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RESUMO

Introducao: o uso de plantas para fins medicinais vem crescendo a cada dia. A
partir de métodos extrativos, podem-se obter extratos com diferentes atividades
terapéuticas, dentre elas acdo antifingica, anticolinesterasica, antitussigena e
antibacteriana, esta dltima, por sua vez, de grande importéancia comercial em vista
do crescimento gradativo de casos de infec¢bes por bactérias resistentes aos
tratamentos convencionais.

Objetivos: caracterizar quimicamente os extratos foliares de B. anisandra, uma
vez que nao ha relatos sobre a mesma na literatura e verificar as atividades
anticolinesterasica e antibacteriana destes frente as bactérias patogénicas.
Métodos: os extratos obtidos a partir de hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol tiveram as classes fitoquimicas presentes identificadas através de métodos
de identificacdo classica, testados frente a bactérias patogénicas Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Shigella
flexneri, Pseudomonas aeruginosa e avaliados quanto a capacidade de degradacéo
da enzima acetilcolinesterase.

Resultados: os resultados encontrados revelaram a diversificagdo quimica
encontrada em B. anisandra e o potencial farmacotecnolégico de seus extratos,
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especialmente em relacdo a alcaldides presentes e a sua atividade
anticolinesterésica.

Concluséo: conclui-se que os extratos de B. anisandra podem ser utilizados para
fins farmacotecnoldgico e que necessita-se de mais estudos fitoquimicos em relacgéo
a esta espécie.

Palavras-chave: atividade biolégica, Banisteriopsis anisandra, prospeccao
quimica.

RESUMEN

Introduccioén: el uso de plantas con fines medicinales esta creciendo cada dia. De
los métodos de extraccion, se pueden obtener extractos con diferentes actividades
terapéuticas, entre ellas, antifungicas, anticolinesterasa, antitusivas y
antibacterianas; esta uUltima, a su vez, de gran importancia comercial en vista al
aumento gradual de los casos de infecciones por bacterias resistentes a los
tratamientos convencionales.

Objetivos: caracterizar quimicamente los extractos de hojas de B. anisandra,
porque no hay reportes en la literatura y verificar las actividades de la
acetilcolinesterasa y la actividad antibacteriana frente a bacterias patégenas.
Métodos: los extractos obtenidos a partir de la particiéon con hexano, cloroformo,
acetato de etilo y metanol fueron identificados y las clases de fitoquimicos
presentes en los extractos mediante métodos de identificacion clasica, los cuales
fueron probados contra bacterias patégenas de Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri,
Pseudomonas aeruginosa, y evaluados por la capacidad de degradacion de la
enzima acetilcolinesterasa.

Resultados: se mostro la diversidad quimica encontrada en B. anisandra y el
potencial farmacotecnolégico, especialmente en relacién con los alcaloides
encontrados y su actividad anticolinesterasa.

Conclusiones: los exctratos de B. anisandra se pueden utilizar para fines
farmacotecnolégicos y se necesitan mas estudios fitoquimicos en relacién con esta
especie.

Palabras clave: actividad biolégica, Banisteriopsis anisandra, prospeccion quimica.

INTRODUCAO

O uso de plantas que possuam em sua constituicdo quimica substancias com
atividades terapéuticas é tdo antigo quanto a propria humanidade, sendo, em
muitas culturas, considerada como manifestacéo divina.' O Brasil por sua vez
possui a maior biodiversidade do planeta, tendo, em seu territério, um ndmero
grande de espécies que ja apresentam usos medicinais pela populacao local. Desta
populacdo, 80 % fazem uso de 37 % dos medicamentos disponiveis, enquanto o
restante utiliza medicamentos de origem vegetal ou fitoterapicos.?™* A utilizacdo de
plantas superiores como fonte de principios bioativos com atividade antibacteriana,
antifungica, anticolinesterasica, imunomoduladoras, antineoplasicas, antivirais e
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outras ainda € pouco explorada, uma vez que, de 250-500 000 espécies de plantas
encontradas no mundo, apenas uma pequena fracao teve seu estudo fitoquimico
realizado.>®

Banisteriopsis anisandra A. Juss. € uma liana pertencente a familia Malpighiaceae,
possui ampla distribuicdo pantropical sendo encontrada em todo Cerrado,
principalmente em bordas de mata de galeria, fragmentos e corredores florestais.’

E reconhecida a utilizacdo de suas folhas na medicina popular como apresentando
atividade antifungica.®

O género Banisteriopsis possui 66 espécies, e € um dos géneros com maior nidmero
de espécies em Malpighiaceae. Destas, muitas apresentam atividades bioldgicas de
grande importancia. B. caapi, uma espécie encontrada principalmente na América
do Sul, apresenta em sua composicao os alcaldides inddlicos 2-carbonilicos harmina
e harmalina, usados na preparacao da bebida alucinégena conhecida como
ayahuasca.®'® O extrato de B. viriabilis apresentou atividade antiviral tanto para o
BHV-1 como para o SHV-1 ambos virus com envoltério de DNA, porém também
apresentou atividade antiviral para o retrovirus aviario.™*

O presente trabalho teve como objetivos a caracterizacdo fitoquimica dos extratos
foliares de B. anisandra, uma vez que ndo ha relatos sobre a mesma na literatura e
verificar as atividades anticolinesterasica e antibacteriana destes frente as bactérias
patogénicas: Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Bacillus cereus,
Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri e Pseudomonas aeruginosa.

METODOS
Coleta do material vegetal e preparacao dos extratos

A espécie vegetal em estudo foi coletada na Reserva Biolégica Unilavras Boqueirdo,
localizada no municipio de Ingai, Minas Gerais em fevereiro de 2009. Foram
seccionadas folhas saudaveis de B. anisandra sendo estas acondicionadas em
recipientes proprios e encaminhadas para o Laboratério Multidisciplinar de Ciéncias
Bioldgicas do Centro Universitario de Lavras para a secagem e elaboracao do
experimento. A espécie foi identificada pelo Botanico Flavio José Soares Junior
sendo que sua exsicata esta acondicionada no Herbario Luna do Centro
Universitario de Lavras catalogada pelo niumero de registro 2397.

As folhas foram secas e estabilizadas em estufa de ar circulante (Olidef cz) a uma
temperatura de 40 °C (quantidade inicial= 555,03 g; quantidade final= 258,18 g)
por um periodo de 10 dias sendo posteriormente trituradas em moinho de quatro
laminas (quantidade final= 253,25 g). O material obtido foi extraido através de
maceracao utilizando os solventes Hexano (Synth), Cloroférmio (Vetec), Acetato de
Etila (AcOEt) (Vetec) e Metanol (MeOH) (Vetec) por um periodo de 7 dias cada,
com agitacédo ocasional passando em seguida por um processo de filtracdo e
concentracéo do filtrado em evaporador rotativo MA-120 (Marconi) obtendo-se
assim os extratos hexanico (5,1105 g), cloroférmio (1,7100 g), acetato de etila
(1,5274 g) e metandlico (28,5075 g). O extrato hexanico foi posteriormente
ressuspendido em Eter Etilico (Lafan), filtrado e concentrado, onde a partir deste
obteve-se a substancia Isol (27,6 mg).

Solucgdes dos extratos brutos foram solubilizadas em 4:4:2 DMSO:H20:Acetona
(Sigma/Vetec) na concentracdo de 1 mg/mL para testes antibacterianos através da
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técnica de disco, em cloroférmio para a avaliacdo anticolinesterasica e em etanol
para a caracterizacao fitoquimica.

Caracterizacao fitoquimica

A caracterizacao fitoquimica se deu através de reacdes de coloracao e precipitacao
descrita por Simdes e colaboradores'? utilizando reagentes especificos para cada
classe analisada, sendo elas alcaléides,® antraquinonas, flavonéides, saponinas e
taninos.**1®

Atividade antibacteriana

Para a realizacdo da atividade antibacteriana, utilizou-se o método de difusao em
disco, seguindo uma metodologia padronizada recomendada pelo NCCLS descrita
originalmente por Bauer et al.'’ Cepas padréo de Staphylococcus aureus ATCC
6538, Streptococcus mutans ATCC 21135, Bacillus cereus ATCC 11778,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri
foram incubadas em meio liquido BHI (Brain Heart Infusion) overnight a 37 °C para
ativacdo das mesmas. A padronizacao do indculo teve sua reprodutividade
assegurada através da comparacdo com a escala nefelométrica de 0,5 de McFarland
segundo Bier,*® o que equivale a um inéculo de 1,5 x 108 UFC. Para este fim,
adicionou-se 0,5 mL de cloreto de bario a 1% em 99,5 mL de acido sulfdrico a 1 %.
A densidade do in6culo foi determinada por comparacdo em espectrofotometria a
um comprimento de onda de 530 nm a uma transmitancia de 88%.°

Aliquotas de 100 L aproximadamente destas suspensdes foram transferidas com o
auxilio de swab para placas de petri contendo 15 mL do meio de cultura Miller-
Hiinton, com uma espessura aproximada de 4 mm.?° Foram adicionados discos de
papel filtro de 6 mm de diamétro contendo 50 pL de solucdo de cada extrato a uma
concentracdo de 1mg/mL solubilizadas em 4:4:2 DMSO:H20:Acetona. Como
padrao positivo utilizou-se Penicilina G 10 U e, como padrao negativo, o proprio
solvente. As placas foram adicionadas em estufa a 37° C por 24 horas. Os testes
foram feitos com 4 repeti¢cdes avaliando-se o diametro dos halos de inibicao
formados.

Acdo anticolinesterasica

A avaliacdo da acao anticolinesterasica dos extratos de B. anisandra foi realizada
seguindo a metodologia qualitativa em cromatografia em camada delgada (TLC)
descrita por Rhee et al,?* onde as mostras de cada extrato bruto foram
solubilizadas em CHCI3 a uma concentracdo de 1 pg/mL, sendo 5 pL destas
aplicadas em placas cromatograficas de silica alumina 60 F254, 0,2 mm. Borrifou-
se sobre esta uma solugdo 1 mM de acido 5,5'-ditiobis-[2-nitrobenzdico] (reagente
de Ellman ou DTNB) e 1mM de uma solucéo de iodeto de acetilcolina (ACTI).
Posteriormente, borrifou-se a enzima acetilcolinesterase (AChE) 3 U/mL sendo esta
solubilizada em 50 mM de Tris/HCI pH 8 contendo 0,1 % de albumina sérica bovina
(BSA) fracdo V. A acéo anticolinesterasica foi avaliada pelo aparecimento de halos
brancos 10 min ap6s a adi¢cdo da enzima, evidenciando a inibigdo desta e
persistindo por 20-30 min.

63
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2011:16(1)60-71

RESULTADOS

A caracterizacao fitoquimica foi realizada ressuspendendo-se os extratos brutos em
solucBes etandlicas. Alcal6ides foram determinados através de precipitacdo com os
Reativos de Mayer (iodo-mercurato de potassio-K2(Hgl4)), Hager (acido picrico
concentrado), Dragendorff (iodo-bismutato de potassio-K(Bil4)) e Bouchardat
(iodo-iodato de potassio) sendo encontrados resultados positivos para a presenca
destes em todos os extratos. O extrato hexanico apresentou maior confiabilidade
dos resultados, uma vez que este obteve resultados positivos para todos os
reativos de precipitacdo. Posteriormente, este foi ressuspenso em éter etilico
resultando no isolamento do alcaléide Isol, este também sendo caracterizado
através dos mesmos reativos e por TLC utilizando vanilina como revelador. Para a
presenca de antraquinonas, utilizou-se a Reacdo de Borntréger a partir de NH40H
para a caracterizagdo dos fenatos de amoénio. Apenas o extrato metandlico
apresentou resultados positivos para este.

Os flavondides foram caracterizados através do teste da cianidina ou Shinoda
utilizando HCI concentrado e magnésio em poé caracterizando os nucleos a-
benzopirona sendo encontrados resultados positivos nos extratos Hexanico, AcOEt e
MeOH. .A indicacdo de presenca de saponinas foi realizada através da agitacao de
uma aliquota dos extratos com agua em tubos de ensaio em vortex, o resultado
positivo é indicado pela formagdo de uma espuma persistente, porém esta nao foi
evidenciada em nenhum dos extratos.

A presenca de taninos foi verificada utilizando reac¢des tradicionais de precipitacao
com proteinas (gelatina), alcaldides (sulfato de quinina) e sais de metais pesados
(cloreto férrico, acetato neutro de chumbo e acetato de cobre). Todos os extratos
apresentaram presenca de taninos em sua composi¢ao. A distingdo entre taninos
pirogalicos e catéquicos foi realizada através da Reacdo de Stiasny. Taninos
pirogalicos foram encontrados nos extratos mais polares AcOEt e MeOH e
catéquicos foram caracterizados principalmente nos extratos apolares em hexano e
cloroférmio, porém encontrado também no extrato MeOH. O Isolado 1 (Isol) foi
submetido a identificacao fitoquimica através das técnicas descritas por Simdes et
al,12 sendo caracterizado como um alcaléide. Os resultados sdo encontrados
descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Classes fitoquimicas encontradas nos extratos de Eanisteriopsis anisandra
nos diferentes metodos de identificagdo estabelecidos

Classe . ?EHt.r'EItEIS

Hexdnica | Isol | Clorofdrmio | AcOEt | MeOH
alcaldide {RM) +4 ++ - - -
alcaldide (RO +++ +++ +++ +++ +++
alcaldide (RB) +4 ++ - - -
alcaldide (RH) ++ ++ - - -
Flavondides + - - ++ ++
Taninos (&) - - - + +
Taninos (B} ++ - + T4 +++
Taninas {C} + - - - -
Taninos (D) + - - - -
Taninas {E) + - - - +
Taninos (F) - - - ++ Ft4+
Taninos {G) ++ - - - +++
antraguinonas - - - - +
Saponinas - - - - -

+: positivo; - negativo, reativos: (RM) Mayer, (RD) Dragendorff, (FB) Bouchardat, (RH) Hager,
(4] FeCly 2%, (B) Pb (CHgCOO)o 10%, (C) sulfato de quining 1%, (D) gelatina 2,5%, (E) Cu (CHgZO0) 4,

(F) tanino pirogalico MaCH5COO0 1% (G) tanino catéquico formaldeido + HC| concentrada,

A partir dos resultados obtidos para a avaliacdo da atividade antibacteriana frente a S.
mutans, S. aureus, P. aeruginosa, S. flexneri, K. pneumoniae e B. cereus, observou-se que
0s extratos a uma concentracao de 1 mg/mL ndo promoveram a formacdo de halos de
inibicdo com valores significativos quando comparados com os controles, sendo avaliados
pelo teste de Tukey em um nivel de significancia de 5 %. Os resultados para inibicdo podem
ser observados pela tabela 2.
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Tabela 2. Diametros medios de inibigao do crescimento das espeécies de bactérias frente a diferentes fragdes

Substdncias

Controle
negativo

Izol
Hexdnico
Clorofarmio
AcOEt

MeOH

Controle
positiva

Staphwlocoocus

=T =T
0,000x0,00
al
O,000£0,00
al
0,000x0,00
al
0,000x0,00
al
2,000£1,63
al
3,500x1,00
bl
24,000x1,15
bl

Streptococcus

mtans
0,000x0,00
az
0,000+0,00
az
0,000+x0,00
az
0,500+1,00
az
1,750x0,50
az
2,000x2,30
az
§,000x1,563
az

Bactérias
Bacifius Klabsiolls
CEreLS pneumonias
0,000x0,00 0,000x0,00
aid a4
0,000+0,00 0,000+0,00
a3 as
0,000x0,00 0,000x0,00
a3 as
0,000x0,00 0,000x0,00
aid a4
0,000+0,00 0,000+0,00
a3 as
0,000x0,00 0,000x0,00
a3 as
11,333x2,30 13,666x4,04
b3 b

Shigelia
flaw ner!
0,000x0,00
ahk
0,000+0,00
ak
0,000x0,00
ak
0,000x0,00
ahk
0,000+0,00
ak
0,000x0,00
ak
15,333+£0,57
b&

Psaludormnonas

Feruginosa
0,000£0,00
a6
1,000+ 1,00
ab
0,666+1,15
a6
1,000+£1,52
a6
0,000+0,00
ab
0,000+0,00
a6
1,666+0,57
a6

Ohs: Médias seguidas por letras diferentes erm uma mesma linha indica resultados significativos (o= 0,05) pelo teste de Tukey.

A tabela 3 elucida a relagdo existente entre os extratos obtidos e a avaliacdo da atividade

anticolinesterasica dos mesmos. A enzima acetilcolinesterase hidrolisa o substrato de acetilcolina
gerando como produto a tiocolina que apds reagir com o acido 5,5'-ditiobis-[2-nitrobenzdico] produz o
2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e o 5-tio-2-nitrobenzoato gerando uma coloracdo amarela. A
formacao de halos brancos indica inativacdo da enzima acetilcolinesterase pelo extrato de B. anisandra
nao gerando os produtos de degradacdo da mesma. Essa atividade foi apenas evidenciada em Isol e
no extrato MeOH.

Tabela 3. Inibigdo da enzima acetilcolinesterase por estratos brutos
de Banisteriopsis anisandra em cromatografia de camada delgada {CCD)

Extrato Inibigdo da Enzima
Hexdnico -
I=o1 +

Clorafarmio -
AcOEL -
el H +

+: inibicdo, - nao inibicao,
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DISCUSSAO

Os alcal6ides sao um grupo de substancias quimicas semelhantes a outras aminas,
podendo formar sais complexos com compostos de mercurio, ouro, platina e outros
sais. Devido a sua alta heterogeneidade quimica, estes ndo podem usualmente ser
identificados por apenas um critério cromatografico, portanto, a necessidade do uso
de varios reativos de precipitacao para determinar a presenca destes. A formacgao
de sais quartenarios identificando seu ndcleo com um nitrogénio em estado de
oxidacao negativa é a base para a precipitacdo deste grupo de substancias. Podem
ser encontrados resultados falso positivos para a presenca destes em extratos que
contenham proteinas, purinas, betainas, alga-pironas, hidroxi-fenois e lignanas.*?

Este grupo representa um vasto grupo de substancias naturais descritas, podendo
chegar a cerca de 20 % destas. E vastamente encontrada em todas as plantas,
desde os grupos mais basais como bribéfitas e pteridéfitas até as Angiospermas.
Neste ultimo podem ser encontradas em todos os 6rgaos da planta, atuando
principalmente como protecao frente a herbivoros, insetos, microrganismos e virus.
Alcaldides farmacologicamente ativos sdo encontrados em diversas plantas, como
ajmalicina (antidiurética), atropina (antiespasmaodico e midriatico), iombina
(hipotensiva), codeina (antitussigena), morfina (analgésico), nicotina (inseticida),
pilocarpina (parasimpaticomemeético), sanguinarina (inibidor plaquetario),
escapolamina (sedativo), tubocurarina (miorelaxante), vincristina e vimblastina
(antitumorais).?*?* Em Malpighiaceae, o género Banisteriopsis é conhecido pela
diversidade de alcaldides psicoativos, como os alcaldides inddlicos pB-carbonilicos
harmina e harmalina encontradas em B. caapi sendo este ultimo utilizado em rituais
religiosos juntamente com folhas de Psycotria viridis que possui em sua
constituicdo quimica triptaminas, juntamente com estes alcaldides resultam em um
potente alucinégeno usados em cultos no Brasil, Bolivia, Equador e Peru.%°
Compostos contendo nitrogénio, € uma das caracteristicas marcantes da familia
Malpighiaceae.?® A atividade biol6gica deste grupo esta diretamente relacionada
com a variedade estrutural encontrada nestes. A partir disto, sdo caracterizados em
grupos: alcal6ides ndo heterociclicos, pirrdlicos, pirrolidinicos, piridinicos,
piperidinicos, tropanicos, pirrolizidinicos, quinolizidinicos, quinoleinicos,
isoquinoleinicos, fenantrénicos, inddlicos e glioxalinicos, cada qual com suas
caracteristicas estruturais e bioatividades.*?

Outros grupos de substancias com iniumeras atividades biolégicas sao flavondides e
saponinas. Estes apresentam desde acdo antioxidante, antineoplasica e anti-
inflamatoéria a acdo hemolitica e antivirais.**?® A familia Malpighiaceae é conhecida
também por serem grandes fontes de taninos, o que corrobora o fato dos
resultados encontrados.?’ A utilizacdo de proteinas para esta caracterizacdo se da a
partir da capacidade de formacao de liga¢cbes de hidrogénio entre as hidroxilas
fendlicas dos taninos e os grupamentos amida das proteinas. Também ocorre a
formacao de ligacdes hidrofébicas entre as cadeias alifaticas ou aromaéaticas das
proteinas e nicleo aromatico dos taninos, assim causando a complexacédo.?®

A familia Malpighiaceae é conhecida como fonte promiscua de compostos com
atividade antimicrobiana,27 sendo comumente relacionada com terpendides e 6leos
essenciais,?® alcaléides,®® substancias fendlicas, polifenois e quinonas, flavonoides,
flavonéis e flavonas,®' cumarinas® e taninos.®*® O uso de extratos vegetais para fins
antimicrobianos é relatado em muitas espécies como Ipomoea cairica,?* Baccharis
uncinella e B. dracunculifolia.? Folhas de Juniperus oxycedrus também mostraram
atividade antibacteriana frente a grande niumero de bactérias.*®
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Algumas classes fitoquimicas podem levar a formacgéo de falsos positivos quanto a
degradacéo da enzima acetilcolinesterase, como a presenca de taninos e compostos
fendlicos, por promoverem a desnaturacdo da enzima e sua inativacdo.?®

O uso de plantas para curar males € uma alternativa terapéutica para os mais
diversos problemas, inclusive aquelas infecciosas, como as causadas por S. mutans,
S. aureus, Salmonella thyphymurium, Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginos,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Bacillus cereus.®*®
Com crescente aumento de infec¢gBes € necessario encontrar meios alternativos
para o combate destas, e o uso das plantas medicinais se torna de suma
importancia.®’

De acordo com os resultados obtidos para a avaliacdo da atividade antibacteriana
dos extratos de B. anisandra frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans, Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginos, Klebsiella pneumoniae e Bacillus
cereus pode-se concluir que a uma concentracédo de 1 mg/mL os extratos ndo
obtiveram a capacidade de impedir significamente o crescimento microbiano, sendo
que os extratos vindos da extracdo com Acetato de Etila e Metanol foram os que
tiveram melhor atividade antibacteriana frente a S. aureus e S. mutans, enquanto
Isol e os extratos Hexanico e Cloroférmio apresentaram uma melhor atividade
frente a P. aeruginosa, porém nao foram resultados eficientes para a inibicdo do
crescimento bacteriano. Isol e o extrato MeOH apresentaram resultados positivos
para acdo anticolinesterasica. Testes fitoquimicos demonstram que B. anisandra é
uma planta com alta diversidade quimica sendo encontrados alcaldides, taninos
pirogalicos e catéquicos, antraquinonas e flavonoéides.
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