc07 2,44 Frdc16 27,24 Frdc25 12,40 Frdc34 1,56

Frdc08 1,04 Frdc17 25,05 Frdc26 16,69 Frdc35 100,66

Frdc09 0,50 Frdc18 32,72 Frdc27 4,79 Frdc36 38,82

Dentre as fracdes que obtiveram maior massa temos a Frdc 35 (100,66 mg), seguido da
Frdc20 (71,86 mg), depois a Frdc06 (52,85mg).

Por meio da técnica de separacdo cromatografia em camada delgada (CCD), realizada para
todas as fracoes obtidas da PDC, observou-se a possivel existéncia de um composto isolado na
fracdo Frdc26 (16,69 mg), verificado pela presenca de apenas uma mancha caracteristica visivel

no UV 265 nm,como destacado na Figura 6 abaixo.
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Figura 6 — CCD da frac@o Frdc26 da particio PDC indicando possivel composto isolado.

Fonte: Propria Autora

7.2 Oleo Essencial

7.2.1 Extragéo do Oleo Essencial

O ¢leo essencial das folhas da B. oxyclada foi produzido por hidrodestilagdo em aparelho de
Clevenger, sendo determinado o rendimento (%) de 0,016+£0,002. Na literatura foi encontrado
apenas um trabalho de 6leo essencial para espécies do género Banisteriopsis, para as folhas da
B.laevifolia que apresentaram rendimento de 0,06 % (NUNES et al., 2016) , valor superior ao
encontrado para a espécie em estudo.

7.2.2 Separagao e ldentificagdo dos Compostos Volateis

O cromatograma obtido do 6leo essencial das folhas estd apresentado na Figura 7, onde €
possivel identificar os compostos constituintes do 6leo essencial obtido a partir das folhas da B.
oxyclada.

Figura 7 — Cromatograma do 6leo essencial das folhas da B. oxyclada obtido por meio CG-EM.
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Com base nos dados obtidos no cromatograma acima (Figura 7), e utilizando-se as bibliotecas
de espectro de massa Wiley (7, 139 e 229), Nist (8,27 e 147), SHIM2205 e SHIMDEMO e o
indice aritmético (IA) e comparando com a literatura, adotando como requisito similaridade dos

espectros de massa acima de 90% e diferenca do IA de no maximo 10 unidades, foi possivel

obter a composicao do 6leo essencial das folhas da B. oxyclada, apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Composi¢do do 6leo essencial das folhas da B. oxyclada.

N° TR NOME AIcalculada AIterica TIC(O]O)
1 4,001 (2E)-hex-2-en-1-al 836 846* 9,73
2 4,147 (3Z)-hex-3-en-1-ol 844 850* 15,26
3 4,379 (2Z)-hex-2-en-1-ol 857 859%* 13,00
4 5,261 (2E,4E)-hex-2,4-dien-1-al 904 907* 1,78
5 6,460 (2E)-hept-2-en-1-al 947 947%* 1,58
6 6,703 Benzaldeido 955 952% 3,24
7 8,248 (2E,4E)-hept-2,4-dien-1-al 1.008 1005%* 1,13
8 9,501 Benzeno-acetaldeido 1.041 1036* 3,26
9 9,913 (2E)-oct-1-en-1-al 1.052 1049* 1,15
10 | 10,558 Octan-1-ol 1.070 1063* 1,43
11 | 11,140 (E)-Linalol oxido (furanoide) 1.085 1084* 1,24
12 | 11,724 Nonan-1-al 1.101 1.100%* 3,89
13 | 11,759 Linalol 1.102 1.095* 2,80
14 | 11,966 Hotrienol 1.107 1,108%** 1,20
15 | 12,474 2-fenil-etan-1-ol 1.119 1.116%** 1,07
16 | 14,136 (2E,6Z)-nona-2,6-dien-1-ol 1.158 1.159% 1,25
17 | 14,513 | Isdmero do (2E,6Z)-nona-2,6-dien-1-o0l) 1.167 - 1,11
18 | 15,680 Metilsalicilato 1.194 1.190** 2,03
19 | 15,991 Decan-1-al 1.202 1.201* 1,08
20 | 18,304 Geraniol 1.254 1.249%* 1,45
21 | 18,480 (2E)-dec-2-en-1-al 1.258 1.260%* 2,5
22 | 19,923 (2E,47)-dec-2,4dien-1-al 1.291 1.292%* 1,16
23 | 20,933 (2E,4E)-dec-2,4dien-1-al 1.314 1.315% 1,81
24 | 25,963 NI - - 2,04
25 | 27.907 4-(2,6,6-trimetil-cyclohex-1-en-1-il) 1478 1 487+ 177
-but-3-en-2-ona
26 | 28,197 NI - - 1,19
27 | 31,585 NI - - 5,12
28 | 45,757 Acido palmitico 1.960 1.962%* 1,63
29 | 50,013 Fitol 2.093 2.096** | 10,06
30 | 69,564 NI - - 1,59
31 | 76,022 NI - - 2,44

* ADAMS, 2007; **NIST.
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A maioria dos constituintes encontrados na composicao do 6leo pertence a classe dos dlcoois
e aldeidos, como mostrado na Tabela 9. Os quatro compostos majoritarios (Figura 8) do 6leo

representam 48,05% do 6leo essencial, destes trés sao dlcoois (38,32%) e um aldeido (9,73%).

Tabela 9 — Relacdo percentual das classes de compostos presentes no 6leo essencial das folhas

da B.oxyclada

Classe Porcentagem (%)
Alcool 49,87
Aldeido 29,05
Cetona 1,77
Aromatico 3,26

Ester 2,03
Acido

Carboxilico 1.63

Figura 8 — Estrutura dos compostos majoritdrios do 6leo essencial das folhas da B.oxyclada.
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Fonte: Prépria Autora

7.2.3 Atividade leishmanicidade e citotdxica do dleo essencial das folhas

O 6leo essencial foi submetido a atividade leishmanicida e a citotoxidade, estes resultados

estao apresentados na Tabela 10 abaixo.

Tabela 10 — Atividade leishmanicida e citotoxidade do 6leo essencial da B.oxyclada

Clso (ug mL™") CEso (ug mL™")
Amostra Leishmania amazonensis | Célula Vero IS
Oleo Essencial 32+1 36+ 3 0.05
Anfotericina B 0,2+ 0,01 - -
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Os resultados apresentados na Tabela 9 demostram que o 6leo esséncia da B. oxyclada
apresenta atividade leishmanicida, e por meio da avaliacdo o indice de seletividade (IS) observa-
se que a amostra € 0,05 vezes menos toxica para a célula do que para o protozodrio em questao.
Abrindo, dessa forma, um leque de possibilidades de principios ativos para o tratamento desta
doenca.

Relacionando-se a composicao do dleo essencial com a atividade contra protozodrio do gé-
nero Leishmania, pode-se averiguar que o fitol, representando 10,06% de sua composi¢ao, pode
ser o possivel responsavel pela atividade leishmanicida do 6leo essencial. Tal fato € comprovado
por meio do trabalho de SILVA et al. (2015), onde uma fragdo rica em fitol apresentou uma
atividade leishmanicida contra Leishmania amazonensis no estdgio promastigotas de (Clsg =
44,0 + 0,7 ug mL™" ) e o 6leo essencial da B. oxyclada com o fitol (10,06%) na composicio
apresentou melhor valor Clso de 32 + 1 ug mL~' do que para a forma promastigotas de L.
amazonensis.

Além disso, o fitol apresenta atividade anti-inflamatéria comprovada em um estudo realizado
por Leite (2010) devido a sua alta eficiéncia contra artrite, agindo como protetor da cartilagem
articular, mostrando ser promissor para o tratamento de artrite reumdtica e possivelmente para
outros tipos de inflamacdes cronicas.

Quanto aos demais constituintes majoritarios do 6leo essencial existe um estudo que com-
prova a eficiéncia da mistura de (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-eno-1-ol + (Z)-hex-2-eno-1-o0l
+ (E)-hex-2-enal na mortalidade de juvenis de segundo estdgio de Meloidogyne exigua, espé-
cie de praga comum em cafezais, (SILVA, 2011) abrindo possibilidades do uso de substincias

organicas no controle de Meloidogyne spp. em raizes de plantas.



37

8 Consideracbes Finais

A espécie estudada apresentou resultado positivo para a atividade antimicrobiana para um
Unico tipo de bactéria anaerdbia, Porphyromonas gingivalis. E as fragOes obtidas a partir da
particdo n-butanol apresentaram resultados de atividade antioxidante eficientes e abaixo do
padrao BHT, o que as torna promissoras.

O possivel composto responsavel pela atividade antioxidante na fracao n-butanol do caule
encontra-se em processo de confirmacgao da elucidagao estrutural e faz parte da tese de doutorado
do aluno Mério Machado Martins.

A obtencdo e estudo do 6leo essencial das folhas e do extrato etandlico do caule da espécie
Banisteriopsis oxyclada, sdo inéditos, uma vez que ainda nao hd estudos do tipo na literatura.

Apoés separacdo e identificacdo dos compostos do dleo essencial foi possivel obter uma
composi¢cdo rica em substancias do tipo dlcoois e aldeidos. Dentre eles, o fitol destacou-
se devido a suas atividades anti-inflamatdrias e antinociceptivos estudadas, além de ser um

possivel responsdvel pela atividade leishmanicida apresentada pela espécie estudada.
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