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1 INTRODUCAO

Ao longo dos tempos, 0os seres humanos tém contado com a natureza para
suas necessidades basicas, para a producdo de alimentos, abrigos, roupas, meios
de transporte, fertilizantes, fragrancias e medicamentos. Plantas medicinais
formaram por milhares de anos a base da medicina tradicional e continua a fornecer
a humanidade novos medicamentos (GURIB-FAKIM, 2006).

No Brasil para uma parcela da populacdo rural ou urbana as plantas
medicinais tem sido opcao terapéutica por diversos motivos, social, cultural,
econdbmica ou de ordem médica, e esse nuimero vem crescendo com o0
desenvolvimento de iniciativas que dedicam atengao a elas tanto em medicamentos
produzidos pelas indlstrias farmacéuticas como fitoterapicos produzidos por
diversas entidades e organizacdes governamentais (MING et al., 2003 in COELHO,;
COSTA JUNIOR; DOMBROSKI, 2003).

O interesse na natureza como fonte de agentes quimioterapéuticos potenciais
continua, pois, produtos naturais e seus derivados representam mais de 50% de
todas as drogas em uso clinico em todo o mundo. A grande maioria das pessoas no
mundo ainda depende das plantas medicinais para as suas necessidades de
cuidados da saude todos os dias (GURIB-FAKIM, 2006).

De acordo com a organizacdo mundial de saude (OMS) cerca de 65 a 80% da
populacdo mundial ndo tem atendimento primario de salde e recorrem a medicina
tradicional, na procura de alivio para as suas diversas enfermidades (CALIXTO,
2001).

A importancia da utilizacdo de plantas medicinais deve-se em parte pela sua
contribuicdo como fonte natural de farmacos, pois sdo inUmeros os medicamentos
que foram desenvolvidos direta ou indiretamente de fontes naturais especialmente
de plantas, incluindo entre outras a morfina, os digitalicos, pilocarpina, vincristina,
vimblastina, artemisina e quinina, as plantas também podem proporcionar grandes
chances de se obter uma molécula protétipo devido a diversidade de constituintes
presentes nestas (CALIXTO, 2001, NOLDIN etal., 2003) .

Entre as inlmeras espécies de uso medicinal encontram-se as plantas do

género Bauhinia, pertencente a familia Fabaceae e subfamilia (Caesalpinioideae)
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que é uma das maiores das angiospermas (SOUZA; LORENZI, 2008, BRACA et al.,
2001).

Este género é encontrado principalmente nas areas tropicais, possuindo
aproximadamente cerca de 250 a 300 espécies (BRACA et al, 2001, LEWIS;
OWEN, 1989).

No Brasil as espécies de Bauhinia sdo conhecidas popularmente como pata
de vaca, unha de boi, pé de boi, escada de macaco, unha de jaboti e mororo (SILVA,;
CECHINEL, 2002, LORENZI; MATOS, 2002). Séo utilizadas no auxilio do tratamento
da diabetes melitos, no controle do colesterol, como diurético e expectorante
(CORREA, 1998).

Nesta pesquisa objetivou-se caracterizar os componentes volateis do oleo
essencial das folhas de B. ungulata, verificar o seu potencial biolégico, assim como
identificar e quantificar o teor de metais, visando obter informacdes desta espécie no

estado de Roraima.

1.1 FAMILIA FABACEAE

Esta familia € a terceira maior em angiospermas com aproximadamente
19.400 espécies e 730 géneros (LEWIS et al., 2005, MORA; ROJAS, 2010). Possui
trés subfamilias, Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (SMITH, 2004). E
uma das maiores das dicotileddéneas, sao plantas de habito muito variado, desde
grandes arvores das matas tropicais, a arbustos, subarbustos, ervas anual ou
perene e também muitas trepadeiras; vivem nos mais variados ambientes, em
diferentes latitudes e altitudes e estdo espalhadas em regides tropicais e
subtropicais (JOLY, 1993, JOLY 1998, MORA; ROJAS, 2010).

Esta familia é praticamente cosmopolita, ou seja, se adapta aos diferentes
ambientes e é encontrada praticamente no mundo inteiro, é a segunda maior familia
em importancia econbmica como o amendoim (Arachis), feijdo grande (cajanus),
grdo de bico (cicer), ervilha (pisum) entre outras. Muitas espécies fornecem
importantes forrageiras, tais como a alfafa (medicago) e a fava (vicia). Muitas séo
ornamentais, como a pata de vaca (bauhinia), acacia, mulungu (erythria). Varios
géneros sao fontes de madeira de qualidade como Dalbergia Pterocarpus (SMITH,
2004, JUDD et al., 2009).
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Sao muito utilizadas como condimentos, aromatizantes e varios outros
empregos culinarios, para producdo de alcaguz, perfumes e 6Oleos e na producédo de
medicamentos, como componentes de anticoncepcionais orais e em alguns casos
como alucinégenos (LEWIS, 1989). Espécies dessa familia séo ricas em tanino e
resinas (SMITTH, 2004).

Possuem alto metabolismo de nitrogénio e aminoacidos, contém nddulos
radiculares, contendo bactérias fixadoras de nitrogénio (Rhizobium), possuem
cavidades secretoras, geralmente com a presenca de taninos, alcaloides, e algumas
tem compostos cianogénicos. As folhas em geral sdo alternas, espiraladas, pinadas
ou duplamente pinadas. O fruto é chamado de legume (MORA; ROJAS, 2010, JUDD
et al, 2009). As sementes possuem geralmente testa dura, cujas células
apresentam forma de ampulheta (JUDD et al., 2009).

As flores sdo bissexuais radiais a bilaterais vistosas ou ndo possuem entre 5-
15 mm de comprimento as vezes maior como em Bauhinia onde podem atingir mais
de 10 cm, as cores variam desde brancas, amarelas, azuis, ou vermelhas. Possuem
ramos inertes aculeados ou espinhosos (SOBRAL; JARENKOLW, 2006).

1.2 GENERO Bauhinia

Entre as inUmeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontram-se as
plantas do género Bauhinia, que sdo encontradas principalmente nas areas tropicais
do planeta, compreendendo aproximadamente 250 espécies (BRACA etal., 2001).

Sdo arvores pequenas que ocorrem geralmente de maneira espontanea,
possuem caule duro, com cascas fibrosas e folhas com fendas, tipicamente de
espécies desse género, que formam dois lobos, cujo formato lembra o rastro da pata
de bovinos (LORENZI; MATOS, 2002, 2008).

No Brasil, as plantas do género Bauhinia sdo conhecidas vulgarmente como
pata-de-vaca, unha-de-boi, pé-de-boi, escada-de-macaco, unha de jaboti, morord
(SILVA; CECCHINEL, 2002, CECCHINEL FILHO, 2009).

As folhas sao utlizadas tradicionalmente no Brasil com fins curativos. A
literatura especializada do comeco do século relatava que os curandeiros do interior
usavam o cozimento dessas folhas em formas de ch& e banhos para curar lepra,
furdnculos e picadas de cobra (LORENZI; MATOS, 2008). Muitas destas plantas sao
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usadas como remédio na medicina popular em varias regides do mundo, incluindo a
Africa, Asia, e América Central e do Sul (BRACA et al., 2001).

Estudos fitoquimicos, realizados com espécies deste género como a B.
forticata indicam que sdo constituidos principalmente de glicosideos, esteroides,
triterpenos, lactonas (JOLY, 1993, JOLY, 1998, MARQUES et al, 2012) e
flavondides entre outros como em B. radiata vell, B. aculeata L, B. cupulata L, B.
forticata L, B. longifélia, B. purpurea que apresentaram os flavonoides Kaempferol e
Quercetina (SALATINO et al, 1999). Mais pouco se conhece sobre a atividade
farmacoldgica da maioria das substancias isoladas do género Bauhinia, porém este
género é mais frequentemente estudado quanto a sua possivel acdo hipoglicemiante
(SILVA; CECCHINEL, 2002).

Espécies deste género demonstraram também acdo muscolicida (SINGH,
2012), efeitos antioxidantes (PAULA et al., 2014, PORTS et al., 2013), inibicdo da
acetilcolinesterase (SANTOS et al.,, 2011) e acdo bacteriana (CECCHINEL FILHO,
2000, 2009, KLAFKE et al., 2013).

No extrato das folhas de B. variegata foram relatadas as atividades
citotoxicas contra células de cancro humano com 90-99% de inibicdo, assim como
acao antioxidante (MISHRA et al.,, 2013). Mostrando assim que as plantas deste
género podem ser a grande esperanca de se obter potentes farmacos contra a

diabetes e doencas relacionadas aos radicais livres, bactérias, dengue e Alzheimer.

1.3 ESPECIE Bauhinia ungulata

A espécie Bauhinia ungulata L. cujo nome ungulata, em latim, significa casco
ou pata de bovino, pode ser encontrada no Brasil nas regides tropicais, sendo no
nordeste a mais comum. Possuem caracteristicas e usos semelhantes as demais
espécies de Bauhinia, sdo arbustos de 2-6m de altura, com folhas pontiagudas,
sementes marrom escuro, flores de cor branca carater esse que a distingui de outras
espécies cultivadas como mostra a Figura 1 a seguir (LORENZI, MATOS, 2002,
2008, LEWIS; OWEN, 1989).
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Figura 1 — A) Arvore de B. ungulata; B) Folhas de B. ungulata; C) Flores de B.
ungulata; D) Fruto de B. ungulata.

Fonte: A autora.

7

B. ungulata é a espécie estudada de maior extensdo de distribuicdo

geografica, dentre as demais espécies de Bauhinia, no Brasil se estende desde a
floresta amazonica e nas florestas de reflgio do Ceara. E considerada uma
confirmacédo da presenca do elemento amazbnico na flora nordestina e do Mato
Grosso, em regides com influéncia da vegetagcdo amazonica (VAZ, TOZZI, 2003).

A Figura 2 apresenta alguns pontos onde foram encontrados a espécie B.
ungulata.
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Figura 2 — Distribuicdo de B. ungulata no mundo

Fonte: Discower-life ( 2016).

Podem ser encontrada nas margens de rios, floresta com campos, floresta
seca de savana, cerrado, na encosta da serra da Lua, campos alagados
periodicamente, &rea de carrasco, caatinga arboOrea, cerraddes e vegetagdo
secundaria (VAZ; TOZZI, 2003).

Estudos demonstram que esta espécie além de baixar o nivel de glicose,
diminuem também o colesterol e os triglicerideos. Inclusive foi registrada em
pesquisa a presenca de insulina nos cloroplastos das células foliares desta planta
(LORENZI; MATOS, 2008).

Morais et al. (2005), reporta a utilizagcdo de B. ungulata pelos indios Tapebas
no Ceara para o tratamento da diabetes. Sendo assim este género € mais
frequentemente estudado quanto a sua acéo hipoglicemiante (SILVA et al,, 2002,
PEPATO et al., 2002).

Foi isolada das sementes de B. ungulata uma nova lectina denominada BUL,
que demonstrou atividade antifingica e anti-proliferativa in vitro contra a linha celular
HT-29 do adenocarcinoma do colon humano (SILVA et al., 2014).

Em salatino et al. (1999), foram isolados os flavonoides Kaempferol e
guercetina, bem como Neto et al. (2008), identificou os flavondides, quercitina,
guercitina-3-o-arabinofuranosideo e quercitrina, um inositol metoxilado e os

alcaléides, harmano e eleaginina, no extrato etandico das folhas, comprovando que
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esta especie possui na sua constituicdo quimica flavondides e alcaldides entre

outros.

1.4 OLEOS ESSENCIAIS

Os compostos organicos de vegetais vém sendo isolados desde os tempos
antigos. Aguecendo-se 0s materiais vegetais por meio de destilacdo a vapor podem-
se obter compostos com aromas caracteristicos conhecidos como 6leos essenciais.

Os Oleos essenciais se encontram na maioria dos vegetais superiores, onde
se estima cerca de 17.500 espécies aromaticas (BRUNETON, 2001). Também
chamados de 6leos volateis, essenciais ou etéreos (CUNHA et al., 2004).

Em geral os 6leos essenciais possuem propriedades antissépticas,
refrescantes, secretdlica, rubefacientes, anti-inflamatoria, anestésica local,
bactericida, virucida e fungicida (SOBRAL; JARENKOW, 2006, BAKKALI, 2008,
SOUZA; PALAZZO; LOPES, 2011). Estimulante do aparelho digestivo,
dismenorreicas (canela e acafrdo), abortivas (losna e arruda), sedativas (melissa e
camomila), efeito analéptico (canfora), expectorantes (guaicol, tomilho e eucalipto),
anti-helmintica (eucalipto) (COSTA, 2002).

Muitas dessas propriedades também desempenham um importante papel na
propria protecdo dessas plantas na natureza a protegendo, contra microrganismos
patogénicos e herbivoros, reduzindo o seu apetite em comé-las. Esses O6leos
também podem atrair insetos para garantir a dispersdo de pdlen e sementes,
contribuindo para a disseminacao dessas plantas em seu habitat (BAKKALI, 2008).

Geralmente sao liquidos a temperatura ambiente, sua densidade é inferior a
da agua (com excecdo dos Oleos de cravo, canela, sassafras), possuem indice de
refracdo elevado e a maioria desviam a luz polarizada, limpidos e poucos séo
coloridos, que podem ser encontrados em todas as partes da planta como, brotos,
flores, folhas, caules, galhos, sementes e frutos (BAKKALI, 2008). Sendo que as
folhas de ramos idosos mostram-se mais ricas em 6leo do que em plantas jovens
como na esséncia de eucalipto e no periodo de floracdo se concentram nas flores
(COSTA, 2002).
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S&o obtidos mais comumente por arraste a vapor ou por hidrodestilacéo,
sendo o rendimento bastante variavel, em média 0,1%, como o 6leo essencial de
Alfazema (CUNHA et al., 2004).

As esséncias alteram-se com maior ou menor facilidade, na dependéncia da
natureza quimica dos seus constituintes em concordancia com o meio. Os principais
fatores que as modificam podemos citar, o ar, a luz, o calor, presenca de metais
pesados, agua e impurezas diversas. Dentre as alteracbes reconhecem-se
mudangas no aroma, sabor, cor, transparéncia, fluidez, densidade, solubilidade,
polarizacdo, refracdo e quantidade relativa dos seus constituintes majoritarios e
caracteristicos (COSTA, 2002).

Frequentemente sdo encontrados em regides de clima quente e temperados,
onde representam grande importancia na farmacopeia popular (BAKKALI, 2008).
Aparecem em grupos de vegetais evolucionarios mais comumente nas
gimnospermas (COSTA, 2002).

Os Oleos essenciais representam importante matéria prima para as industrias
Farmacéutica, cosmeética e alimenticia (BIZZO, 2009, CUNHA et al., 2004).

Os principais 6leos essenciais no mercado mundial sdo os de: Laranja (Citrus
sinensis L.) Osbeck; Menta japonesa (Mentha arvensis L., var. piperascens);
Eucalipto (Eucalyptus globulus Labill); Citronela (Cymbopogon winterianus); Hortela-
pimenta (Mentha x piperita L); Limao (Citrus limon L.); Cravo-da-india (Syzygium
aromaticum L.); Cedro (Juniperus virginiana L.); Canfora (Cinnamomum camphora
L.); Coentro (Coriandrum sativum L.); Grapefruit (Citrusparadisi Macfady); Patchouli
(Pogostemon cablin) (BIzZzO, 2009).

1.4.1 Constituintes Quimicos dos Oleos Essenciais

Os oOleos essenciais possuem uma mistura de substancias complexas volateis

e hidrofébicas, tais como terpenos e fenilpropanoides (CUNHA et al., 2004).
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1.4.1.1 Terpenos

Os terpenos possuem uma estrutura comum, suas férmulas representam a
unido de duas, trés, quatro, seis, oito ou mais unidades de isopreno (2-metil-1,3-
butadieno ou metil-butadieno). Sendo 0os monoterpeno com n=2, e sesquiterpenos
com n=3, sdo compostos encontrados principalmente nos 6leos essenciais.

Os terpenos sao divididos em monoterpenos (10 Carbonos com atividade
anti-irritante), sesquiterpenos (15 Carbonos com atividade antimicrobiana) e
diterpenos (20 Carbonos). Detém aromas agradaveis, geralmente possuem
insolubilidade ou pouca solubilidade em agua e solubilidade em solventes organicos,
fungicida (SOBRAL; JARENKOW, 2006, BAKKALI, 2008, SOUZA; PALAZZO,
LOPES, 2011, SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

1.4.1.2 Monoterpenos

Os monoterpenos sdo o0s constituintes da série dos terpenos com excecao
dos hemiterpenos, que sao pouco frequentes. Sao o resultado do acoplamento de
duas unidades isoprenicas. A maioria dos monoterpenos se encontra de forma livre
(6leos essenciais). Especialmente no reino animal (salvo alguns insetos), séo raros
em fungos, se encontram na forma halogenada, encontram-se amplamente
distribuidos em algas e vegetais superiores. Exemplos de monoterpenos sao:

mirceno, pineno, iridano, careno, limoneno, entre outros (BRUNETON, 2001).

1.4.1.3 Sesquiterpenos

Um grande nuimero de sesquiterpenos sdo constituintes frequentes de oleos
essenciais de vegetais superiores. Estes compostos podem influenciar nas
propriedades farmacologicas dessas fragBes volateis, como é o caso do bisabolol
encontrado no Oleo essencial de Manzanilla. Dentre as propriedades bioldgicas
podemos citar, reguladores do crescimento (adcido abscisico), atrativos de inseto

(Germancreno-D, a copaeno), anti- bacteriana, anti -fingicos , anti-helminticos , anti
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-malaria e moluscicida. Exemplos sdo o santonin o qual é utilizado como um anti-
helmintico e como um anti-malarico (GURIB-FAKIM, 2006).

Exemplos de sesquiterpenos sao [-bisaboleno, B-cariofileno, longifoleno,
farnesol, patchulol, entre outros (BRUNETON, 2001).

15 DOENCAS E ATNIDADES FARMACOLOGICAS RELACIONADAS AO
GENERO Bauhinia

1.5.1 Diabetes

O diabetes melitos é considerado uma das principais sindromes de evolucao
cronica que acometem o homem moderno em qualquer idade, condicdo social e
localizacdo geografica. E caracterizado por uma deficiéncia absoluta ou relativa de
insulina que ir4 influenciar negativamente o metabolismo dos glicidios, proteinas,
lipidios, agua, vitaminas e minerais, e, durante a sua evolu¢do, na dependéncia do
controle metabdlico obtido, podendo haver complicacbes (OLIVEIRA; MILECH,
2006).

Esta doenca envolve uma deficiéncia de insulina, como também um excesso
de outros hormonios, como horménio do crescimento, glicocorticoides e glucagon.
Por consequéncia, o pancreas estd envolvido na homeostasia da glicose, na
hipofise anterior e o cortex supra-renal (JACOB, 1998).

Acredita-se que o diabetes melitos de inicio juvenil [Diabete melito insulino-
dependente (DMID)] tenha uma etiologia autoimune cronica, que geralmente existe
durante anos numa fase pré-clinica. A suscetibilidade ao DMID é herdada, e o
principal gene associado a predisposicdo é o complexo de histocompatibilidade
maior (MHC) no cromossomo 6 (JACOB, 1998).

Na Diabetes tipo | (DMID) ndo ha nenhuma insulina no plasma, sendo,
portanto necessaria a reposicao de insulina (JACOB, 1998).

Na Diabete tipo Il [de inicio na maturidade, diabete melito n&o-insulino-
dependente (DMINID)], pode ser devido a um defeito no receptor situado a
membrana das células beta do pancreas (JACOB, 1998).

Em ambos os tipos de diabetes melitos, ocorre aumento nas concentragdes

plasmaticas de glucagon imunorreativo, sobretudo durante a cetoacidose. A
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supressao normal do glucagon pela hiperglicemia também esta afetada (JACOB,
1998).

A diabete gestacional pode ser definido como qualquer grau de intolerancia a
glicose com inicio ou primeiramente reconhecido durante a gravidez. Esta definicdo
independe do tratamento utilizado ou da continuidade do quadro apds a gestacao.
Seis semanas ou mais ap0s o parto, a mulher deve ser reclassificada. Na maioria

dos casos, a regulacdo da glicemia retorna ao normal (OLIVEIRA; MILECH, 2006).

1.5.1.1 Insulina

A insulina € um horménio secretado pelo pancreas e atua como regulador do
metabolismo da glicose. Quando ocorre a deficiéncia desse horménio no organismo
acarreta a doenca diabetes mellitus (SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

Consiste em duas cadeias de aminoacidos unidas por ligacdes dissulfeto
podendo haver variagdo na sequencia entre as espécies. Ocorrem na forma de
mondmero, dimero ou hexamero. Acredita-se que a forma biologicamente ativa seja
o monémero (JACOB, 1998, TYMOCZKO; BERG; STRYER, 2011).

O diabético produz insulina insuficiente para impermeabilizar todas as células
para entrada de glicose, o que determina o aumento da concentracdo de glicose no
sangue (hiperglicemia) e o excesso € eliminado na urina, ainda que o individuo nao
a use. (SANCHES; NARDY; STELLA, 2012), isso resulta em uma sede excessiva,
visdo turva, fadiga e infec¢des de dificil cura (TYMOCZKO; BERG; STRYER, 2011).

O individuo com sintomas caracteristicos de diabetes apresenta niveis de
glicemia plasmatica venosa maior que 126 mg/L, confirmadas em duas ou mais
ocasides (NETO, 2003).

1.5.2 Alzheimer

A doenca de Alzheimer (D.A) é uma doenca relacionada com a idade a partir
dos 65 anos, estd associada ao encolhimento do cérebro e perda localizada de
neurdnios principalmente no hipocampo e na parte basal do prosencéfalo. A perda
de neurbnios colinérgicos é caracteristica da doenca, e acredita-se que esteja por

trds da deficiéncia cognitiva e da perda de memoria de curto prazo. As principais
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caracteristicas patolégicas da D.A compreendem placas amiloides, agregados neuro
fibrilares e perda de neurbnios (particularmente neurbnios colinérgicos) (GARETH,
2003). A D.A afeta o status cognitivo do doente que apresenta entre outros sintomas
dificuldade de relacionar nomes, de vestir-se, realizar tarefas domésticas simples,
depresséao e disturbios do sono (NETO, 2003).

1.5.2.1 Enzima acetilcolinesterase (AChE)

Esta enzima € uma destruidora da acetilcolina (AChE) que é o principal
neurotransmissor secretado por axonios do sistema nervoso central composta por
duas partes a colina e o acetato. A AChE é extremamente potente dissociando-a
em dois constituintes a colina e o0 acetato tornando-a inativa. Uma molécula de
AChE quebra mais de cinco mil moléculas de AChE, por segundo. Depois que a
AChE ¢é destruida na membrana poés-sinaptica, a colina volta para os botbes
terminais por meio de receptagcédo e € convertida novamente em AChE, a metade da
colina é recuperada e reciclada (CARLSON, 2002). A Figura 3 mostra como a
enzima Acetilcolinesterase funciona dentro da célula e a Figura 4 a reacdo de
hidrolise da Acetilcolina.

Figura 3 - Mecanismo de ag&o da enzima acetilcolinesterase (AChE).
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Figura 4 - Reacéo de hidrolise da AChE.
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Fonte: Petronilho; Villar (2014).

1.5.2.2 Inibidores enziméaticos

7

O uso de substancias para inibir a acdo enzimatica é importante na
intervencdo terapéutica. Estas sdo usadas para interromper etapas essenciais de
uma importante via metabdlica responsavel por uma condicdo patolégica. Os
compostos utilizados para esse fim possuem uma ampla faixa de estruturas
(GARETH, 2003).

Estima-se que 79 enzimas e 24 tipos de diferentes receptores totalizem os
alvos terapéuticos dos farmacos sintéticos empregados atualmente e a
acetilcolinesterase € uma dessas enzimas (BARREIRO; MANSSOUR, 2001). Muitos
dos farmacos que atuam como inibidores da enzima acetilcolinesterase como a
galatamina, rivastigmina, tacrina e donepezila melhoram ou retardam os efeitos da
D.A, porém, podem causar efeitos adversos como lesdo hepética além de serem
muito caros (RANG; DALE etal., 2011, NETO, 2003).

O estudo de plantas medicinais capazes de inibir a AChE vem aumentado
consideravelmente, tais como no trabalho de Santos et al. (2011), que obteve
resultados de inibicdo para a AChE em extratos de plantas do género Bauhinia.

A atividade de inibicdo dessa enzima foi constatada também em folhas de
Rhodostemonoda, phoneparvifolia Madrifian (ALCANTARA et al., 2010), bem como
um alcaloide huperzina-A, isolado da erva rasteira Huperzia serrata apresentou um
bom potencial de inibicdo desta enzima, caracterizando um prototipo natural para o
tratamento da D.A. (BARREIRO; MANSSOUR, 2001).
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1.6 MICRORGANISMOS ESTUDADOS

Homem e micrébios partilham uma vida em comum ha muitos anos, desde a
pré-historia, os microrganismos provocam doencas na humanidade. No entanto as
causas dessas doencas comecaram no século XIX, com os trabalhos de Pasteur e
Koch, que conseguiram mostrar a origem das infecgcbes do homem e outros animais
(TAVARES, 2009).

1.6.1 Fungos

Os fungos sé@o organismos eucariéticos que incluem os cogumelos, bolores e
leveduras  (BURTON; ENGELKIRK, 1998). N&o sdo microrganismos
fotossintetizantes, com excecdo dos fungos que possuem parede celular, muitos séo
unicelulares e formam esporos, que sao dispersos por corrente de ar. Alguns mais
primitivos sdo ameboides, outros movem-se por meio de flagelos (PELCZAR
JUNIOR et al., 1997).

Estes microrganismos podem se encontrar praticamente em todo lugar, como
na matéria organica, no ar, agua, solo, em plantas e animais. Vivem também em
ambientes ndo favoraveis ao crescimento de microrganismos em materiais adversos,
causando deterioragdo do couro e plasticos, de geleias, conservas, vinho entre
outros. Secretando enzimas digestivas em plantas e animais mortos, decompdem
este material que podem ser absorvidos por eles ou por outros organismos Vivos
(BURTON; ENGELKIRK, 1998).

Ao longo dos Ultimos dez anos as infeccbes causadas por fungos tem
aumentado. Estdo ocorrendo como infec¢gdes hospitalares e em individuos com a
imunidade comprometida (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

As infeccbes ocasionadas por fungos, geralmente envolvem a pele e mucosas
do corpo, acredita-se que estes lesam a membrana celular, levando a perda de
componentes essenciais das células (GARETH, 2003); e sdo chamadas de micoses,
superficiais, cutaneas, subcutaneas ou sistémicas (BURTON; ENGELKIRK, 1998). A
Candida albicans, chamada de levedura, causa a candidiase, uma doenca da
mucosa da boca, vagina e trato alimentar (PELCZAR JUNIOR et al., 1997).
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Os agentes fungistaticos e fungicidas bloqueiam o ataque dos fungos. A acéo
fungistatica de um farmaco impede a reproducdo dos fungos, com o resultado de
que estes morrem naturalmente, no entanto, a acdo fungicida mata os fungos.
Exemplos de farmacos antifingicos sdo econazol, miconazol, cetoconazol entre
outros (GARETH, 2003).

1.6.2 Bactérias

As bactérias sdo microrganismos que possuem grande variedade morfologica
e fisiolégica. Quanto a morfologia, muitas bactérias sdo simples, mais algumas
possuem formas ou arranjos incomuns (PELCZAR JUNIOR et al, 1997).
Apresentam grande diversidade, podendo variar desde esferas, a espirais e
filamentos longos. Podem se classificar como esféricas (cocos); bastdo ou bacilos;
curvadas ou em forma de espiral (BURTON; ENGELKIRK,1998).

Os antibidticos sdo substancias produzidas por uma espécie de fungo, que
age sobre as bactérias, matando ou interrompendo o0 seu crescimento, e um dos
primeiros antibiéticos foi a penicilina proveniente do fungo Penicillium notatum em
1928. Outros antibidticos foram sendo descobertos e ja se produzem os
semissintéticos, que sdo naturais porem modificados quimicamente (ROLLAND;
XAVIER, 1997).

Agentes antibacterianos agem em varios sitios, inibindo a sintese da parede
bacteriana. S8o0 exemplos de farmacos antibacterianos: penicilina, benzilpenicilina,
ampicilina entre outros (GARETH, 2003), porem € certo que existem algumas
bactérias naturalmente resistentes a esses medicamentos, no entanto essa
resisténcia vem se tornando maior pelo uso abusivo destes, pois uma modificacéo
no seu genoma lhe da esse novo caracter (ROLLAND; ROLLAND XAVIER, 1997).

Dentre as bactérias aqui estudadas todas sdo patogénicas ao homem, como
o Bacillus cereus que é uma bactéria frequente no meio ambiente e ocasiona
intoxicacdo alimentar especialmente em alimentos que contém amido, como o arroz
e derivados do milho, a Salmonella thyfimurium é a causadora da febre tifoide, o
Staphylococcus aureus produz muitas toxinas e ocasiona muitas infecbes em
cirurgias e se ingeridas causam infeccdo alimentar (TORTORA; FUNKE; CASE,
2012).
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1.7 MINERAIS

O estudo de minerais em plantas medicinais vem sendo estudado ha alguns
anos, visando obter informacdes sobre o teor destes para uma possivel fonte
alternativa complementar para o organismo, como reporta Almeida et al. (2002).

Nos seres humanos os minerais sdo considerados essenciais ao organismo
seja em quantidades traco ou ndo para manter o funcionamento normal do corpo
(NETO, 2003) e nas plantas os minerais possuem diversos papeis, tais como
funcbes estruturais, enzimaticas, regulatérias e idnicas, no entanto a sua deficiéncia
pode afetar o seu desenvolvimento e até causar a sua morte (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2011).

1.7.1 Minerais e o Corpo Humano

Os metais geralmente sdo encontrados no organismo na forma de quelatos,
ou seja, combinados com outros constituintes, tais como os horménios, as proteinas
e 0S aminoacidos. As principais fontes de metais estdo nos alimentos de origem
vegetal ou animal (LOHMANN, 2012). No entanto ndo s&o sintetizados pelo
organismo, fazendo-se necessario obté-los atraves de uma boa alimentagéo
(PINHEIRO; PORTO; MENEZES, 2005). Dentre o0s elementos abordados e
guantificados neste estudo podemos citar a importancia desses elementos para o
organismo.

O Sddio (Na), por exemplo, € essencial na absorcao de glicose e transporte
de varias substancias no organismo e facilita a manutencdo do equilibrio acido base.

O Célcio (Ca) é um dos mais importantes, sua principal funcédo é estruturar os
0ssos e 0s dentes, ativar algumas reacfes de coagulacdo sanguinea e liberar
energia necessaria para contracado muscular.

O Fosforo (P) é constituinte de ossos e dentes, participa na formacédo de
acidos nucléicos e estoque e utilizacdo de energia corporea (NETO, 2003).

O Silicio (Si) € o segundo elemento mais importante em concentracao na terra
e € encontrado na forma de silicatos. Sua acao fisiologica é fundamental, pois é
necessario para a formacéo de 0ssos, cartilagem e tecido conjuntivo.

O Enxofre (S) possui funcdes energéticas e de desintoxicacdo, esta presente

na sintese de proteinas e aminoacidos. E indispensavel a producédo de colageno,
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sendo muito indicado no tratamento da acne, urticaria, rinite alérgica, alergias
alimentares e reumatismo de natureza inflamatoria e degenerativa entre outros
(LOHMANN, 2012).

1.7.2 Constituicdo Mineral nas Plantas

O termo elemento mineral se aplica a todos o0s elementos que sao
necessarios ao desenvolvimento e reproducdo das plantas. Baseado nas suas
concentracdes podem ser classificados em macronutrientes (N, P, Ca, K, Mg e S)
cuja concentracdo nos vegetais é superior a 0,1% e micronutrientes (Fe, Cu, Cl, Zn,
Mn, B, Mo, Co e Ni), esses se encontram geralmente com concentragdes inferiores a
100 ppm (CASTRO; KLUGE, PERES, 2005).

Os minerais compdem cerca de 15 a 20% da massa das plantas nao
lenhosas sendo o restante composto por agua (SALISBURY; ROSS, 2013), nos
guais em sua maioria sdo absorvidos do solo pelas raizes.

As fracBes minerais das plantas podem variar e dependem de fatores tais
como idade, espécie, condicbes de desenvolvimento e da disponibilidade desses
elementos em seu substrato, ou seja, uma planta pode ser capaz de absorver ou
acumular um ou mais elementos diferentes de outras, mesmo tendo sido
desenvolvidas nas mesmas condi¢cdes. Essas diferencas podem ter relacdo com a
taxonomia da planta, por exemplo, as fabaceae possuem um teor de calcio maior
que as gramineas, que sao ricas em silicio, por outro lado nas folhas de algumas
monocotiledéneas e da maioria dos cereais o conteudo de silicio é
aproximadamente 3% da massa seca e na maioria das dicotiledéneas em particular
fabaceae é cerca de 0,5% (CASTRO; KLUGE; PERES, 2005).

1.7.2.1 Fungdes dos Minerais nas Plantas

Os minerais possuem diversos papéis nas plantas, como funcBes estruturais,
enzimaticas, regulatérias e idnicas, no entanto a sua deficiéncia pode afetar o seu
desenvolvimento e até causar a sua morte (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2011). As
principais fungdes e sintomas de deficiéncia dos minerais nas plantas séo listados

na Tabela 1.



Tabela 1 — Fungdes e deficiéncia dos minerais nas plantas.

MINERAIS FUNCOES SINTOMAS
Mo Fixacao do nitrogénio e reducao do nitrato Clorose seguida de necrose
) ) ] ] . Manchas necréticas nas pontas
Ni Parte essencial no metabolismo do nitrogénio
das folhas
G Ativador ou componente de enzimas enwhidas Folhas jovens \erdes escuras
0
na oxidac&do ou reducéo enroladas e deformadas
] } ] ] Reducéo do tamanho das folhas,
Zi Ativador ou componente de muitas enzimas )
clorose internenval
Ativador de enzimas e requerido para a liberagdo ;
Mn o 5 Clorose internerval
do oxigénio na fotossintese
o o 2 . Falha no alongamento das
Influéncia na utilizagdo do Ca” e sintese de )
B o ) raizes, folhas enroladas e verde-
acidos nucleicos
claras na base.
: Clorose interneval das folhas
Fe Sintese da clorofila ;
jovens, caules curtos e finos
Folhas murchas com manchas
Cl Enwolvido na osmose e no equilibrio i6nico cloréticas e tornam-se
bronzeadas.
L 5 Folhas jovens com nerwras
S Componente de alguns aminoacidos e proteinas ’
verdes e aéreas verdes claras
Componente de compostos fosfatados que Plantas acumulam antocianinas,
P
contem energia (ATP e ADP) tornando-se vermelhas ou roxas.
y Componente da molécula da clorofila, ativador Folhas cloréticas, podendo
g .
de enzimas avermelha-se
Componente da parede celular, enwhido na ., ) )
- Apices caulinares e radiculares
Ca permeabilidade da membrana celular, cofator de
) morrem
enzimas
Enwlvido na osmose e no equilibrio i16nico e na Folhas clordticas geralmente as
K abertura e fechamento dos estdmatos, ativador mais welhas, caules frdgeis e
de enzimas estreitos
Componente de aminoécidos, proteinas, Clorose generalizada
N nucleotideos, acidos nucléicos, clorofilas e especialmente nas folhas mais

coenzimas

velhas

Tabela adaptada.
Fonte: Raven; Ewvert; Eichhorn (2011) e Taiz; Zeiger (2010).
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Vérios fatores podem afetar a absorcéo de nutrientes pelas plantas tais como,
a temperatura, a umidade, aeragdo, pH do solo, intera¢cdes idnicas entre outros. A
variacdo de temperatura pode diminuir a permeabilidade das células, a velocidade
do processo de transferéncia e a ocorréncia de rea¢cdes, a umidade esté relacionada
ao fluxo de agua no solo que permite a solubilizacdo e transporte desses nutrientes,
a baixa umidade acarreta a deficiéncia mineral. A diminuicdo da aeracédo, baixa a
assimilacao dos ions requeridos em maior quantidade pela planta, como o potassio
e o fosfato e na mesma proporcao o decréscimo na tencao de O, nos tecidos e por a
decomposicdo anaerdbica da matéria organica ser incompleta pode formar produtos
intermediarios, como acidos orgéanicos que podem acumular-se em concentracdes
toxicas. Oscilacbes de pH exerce a influéncia sobre a disponibilidade de varios
nutrientes essenciais como também a disponibilidade de elementos que podem
exercer fitotoxicidade. Em solos &cidos, os elementos Al, Fe, Mn, e Mo estédo sob a
forma de espécies sollveis, e podem ser extremamente toxicos para a maioria das
plantas, no entanto aumentando-se o pH essas espécies tornam-se insollveis
diminuindo suas concentracfes na solugdo. A disponibilidade dos macronutrientes é
maxima entre pH 6 e 7. A interacdo ionica entre cations e anions na solucao do solo
pode acarretar na inibicdo ou absor¢cdo de um determinado elemento na presenca
de outro, como 0 magnésio pode aumentar a absorcédo de fosforo enquanto baixas

concentracdes de zinco também pode induzir o mesmo efeito (KERBAUY, 2008).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a composi¢cdo quimica e avaliar a atividade biolégica do oleo

essencial das folhas de Bauhinia ungulata em Boa Vista, Roraima.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Identificar e quantificar os componentes volateis organicos do 6leo
essencial das folhas de B. ungulata através de CG-DIC/CG-EM.

v Extrair o 6leo essencial por hidrodestilacdo e obter o seu rendimento.

v' Avaliar a atividade antibacteriana e fungicida do 6leo essencial das folhas

de B. ungulata.
v Verificar a inibicdo da enzima Acetilcolinesterase (Alzheimer).

<\

Testar a citotoxicidade do 6leo essencial pelo teste de Artemia salina.

v Identificar e quantificar os minerais no 6leo essencial através de ICPOES.
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3 METODOLOGIA

A seguir, apresenta-se um fluxograma na (Figura 5), que resume a sequéncia

dos procedimentos desenvolvidos durante a realizagao deste trabalho.

Figura 5 - Fluxograma do trabalho experimental

COLETA

HIDRODESTILACAO

OLEO ESSENCIAL

BIOENSAIOS ANALISE QUIMICA
in vitro

CG-EM MINERAIS/
CG-DIC ICPOES

CITOTOXICIDADE AChE

BACTERIAS FUNGOS
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3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Para a realizacdo dos trabalhos experimentais foram utilizadas folhas frescas
de B. ungulata, coletadas no més de janeiro de 2016 nas proximidades da BR 174,
na Vicinal Agua Boa a 11 km da cidade de Boa Vista, no estado de Roraima.
Localizada a 2°43’37” de latitude N e 60°48’21” de longitude W como mostra a
Figura 6.

Figura 6 - Mapa da localizagdo da espécie de estudo

Balnedrio Agua Boal®
¢

Fonte: GoogleMaps (2016).

Para identificagdo da espécie, uma amostra foi enviada ao Herbario do INPA
(Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas), cuja exsicata encontra-se depositada
sob o n° 272558, identificada pelo técnico José Ferreira Ramos como mostra a

Figura 7.
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Figura 7 - Exsicata de B. ungulata

LEGUMENOSAE-CAES
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E Motems SRS Sc A 2

Data: T out 38

Fonte: Autora.

3.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

O material coletado foi devidamente lavado com agua corrente, seguido de
agua destilada para a remocédo de quaisquer impurezas, deixando certo tempo em
repouso a temperatura ambiente para que fosse eliminado o excesso de agua.

Nesse processo foram utilizados 600 g de folhas frescas que foram cortadas
em partes menores e depositadas em baldo de fundo redondo, utilizando como
solvente agua destilada. O material vegetal foi submetido a um processo de
hidrodestilacdo, em um aparelho do tipo Clevenger, marca Spell com duplo
condensador, por um periodo de destilacdo de 3:00 horas ininterruptas, este
procedimento foi desenvolvido em triplicata. Em seguida, o material foi seco com
sulfato de sodio anidro e armazenado em frasco ambar e colocado no freezer para

posteriores analises.
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3.3 CROMATOGRAFIA GASOSA

3.3.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM)

A determinagdo dos constituintes do 6leo essencial de Bauhinia ungulata foi
feita sob a orientacdo da professora Dra. Vany Ferraz do Departamento de quimica

do laboratério de cromatografia da UFMG.

A analise para identificacdo dos constituintes volateis de B. ungulata foi
realizada em um equipamento CGMS-QP2010 ULTRA (Shimadzu). Equipado com
uma Coluna: Rxi-1IMS 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Restek). A temperatura da coluna
foi de 50 °C (3 min), sendo 3 °C.min?, até 230 °C. Foi injetado 1 uL de amostras do
Oleo essencial diluidas a 1% em cloroféormio, o injetor com temperatura inicial de 250
°C, com razdo em modo Split (1:10), Interface CG-EM a 250 °C. Detector MS
(Impacto eletrénico a 70 eV) a 250 °C. A vazao do gas de arraste (Hélio) foi de 2,0
mL.min?. O espectro de massa de cada componente do 6leo essencial da B.
ungulata foi criteriosamente analisado em comparacao aos espectros do acervo das
bibliotecas espectral (NIST11), utilizando Software GCMS Solution (Shimadzu).

3.3.2 Cromatografia Gasosa com Detector de lonizagcdo de Chamas (CG-DIC)

A quantificacdo dos componentes do Oleo essencial da B. ungulata foi
realizada por meio da cromatografia gasosa, utilizando como equipamento o
Cromatégrafo a Gas HP 7820A (Agilent). Equipado com uma coluna capilar com
dimensdes 30 m x 0,32 mm x 0,25 um (Agilent), com temperatura de 50°C (0 min), 3
°C /min, até 230 °C. Foi injetado 1 pL de amostras do 6leo essencial diluidas a 1%
em cloroférmio, com temperatura inicial de 250 °C em razdo Split (1:30). O detector
DIC, com temperatura de 250°C. O géas de arraste, H, a 3 mL.min™. Software de

aquisicéo de dados: Ezchrom Elite Compact (Agilent).
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3.4 BIOENSAIOS in vitro

3.4.1 Avaliacdo da citoxicidade frente a Artemia salina

A Metodologia empregada para a toxicidade sobre Artemia salina € a
metodologia segundo Mayer et al. (1982) e McLaughlin et al. (1993).

3.4.2 Preparacao da solucao salina

Um aquario serviu como incubadora, onde foi adicionada uma solucdo salina
artificial (40g de sal grosso em 1L de 4gua destilada). O pH foi ajustando entre 8 e
9 com uma solucdo de carbonato de sédio (NaCOs a 10%). A incubadora foi
iluminada artificialmente com uma lampada fluorescente com aeracdo. Em um dos
lados da incubadora, foram colocados aproximadamente 100 mg de ovos de
Artemisa salina. Parte do sistema foi coberto com papel aluminio para que os
organismos ao nascerem, permanecessem isolados em um dos lados do aquario
devido a diferencia de iluminacdo. Os nauplios foram atraidos pela iluminagcéo
depois da eclosao facilitando a separacédo destes e das cascas dos cistos. Durante a
incubacdo, a temperatura foi mantida em torno de 25°C e a ecloséo dos ovos foi

monitorada a cada 12 horas sendo verificada no periodo de 48 horas.

3.4.3 Preparacdo da solucdo para os bioensaios de Artemia salina

Partiu-se de uma solugdo de 25 mL contendo 1000 pL.mL™* da amostra,
solubilizada em Tween 80 a 1% e completados com agua salina.

A partir da primeira solugéo, pipetou-se volumes de 12,5 mL a tubos contendo
1 mL de uma solucdo de Tween 80 a 1% em solucdo salina e completados com 10
mL de solucdo salina, para obter a concentracdo de 500 pL.mL:. As demais
solucBes de concentracdo inferior (250 e 125 pg.mL™) foram obtidas conforme ja

descrito, e utilizando-se a seguinte Equacéo 1:

Equacdo 1. C1.V1=Cy.V;



40
3.4.4 Teste de Artemia salina

ApOs o periodo de incubacdo de 24 horas, 10 organismos (nauplios de A.
salina) foram selecionados e expostos nos tubos de ensaios com as diferentes
concentracdes diluidas.

Os testes foram feitos em triplicata para cada concentracdo. Uma solucao
salina sem extrato foi utilizada como controle positivo também em triplicata, onde foi
submetida a0 mesmo procedimento experimental que os grupos tratados com as
amostras em estudo para efeitos comparativos da influéncia do veiculo utilizado
sobre a resposta das larvas de A. salina.

Este sistema incubado foi em temperatura ambiente por 24 horas, sem
aeracao sendo os frascos mantidos sob iluminacédo. Apés 24 horas foram contados o
nimero de larvas mortas e vivas em cada frasco, atraves da visualizacdo

macroscopica e os valores registrados em formulario.
3.4.5 Verificacdo da citotoxicidade

Decorrido o tempo de 24 e 48 horas foi realizado a contagem do ndmero de
nauplios vivos e mortos e calculada a probabilidade de mortalidade de acordo com a

Equacéo 2:
Equacédo 2: Probabilidade de Mortalidade (%)= ExlOO

Onde: r = nimero de artemias mortas; n = nimero de artemias totais no tubo de

ensaio.

Os valores em porcentagem da probabilidade de mortalidade foram corrigidos
levando-se em consideracdo a porcentagem de mortalidade no teste controle
negativo de acordo com a Equacéo 3 de Abbot (ABBOT, 1925).

Equacdo 3: % Probabilidade de Mortalidade = 100 ( AT-%E )

100 %— % C
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Onde: %T representa a mortalidade de artemias testadas com a amostra de
interesse; %C, a mortalidade de artemias utilizadas no controle.

Na interpretacdo dos resultados foi determinada a Concentracdo Letal 50%
(CLso).

3.4.6 Célculo do CLsg

Para a obtencdo da CLsp no teste de avaliacdo de toxicidade utilizou-se o

programa estatistico Microsoft Excel 2010.

35 TESTE DE ATNIDADE INIBTORIA DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE
(AChE)

3.5.1 Preparo da solugéo tampé&o Tris/HCI pH 8 (50 mM)

Para preparar uma solucdo de 2 mL de Tris/HCI, pesou-se 398,08 mg do sal
Utrapure Tris Hydrochloride e adicionou-se 25 mL de &gua destilada. Conferiu-se o
pH em 8.

3.5.2 Preparo da solugéo estoque de enzima

Diluiu-se 0,77 mg da enzima no volume de 500 pL da solugdo tampao
Tris/HClI pH 8 no proprio frasco da enzima, para adquirir uma solucdo de
concentracdo de 1000 U.mL™. A enzima ficou em solugéo por 20 minutos e depois,
sob agitacdo, por um periodo de 10 a 15 minutos, no préprio frasco da enzima, para

adquirir uma solucdo de concentragéo de 1000 U.ml™.

3.5.3 Preparo da solucdo da enzima na concentracéo 0,222 U.mL™

Adicionou-se 1uL da solucdo estoque (1000 U.mL™) em 4,5 mL da solugéo

Tris/HCI (50mM). Depois agregou-se albumina sérica bovina 0,1% (p/v): 4,5 mg.
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3.5.4 Preparo da solucao de trabalho

Preparou-se uma solucdo do oOleo essencial em tampao Tris/HCI, DMSO, ou
solvente adequado, na concentragdo 10 mg.mL™*

3.5.5 Preparo dos reagentes

Para a solucdo de ATCI (15mM): Preparou-se 1 mL de solugédo, pesou-se
4,08 mg de iodeto de acetilcolina e dissolveu-se em 1 mL de agua destilada. Para
Solucédo de DTNB (3mM): Pesou-se 2,38 mg de DTNB e dissolveu-se em 2
mL de solugdo de DTNB (3mM): Pesou-se 2,38 mg de DTNB e dissolveu-se
em 2 mL de Solugio de DTNB (3mM): Pesou-se 2,38 mg de DTNB e
dissolveu-se em 2 ml de solugcdo tampao Tris/HCI pH 8. Adicionou-se 11,69
mg de NaCl (0,1M) e 8,132 mg de MgCl».6H20 a solucéo.

O teste de atividade inibitéria do Oleo estudado sobre a enzima
acetilcolinesterase foi realizado no Laboratorio Biotecnologia e Bioensaios, no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sob a
coordenacdo da Professora Dr® Jacqueline Aparecida Takahashi, foi conduzido com
base no método espectrofotométrico de Ellman, modificado por Rhee et al. (2001),
em microplacas de 96 pocos. Eserina e galantamina foram utilizadas como
inibidores padrdo (10 mg.mL™) e como controle negativo foi realizado o ensaio sem
a presenca de inibidor. Os testes foram realizados em quintuplicata. Em cada poco
foram dispensados 25 puL de iodeto de acetilcolina (15 mM); 125 uL de 5,5'-dithiobis
(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB); 50 uyL de tampéo tris-HClI pH 8 0,1% p/v de
albumina sérica bovina e 25 pL de 6leo (10 mg.mL?) solubilizados em
Tween/DMSO/30%. A leitura das placas foi realizada em 405 nm por 9 vezes em um
periodo de 10 minutos. Logo apos a primeira leitura foi adicionado 25 pL da enzima
acetilcolinesterase  (Electrophoruselectricus, Sigma Aldrich) (0,222U.mLY) e
realizada 9 leituras em um periodo de 10 min em 405 nm. A interferéncia da hidrélise
espontanea do substrato foi corrigida a partir da subtracdo da média da absorbancia
medida antes da adicdo da enzima. A porcentagem de inibicdo da enzima foi
calculada a partir EQuagéo 4.
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Equacédo 4: % inibicdo =[(C - A) x 100]/C

Onde: C = controle contendo enzima e substrato.

A = ensaio contendo o extrato, enzima e substrato.

3.6 BIOENSAIOS PARA BACTERIAS E FUNGOS in vitro

As culturas de micro-organismos utilizadas neste experimento foram: duas
bactérias Gram-negativas: Salmonella typhimurium (S.T.) ATCC 13311 e Citrobacter
Freundii (ATCC8090), duas bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (S.A.)
ATCC25923 e Bacillus cereus (B.C.) ATCC11778 e um fungo (levedura) Candida
albicans (C.A.) ATCC 18804.

3.6.1 Preparacgéo da solucéo trabalho (amostra + Meio de cultura)

Foram pesados 0,0125mg da amostra e transferida para frascos tipo
eppendorf em seguida solubilizada em 1ml de dimetilsulféxido (DMSO), resultando
em uma solucdo com concentracdo de 12,5 mg.mL? (6leo essencial). Apds
homogeneizacdo pipetou-se 124 L desta solugdo para um frasco eppendorf,
contendo 2976 pL de meio de cultura BHI a fim de se obter uma solucéo final de 250
ug.mLt. O antibiético Ampicilina foi preparado seguindo 0 mesmo procedimento,

sendo que a concentracdo utilizada foi de 12,5 mg.mL™.

3.6.2 Preparo do meio de cultura Agar Brain Heart Infusion (BHI)

Para o preparo do meio de cultura, dissolveu-se 3,4 g de Agar Brain Heart
Infusion (BHI) em 400 mL.mL™* de agua destilada. Homogeneizou-se e submeteu-se

ao autoclave a solugao por 15 min a 121 °C.



44

3.6.3 Preparo do meio de cultura Caldo Sabouraud

Para o preparo do meio de cultura Caldo Sabouraud dissolveu-se 1,8 mg em
60mL de &gua destilada. Homogeneizou-se a solucdo e submeteu-se ao autoclave
por 15 mina 121 °C.

3.6.4 Preparacéo do indculo dos microrganismos

Para as bactérias foram preparados um pré-indculo em triplicata no qual
pipetou-se 100 yL de microrganismo estocados, onde foram inoculados em tubos
de ensaios contendo 3,0 mL do meio de cultura BHI previamente esterilizado. Para a
levedura o meio utilizado foi o caldo Sabouraud. Os tubos foram incubados em
estufa a 37 °C por 24 h para posterior padronizacdo. Todo o procedimento foi

realizado em capela de fluxo laminar préximo ao bico de Binsen.

3.6.5 Padronizag&o dos microrganismos

500 pL do pré-in6culo foram transferidos para um erlenmeyer contendo 4,5
mL de agua destilada estéril. O inoculo foi padronizado no intervalo de transmitancia

de 74-75%para bactérias e 75-76% para levedura em espectrofotbmetro de 600 nm.

3.6.6 Teste de atividade antibacteriana e antifungica

Os testes foram realizados em placa de Elisa de 96 pogos, em triplicada. Em
cada poco foram adicionados 100 yL do meio de cultura BHI, em seguida foram
adicionados no primeiro poc¢o 200 pL da solucéo da amostra (solugéo trabalho).

Homogeneizou-se a solugdo e 100 pL foram transferidos para os proximos
pocos e, assim, sucessivamente, fazendo a microdiluicdo, desprezando-se os 100
uL finais.

Foram testados as 8 concentragcdes. Em seguida, foram adicionados a cada

pocol00 pL do indculo padronizado do micro-organismo a ser testado. Foram
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preparados 0s controles, um controle para o crescimento do micro-organismo, no
gual ndo houve adi¢do da solugdo da amostra (solucédo trabalho), um controle para o
branco em que ndo se adicionou o in6culo microbiano e um controle dos padrdes,
ampicilina para as bactérias e miconazol para o fungo. Um controle contendo 100
puL do meio de cultura BHI e outro contendo o meio sabouraud, como mostra a
Figura 8 a sequir.

Figura 8 - Teste antimicrobiano.

Fonte: Autora.

As placas foram colocadas em estufa a 37 °C e, ap6s 24 horas, foi realizada a leitura
do teste em leitor de placa de Elisa (492 nm). Os resultados foram calculados como

percentagem de inibicdo utilizando a formula:

% inibicdo = 100- AC1-AC2 x 100AH — AM

AC1 = absorvancia da amostra; AC2 = absorbancia da amostra de controle; AH = absor¢cédo de

microorganismos no controle e AM = absorvancia do controle do meio de cultura.
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3.7 ANALISE DE METAIS

Para a analise dos metais foi utilizado o método de ICPOES realizado pelo
laboratério da central Analitica da Universidade de Sao Paulo USP, onde a digestao
das amostras foi feita utilizando acido nitrico (HNO3) concentrado e peroxido de
hidrogénio (H.O,) 30% e aquecimento em forno de micro-ondas. O equipamento
utilizado foi o Espectrometro Otico de Emissdo Atdmica com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICPOES, Radial) da marca Spectro, modelo Arcos. Os parametros
utilizados na analise foram: poténcia de 1400 W, numa radio frequéncia de 27,12
MHz, vazdo do gas de plasma 12 L.min?, vazio do gas auxiliar de 1 L.min?, a
velocidade da bomba foi de 30 RPM e nebulizador crossflow.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL

O 6leo essencial de B. ungulata obtido por hidrodestilacdo apresentou uma

coloracdo amarelo claro e odor caracteristico como pode-se observar na Figura 9.

Figura 9 - Oleo essencial de B. ungulata

ApOs a obtencdo do Oleo essencial de B. ungulata por hidrodestilacéo, foi

possivel obter o rendimento do 6leo por meio da seguinte Equacgéo 5:

Equacéo 5:

) massa do dleo essencial obtido (g)
Rendimento = - x 100
massa do material vegetal (g)

. 0,3987 g
Rendimento = —— x 100
600 g

Rendimento = 6,65x1072 %

Desta forma verificou-se um rendimento de 6,65x107 % do dleo essencial das

folhas frescas de B. ungulata, valor superior ao obtido por Gramosa et al. (2009), em
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seu estudo desenvolvido com esta espécie na regido Nordeste, que foi de 7x10° % e
o de Neto (2006) que foi de 1x1072 %.

De acordo com a literatura, observou-se que os rendimentos dos Oleos
essenciais obtidos de espécies do género Bauhinia variaram, dentre eles
destacaram-se a B. acuruana com 1x102 % (GOIS et al, 2011) e B. rufa com
3,7x10! % (SILVA; CAMARA, 2014). Segundo Simdes e Spitzer (2004) e Bruneton
(2001) dependendo da parte da planta, tipo de coleta, condi¢cdes climaticas e
métodos de extracdo, o0s Oleos essenciais, podem sofrer variacbes em seu
rendimento. Por exemplo, na espécie Menta piperita (horteld pimenta) em periodos
de dias longos e noites curtas, o rendimento do 6leo essencial € maior e apresenta
um aumento de mentofurano; ao contrario nas noites frias favorecem a formacao de
mentol.

A composicdo de um dleo essencial € determinada pela espécie vegetal que o
produz e pela parte do vegetal em que se encontra (folhas, cascas, sementes e raiz)
e pode variar qualitativamente ou quantitativamente. A concentragcdo de cada um
dos constituintes do Oleo essencial pode alterar durante seu desenvolvimento; por
exemplo, no coentro (Coriandrum sativum L.) o teor de linalol é de 50% maior nos
frutos secos do que nos verdes, na camomila (Matricaria recutita) quando colhida
pela manha apresenta maior teor em a-bisabolol (principio ativo com atividade anti-
inflamatdria), porem se colhida no final da tarde apresenta apenas vestigios
(COELHO; COSTA JUNIOR; DOMBROSKI, 2003).

4.2 ANALISE QUIMICA POR CROMATOGRAFIA GASOSA

A andlise cromatografica do Oleo essencial de B. ungulata revelou 18
componentes correspondendo a 66,5% da composi¢cao do 6leo essencial, sendo os
33,5% restantes ndo identificados. Dentre os compostos identificados 9 sao
majoritarios que correspondem a 61,11%.

Os componentes identificados no presente estudo, em ordem decrescente de
porcentagem foram, o B-cariofileno (15,9%), oxido de cariofileno (9,2%), a-humuleno
(8,1%), epi-y-eudesmol (7,5%), a-bisabolol (4,7%), copaeno (3,5%), nerolidol(3,3%),
a-Bisabolol oxide-B (2,5%), espatulenol (2,1%), B-elemeno (1,8%), cubenol (1,4%),
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y-elemeno (1,3%), farnesol (1,2%), ©-cadinenoe, y-muuroleno (1,1%) e
aromadendreno (1%), a-pineno (0,8%) e B-pineno (0,2%).

Na Tabela 2 e Figura 9 encontram-se respectivamente 0s componentes
guimicos gerais, com suas porcentagens em massa, € o cromatograma obtidos pela
andlise cromatografica CG-DIC do 6leo essencial das folhas de B. ungulata onde se

destacaram os sesquiterpenos.

Tabela 2 - Porcentagem dos constituintes identificados no O.E. de B. ungulata

Pico Constituinte ndice 18y 18y
kovats Area %

1 a-pineno 972 228798 0,8
2 B-pineno 996 53858 0,2
3 Copaeno 1370 999332 3,5
4 B-elemeno 1389 502121 1,8
5 B-cariofileno 1413 4531553 15,9
6 a-humuleno 1447 2302563 8,1
7 y-muuroleno 1480 305438 1,1
8 y-elemeno 1499 363997 1,3
9 o-cadineno 1510 302924 1,1
10 Cubenol 1522 388178 1,4
11 Espatulenol 1549 611896 2,1
12 oxido de cariofileno 1575 2611601 9,2
13 Nerolidol 1600 941423 3,3
14 Aromadendreno 1618 287445 1,0
15 a-Bisabolol oxide-B 1672 711066 2,5
16 a-bisabolol 1691 1333254 4.7
17 Farnesol 1713 327718 1,2
18 epi-y-eudesmol 1760 2122981 75

Outros 9548036 33,5

Identificados 18926146 66,5

Total 28474182 100,0
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Figura 10 - Cromatograma do O.E. essencial de B. ungulata
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Destacando-se entre os majoritarios o [B-cariofileno (15,9%), oxido de

cariofileno (9,2%), a-humuleno (8,1%), epi-y-eudesmol (7,5%), a-bisabolol (4,7%),
copaeno (3,5%), nerolidol (3,3%), a-Bisabolol oxide-B (2,5%), espatulenol (2,1%) e

B-elemeno (1,8%).

acompanhada pelo grafico da Figura 11.

A variagdo destes componentes majoritdrios pode ser

Figura 11 — Variacado dos componentes majoritarios do 6leo essencial de B. ungulata
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O espectro de massas do componente B-cariofileno, de maior porcentagem

encontra-se na Figura 12.

Figura 12 — Espectros de Massas do componente [-cariofileno
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Em Gramosa et al. (2009) foram identificados 13 compostos, representando
95,9% do teor do 6leo essencial de B. ungulata, sendo 0s componentes majoritarios,
espatulenol (47,7%), oxido de cariofileno (18,3%), humuleno epoxido Il (5,2%), B -
cariofileno (4,2%), a-humuleno (3,5%) e a-copaeno (2,9%).

Em Duob-Bartolomeu et al. (2014) foram identificados as substancias
germacreno-D, biciclogermacreno, [-elemeno, trans-cariofileno, a-humuleno,
espatulenol, trans-nerolidol, B- ionona e 3- elemeno.

Como podemos observar o 6leo essencial de B. ungulata coletada em Boa
Vista, Roraima na Regido Norte, diferencia quanto a quantidade de compostos
identificados, em porcentagem e composi¢do quimica com relacdo ao trabalho de
Gramosa et al. (2009), destacando-se principalmente os constituintes majoritarios,
isto deve-se ao fato de que a producéo e liberacdo de substancias volateis pelas
plantas podem ter relacdo com a interacdo entre elas e outros organismos, bem
como influéncia de fatores bidticos e abidticos, tais como clima, solo, regido e
horéario de coleta (SIMOES; SPITZER, 2004).

Observa-se assim que 0 espatulenol apresentou-se como 0 constituinte
majoritario para o 6leo essencial de B. ungulata nos estudos de Gramosa et al.
(2009), com um percentual de 47,7. Porém no presente estudo este composto
apresenta-se em menor quantidade (2,1%).

Neste estudo verificou-se também que o constituinte de maior percentual, foi
o p-cariofileno (15,9%), segundo Neto (2006) o [-cariofileno também foi o
constituinte majoritario com 25,65%, ao contrario de Gramosa et al. (2009), onde
este componente obteve uma porcentagem inferior com (4,2%).

O componente a-bisabolol com (4,7%) nao foi identificado nos trabalhos
acima citados e nem em outras regides para a espécie B. ungulata. Podendo Indicar
assim que possa ter ocorrido a formacédo de um novo quimiotipo para esta espécie
em Boa Vista, RR.

Esta diferenca deve-se ao fato de que a composicdo quimica de um dleo
essencial é determinada pela espécie vegetal que o produz e pela parte do vegetal
em que se encontra (folhas, cascas, sementes e raiz) e podendo variar
qualitativamente ou quantitativamente. Assim como a concentracdo de cada um dos
constituintes do Oleo essencial pode alterar durante seu desenvolvimento, por
exemplo, no coentro (Coriandrum sativum L.) o teor de linalol é de 50% maior nos

frutos secos do que nos verdes, na camomila (Matricaria recutita) quando colhida
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pela manhd apresenta maior teor em a-bisabolol (principio ativo com atividade anti-
inflamatéria), porem se colhida no final da tarde apresenta apenas vestigios
(COELHO; COSTA JUNIOR; DOMBROSKI, 2003). Assim como no trabalho de Neto
(2006) com esta mesma espécie B. ungulata, no horario de 9hs da manha, o isoleno,
a-humuleno, ledol e espatulenol, ndo possui nem vestigio, sendo que no periodo de
12hs possuem concentracdes de 1,02%, 0,81%, 0,78% e 2,10%, respectivamente.

A estrutura quimica dos compostos majoritarios para o 6leo essencial de B.
ungulata estdo apresentados na Figura 13, as moléculas foram construidas com

auxilio do Software Chemwin 5.0.1.

Figura 13 - Estruturas quimicas dos principais constituintes majoritarios identificados

por CG-EM e CG-DIC presentes no 6leo essencial de B. ungulata
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4.3 DETERMINACAO DA CITOTOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

ApoOs o periodo de 24 horas foi obtido a quantidade de nauplios mortos e

vivos tratados com o 6leo essencial de B. ungulata (Tabela 3).

Tabela 3 — NUmero de nauplios mortos com 6leo essencial de B. ungulata

Concentracéo do Oleo Essencial

1000 pg.mL™ 500 pg.mL™* 250 pg.mL™* 125 pg.mL™ C
V* M* *\/ *M *y *M Y oM
Ax 1 9 2 8 4 6 5 5 10 0
D 1 9 1 9 4 6 6 4 10 0
T* 1 9 2 8 5 5 7 3 10 0
X* 1 9 16667 83333 4,3333 56667 6 4 10 0

V*=\ivos; M*= mortos; A*=amostra; D*=duplicata; T*=triplicata; X*= média.

A Tabela 4 mostra a porcentagem de mortalidade obtida para o 6leo essencial

de B. ungulata.

Tabela 4 — Dados de atividade frente & Artemia salina para o Oleo essencial de B.
ungulata

Atividade para A. salina (%

Concentragdo de Mortalidade)
1000 pg.mL™ 90%
500 pg.mL™* 83%
250 pg.mL™* 57%
125 pg.mL™ 40%
Controle 0%

No tubo de ensaio do controle ndo houve mortalidade dos nauplios, ndo
sendo necessaria a aplicacdo da formula de Abbout para correcdo dos valores.
Obtidos os percentuais de mortalidade para a A. salina com auxilio do Software

Microsoft Excel 2010, foram plotados gréaficos e obtidas as regressdes lineares entre
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as concentracdes utilizadas com o Gleo essencial de B. ungulata e suas respectivas
atividades para A. salina.

As interpretacdes dos resultados de toxicidade foram realizadas levando em
conta 0 exposto pela literatura, onde pode-se classificar como altamente toxico os
valores de CLsp entre 0-500 pug.mL™; toxicidade moderada entre 500-1000 pg.mL™ e
baixa toxicidade ou atoxico os valores acima de 1000 pg.mL™* (MEYER et al., 1982;
LOPES et al.,, 2002; RODRIGUES et al., 2009). A Figura 14 apresenta a atividade
para o Oleo essencial.

Figura 14 — Curva da atividade frente & Artemia salina para o Gleo essencial de B.

ungulata
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Através da Equacéo 6 de regressao linear.

Equacao 6:
Y=A+BX

Calcula-se a CLsg. Considerando Y= 50, A=42,183 e B= 0,054, encontra-se o0
valor de X que é igual a 144,75 pg.mL™.



56

De acordo com Meyer et al. (1982), Lopes et al. (2002) e Rodrigues et al.
(2009) pode-se verificar que o0 Oleo essencial de B. ungulata apresentou letalidade
frente ao microcrustdceo. Sendo considerado uma amostra de alta toxicidade,
baseando-se no valor do CLsyencontrado que foi inferior a 500 pg.mL™.

De acordo com a literatura Amarante (2011), em uma analise geral, os
extratos de plantas e seus derivados que apresentam uma alta toxicidade contra a
A. salina séo indicativos de alto potencial para atividades bioldgicas. No extrato
etandlico de espécies deste género como B. forticata foi considerada atdxico
(FIGUEIRA; BRITO; SILVA, 2012) por outro lado a espécie B. variegata apresentou
atividade citotoxica frente a A. Salina (MARTINEZ, 2011) com estes dados reforca a
importancia do método, sendo muito Util a utilizacdo deste bioensaio, quando se

pretende desenvolver estudos biologicos.

4.4 RESULTADOS DO TESTE DE INIBICAO DA ENZIMA
ACETILCOLINESTERASE

Os resultados foram obtidos conforme a leitura da placa de Elisa mostrada na
Figura 15.

Figura 15 - Placa de Elisa contendo 0leo essencial de B. ungulata

b

| Oleo de B.ungulata. | |

A Tabela 5 apresenta os valores de inibicdo obtidos para o Oleo de B.

ungulata.
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Tabela 5 - Resultados de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (Alzheimer) para o

Oleo essencial de B. ungulata e seus respectivos desvios padrao

Amostra % de Inibigdo
B. ungulata 95,96 + 0,62
Eserina 91,93 +1,30
Galantamina 94,36 £ 1,14

O dleo essencial de B. ungulata apresentou um bom potencial de inibicéo,
correspondendo a 95,96%, superior aos padrdes utilizados eserina e galatamina que
apresentaram inibicdo de 91,93% e 94,36%, respectivamente.

Segundo o trabalho de Santos et al. (2011), com espécies de Bauhinia
realizado em Minas gerais a espécie B. ungulata apresentou um indice de retencéo
da enzima acetilcolinesterase de 0,46, no extrato das flores, assim como B.
variegata e B. candida apresentaram indices de retencdo de 0,31 cada, no entanto,
0 extrato das folhas ndo teve inibicdo. O método utlizado foi o de TLC
(cromatografia em camada fina). A espécie em estudo obteve um resultado superior
com 95,6% de inibicdo, este fato pode estar relacionado aos componentes volateis
a-bisabolol e B-cariofileno presentes nesta espécie, ja que estas substancias estédo
relacionadas com a inibicdo da AChE em doencas neurodegenerativas como a DA
(FERREIRA, 2014, NURULAIN, 2015), mostrando assim que a espécie B. ungulata
pode conter um principio ativo que possa contribuir contra essa doenca de

Alhzeimer.

4.5 BIOENSAIOS in vitro de BACTERIAS e FUNGOS

Os resultados das inibicbes para os microrganismos estao apresentados na
Tabela 6, os microrganismos aqui estudados foram, as bactérias Gram positivas
Bacilus cereus (BC) e Stafylococcus aureus (ST) e Gram negativas Salmonella
thyfimurium (ST) e Citrobacter freundii (CF), o fungo (levedura) foi a Candida

albicans (CA) que séo patogénicos aos seres humanos.



Tabela 6 — Inibicdo do O.E. de B. ungulata nos microrganismos testados

Candida albicans % de inibicdo do crescimento
01 (250 pg/mL) 80,1343
02 (125 pg/mL) 84,7649
03 (62,5 ug/mL) 85,4366
04 (31,25 pg/mL) 56,9459
05 (15,62 pg/mL) 57,2994
06 (7,81 pg/mL) 29,0209
07 (3,90 pg/mL) 26,9000
08 (1,95 pg/mL) 27,1828
Bacillus cereus % de inibicdo do crescimento
01 (250 ug/mL) 65,5548
02 (125 pg/mL) 51,6757
03 (62,5 pg/mL) 46,8181
04 (31,25 pg/mlL) 46,2503
05 (15,62 pg/mL) 34,7370
06 (7,81 pg/mL) 25,0217
07 (3,90 pg/mL) 15,7164
08 (1,95 pg/mL) 19,4070
Staphylococcus aureus % de inibigcdo do crescimento
01 (250 ug/mL) 66,4138
02 (125 ug/mL) 65,0842
03 (62,5 pg/mL) 66,4138
04 (31,25 pg/mlL) 64,7084
05 (15,62 pg/mL) 58,8410
06 (7,81 ug/mL) 58,6964
07 (3,90 pg/mL) 59,5636
08 (1,95 pg/mL) 54,1585
Salmonella typhimurium % de inibicdo do crescimento
01 (250 ug/mL) 68,7884
02 (125 pg/mL) 67,3210
03 (62,5 pg/mL) 52,4886
04 (31,25 pg/mlL) 58,8340
05 (15,62 ug/mL) 55,0268
06 (7,81 pg/mL) 52,9645
07 (3,90 pg/mL) 52,7266
08 (1,95 pg/mL) 36,5060
Citrobacter freundii % de inibicdo do crescimento
01 (250 pg/ml) 46,1639
02 (125 pg/mL) 45,7653
03 (62,5 pg/mL) 41,6571
04 (31,25 pg/mL) 41,4118
05 (15,62 pg/mL) 22,3116
06 (7,81 pg/mL) 24,6417
07 (3,90 pg/mL) 12,1944

08 (1,95 pg/ml) 15,6894
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Com os valores percentuais das inibicdes do 6leo essencial de B. ungulata
para 0s microrganismos testados, foram plotados graficos com o auxilio do software

origin 8.0, como se pode observar na Figura 16, 17,18 e 19 e por meio da Equacéao
7, foi realizado o calculo da Concentracao Inibitéria 50% (ICsp).

Equacao 7:

Y = A2 + (A1-A2) / (1 + (x/x0) *p).

Figura 16 - Curva da atividade frente a Candida albicans para o 6leo essencial de B.
ungulata
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Figura 17 - Curva da atividade frente & Bacillus cereus para o Oleo essencial de B.
ungulata
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Figura 18 - Curva da atividade frente a Staphylococcus aureus para o 6leo essencial
de B. ungulata
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Figura 19 - Curva da atividade frente & salmonela typhimurium para o éleo essencial
de B. ungulata
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Ao analisar os valores percentuais de inibicdo e ICso, pode-se verificar que
para C. albicans inibiu o microrganismo até a concentracdo de 15,62 ug.mL* do éleo
essencial, considerando inibicdes superiores a 50%, esse valor esta de acordo com
0 ICso, pois 0 mesmo é de 16,4 pg.mL™>. Vale ressaltar que as trés maiores
concentracdes foram as que obtiveram maiores inibi¢cdes variando entre 80 a 85%.

Para B. cereus verificou-se que para esse microrganismo foi possivel inibir até
a concentracdo de 125 pg.mL?, considerando inibicbes superiores a 50%.

Confirmado pelo valor de ICsy igual a 69,9 pg.mL™. As demais concentracées
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mesmo nao apresentando inibicdes superiores a 50% podem ser consideradas bem
eficazes, tratando-se de uma material vegetal bruto.

O dleo essencial inibiu 0 S. aureus em todas as oito concentracdes testadas,
considerando inibicdes superiores a 50% e apresentou um ICsg < 1,95 pg.mL?,
confirmando a eficiéncia em inibir esse microrganismo.

A S. typhimurium foi inibida até a concentracdo de 3,90 ug.mL™, considerando
inibicdes superiores a 50%, esse dado representa 0 grande potencial em inibir o
microrganismo, visto que nesta concentracdo foi utilizada uma quantidade minima
de bleo essencial e 0 ICso= 6,3 pg.mL ™ confirma esse dado.

Para a bactéria C. freundii, ndo foi verificada uma inibicdo eficiente
considerando inibicbes superiores a 50%, porém apresentou inibicbes proximas a
50% até a concentracdo de 31,25 pug.mL™. O ICso ndo foi calculado, pois néo
apresentou inibicdo superior a 50%.

Dados da literatura indicam que espécies deste género Bauhina
demonstraram também acdo muscolicida (SINGH; SINGH, 2012), larvicida contra o
mosquito Aedes aegypti (GOIS et al., 2011), antiviral, contra o Arbovirus mayaro
MAYV (SANTOS et al, 2014), efeitos antioxidantes (SANTOS et al., 2014,
GRAMOSA et al, 2009; PAULA et al, 2014) , inibicdo da acetilcolinesterase
(SANTOS et al., 2011), acao antibacteriana (CECHINEL FILHO, 2000, 2009), anti-
helmintica, em B. variegata contra Ferentima posthuma e Ascaridia galli (BAIRAGI;
ABIHUEET; KNIMASE, 2012) e atividade antitumoral testadas em ratos
(RAJKAPOOR; JAIAKAK; MURUGESH, 2003).

Os percentuais de inibicdo apresentados para 0s microrganismos foram
satisfatorios para a maioria dos testes desenvolvidos, para a espécie em estudo.
Sabe-se que foi utilizado o 6éleo essencial puro, sem isolamento de substancias e de
acordo com Andrade et al. (2011), o isolamento de substancias puras, identificacédo
e andlise de atividades biolégicas compdem aspectos fundamentais na busca de

farmacos de origem vegetal. Sendo estes proximos passos a serem desenvolvidos.

4.6 ANALISE DE METAIS POR ICPOES NO OLEO ESSENCIAL DE B. ungulata

Por meio da andlise qualitativa foi possivel identificar os elementos tracos

com concentragao inferior a 1 ppm, sendo estes Ag, Al, B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K,
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Li, Mg, Mn, Ni, Pb, Sr, Zn e entre 1 e 100 ppm os elementos Ca, Na, P, S e acima de
100 ppm o elemento silicio (Si).

Com a andlise quantitativa foi possivel obter as concentracdes para cada
elemento que apresentaram-se acima de lppm e estes teores encontram-se na
Tabela 7.

Tabela 7 — Teores dos minerais com concentracdo acima de 1 ppm

Resultado 1 Resultado 2 Média
Elemento

(Ppm) (Ppm) (ppm) =S
Ca 10,02 7,50 8,77 + 2,96
Si 113,22 185,21 149,22 + 12,2
Na 25,15 26,01 25,58 + 5,05
P 11,35 10,76 11,06 + 3,32
S 30,67 30,27 30,47 £ 5,51

Analisando a Tabela 7 o elemento silicio foi o metal que apresentou maior
concentracdo, sendo esta de 149,22 ppm, seguido do enxofre de 30,47 ppm. O

elemento com menor teor foi o célcio com 8,77 ppm.

De acordo com a literatura o silicio (Si) aumenta a tolerancia ao excesso de
estresse sofrido pelas plantas, e é capaz de formar barreiras contra infeccdes
fangicas, aumenta a resisténcia dos tecidos e estimula o crescimento da planta
(CASTRO; KLUGE; PERES, 2005, TAlZ; ZAGER, 2010).

Em espécies do género Bauhinia como a B. forticata concentra¢ges de Fe, K,
Zn e Cu foram gquantificados sendo os niveis maiores de Zn. N&o foi detectado a
presenca dos metais como o Pb, Cr e Ni (FRANCO et al., 2011), que sé&o
considerados metais pesados (BAIRD, 2002), diferente do presente trabalho em que
esses elementos estdo presentes com teores menores que 1 ppm, no entanto esta
quantidade ndo € considerada tdxica. A concentracdo de metais pesados menor que

1ppm em B. ungulata pode esté relacionada a presenca do elemento silicio que
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possui a capacidade de diminuir a toxidade de muitos metais pesados (CASTRO;
KLUGE; PERES, 2005, TAIZ; ZAGER, 2010).

Ja no trabalho de Silva (1992), em Carajas no Para foi encontrado teores de
ferro em folhas de B. pulchella considerado alto e toxico de 3500 ppm, no entanto no
presente estudo este metal encontra-se abaixo de 1 ppm. Esta diferenca pode estar
relacionada ao fato de que a disponibilidade de metais nas plantas depende de
varios fatores que regulam a passagem desses elementos da fase solida para a
liquida, dentre eles sdo o pH, arejamento, matéria organica, temperatura e a
presenca de outros elementos, bem como o ambiente em que a planta se encontra
(CASTRO; KLUGE; PERES, 2005).
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5 CONCLUSAO

O O6leo essencial de B. ungulata no municipio de Boa Vista, Roraima,
apresentou rendimento superior aos encontrados na literatura, com uma coloragéo
amarela clara. Com os estudos realizados esse fato provavelmente possa ser
explicado pela influéncia dos fatores da sazonalidade, que indicam que o clima,
indice pluviométrico, exposicdo ao sol e solo interferem diretamente no rendimento e
composicdo quimica do 6leo.

Pelas técnicas de cromatografia gasosa CG-EM e CG-DIC, foi realizada a
qualificacdo e quantificacdo dos constituintes volateis do 6leo essencial e foram
identificados 18 constituintes, a maioria pertencente a classe dos sesquiterpenos,
sendo 0s majoritarios o p-cariofileno (15,9%), oxido de cariofileno (9,2%), a-
humuleno (8,1%), epi-y-eudesmol (7,5%), a-bisabolol (4,7%), copaeno (3,5%),
nerolidol (3,3%), a-Bisabolol oxide-B (2,5%) e espatulenol (2,1%). Vale ressaltar que
a espécie em Roraima apresentou o constituinte a-bisabolol, que ainda ndo havia
sido identificado para a espécie supracitada.

Apresentou alta toxicidade frente a A. salina, indicando que possui
promissores dados para producdo de antimicrobianos de importancia para a area
farmacéutica.

Com relacdo a inibicdo para acetilcolinesterase, verificou-se um elevado grau
de inibicdo, que foram superiores aos padrdes utilizados no experimento.

Nos Bioensaios, 0 Oleo apresentou boas atividades inibindo a maioria dos
microrganismos com valores superiores a 50%, sendo estas para Candida albicans
com 85%, Bacillus cereus com 65,5% e Staphylococcus aureus, 66,4% e Salmonella
typhimurium 68,7%. O Citrobacter freundii ndo apresentou inibicdo eficiente, porém
apresentou 46,1% de inibicéo.

Na andlise qualitativa de metais foram identificados elementos tragcos com
concentracao inferior a 1ppm, sendo estes Ag, Al, B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li,
Mg, Mn, Ni, Pb, Sr, Zn e entre 1 e 100 ppm, os elementos Ca, Na, P, S e acima de
100 ppm o elemento silicio (Si). Dentre os elementos acima citados foi determinada
a concentracdo em ppm para os elementos, Ca com 8,77 ppm, P com 11,06, Na
com 25,58 ppm e S com 30,47, sendo o de maior teor 0 Si com 149,2 ppm elemento

este muito importante para o desenvolvimento da planta. Os resultados quantitativos
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desses metais mostram que no Oleo essencial de B. ungulata o teor de metais
considerados toxicos esta no limite permitido.

Diante dos resultados dos bioensaios preliminares o 6leo essencial das folhas
de B. ungulata que apresentou toxicidade ativa e inibicbes para 0s microrganismos
estudados in vitro. Esses dados incentivam novas pesquisas para o isolamento de
substancia desta espécie na busca de alternativas terapéuticas que possam servir

para novas fontes de farmacos a partir de plantas medicinais no Brasil.
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