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RESUMO

SANTOS, J. G. Extratos vegetais de Pterodon Pubescens Benth. e Cochlospermum regium
(Mart. Ex Schrank) Pilg.: Composi¢dao quimica e sua bioatividade. 2024. Dissertacao
apresentada ao Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, como parte das exigéncias
da P6s-Graduagao em Agroquimica para a obtengao do titulo de Mestre em Agroquimica.

Os produtos destinados para o controle fitossanitario de pragas e doencas, fabricados a partir
de ativos sintéticos, sdo responsaveis por graves danos ambientais, pela quantidade de
compostos toxicos que sao retidos no solo, contaminam as dguas ¢ acumulam ao longo da cadeia
troéfica. Uma alternativa para mitigar os impactos futuros causados pelo continuo uso destes
produtos, ocorre partir da substituicdo dos ativos sintéticos, por compostos ativos presentes em
plantas. Os metabolitos secundarios de Pterodon pubescens (Naftaleno, Cariofileno,
Vouacapano e Espatuleno) com importante atividade antimicrobiana e Cochlospermum regium,
(acido galico Luteolina-C-hexosideo, Apigenina-C-hexose e acido quinico), foram utilizados
para o controle de fungo fitopatogénicos como Sclerotinia sclerotiorum. Foram preparados
extratos hexanicos dos frutos de P. pubescens (HE-PP) e extrato hidrometanolico acidificado
das folhas de C. regium, os compostos volateis do HE-PP foram identificados através de
Cromatografia Gasosa (GC) e os compostos dos extratos de C. regium foram identificados por
Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢ao (HRMS). Para o extrato de HE-PP, obtido através
de maceracdo, foram realizados ensaios para atividade antibacteriana, micobacteriana e
citotoxica, a partir do extrato de C. regium, obtidos utilizando trés técnicas de extragdo, sendo:
ultrassom, maceracdo e maceracao + ultrassom, foi determinada a atividade antiflingica em
Bipolaris oryzae. Os ensaios a avaliagdo da atividade antibacteriana in vitro do HE-PP foram
realizados em: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
nigrescens, Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis, Actinomyces naeslundii,
Peptostrptococcus anaerobius e Xanthomonas citri, avaliagdo antimicobacteriana do HE-PP in
vitro foi realizado em: Mycobacterium avium e M. tuberculosis, a avaliacdo da atividade
citotoxica in vitro do HE-PP foram testadas com as linhas de células humanas: GM07492A
(Fibroblasto humano) HeLa (Adenocarcinoma cervical humano), MCF-7 (Adenocarcinoma de
mama humano) e U-251MG (Glioblastoma humano). Foram realizados testes para determinar
a fungitoxicidade dos extratos de C. regium frente ao fungo Bipolaris oryzae in vitro e verificar
se o método de extragdo influencia na inibi¢cao. Os compostos majoritarios encontrados no HE-

PP foram E- cariofileno, vouacapano, E- geranilgeraniol e dehidroabietol, nos extratos de C.
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regium identificou-se: acido galico, apigenina-C-hexose, luteolina-C-hexosideo, digaloil
hexose e 1,2,3,4,6-Pentagaloil hexose. Os valores de MIC (Concentragdo minima inibitérias)
do HE-PP para as bactérias foram: A. actinomycetemcomitans (50 pg/mL), P. gingivalis (12,5
ug/mL), P. nigrescens (25 ng/mL), F. nucleatum (12,05 pg/mL), B. fragilis (12,5 ng/mL) , A.
naeslundii (12,5 pg/mL), P. anaerobius (12,5 pg/mL) e X. citri (100 pg/mL), contra as cepas de
micobactérias M. avium e M. tuberculosis o valor de MIC foram 125 pg/mL para ambas
micobactérias, o HE-PP apresenta citotoxicidade seletiva para HeLa (ICso = 53,47 pg/mL). Os
extratos de C. regium mostraram ser eficientes ao inibir o crescimento dos halos miceliais do
fungo B. oryzae in vitro, a concentragio de 500 pg. mL! mostrou melhor capacidade de inibi¢do

do halo micelial do fungo apds 14 dias de analise.

Palavras-chave: Agroquimica, mancha parda, sucupira branca, algoddozinho do cerrado,

metabolismo vegetal, fitoquimica.
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ABSTRACT

SANTOS, J. G. Plant extract of Pterodon Pubescens Benth. and Cochlospermum regium (Mart.
Ex Schrank) Pilg.: Chemical composition and its bioactivity. 2024. Dissertation presented to
the Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde - GO, as part of the requirements of the
Postgraduate Program in Agrochemistry for the degree of Master in Agrochemistry.

Products used to control pests and diseases, made from synthetic active ingredients, are
responsible for serious environmental damage due to the amount of toxic compounds that are
retained in the soil, contaminating water and being accumulate along the trophic chain. One
alternative for mitigating the future impacts caused by the continued use of these products is to
replace synthetic active ingredients with active compounds found in plants. The secondary
metabolites of Pterodon pubescens (naphthalene, caryophyllene, vouacapane and spatulene)
with significant antimicrobial activity and Cochlospermum regium (gallic acid, luteolin-C-
hexoside, apigenin-C-hexose and quinic acid) were used to control phytopathogenic fungi such
as Sclerotinia sclerotiorum. Hexanolic extracts of the fruits of P. pubescens (HE-PP) and
acidified hydromethanolic extract of the leaves of C. regium were prepared, then the volatile
compounds of HE-PP were identified by Gas Chromatography (GC) and the compounds of the
C. regium extracts were identified by High Resolution Mass Spectrometry (HRMS). For the
HE-PP extract, obtained through maceration, tests were carried out for antibacterial,
mycobacterial and cytotoxic activity. From the C. regium extract, obtained using three
extraction techniques: ultrasound, maceration and maceration + ultrasound, the antifungal
activity on Bipolaris oryzae was determined. The tests to evaluate the in vitro antibacterial
activity of HE-PP were carried out on: Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella nigrescens, Fusobacterium nucleatum, Bacteroides
fragilis, Actinomyces naeslundii, Peptostrptococcus anaerobius and Xanthomonas citri, while
antimycobacterial evaluation of HE-PP in vitro was performed on: Mycobacterium avium and
M. tuberculosis, the evaluation of the in vitro cytotoxic activity of HE-PP was tested with human
cell lines: GM07492A (Human fibroblast) HeLa (Human cervical adenocarcinoma), MCF-7
(Human breast adenocarcinoma) and U-251MG (Human glioblastoma). Tests were carried out
to determine the fungitoxicity of C. regium extracts against the fungus Bipolaris oryzae in vitro
and to see if the extraction method influenced inhibition. The majority compounds found in
HE-PP were E-caryophyllene, vouacapane, E-geranylgeraniol and dehydroabietol, while the

extracts of C. regium identified gallic acid, apigenin-C-hexose, luteolin-C-hexoside, digaloyl
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hexose and 1,2,3,4,6-pentagaloyl hexose. The MIC (Minimum Inhibitory Concentration) values
of HE-PP for the bacteria were: A. actinomycetemcomitans (50 pg/mL), P. gingivalis (12.5
ug/mL), P. nigrescens (25 ng/mL), F. nucleatum (12.05 pg/mL), B. fragilis (12.5 ng/mL) , A.
naeslundii (12.5 pg/mL), P. anaerobius (12.5 pg/mL) and X. citri (100 pg/mL), against the
mycobacterial strains M. avium and M. tuberculosis the MIC value was 125 pg/mL for both
mycobacteria, HE-PP shows selective cytotoxicity for HeLa (ICso = 53.47 pg/mL). The extracts
of C. regium proved to be efficient in inhibiting the growth of the mycelial halos of the fungus
B. oryzae in vitro, the concentration of 500 pg. mL™' showing the best capacity for inhibiting

the mycelial halo of the fungus after 14 days of analysis.

Keywords: Agrochemicals, brown spot, white sucupira, cerrado cotton, plant metabolism,
phytochemistry.
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1. Introducio Geral

O uso indiscriminado de produtos quimicos sintéticos no agronegocio ¢ questao latente
no Brasil (Santos; Santos, 2023). Esses produtos podem ser estaveis no ambiente,
bioacumulando nas cadeias troficas, levando toxicidade ao ser humano (Mostafalou; Abdollahi,
2017). Nesse sentido, o uso desmoderado de compostos quimicos sintéticos podem contribuir
com a degradagdo dos solos e dguas (Dalenogare, 2022).

A agricultura alternativa, com a diminui¢ao de agroquimicos sintéticos vem ganhando
espago nos meios de cultivo (Carvalho, 2021). Santos et al., (2013) corroboram com a utilizagao
de plantas para o controle de insetos, fungos, nematoides e herbicida; evitando a contaminagao
das plantas e do solo por meio de metabolitos secundarios tais como flavonoides, terpenos e
compostos fenoélicos.

A sucupira branca (Pterodon pubescens) ¢ uma espécie amplamente distribuida no
Cerrado (Brito et al., 2023). O 6leo extraido do fruto dessa espécie apresenta propriedade
medicinais com agdo analgésicas, anti-inflamatdrias, antitumorais, antimicrobianas etc.
(Bavaresco et al., 2016), o extrato de suas folhas apresenta acdo nematicida para os nematoides
Meloidogyne javanica (Silva et al. 2022).

O algodaozinho do cerrado (Cochlospermum regium) é uma planta nativa do Brasil
encontrada principalmente nas areas de Cerrado, na medicina popular ¢ muito utilizada para
infec¢des ginecologicas, Ulceras, gastrite etc. (Oliveira ef al., 2020). O dleo essencial extraido
das folhas de C. regium vém sendo estudado para utilizagdo na agricultura sendo capaz de inibir

fungos pds-colheita como o Rhizopus stolonifer (Nascimento, 2021).
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2. Revisao da literatura
2.1. Género Pterodon

A familia Fabaceae ¢ composta por trés subfamilias: Faboideae (Papilionoideae),
Caesalpinioideae e Mimosoideae. A subfamilia Faboideae ¢ subdivida na tribo Pterodon que ¢
composto por duas familias: Pterodon emarginatus Vogel e Pterodon pubescens Benth, tendo
como sinonimia as espécies Pterodon abruptus Benth., Pterodon appariciori Pedersoli e
Pterodon polygalaeflorus (Santos et al., 2010). O género Pterodon pode ser distinguido por
apresentar caracteristicas marcantes, como fruto em formato de criptosamara com glandulas de
6leo no epicarpo, folhas com raque marginada, semente lisa com rafe aparentem hilo na posi¢ao
lateral coberto por um arilo e embrido liso (Leite et al., 2014).

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (2023), denomina P. pubescens como
sucupira- branca e P. emarginatus como sucupira lisa. Estudos com o género Pterodon tém sido
relacionados principalmente ao potencial medicinal do 6leo extraido de sementes. Em P,
pubescens, o 6leo apresentou atividade anti-7rypanosoma cruz (Albernaz, 2020).

2.1.1 Pterodon pubescens

Pterodon pubescens Benth, pertencente a familia Fabaceae, popularmente conhecida
como sucupira branca, ¢ amplamente utilizada na medicina popular por suas atividades anti-
inflamatorias, antirreumaticas, leishimanicida e antiproliferativa (Albernaz, 2020). Os frutos de
P. pubescens apresentam derivados de vouacapano e geranilgeraniol que estdo relacionados
com as propriedades farmacoldgicas (Silva Santos et al., 2016; Oliveira, 2018).

Os estudos fitoquimicos de P. pubescens sdo extensos pela grande quantidade de
metabolitos secundarios encontrados em todas as partes dessa planta, metabolitos estes que
apresentam propriedades biologicas (Santos; Fernandes; Miranda, 2023). Anélises fitoquimicas
revelam a presenca de metabolitos, como: alcaloides e terpenoides no cortex do caule (Batalini
et al.,2020). Alguns dos compostos ja isolados e identificados presentes em P. pubescens estao

dispostos na Tabela 1.

Tabela 1: Classe de compostos identificados em Pterodon pubescens.

Classe de compostos Orgio utilizado para Referéncia
extracao
Alcaloides, saponinas, Casca Bustamante et al., 2010

glicosideos e esteroides
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Esteroides, sesquiterpenos, Folhas Negri et al., 2014; Santos et
isoflavonas e saponinas al., 2010
Isoflavonas e triterpenos Madeira Braz-Filho et al., 1971;

Marques et al., 1998
Isoflavonas, sesquiterpenos Oleo do fruto Pinto et al., 2013; Santos et

e diterpenos al., 2023

2.2 Género Cochlospermum

O género Cochlospermum pertence a familia Bixaceae; compreendendo 17 espécies
divididas em dois géneros: Cochlospermum e Amoreuxia (Domingos, 2022). O género
Cochlospermum compreende 13 espécies distribuidas no mundo, principalmente nas areas
tropicais (Figura 1) (Guadarrama; Rios, 2018); seis espécies no continente Africano, quatro
espécies no continente americano, duas especeis na Oceania e uma espécie na Asia (Pedroso et

al., 2019).

Figura 01:Faixa de clima tropical onde foram identificadas plantas do género Cochlospermum em cada
continente.

Fonte: Kubitzki, 2002

A nivel mundial as plantas do género Cochlospermum ndo tem valor econdomico,
entretanto ha diversos estudos apontando o potencial que algumas espécies pertencentes a este
género possam ter valor econdOmico para a obtencdo de produtos farmacoldgicos/ medicinais
(sinteses de nanoparticulas de ouro com acdo antiproliferativa contra a linhagem celular

B16F10), ornamentais, alimenta¢do, obten¢do de corante, fibras e 6leo (Domingos, 2022).

As espécies C. vitifolium e C. regium encontram-se no continente americano entre o
Brasil e o Mexico, e C. regium demonstra atividade antimicrobiana contra Staphylococcus

aureus € Pseudomonas aeruginosa (Ribeiro et al., 2017), as espécies C. religiosum e C.
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gossypium sio procedentes da India (Domingos, 2022), o C. gillivraei da Australia tem sido
utilizado na medicina popular e como fonte alimenticia por causa das atividades bioldgicas e
anticarcinogénica (Kalaignana Selvi et al., 2017).

As espécies C. angolense, C. planchonii e C. tinctorium sdao endémicas do continente
africano; essas espécies despertaram interesse cientifico pelas propriedades hepatoprotetora e o
uso para o tratamento de maléria. Devido a presenga de compostos fenolicos, flavonoides e
acidos organicos nas plantas do género Cochlospermum, elas sao utilizadas para tratamento de

doengas (Domingos, 2022).

2.2.1 Cochlospermum regium

Cochlospermum regium (Figura 2) é um arbusto perene da familia Bixaceae
(Arunachalam et al., 2019), conhecido popularmente como: “algoddozinho-do-campo”,
“algoddo-cravo”, “algoddo do mato”, “algodoeiro-do-campo”, “algodaozinho-do-cerrado”,
“butua-de-corvo”, “periquiteira-do-campo”, “pocoté”, “algodio-bravo”, “periquiteira” e
“butud”; ¢ uma planta que tem ampla distribuicdo geografica, podendo ser encontrada nos
biomas Caatinga, Pantanal, campos da Amazonia e Cerrado (WFO, 2023).

As plantas de C. regium sdo classificadas como arbusto que podem chegar a dois metros
de altura, com xilopddio resistente e profundo, caule ferrugineo e nodoso, folhas palminérvea
com margem foliar variando entre crenada e serrilhada, alternas, longo peciolada, consisténcia
coriacea e parte adaxial pubescente. As flores sdo amareladas, pentdmeras, dispostas em
paniculas localizadas no dapice dos galhos; as sementes sdo espiraladas e ortodoxas
(Arunachalam et al., 2019).

C. regium ¢ uma planta resistente as queimadas e ao pastejo, nascendo principalmente
em solos arenoso; todas as suas partes sdo utilizadas na medicina popular: xilopodio, caule,
folhas, flor e sementes (Lemes et al., 2017). O C. regium ¢ classificado como fitoterapico pela
grande quantidade de compostos quimicos pertencentes as classes de fendis e flavonoides

encontrados em todas as partes da planta (Nascimento, 2022).
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Figura 2: Arbusto de Cochlospermum regium(A). Galho de C. regium com folhas palminérvea com margem

serrilhada (B). Galho de C. regium com flor pentamera amarela no apice do galho (C).

Fonte: Santos, J. G. (2024).

Na regido do Cerrado o algoddozinho ¢ deciduo, apresentando distingdo entre a fase
vegetativa e reprodutiva de acordo com as estacdes do ano presente nas areas do Cerrado; o
estado vegetativo corresponde a época de chuva e florescendo na época da seca. A época de
florescimento pode durar 165 dias, acontecendo entre maio e outubro tendo pouca diferenga
entre a época de florescimento das plantas em cada bioma (da Silva et al., 2020).

Relatos na literatura sobre o efeito bactericida de C. regium podem estar relacionados a
presenca de flavonoides triacilbenzenos e derivados do acido galico; a constitui¢do basica do
6leo essencial do xilopodio e folhas contém sesquiterpenos tendo o B-copaen-4-a-ol e
viridiflorol como constituintes majoritarios, alguns dos compostos ja isolados e identificados

presentes em C. regium estdo dispostos na Tabela 2 (Nascimento, 2022; de Paula Magalhaes,
2022).

Tabela 2: Compostos identificados de folhas e xilopodio de Cochlospermum regium.

Composto Orgio utilizado para Referéncia
extracao
Mirceno, Biciclogermacreno, Oleo essencial das folhas  Nascimento, 2022

Germacreno D e Espatulenol
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[-copaen-4-a-ol e viridiflorol Oleo essencial das folhas  Inacio et al., 2013
B-selineno, elemeno, trans- Oleo essencial do Brum et al., 1997,
cariofileno, a-pineno, a- xilopodio Honda et al., 1997

humuleno, aromadendrina, o-
selineno e 6-cadineno

Aromadendrina, acido elagico, Extrato hidroetanolico do Solon et al., 2012
acido galico, galato de etila, xilopddio
dihidrokaempferol,
dihidrokaempferol-3-O-f-
glicopiranosideo,

dihidrokaempferol-3-O-p-(6”
galoil) -glicopiranosideo,
dihidrokaempferol, pinoresinol,
excelsine, triacilbenzenos
cochlospermina A e B.

Canferol, naringenina, Extratos do xilopddio Siqueira et al.,
aromadendrina e 1- 1994, Ritto, 1996
hidroxitetradecanona-3.
Dihidrokanferol-3-O-f- Xilopodio Lima et al., 1996
glucopiranosida
B-bisaboleno, Copaeno-4-a-ol Oleo essencial do de Paula
<p>, Viridiflorol, Longiborneol, xilopodio Magalhaes, 2022

2.3. Metabolitos secundarios

Metabolismo ¢ definido como o conjunto total das transformag¢des das moléculas
organicas catalisadas por enzimas, que ocorre em cé€lulas vivas, suprindo o organismo de
energia, renovando suas moléculas e garantindo a continuidade (Reis; Schmiele, 2019). As
plantas produzem diversidade de metabdlitos estrutural e funcionalmente diversas e
desempenham papeis diferentes no crescimento e desenvolvimento da planta e na resposta das

plantas as condi¢cdes ambientais (Pacheco; Alves, 2020).

Os metabdlitos secundarios geralmente sdo produzidos apds o crescimento da planta e
possuem muitas estruturas quimicas e atividades biologica distintas, sendo restritos ha algumas
familias e grupos taxondmicos, sendo caracteristicas estruturais particulares decorrentes da
fotossintese (Verma; Shukla, 2015). Estd diversidade metabolica ¢ devido a modificacao

quimica que acontece nos esqueletos de carbono basicos dos metabdlitos (Barreto et al., 2020).

A partir da fotossintese ¢ formado o esqueleto basico de carbono (Ciclo das Pentoses

fosfato), iniciando as principais vias metabolicas: via do acido chiquimico e via do acetato
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(acetil-CoA) (Figura 3) (Barreto et al., 2020). A partir da via do acido chiquimico ocorrem as
principais biossinteses dos fendis (Taiz et al., 2017). Os compostos fendlicos sdo moléculas
heterogéneas que incluem mais de 10,000 compostos com grande diversidade estrutural
(Barreto et al., 2020).

o,

i fotossintese

Metabolismo Primario

AN

Fosfoenolpiruvato Piruvato

~

Ernitrose-4-fosfato 3-fosfoglicerato

Ciclo do acido - Aceti-CoA

tricarboxilico

‘ e Aminodcidos
alifaticos
* I'd v \ \ "
Rota do acido Rota do acido Rota do acido Rota do MEP
chiquimico maldnico mavaldnico
Aminoacidos
aromaticos l
Produtos secundarios
nitrogenados
v v
~ Compostos — Terpenos Metabolismo secundario

> fenolicos

Figura 3: Fluxograma simplificado da rota biossintética de metabolitos secundarios.

Fonte: Adaptado Taiz e Zeiger, (2017).

Os compostos fenolicos sdo vitais para a planta, estando relacionado com a resposta de
defesa da planta a ataques e herbivoria, além disso, nas plantas atuam como agente
antipatogénico, auxilia na pigmentagao e sdo responsaveis pela atividade antioxidante (Barreto
et al., 2020). Os compostos fendlicos sdo originados a partir das diversas formas de
combinagdes das variedades de estruturas dos compostos fendlicos, sdo classificados de acordo
com a constituicdo de suas cadeias carbonicas (Barreto et al., 2020).

Taninos sdo polimeros fenodlicos com propriedades de defesa vegetal, assim como
ligninas (Taiz et al., 2017). Os taninos aumentam o estoque de nutrientes para o proximo
periodo de vegetagdo, por liberar substancia amarga ao paladar dos animais (Martins, 2012).
Sao classificados de acordo com a estrutura quimica em hidrolisaveis e condensados; os
hidrolisédveis sdo ésteres de acido galico e eldgico glicosilados, sintetizados via rota do

chiquimato (Simoes ef al., 2017).
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2.4. Extrato vegetal

Com a finalidade de extrair os metabdlitos secundarios das plantas prepara-se extratos
vegetais, ou seja, retirar da planta as substancias desejadas. Para preparar o extrato deve-se levar
em consideracdo as caracteristicas fisicas e quimicas do material vegetal, a polaridade do
solvente utilizado e quais as classes de metabolitos que deseja extrair (Leal; Mendonga, 2022).

Existem intimeras formas de realizar extratos vegetais, esses métodos podem ser
divididos em métodos cldssicos, como: extragdo a frio e extragdo a quente e métodos
alternativos como: ultrassom e fluido supercritico (Chuyen et al., 2018). Cada técnica de
extracdo apresenta vantagens e desvantagens ao mesmo tempo, como: alto consumo de
solventes, degradacdo térmica, longo tempo de extracdo e degradacdo de compostos alvos
(Leal, Mendonga., 2022).

Os métodos tradicionais de extragdo (extracdo por solvente, maceragdo [estdtica e
dindmica] e extragdo por Soxhlet) em geral necessitam de longos tempos de processo e utilizam
quantidades elevadas de solventes (Chuyen et al., 2018). O ultrassom ¢ compreendido como
ondas de alta frequéncia (>20 kHz) acima do limiar da audicdo humana (Manzoor ef al., 2019;
Zia et al., 2019). O uso dessas ondas na extragdo surgiu como técnica promissora que atende
aos critérios exigidos de um processo de baixo custo e de minimo impacto ambiental.

A melhoria nos processos de extragdo por ultrassom deve-se ao efeito mecanico de
agitacdo e cavitagdo; quando ondas de ultrassom se propagam através de sequéncia de
compressoes e rarefacdes sao induzidas, causando alteracao de pressdao na matriz. Essa variagado
da pressao causa a formacao de bolhas de cavitagdo, que crescem até se tornarem estaveis €
entrarem em colapso (Xie et al., 2015).

A expansao e colapsos da bolha geram altas pressdes e temperaturas que resultam em
turbuléncia e fortes efeitos de micro streaming. Esses efeitos coletivamente causam a ruptura
da membrana celular e ocorre a penetragdao do solvente na matriz. Os efeitos mecanicos causam
redu¢@o do tamanho da particula, permitindo maior penetracdo de solvente, levando ao aumento
da area de superficie de contato entre as fases liquida e solida (Xie e al., 2015). Como resultado,
0s compostos extrativos alvo difunde-se rapidamente da matriz para o solvente com aumento

da transferéncia de massa através da membrana (Toma et al., 2001).
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2.5. Periodontite

A periodontite ¢ definida como uma doenga cronica de carater inflamatorio e
multifatorial resultante do desequilibrio na homeostase entre a microbiota subgengival e a
defesa do hospedeiro, que possui como caracteristica a destrui¢do progressiva da inser¢do
dental (Kwon, Lamster, Levin, 2021).

A periodontite ¢ uma doenga classificada de acordo com seu estagio, a classificacao dos
estagios estéa associada com a gravidade da doencga, que tem como principais sintomas, gengivas
com aspecto avermelhado ou arroxeado, sangramento espontaneo ¢ gengiva edemaciada. O
agente etiologico primario desta doenga é o biofilme bacteriano que acumula ao redor dos
dentes, durante um periodo de, no minimo, 21 dias, e penetra no interior do sulco gengival
(Spezzia, 2018).

A etiologia da periodontite estd relacionada ao actimulo de biofilme
periodontopatogénico, em que estdo presentes as seguintes espécies de bactérias: Bacteroides
gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella
intermédia, Tannerella forsythia, Treponema denticola e Porphyromonas gingivalis (Curtis,
Diaz, Dyke, 2020).

F. nucleatum ¢ uma bactéria anaerobio oral gram-negativo, fusiforme, nao formador de
esporos; uma das espécies gram-negativas mais abundantes encontradas na cavidade oral
humana (Nozawa, et al., 2020). E um dos patobiontes que superam durante a disbiose que
procede a doenga periodontal (Nozawa, ef al., 2020), atuando juntamente com outras espécies
bacterianas como a P. gingivalis (Hajishengallis et al., 2011). F. nucleatum pode ser encontrada
na superficie dorsal da lingua e em biofilmes multiespécies na margem gengival do dente, e
desempenha papel importante no desenvolvimento da placa dentaria subgengival (Alon-
Maimon, Mandelboim, Bachrach; 2022).

A. actinomycetemcomitans ¢ uma bactéria anaerobio facultativo gram-negativo ndo
movel da familia Pasteurellaceae (Raja, Ummer, Dhivakar; 2014, Fine, Schreiner, Velusamy;
2020), conhecido por contribuir para a inflamacao, destrui¢do e reabsor¢ao ossea do tecido
gengival, expressando varios fatores de viruléncia, como toxina distensora citoletal (Cdt),
leucotoxina A (LtxA) da familia de toxinas bacterianas Repeats-In-Toxins (RTX) e colagenase
(Ozuna et al., 2022).

P. gingivalis ¢ uma bactéria gram-negativa, anaerobica em forma de bastonete, presente
no epitélio oral subgengival (Mei et al., 2020). P. gingivalis ¢ responsavel pela forma cronica

da periodontite, podendo remodelar a comunidade bacteriana comensal para promover estado
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de disbiose (Olsen, Lambris, Hajishengallis, 2017). Segundo Mei et al., (2020) as estratégias
de sobrevivéncia e patogenicidade de P. gingivalis dependem em grande parte, de diversos
fatores de viruléncia, incluindo os proprios componentes estruturais (lipopolissacaridios,
fimbrias, proteinas de choque térmico) e componentes secretores (gengivas e vesiculas de
membrana externa).

O avango da aplicagdo de produtos naturais na preven¢ao e na cura de doengas acarretou
a utilizagdo de distintos extratos de plantas em tratamentos odontologicos (Junior, Monteiro;
2020). Ademais, a utilizacdo de extratos de plantas possui atividades antimicrobiana, anti-
inflamatoria e antioxidante (Melo Aleluia et al., 2020).

2.6. Atividade citotoxica

Estudos demonstram que os diterpenos do tipo vouacapano podem ser usados como
modelo para desenvolver novos agentes anticancerigenos (De Omena et al., 2006; Pimenta et
al., 2006). Estudos de atividades antiproliferativas em células tumorais de extratos brutos de
sucupira também foram realizados (Euzébio et al., 2009; Spindola et al., 2009; Vieira et al.,
2008). Euzébio et al., (2009) corroboraram essas evidéncias mostrando que 6a,7p-
hidroxivouacapan-17f-lactona inibiu o crescimento de células cancerigenas humanas. Pereira
et al., (2011) demostraram que o metil 6a-acetoxi-7B-hidroxivouacapan-17p-oato inibiu

significativamente efeitos citotoxicos e antiproliferativos em células K562 (Tabela 3).

Tabela 3: Atividades citotoxica realizada com diferentes linhagens de células tumorais utilizando extrato vegetal

e compostos isolados de extratos vegetais derivados de Pterodon pubescens.

Amostra Atividade Referéncia
Ester metilico de 6a- Anticancerigena (células Spindola et al., 2009
hidroxi7p-acetoxi- tumorais de prostata, PC-3)

vouacapan-17foato
isolado do extrato
diclorometanico do fruto
60-hidroxivouacapan- Anticancerigena (células de Euzébio et al., 2009
7B,17Blactona isolado do cancer de ovario)
extrato hexanico
6a-hidroxivouacapan- Anticancerigena (c€lulas de Euzébio et al., 2009
7B,17Plactona isolado do  leucemia eritromieloblastica,

extrato hexanico K562)
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Oleo obtido do extrato Antitumoral Outuki et al., 2018

hexanico do fruto

2.7. Género Helminthosporium

A mancha parda ¢ causada pelo fungo B. oryzae (Brenda de Haan) Shoemaker (1959),
tendo como sinonimias: Bipolaris zizaniae, Cochliobolus miyabeanus, Drechslera oryzae,
Drechslera  zizaniae, Helminthosporium  macrocarpum, Helminthosporium oryzae,
Helminthosporium zizaniae, Luttrellia oryzae, Ophiobolus miyabeanus e Spondylocladium
macrocarpum. Pertence a familia Pleosporaceae, ordem Pleosporales, classe Dothideomycetes

e ao filo Ascomycota (Manamgoda et al., 2014).

As espécies Bipolaris inicialmente foram incluidas no género Helmisporium (Link,
1809). Persson, (1822) mudou a grafia do género para Helminthosporium; Nisikado, (1929)
separou as espécies graminicolas de Helminthosporium em dois subgéneros: Eu-
Helminthosporium e Cylindro-Helminthosporium (Manamgoda et al., 2014).

As espécies com conidios cilindricos com germinacdo a partir de células terminais
foram incluidas no subgénero Eu-Helminthosporium e as espécies com conidios cilindricos com
germinacdo a partir de células terminais foram agrupadas no subgénero Cylindro-
Helminthosporium. Ito, (1930) elevou o subgénero Cylindro-Helminthosporium para género;
enquanto Shoemaker, (1959) elevou Eu-Helminthosporium para género e prop0s que Bipolaris
possuia o estagio sexual em Cochliobolus (Drechsler, 1934; Hawksworth et al., 2011; Turland
etal., 2017).

Houve inimeras discussoes na comunidade académica em relacdo a nomenclatura desse
fungo; apesar de Cochliobolus ser o nome mais antigo, o estagio assexual € comumente mais
encontrado na natureza. Além de Bipolaris ser o nome habitualmente usado na literatura. Sendo
assim o Cochliobolus ¢ o homomorfo assexual e Bipolaris o agente causal da mancha parda; o

estagio assexual tendo prioridade sobre o sexual (Rossman; Manamgoda; Hyde, 2013).
2.7.1. Bipolaris oryzae

O fungo o agente causador da macha parda no arroz ¢ o fungo B. oryzae sinonimia
Cochliobolus miyabeanus, Helminthosporium oryzae e Drechslera oryzae; sendo
Helminthosporium oryzae ¢ sua forma reprodutiva sexuada (Silva-Lobo et al., 2023). O ciclo

de vida dos fungos ¢ dividido em duas fases; uma fase somatica, caracterizada pela atividade
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alimentar e outra fase reprodutiva que pode ser sexuada ou assexuada. Nos dois tipos de
reproducdo hé a formagao de muitos conidios (Molinaro et al., 2009).

A mancha parda do arroz ¢ uma doenca de ocorréncia endémica no qual influencia
diretamente a produgdo de arroz em todos os continentes. A importancia econdmica nao ocorre
apenas pelas lesdes provocadas no limbo foliar, mas, sobretudo pelos danos caudados pelos
graos e sementes. Quando a panicula ¢ atacada apresenta baixo rendimento levando a perdas de
até 75% da producao (Sobrinho et al., 2023).

B. oryzae ¢ um patdgeno parasitario necrotrofico, caracterizado pela morte da célula do
hospedeiro para extrair os nutrientes necessarios para seu desenvolvimento. O patdgeno utiliza
como mecanismo de ataque enzimas de degradacdo da parede celular e toxinas. As toxinas
atuam na supressdo da defesa das plantas ou agindo em pontos especificos na célula do
hospedeiro, inibindo o processo fotossintético, levando ao estresse oxidativo e a ocorréncia da

peroxidacao lipidica (Dorneles et al., 2019).

2.8.  Xanthomonas citri

O género Xanthomonas; ¢ um grupo bem estudado de bactérias gram-negativas
pertencente a familia Xanthomonadaceae (Nakayinga et al., 2021). Xanthomonas citri subsp.
citri, o agente causal do cancro citrico asiatico. Um patogeno regulamentado de alta
preocupacdo que ameaca a citricultura; frutas citricas ocupam o primeiro lugar nas culturas de
frutas no mundo (Robene et al., 2020).

O cancro citrico ¢ uma doenca bacteriana que afeta todas as variedades comerciais de
citros. Espécies distintas de Xanthomonas de dois grupos filogenéticos sdo os agentes
causadores do cancro citrico. O grupo asiatico, representado por Xanthomonas citri subsp. citri
¢ amplamente distribuido, possui ampla gama de hospedeiros e € responsavel pelos sintomas
mais graves de cancro. O grupo sul-americano possui gama de hospedeiros mais restrita e
engloba duas cepas de Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolli (Martins et al., 2020).

Este agente patoldgico bacteriano causa graves perdas econdmicas diretas e indiretas
pela reducao do rendimento e da qualidade dos frutos (Robene ef al., 2020). Esses declinios sao
atribuidos principalmente aos sintomas causados pela doenca, lesdes necroticas marrons que
aparece como resultado de hiperplasia perpetua, queda prematura dos frutos, morte dos galhos,
desfolha e nanismo, podem afetar gravemente a producdo geral dos frutos e a longevidade das
plantas (Gottwald, Graham, Schubert; 2022).

O ciclo de vida de Xanthomonas tem dois estagios: epifito e endofitico (An et al., 2020).

O estagio endofitico comeca quando as bactérias colonizam as superficies de uma nova planta
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usando ligantes de adesdo, como polissacarideos de superficie bactérias (Petrocelli et al., 2012),
proteinas de adesdo (Pradhan, Ranjan, Chatterjee; 2012) e pili tipo IV (Dunger et al., 2014).
Apos a colonizacdo, ocorre a formacao de biofilme, que protege as bactérias dos fatores
ambientais (Crossman, Dow; 2004). O estagio endofitico ¢ caracterizado pela entrada
bacteriana no tecido vegetal através de lesdes ou estomatos e eventual movimento pelo sistema
vascular. As bactérias reemergem nas superficies das plantas quando a populacdo atinge o
limiar, a transmissao ocorre para novos hospedeiros € o ciclo de infecgao se repete (An et al.,
2020).

Os bactericidas mais comuns usados para controlar o cancro citrico s3o compostos a base
de cobre, como: hidréxido de cobre, oxido cuproso ¢ oxicloreto de cobre (Marin et al., 2019).
Entretanto os compostos a base de cobre apresentam riscos consideraveis para o meio ambiente,
a utilizag¢do de bactericidas a longo prazo pode resultar em cepas resistentes ao cobre (Rabbee,
Islam, Baek; 2022).

Cepas resistentes ao cobre foram descobertas pela primeira vez na Argentina em meados
de 1990 (Behlau et al., 2011). Varias alternativas potenciais estdo disponiveis, como
antibioticos (estreptomicina), ha preocupag¢ao com a selecdo de bactérias resistentes pelo uso
excessivo desses antibioticos. No Brasil ¢ proibido o uso de estreptomicina para o uso agricola

(Martins et al., 2020).
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4. Objetivos
4.1. Geral

Por meio deste trabalho objetivou-se preparar extratos vegetais de Pterodon
Pubescens Benth e Cochlospermum regium, avaliar a composi¢ao quimica dos extratos além de

determinar as bioatividades.

4.2. Especificos

e Preparar extrato hexanico dos frutos de Pterodon Pubescens,

e Determinar a composi¢do quimica dos compostos volateis presente no extrato hexanico
por meio da Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-MS);

e Avaliar a atividade antibacteriana in vitro do extrato hexanico dos frutos de Pterodon
pubescens frente diversas cepas bacterianas.

e Avaliar a atividade citotoxica in vitro com diferentes linhas de células humanas;

e Preparar extratos hidrometandlico acidificado das folhas de Cochlospermum regium a
partir das técnicas de maceragao, banho ultrassonico e pela combinacao das técnicas de
maceracao e banho ultrassonico;

e Quantificar os compostos fenolicos: fenois, flavonoides e proantocianidinas, presentes
nos extratos de Cochlospermum regium por espectroscopia de Uv-visivel;

e Identificar os compostos quimicos presentes nos extratos hidrometanolico acidificado
das folhas de Cochlospermum regium por meio de HRMS (Espectrometria de Massas
de Alta Resolucao);

e Determinar a fungitoxicidade dos extratos das folhas de Cochlospermum regium para a

inibicao de Bipolaris oryzae cepa BRM 67786 in vitro.
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Capitulo I: Compostos volateis do extrato hexanico de sementes de Pterodon
pubescens Benth e o significativo potencial in vitro significativo contra
diferentes cepas bacterianas

Volatile compounds of hexane extract from Pterodon pubescens Benth seeds and its
significant in vitro potential against different bacterial strains

Disponivel: https://doi.org/10.1080/14786419.2023.2297405
Artigo aceito: 11 de dezembro de 2023.
Artigo publicado na Revista: Natural Product Research
RESUMO

A Pterodon pubescens Benth (sucupira) ¢ uma planta medicinal brasileira. Este trabalho tem
como objetivo determinar a composi¢cao volatil e as atividades antibacterianas do extrato
hexanico das sementes de P. pubescens (HE-PP). As atividades antibacterianas foram
pesquisadas pelo método de microdiluicao em caldo em placas de cultura de 96 pogos e os
valores de MIC foram expressos em pg/mL. O HE-PP foi ativo contra varias bactérias orais
bactérias orais cujos valores de MIC variaram entre 12,5 pug/mL e 50 ug/ mL e contra trés cepas
de micobactérias (MIC = 125 pg/mL e 500 pg/mL). Além disso, o HE-PP foi ativo contra a
cepa Xanthomonas citri (MIC = 100 pg/mL). A atividade citotdxica do extrato foi avaliada em
linhas celulares tumorais e ndo tumorais humanas. O HE-PP mostrou citotoxicidade seletiva
para adenocarcinoma cervical (células HeLa - ICso = 53,47 pg/mL). Seus principais
constituintes foram identificados por GC-MS e GC-FID: FE-cariofileno, vouacapano, E-
geranilgeraniol e dehidroabietol. Os resultados reforcam o potencial biologico do HE-PP contra

amplo espectro de bactérias patogénicas e fitopatogénicas.

Palavras-chave: Cancro citrico; doencas periodontais; tuberculose; sucupira branca;

dehidroabietol.
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ABSTRACT

Pterodon pubescens Benth is a Brazilian medicinal plant (sucupira, in Brazilian Portuguese).
This paper aims to determine the volatile composition and antibacterial activities of hexane
extract from P. pubescens seeds (HE-PP). Antibacterial activities were screened by the
microdilution broth method in 96-well culture plates and MIC values were expressed as pg/mL.
HE-PP was active against several oral bacteria whose MIC values ranged between 12.5 ug/mL
and 50 pg/ mL and against three mycobacterial strains (MIC = 125 pg/mL and 500 pg/mL). In
addition, HE-PPwas active against Xanthomonas citri strain (MIC = 100 pg/mL). Cytotoxic
activity of the extract was evaluated in human tumor and non-tumor cell lines. HE-PP showed
selective cytotoxicity to cervical adenocarcinoma (HeLa cells — ICso= 53.47 ug/mL). Its major
constituents were identified by GC-MS and GC-FID: E-caryophyllene, vouacapane, E-
geranylgeraniol and dehydroabietol. Results reinforce the biological potential of HE-PP against

a broad spectrum of pathogenic and phytopathogenic bacteria.

Keywords: Citrus canker; periodontal diseases; tuberculosis; White sucupira; dehydroabietol.
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1. Introducao

Pterodon pubescens Benth, uma espécie arborea nativa do Brasil e tipica do bioma
Cerrado, atinge de cinco a dez metros de altura (Melo et al. 2022). E amplamente conhecida
por sua natureza medicinal e pelos extratos das diferentes partes, que tém sido usadas para tratar
reumatismo, dor de garganta e dor nas costas, além de ser agente tonico e purificador (Giarola
et al. 2022). Estudos fitoquimicos atribuiram a ampla atividade farmacolodgica a importantes
classes de compostos, como alcaloides, isoflavonas e principalmente diterpenos bioativos
(Giarola et al. 2022). Na busca por potencial bioldégico novo e relevante das sementes de P.
pubescens, este estudo apresenta uma triagem antibacteriana pioneira do extrato hexanico (HE-
PP). Foram selecionadas bactérias patogénicas que causam periodontite e tuberculose. A
bactéria fitopatogé€nica que causa o cancro citrico (Xanthomonas citri) também foi incluida nos
ensaios in vitro. Em primeiro lugar, a periodontite ¢ uma inflamagao que danifica o tecido entre
os dentes e a mandibula, levando ao sangramento da gengiva e ao mau halito (Sedghi et al.
2021). Em segundo lugar, as infec¢des micobacterianas sdo doencas complexas que sdo ainda
mais graves em individuos que sofrem de doencas inflamatdrias imunomediadas (IMIDs). Elas
podem causar tuberculose, infecgdes pulmonares por micobactérias ndo tuberculosas (NTM),
outras doencas por NTM e infec¢des disseminadas (Gopalaswamy et al. 2020). Por fim, a X.
citri causa o cancro citrico, que danifica culturas economicamente importantes no mundo. Os
sintomas tipicos das plantas infectadas pela X. citri sdo a queda prematura das folhas, frutos

com manchas marrons (lesdes necroticas) e até mesmo a morte (Llorens et al. 2015).

Deve-se destacar que os extratos vegetais sdo alternativas naturais com atividades
antibacterianas bem conhecidas no cuidado humano e nas relagdes com o meio ambiente
quando sdo aplicados na agricultura (Proestos, 2020; Godleswska et al. 2021). Portanto, este
estudo teve como objetivo determinar, pela primeira vez, o perfil antibacteriano in vitro do
extrato hexanico das sementes de P. pubescens (HE-PP) (1) contra um espectro de bactérias (ii),
seu potencial citotdoxico em células tumorais e (iii) sua composicao volatil por cromatografia
gasosa-espectrometria de massa (GC-MS) e cromatografia gasosa-detec¢ao por ionizagdo em

chama (GC-FID).
2. Materiais e Métodos
2.1. Material vegetal

Trezentos gramas de sementes de P. pubescens (sucupira branca) foram coletados em 2

de novembro de 2022, na Unidade I da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), Campus
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Universitario do Araguaia (CUA), Pontal do Araguaia, estado de Mato Grosso (MT), Brasil
(15°55'08.4 "'S 52°16'42.9 "W). A identificagdo taxondmica foi realizada pela bidloga Maryland
Sanchez Lacerda e uma exsicata (n° 1950) foi depositada no herbario pertencente a UFMT-
CUA. As sementes foram lavadas com dgua destilada e secas em temperatura ambiente (25°C).
Apoés a secagem completa, o material vegetal foi armazenado em um recipiente lacrado em
local escuro e fresco. O acesso ao material botanico foi aprovado pelo Sistema Nacional de
Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o

codigo AEACDCA.
2.2. Preparacio do extrato hexdnico das sementes de P. pubescens (HE-PP)

A metodologia proposta por Batalini ef al. (2020), com algumas modifica¢des, foi usada
para preparar o HE-PP. As sementes foram maceradas inteiras e submetidas ao processo de
extragdo com o uso de 400 mL de hexano em temperatura ambiente. Todo o processo de
extracdo com o solvente durou 15 dias. Em seguida, foi realizada uma filtragem para separar o
material vegetal solido do solvente, que foi recuperado por um evaporador rotativo a baixa
pressdo. Para garantir a secagem adequada do extrato bruto de hexano, ele foi colocado em
estufa a 38°C por 48 horas, até atingir peso constante. O HE-PP foi armazenado em frascos

ambar e mantido em um refrigerador a 4°C até a analise.
2.3. Identificacdo quimica do extrato hexanico das sementes de P. pubescens (HE-PP)

O HE-PP foi dissolvido em éter etilico e analisado por cromatografia gasosa - deteccao
de ionizagdo por chama (GC-FID) e cromatografia gasosa - espectrometria de massa (GC-MS)
com o uso dos sistemas Shimadzu QP5000 Plus e GCMS2010 Plus (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japdo). A temperatura da coluna no GC-FID foi programada para aumentar de 60 a
240°C a 3°C/min e foi mantida a 240°C por 5 min; o gas de arraste foi Hz a taxa de fluxo de 1,0
ml/min. O equipamento foi ajustado para operar no modo de inje¢ao; o volume de injecao foi
de 0,1 pL (razdo de divisao de 1:10), enquanto as temperaturas do injetor e do detector foram
de 240 e 280°C, respectivamente. As concentragdes relativas dos componentes foram obtidas
pela normalizagdo das areas de pico (%). As areas relativas consistiram na média de analises
GC-FID em triplicata. As condi¢des de GC-MS e a identificagdo foram relatadas anteriormente
(Souza et al., 2021). A identificagdo dos componentes volateis do HE-PP (Tabela 4) foi baseada
em seus indices de retencdo em uma coluna capilar Rtx-5MS (30 m X 0,25 mm; 0,250 um) sob
as mesmas condi¢des operacionais usadas para GC em relagdo a uma série homologa de n-

alcanos (C8-C20). As estruturas foram combinadas por computador com Wiley 7, NIST 08 e
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FFNSC 1.2 e seus padrdes de fragmentagao foram comparados com dados da literatura (Adams,
2007; Adams, 2001).

2.4. Ensaio antiperiodontopatogénico

Esse ensaio biologico foi orientado pela metodologia atual proposta por Silva et al.
(2022). As seguintes cepas bacterianas periodontopatogénicas, da American Type Culture
Collection (ATCC), foram empregadas para realizar ensaios de atividades antibacterianas e
antibiofilme: Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), Fusobacterium nucleatum (ATCC
25586), Prevotella nigrescens (ATCC 33563), Actinomyces naeslundii (ATCC 19039),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43717), Bacteroides fragilis (ATCC 25285) e
Peptostreptococcus anaerobius (ATCC 27337).

A atividade antibacteriana do HE-PP foi avaliada pelo método de microdiluicdo em
caldo, em triplicata. Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos. O indculo foi
padronizado de acordo com a escala de McFarland 0,5 e diluido até a concentragdo bacteriana
de 1,5%10° UFC/mL nos pogos. Para preparar as amostras, o HE-PP foi solubilizado em
dimetilsulfoxido (DMSO) a 5% e diluido em caldo de Brucella suplementado com hemina (5,0
mg/mL) e menadiona (1,0 mg/mL); foi usada uma dilui¢ao seriada dupla em concentragdes que
variaram de 0,195 a 400 pg/mL. Foi realizado o controle de 5% de DMSO e o solvente nao
interferiu no crescimento bacteriano nessa concentracao. Os seguintes controles também foram
realizados: indculo (todas as bactérias usadas no ensaio + o meio de cultura), para observar a
viabilidade da bactéria; caldo, para garantir que o meio de cultura seja estéril; e amostra de HE-
PP, para garantir que essa solucdo seja estéril. As microplacas foram incubadas em uma cdmara
anaerobica (Don Whitley Scientific, Bradford, Reino Unido) sob condi¢des anaerdbicas (80%
de N2, 10% de CO2 e 10% de Hz) a 37 °C por 72 h. A resazurina foi usada para revelar o
crescimento bacteriano, ou seja, o azul significava auséncia de crescimento bacteriano,
enquanto o rosa mostrava a presenca de bactérias. Como técnica de controle, o metronidazol,
de 0,0115 a 5,9 pg/mL, foi usado contra as bactérias de controle Bacteroides fragilis (ATCC
25285) e Bacteroides thetaiotaomicron (ATCC 29741) (Tabela 5).

2.5. Ensaio antimicobacteriano

Para avaliar a atividade antimicobacteriana, os seguintes isolados clinicos e ATCC
foram usados ¢ mantidos a -80°C: M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), M. kansasii (ATCC
12478) e M. avium (ATCC 25291).
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Para avaliar a atividade antimicobacteriana das amostras, a concentracdo inibitoria
minima (MIC) foi determinada por microdiluicdo em uma microplaca. A resazurina foi usada
para revelar o crescimento bacteriano pelo Resazurin Microtiter Assay (REMA), adaptado de
Palomino et al. (2002). O experimento foi realizado em triplicata. O HE-PP foi dissolvido em
DMSO e diluido em série em caldo Middlebrook 7H9 (Difco, Sparks, MD, EUA) antes da
inoculagdo. As concentragdes de HE-PP variaram de 3,90 a 500 pg/mL, enquanto o teor final
de DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) no ensaio foi inferior a 0,3%. A isoniazida
(Sigma-Aldrich) foi usada como antibidtico de referéncia em concentragdes que variaram de
0,015 a 1,0 ug/mL. O indculo foi preparado com a introdugdo de uma série de coldnias
cultivadas em Ogawa-Kudoh (LaborClin, Pinhais, PR, Brasil) em um tubo contendo contas de
vidro com 500 pL de dgua estéril. Uma aliquota de 200 pL foi transferida para um tubo com 2
mL de caldo 7H9 (Difco), incubado a 37°C por 7 dias e depois comparado com a escala 1 de
McFarland. Depois que o indculo foi padronizado, ele foi diluido com caldo 7H9 (Difco) na
propor¢ao de 1:25. Também foram incluidos controles de crescimento que ndo continham
antibioticos e controles de esterilidade sem inoculagdo. As placas foram incubadas a 37°C por
7 dias. Posteriormente, 30 pL de solucdo aquosa de resazurina a 0,02% (Sigma-Aldrich) foram
adicionados a cada poco. Depois de permanecer em repouso por 18 horas, a MIC visual foi
definida como a menor concentragdo da amostra capaz de inibir o crescimento das cepas de

micobactérias (Tabela 6).
2.6. Ensaio anti-Xanthomonas citri

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri isolado 12, sensivel ao cobre; X. citri
isolado 1733, tolerante ao cobre e X. citri isolado 1647, resistente ao cobre) foi cultivada em
Agar Nutriente (NA) ou Caldo Nutriente (NB) e incubada a 28°C por 72 h. Todas as cepas
foram fornecidas pelo Fundo de Defesa da Citricultura (FUNDECITRUS) em Araraquara, SP,
Brasil, pelo pesquisador Dr. Franklin Behlau.

MIC ¢ a menor concentracao de HE-PP capaz de inibir o crescimento da bactéria. Ela
foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo em placas de cultura de 96 pogos. A
metodologia recomendada por lantas et al. (2021), com algumas modificagdes, foi aplicada. As
amostras foram primeiro dissolvidas em DMSO a 5% e depois diluidas em NB para atingir
concentragdes que variaram de 0,98 a 2.000 pug/mL. Os in6culos foram ajustados para produzir
uma concentragdo final de células de 5 x 10° UFC/mL. A estreptomicina foi usada como
controle positivo em concentragdes que variaram de 0,0115 a 5,9 pg/mL. As placas foram

incubadas em demanda bioquimica de oxigénio (BOD) a 28°C por 72 h. Apos a incubagdo, 30
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uL de solugdo aquosa de resazurina a 0,02%, usada como revelador bacteriano, foram colocados
em cada pogo. As placas foram incubadas novamente a 28°C por 12 h. Os pogos que se tornaram
rosa exibiram crescimento bacteriano, enquanto os que permaneceram azuis mostraram que

houve inibi¢ao. Trés experimentos independentes foram realizados em triplicata (Tabela 7).
2.7. Avaliacao da citotoxicidade contra células humanas

A avaliacao da citotoxicidade foi realizada de acordo com o protocolo de ensaio
colorimétrico de resazurina, conforme descrito por Riss et al. (2016). Para isso, diferentes linhas
celulares foram utilizadas para avaliar a atividade citotoxica do HE-PP. Elas incluiram
fibroblastos de pulmao humano nao tumorais (GM07492A), adenocarcinoma cervical humano
(HeLa), adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) e glioblastoma humano (U-251MG). As
concentragoes testadas variaram de 0,78 a 100 pg/mL. Foram incluidos pocos designados para
controles negativos (ndo tratados), solventes (dimetil sulfoxido 1%; Sigma-Aldrich) e positivos
(cloridrato de doxorrubicina - Bergamo). Os procedimentos de cultura de células, o projeto
experimental e a andlise foram conduzidos conforme descrito em Carnizello ef al. (2016). Uma
andlise de regressdo ndo linear foi executada usando o programa GraphPad Prism para
determinar a concentragdo da amostra que inibe 50% da viabilidade celular (ICso, meia
concentragdo inibitdria maxima). O indice de seletividade foi calculado dividindo o valor de
ICso do HE-PP nas células GMO07492A pelo valor de ICso determinado para as células

cancerigenas.
3. Resultados e Discussao

Os constituintes volateis do HE-PP foram identificados e quantificados por GC-FID e
GC-MS. Os seguintes constituintes principais foram identificados no HE-PP: E-geranilgeraniol
(44,8%), dehidroabietol (20,8%), E-cariofileno (10,2%) e vouacapano (9,3%) (Tabela 4).
Hoscheid e Cardoso (2015) relataram que os terpenos lineares, os derivados de geranilgeraniol
e os diterpenos tetraciclicos, que t€ém um esqueleto de vouacapano ou vinhaticano sdo
parcialmente responsaveis pelas atividades farmacologicas do 6leo extraido do fruto de
Pterodon. O isoprendide aciclico geranilgeraniol (44,8%), que foi identificado em alta
concentracdo no HE-PP, ja havia sido identificado em espécies do género Pterodon, juntamente
com outras classes de compostos, como saponinas e sesquiterpenos (Miranda et al. 2014;
Lemos et al. 2021). Lemos et al. (2021) também destacaram o sesquiterpeno E-cariofileno, que
ocupa o terceiro lugar no HE-PP. Além disso, a atividade anti-7rypanosoma cruzi exibida pelas

sementes de P. pubescens esta relacionada ao geranilgeraniol (Menna-Barreto et al. 2008). Os
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extratos do fruto da P. pubescens ja demonstraram ser agentes eficientes contra o promastigota
e amastigotas de Leishmania amazonensis pelo alto teor de geranilgeraniol (Santos et al. 2016).
Zaniol et al. (2020) descreveram a composicao quimica de extratos resultantes de diferentes
métodos de extracdo. Suas descobertas foram semelhantes a este estudo, principalmente as
concentragdes de FE-cariofileno e geranilgeraniol. Os diterpenoides vouacapano foram
facilmente identificados em plantas que pertencem ao género Pterodon (Cabral et al. 2013;
Oliveira et al. 2017), fato que explica o vouacapano (9,3%) no HE-PP. Deve-se mencionar que

este ¢ o primeiro relato de identificagdo de dehidroabietol (20,8%) em HE-PP (Tabela 4).

Tabela 4. Composicao quimica do extrato hexanico das sementes de Pterodon pubescens (HE-PP)

Compound RT (min) % RA RI exp RI lit
o-Xylene 5.40 0.3 895 896
Mesitylene 7.52 0.3 997 994
Z-Linalool oxide 9.88 0.1 1063 1067
n-Undecane 10.68 0.2 1099 1100
a-Ylangene 21.48 0.3 1374 1373
fS-Elemene 22.15 0.3 1391 1389
E-Caryophyllene 23.20 10.2 1418 1417
Allo-aromadendrene 24.83 0.6 1459 1458
Germacrene D 25.63 0.5 1480 1484
Spathulenol 29.33 2.0 1577 1577
(E, E)-Farnesol 29.33 2.0 1744 1742
Vouacapane 49.27 9.3 2195 2196
E-Geranylgeraniol 52.43 44.8 2201 2201
Dehydroabietol 53.94 20.8 2367 2368
Total 91.0

TR = Tempo de retengio; IRexp = Indice de retengio relativo a n-alcanos (C8-C20) na coluna Rtx-5MS; IRlit =
Indice de retengdo de Kovats (valores encontrados na literatura - Adams 2007; 2001). AR% = Abundancia relativa.
Numeros em negrito significam que os constituintes volateis foram considerados os principais constituintes do

extrato hexanico das sementes de P. pubescens (HE-PP).

A atividade antibacteriana do HE-PP foi significativa contra varias bactérias orais que
causam periodontite, a concentragao inibitéria minima (MIC) foi < 50 pg/mL (Tabela 5). Sete

cepas bacterianas foram testadas; Aggregatibacter actinomycetemcomitans apresentou MIC =
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50 pg/mL, enquanto Prevotella nigrescens apresentou MIC = 25 ug/mL. Os outros
apresentaram os menores valores de MIC, ou seja, 12,5 pg/mL (Tabela 5). Na literatura, as
amostras de 0leos essenciais e extratos de plantas cujos valores de MIC sao inferiores ou iguais
a 100 ug/mL apresentam atividade muito forte (Oliveira et al. 2022). O mesmo pode ser dito
sobre a atividade do HE-PP contra trés cepas de X. citri (resistente, tolerante e sensivel ao
cobre), uma vez que MIC = 100 pg/mL (Tabela 6). Outros pesquisadores ja haviam
demonstrado que as amostras cujos valores de MIC sao inferiores ou iguais a 100 ug/mL podem
ser consideradas agentes antimicrobianos promissores (Rios e Recio 2005; Gibbons, 2008).
Com relagdo a atividade antimicobacteriana, também foram encontrados excelentes valores de
MIC. O HE-PP exibiu MIC = 125 pg/mL contra Mycobacterium tuberculosis ¢ M. avium,
enquanto o MIC = 500 pg/mL foi exibido contra M. kansasii (Tabela 7). Alves et al. (2020)
relataram que os extratos brutos cujos valores de MIC sao inferiores a 100 pg/mL e de 100 a
500 pg/mL apresentam boa atividade antimicrobiana e atividade antibacteriana moderada,
respectivamente. Devido a preocupagdo com a resisténcia desenvolvida pelo M. tuberculosis, o
agente etiologico da tuberculose, alguns estudos mostraram que as amostras cujo MIC < 200
pg/mL podem ser consideradas satisfatorias (Alves et al. 2020; Cabral ef al. 2020). O potencial
antibacteriano do HE-PP pode ser explicado pelos constituintes, como o E-cariofileno e o E-
geranilgeraniol, cuja atividade antibacteriana foi reconhecida pela literatura (Roque et al. 2018;
Dickson et al. 2023). Por fim, os outros dois diterpenos principais - vouacapane e dehidroabietol
- identificados no HE-PP devem ser mencionados (Tabela 4). Os diterpenoides vouacapano e

abietano sdo considerados altamente bioativos (Oliveira ef al. 2017; Saha et al. 2021).
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Tabela 5. Concentragdo inibitéria minima do extrato hexanico das sementes de P. pubescens (HE-PP) contra bactérias periodontopatogénicas. Cepas de controle técnico:

Bacteroides fragilis (ATCC 25285) - Metronidazol: 1,47+0,07 ng/mL e Bacteroides thetaiotaomicron (ATCC 29741) - Metronidazol: 1,47+0,07 pg/mL.

Resultados (ng/mL)
Amostra Cepas bacterianas
Aggregatibacter Porphyromonas Prevotella Fusobacterium Bacteroides Actinomyces
actinomycetemcomitans gingivalis nigrescens nucleatum fragilis naeslundii
HE-PP 50+0,07 12,5+0,02 25+0,10 12,5+0,01 12,5+0,13 12,5+0,04

HE-PP: Extrato hexanico de sementes de P. pubescens. * Os valores de MIC sdo expressos como pg/mL.

Tabela 6. Atividade anti-Xanthomonas citri do extrato hexanico de sementes de P. pubescens - HE-PP (os valores de MIC sdo expressos como pg/mL)

Bactéria HE-PP Estreptomicina*
Xanthomonas citri 1647 (resistente ao 100+0.02 0.0461+0.01
cobre)
Xanthomonas citri 1733 (tolerante ao 100+0.01 0.3688+0.15
cobre)
Xanthomonas citri 12 (sensivel ao cobre) 100+0.02 0.0922+0.02

*Controle positivo. HE-PP: Extrato hexanico de sementes de P. pubescens.

Peptostreptococcus
anaerobius

12,5+0,01



Tabela 7. Atividade antimicobacteriana do extrato hexanico das sementes de P. pubescens - HE-PP (os valores de MIC sdo expressos como pg/mL)

Bactéria HE-PP Rifampicina*
Mycobacterium avium 125+0.15 0.5+0.01
Mpycobacterium kansasii 500+0.04 1+0.00
Mpycobacterium tuberculosis 125+0.02 0.015+0.17

*Controle positivo. HE-PP: Extrato hexanico de sementes de P. pubescens.
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A avaliacdo da citotoxicidade do HE-PP revelou respostas diversas entre diferentes
linhas de células humanas (Tabela 8). Notavelmente, o HE-PP apresentou maior citotoxicidade
para células HelLa (53,47 ug/mL), sendo significativamente menor do que a observada para
células ndo tumorais (62,84 pg/mL). Os efeitos citotoxicos do HE-PP sdo provavelmente
atribuidos ao contetdo significativo de E-geranilgeraniol, apoiado por estudos anteriores que
destacam as propriedades citotdxicas desse constituinte principal (Ohizumi et al. 1995, 1997;
Masuda et al. 1997). O e-geranilgeraniol demonstrou a capacidade de induzir a apoptose em
varios tipos de células tumorais, incluindo leucemia humana (HL-60), leucemia mieloide
multipotencial humana (K562), leucemia linfoblastica (MOLT3) e adenocarcinoma de célon
(COLO320 DM) (Ohizumi et al. 1995). Além disso, considerando que o HE-PP engloba varios
compostos bioativos, inclusive o E-cariofileno (Rufino ef al. 2015; Langat et al. 2022) e o
vouacapano (Oliveira et al. 2017, 2023), ¢ plausivel que os efeitos citotoxicos resultantes

possam surgir da combinagao desses constituintes.

Tabela 8: Valores de ICs e Indice de Seletividade (S.I.) obtidos contra diferentes linhagens celulares apos 24 horas

de tratamento com diferentes concentragdes de extrato hexanico de sementes de P. pubescens (HE-PP).

ICso(pg/mL)
Amostra GMO07492A HeLa S. 1 MCE-7 U-251MG
HE-PP 62.84+ 139 5347+2.94* 1.17 71.09 +3.15 > 100
DXR 1873 £1.81 46.67+5.91 - 71.13+£4.36  1042.70 + 21.00

GMO07492A — Fibroblasto Humano; HeLa - Adenocarcinoma Cervical Humano; MCF-7 - Adenocarcinoma de
Mama Humano; U-251MG — Glioblastoma Humano; DXR - Cloridrato de Doxorrubicina. *Significativamente

diferente da linha celular GM07492A. HE-PP. Extrato de hexano de sementes de P. pubescens.

4. Conclusoes

Este estudo introduziu novas atividades antibacterianas do HE-PP contra diferentes
espécies de bactérias patogénicas e fitopatogénicas. A Aggregatibacter actinomycetemcomitans
apresentou MIC = 50 pg/mL, enquanto a Prevotella nigrescens apresentou MIC = 25 pg/mL.
Os outros apresentaram os menores valores de MIC, ou seja, 12,5 pg/mL (P. gingivalis, F.
nucleatum, B. fragilis, A. naeslundii e P. anaerobius). Além disso, o HE-PP foi ativo contra M.
tuberculosis, M. avium e M. kansasii. No campo da ciéncia agroquimica, o HE-PP apresentou
boa atividade contra cepas de X. citri. Em suma, este estudo reforcou o potencial bioldgico
promissor da P. pubescens contra treze cepas bacterianas sob investigagdo. Além disso, o extrato
apresentou potencial antiproliferativo em células HeLa. O estudo sugere que o E-cariofileno, o

vouacapano, o E-geranilgeraniol e o dehidroabietol podem ser quimicamente responsaveis



56

pelas excelentes atividades. Entretanto, sdo necessarios mais estudos in vivo para determinar

com precisdo as atividades do HE-PP e para isolar seus metabdlitos secundarios.
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Capitulo II: Cochlospermum regium (Mart. Ex Schrank) Pilg.: perfil fitoquimico e
fungitoxicidade em Bipolaris oryzae cepa BRM 67786 (Embrapa)

Normas de acordo com a revista HOLOS

RESUMO

A mancha parda (Bipolaris oryzae) ¢ uma das doengas que mais afeta a orizicultura no mundo,
a disseminagdao do patdgeno ocorre por sementes infectadas por coledptilos. Quando nao
controlada a mancha parda pode levar a perda de 90% na produgdo. Dentro desse contexto, o
presente trabalho investiga a composicao quimica de extrato hidrometanoélico acidificado das
folhas de Cochlospermum regium utilizando trés técnicas de extragdo, sendo: maceracao,
ultrassom e maceragdo + ultrassom, quantificar os compostos fenolicos através da técnica de
Espectroscopia de Ultravioleta visivel (UV-vis), identificar os compostos através da técnica de
Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (HRMS) e determinar a fungitoxicidade dos
extratos em B. oryzae cepa BRM 67786 (Embrapa). Foram quantificados fenois totais,
flavonoides e proantocianidinas de cada extrato a fim de verificar qual método tem maior
eficdcia na extra¢do dos grupos fendlicos. Como resultados da identificacdo dos compostos,
foram identificados 11 compostos: acido galico, um ciclitol, um flavonol, dois taninos
hidrolisaveis, um depsideo, dois flavonoides glicosilados, um &cido triterpeno e um carotenoide
foram encontrados nos extratos. O ensaio de atividade antifiingica utilizado foi o de difusdo em
placa, o experimento foi realizado em decaplicata, os extratos foram diluidos em cinco
concentragdes (100, 300, 500, 700 e 900 pg. mL™!); foi avaliado o halo de crescimento micelial
ap6s 7 e 14 dias. Todas as atividades visaram a comparacao entre os extratos obtidos por trés
métodos de extracdo e o quanto o método de extragdo pode interferir sobre os resultados. Ao
combinar as técnicas de extra¢do (maceragdo + ultrassom) foi possivel obter maior rendimento
de extrato (61,70%), o extrato obtido pela técnica de ultrassom apresentou ser mais eficiente na
extracdo de fendis e flavonoides (615 £ 0,21 e 532 £ 0,06 pg. mL! respectivamente), o extrato
obtido pela técnica de maceragao demostrou maior eficiéncia na extragao de proantocianidinas
(269 + 1,18 ug. mL™"). Os extratos das folhas de C. regium demonstraram eficiéncia na inibi¢io
do crescimento dos halos miceliais de B. oryzae, a concentragio de 500 pug. mL-! demonstrou

ser a mais eficaz para o controle do fungo apds 14 dias de analise.

Palavras-chave: Helminthosporium, algoddozinho do cerrado, atividade antifingica,

fitoquimica.



62

ABSTRACT

Brown spot (Bipolaris oryzae) is one of the diseases that most affects rice growing worldwide.
The pathogen is spread by seeds infected by coleoptiles. When left unchecked, brown spot can
lead to a 90% loss in production. Within this context, the present work investigates the chemical
composition of the acidified hydro methanolic extract of Cochlospermum regium leaves using
three extraction techniques: maceration, ultrasound and maceration + ultrasound, quantifying
the phenolic compounds using the Ultraviolet-Visible Spectroscopy (UV-vis) technique,
identifying the compounds using the High Resolution Mass Spectrometry (HRMS) and
determine the fungitoxicity of the extracts on B. oryzae strain BRM 67786 (Embrapa). Total
phenols, flavonoids and proanthocyanidins were quantified from each extract to check which
method was most effective in extracting the phenolic groups. As a result of the compound
identification, 11 compounds were identified: gallic acid, one cyclitol, one flavonol, two
hydrolysable tannins, one depside, two glycosylated flavonoids, one triterpene acid and one
carotenoid were found in the extracts. The antifungal activity test used was plate diffusion, the
experiment was carried out in decapplicate, the extracts were diluted in five concentrations
(100, 300, 500, 700 and 900 pug. mL!); the mycelial growth halo was evaluated after 7 and 14
days. All the activities aimed at to compare the extracts obtained by the three extraction methods
and the extent to which the extraction method can affect the results. By combining the extraction
techniques (maceration + ultrasound) it was possible to obtain a higher extract yield (61.70%),
the extract obtained using the ultrasound technique proved to be more efficient in extracting
phenols and flavonoids (615 + 0.21 and 532 £ 0.06 pg.mL™! respectively), the extract obtained
using the maceration technique proved to be more efficient in extracting proanthocyanidins
(269 £ 1.18 ug.mL™"). The extracts from the leaves of C. regium were effective in inhibiting the
growth of mycelial halos of B. oryzae, with the concentration of 500 pg. mL™! proving to be the

most effective in controlling the fungus after 14 days of analysis.

Keywords: Helminthosporium, cerrado cotton, antifungal activity.
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1. Introducao

Um dos alimentos presentes na mesa de mais da metade da populagdo mundial ¢ o arroz
(Oryza sativa L.), principal fonte de carboidrato e responsavel economicamente por R$ 24, 295
bilhdes da economia brasileira (Coélho, 2021; CEPEA, 2023). Com 4area planta de
aproximadamente 10,033 M t na safra de 2022/23 (CONAB, 2023). No entanto, fatores como
solo, clima, fotoperiodo e umidade impactam diretamente a produgdo de arroz ao longo do
mundo (Silva Lobo et al., 2023). Ambientes com elevada umidade relativa do ar e altas
temperaturas sao ideais para a proliferagdo de doengas, que, por sua vez comprometem 0s

cultivos e colocam em risco toda produgdo (Sobrinho ef al., 2023).

Dentre as doengas do arroz destaca-se a mancha parda, que tem como agente causal o
fungo Bipolaris oryzae Breda de Haan (Thanh, 2022). Esta doenca, provoca lesdes necroticas
na parte vegetativa e nas paniculas, impedindo o enchimento de graos deixando-os gessados e
quebradicos (Dorneles et al., 2019; Sobrinho et al., 2023). Poucos sdo os produtos que possuem
registro para controle da mancha parda gerando resisténcia e provocando danos ambientais,
como a contaminagdo dos solos, das 4guas e dos agricultores, além de promover a selecdo de

cepas mais resistentes dessa doenca. (Scheuermann; Nesi, 2021).

Intmeras alternativas foram testadas; cultivares resistentes (Ashfaq et al., 2021), manejo
integrado (Loayza, 2022) e o uso de substancias naturais para promover o controle do Bipolaris
oryzae; ja foram utilizados extratos de arruda (Ruta graveolens) e alecrim (Rosmarinus
officinalis) para controle de B. oryzae in vivo (Ferreira; de Fillipi; da Conceigdo, 2022,

Castafieda et al., 2021).

Algumas plantas do Cerrado estdo sendo utilizadas como alternativas para substituir
produtos defensivos agricolas pela grande quantidade de flavonoides, fenodis e diterpenos
(Giorola et al., 2022). Cochlospermum regium Schrank Pilg, uma planta nativa do Cerrado
conhecida popularmente como algoddozinho do cerrado, etnomedicinal, ornamental e
forrageira amplamente utilizada na medicina popular como agente antibacteriano, analgésico e
anti-inflamatorio; efeitos estes que podem estar relacionados a presenca dos derivados do acido

galico (Galvao et al., 2023, Nascimento, 2022).

A partir do exposto, este trabalho tem como objetivo identificar os compostos presentes
no extrato hidrometanolico acidificado das folhas de Cochlospermum regium através da
extracdo por ultrassom, maceracao e maceragao + ultrassom e determinar a fungitoxicidade em

Bipolaris oryzae in vitro.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Material vegetal

As folhas de Cochlospermum regium (algoddozinho do cerrado) foram coletadas em
julho de 2023, na Unidade I da Universidade Federal Mato Grosso (UFMT), Campus
Universitario do Araguaia, Pontal do Araguaia — MT, Brasil, localizada em 15°55'01.5"S
52°16'30.3"W. A identificagdo taxondmica da planta foi realizada no Herbario da UFMT/CUA
—Unidade I, Pontal do Araguaia— MT, com exsicata depositada e cadastrada sob nimero 10407.
Inicialmente o material vegetal foram lavados em agua corrente e secos em estufa de circulagao
for¢ada de ar a marca Thoth modelo Th-510-480 a 35°C durante sete dias. Apos a secagem o

material vegetal foi armazenado protegido da luz e calor.
2.2. Preparo dos extratos

As folhas foram trituradas em moinho de rotor tipo ciclone da marca Star modelo FT
51, submetidas ao processo de extragao utilizando solugdo hidrometandlica acidificada a 1,7%.
A solugdo extratora foi preparada utilizando 800 mL de metanol, 183 mL de agua destilada e

17 mL de acido acético glacial.

Os extratos foram obtidos por meio de macerag¢do dindmica com agitador magnético por
30 min, banho ultrassonico por 32 min e maceragao dindmica 30 min + banho ultrassoénico 32
min. Para a preparag@o dos extratos brutos, foi realizado na proporg¢ao de 1 g de material vegetal

para cada 20 mL da solucao extratora.

O processo de extragdo por maceragdo consistiu em colocar o material vegetal
juntamente com a solucdo extratora sob agitacdo (agitador magnético) por 30 min a temperatura
ambiente, ap6s 30 min a solucdo foi filtrada a fim de separar o material vegetal da solugdo
extratora, o processo foi repetido trés vezes. A obtencdo do extrato, por meio do banho
ultrassonico, foi obtido ao colocar o material vegetal em contato com a solugdo extratora por
32 min no banho ultrassdnico em temperatura ambiente; ap6s 32 minutos a solucdo foi filtrada
a fim de separar o material vegetal da solucao extratora. O extrato utilizando banho ultrassonico
+ maceracao consistiu em colocar o material vegetal com a solugdo extratora sob agitacao
dindmica por 30 min e posteriormente levado ao banho ultrassonico por 32 min, o processo de

extracdo foi repetido trés vezes.
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O solvente foi recuperado em evaporador rotativo com pressao reduzida, para garantir
a secagem do extrato; o extrato foi congelado e posteriormente submetido ao processo de

liofilizagdo até a obtencao do material seco em forma de po.

Para identificacao dos extratos, foram nomeados conforme método de extragdo, extrato
metandlico obtido por maceragdo (EMeOHCRM), extrato metandlico obtido por ultrassom

(EMeOHCRU) e extrato metandlico obtido por maceragao + ultrassom (EMeOHCRM+U).

O célculo de rendimento dos extratos foi determinado a partir da Equacao (1) (Brito;

Silva, 2022), com modificagdes:

FR=(ME+~MA) x100 (1)
em que

FR= Fator de rendimento da extracao;

ME= Massa em gramas do extrato;

MA= Massa em gramas da amostra.

2.3. Analises quimicas

2.3.1. Determinacido de compostos fendlicos por espectroscopia UV-Visivel

A determinacdo dos compostos fenolicos dos extratos vegetais das folhas de C. regium
foi realizada pelo método espectrofotométrico de acordo com metodologia descrita por Gontijo
et al., (2017). O conteudo fenolico foi determinado utilizando o reagente Folin-Ciocalteu com
acido galico como padrdo, e a absorbancia a 760 nm foi medida apds 120 min de reagdo em
temperatura ambiente no escuro. Reagente de Folin-Ciocalteu (0,5 mL), Na,COj3 aquoso a 15%
(1,0 mL), 4gua destilada (7,5 mL) foram adicionados no baldo volumétrico, seguido pela adig¢do
de 1,0 mL dos extratos vegetais (1,0 mg/mL ressuspenso na solucao extratora). Os resultados

foram expressos em pg de equivalente de acido galico.

Os flavonoides foram quantificados utilizando o método AICl3 com catequina como
composto padrao, e a absorbancia foi medida a 420 nm apds 15 min de reagdo em temperatura
ambiente no escuro. Foram usados 4cido acético glacial (0,5 mL), AlICl3.6H>O em metanol a
8% (1,0 mL) e 2,0 mL dos extratos vegetais (10,0 mg/mL ressuspenso na solugdo extratora).

Os resultados foram expressos em pg de equivalente de catequina.
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Os polifenois (proantocianidinas) foram quantificados utilizando o método de vanilina
acida a 4% com epicatequina como padrio, a absorbancia foi medida a 500 nm ap6s 20 min de
reacdo em temperatura ambiente no escuro. Foram usados vanilina acida a 4% (5 mL) e 1 mL
dos extratos vegetais (10,0 mg/mL ressuspenso na solugdo extratora). Os resultados foram

expressos em pg de equivalente de epicatequina.
2.3.2. Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢io (HRMS)

As andlises de espectrometria de massas ESI (+) -MS(/MS) foram realizadas no
equipamento AB Sciex TripleTOF 5600+, fonte de ionizagdo electrospray (ESI), analisador
quadrupolo e tempo de voo (Q-TOF). Para inje¢do no equipamento, as amostras puras foram
diluidas até a concentracdo de 10 mol L' em metanol/dgua (1/1). A janela de massa analisada
foi de m/z 100 até m/z 1000. Temperatura da fonte de ionizagdo de 450°C e voltagem do campo

de 5500 V.
2.4. Fungitoxicidade
2.4.1. Preparo do inéculo

A cepa BRM 67786 isolada, identificada previamente como Bipolaris oryzae foi doada
pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa Arroz e Feijao). A cepa foi isolada
de folhas de arroz manchado na cultivar BRS 16948, as cepas foram inoculadas em placas de
Petri com meio de cultura batata dextrose agar (BDA), recomendado para esse patogeno e foi

incubado a temperatura entre 28 + 2°C.
2.4.2. Atividade antifungica

A metodologia utilizada no ensaio de atividade antifiingica foi realizada com a difusao
em placa descrito por Bianchini et al., (2022). Os extratos vegetais (1 mg. mL™') foram
ressuspenso na solugdo extratora, a solucao inicial foi diluida nas concentragdes de 100 pg. mL”

1,300 pg. mL™!, 500 pg. mL!, 700 ug. mL! e 900 pg. mL™".

Aliquotas de 250 pL de cada solugao foram adicionadas nas placas de Petri e espalhadas
com al¢a de Drigalski no meio de cultura BDA (batata, dextrose e 4gar), como controle positivo
foi utilizado 250 pL da solugdo hidrometanodlica acida. Discos de 5 mm com cepas do fungo B.
oryzae toram posicionados no centro das placas, o experimento foi realizado em decaplicata,
as placas foram armazenadas em cdmara BOD (demanda bioquimica de oxigénio) por 14 dias;

o diametro de crescimento do halo micelial foi medido apds sete e quatorze dias.
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A determinacdo da fungitoxicidade dos extratos foi calculada em termos de porcentagem
de inibi¢ao do halo de crescimento, utilizando a Equagdo (2) de inibicao do crescimento radial

(PICR).

PICR%=(R1—R2) R2-100 (2)
em que:

PICR%= percentual de inibi¢do do crescimento radial;

R1= crescimento radial do fungo em dire¢ao a placa;

R2= crescimento avaliada em fun¢ao da placa de controle.

2.5. Estatistica

Usou-se no experimento trés extratos de C. regium (ultrassom, maceracao e maceragao
+ ultrassom); uma espécie de fungo (Bipolaris oryzae); cinco tratamentos, que consistiram em
diferentes concentracdes dos extratos hidrometanolico acidificado e dois tratamentos adicionais
(controle positivo e negativo). As concentragdes foram obtidas a partir da dilui¢do dos extratos
na solucdo extratora, do esquema de diluigdo com as concentragdes de 100, 300, 500, 700 e 900
ug. mL!, a solugdo extratora foi considerado o controle positivo e a testemunha (controle
negativo) com 10 repeticdes por tratamento, totalizando 210 unidades experimentais
(3*7*10=210). Para a estatistica descritiva, os dados foram submetidos a Andlise de Variancia
(ANOVA), com uso Teste Tukey (p<0,05) Teste F e teste de normalidade dos residuos (Shapiro-
Wilk).

3. Resultados e Discussoes

O fator de rendimento (FR) dos extratos vegetais foram determinados, conforme a
Equagdo (1), o calculo do rendimento dos extratos vegetais foi determinado a partir da formula
a seguir (Brito; Silva,2022), o valor do rendimento dos extratos das folhas de C. regium foram

dispostos na Tabela 9.

Tabela 9: Valores da massa e fator de rendimento dos extratos hidrometanolico acidificado das folhas de C. regium

utilizando trés técnicas de extracdo: maceragdo, ultrassom ¢ maceragdo + ultrassom.

Amostra Massa  Fator de Rendimento (%)

EMeOHCRU 10,21 25,55
EMeOHCRM 12,77 31,93
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EMeOHCRM+U 24,68 61,70

EMeOHCRM= Extrato metandlico de Cochlospermum regium maceracdo, EMeOHCRU= Extrato metandlico de
Cochlospermum regium ultrassom e EMeOHCRM+U= Extrato metanélico de Cochlospermum regium maceragao
+ ultrassom.

O extrato obtido pela técnica de extragdo de maceragao + ultrassom obteve maior
rendimento comparado as outras técnicas de extracao individuais (maceragdo e ultrassom). A
técnica de extragdo por maceracdo consiste em friccionar o material vegetal no solvente a fim
de expor os contetdos intracelular, a técnica de extragdo por ultrassom consiste em romper a
membrana celular através de cavitagdo acustica; ao combinar as duas técnicas inicialmente ha

a friccdo e posteriormente o colapso das células vegetais que outrora permanéncia intactas.

A quantificagdo dos grupos fendlicos, presente nos extratos hidrometandlico acidificado
das folhas de C. regium foram realizados pelo método de Folin-Ciocalteu adaptado (Gontijo et
al., 2017), foi realizada curva de calibragdo com padrdes de acido galico a fim de determinar o
coeficiente de determinacdo (R?=0,9941) (Figura 4), posteriormente foi quantificado os grupos

fenolicos presente em cada extrato das folhas de C. regium.

Fendis Totais
0,5

0451y = 0,0375x + 0,0883

04 R? = 0,9941
035

03
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Abs (nm)

Concentagdo (pg.mL-1)
Figura 4: Curva de calibragdo de padrao de acido galico para a determinagdo do conteudo fendlico total dos

extratos hidrometanolico acidificado das folhas de C. regium através de UV-vis em 720 nm.
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Os ensaios para a determinagdo do conteudo total de flavonoides nos extratos foram

calculado o teor a partir

determinagio (R?=0,9943),

0,700 | y=0,0832x+0,0616

da curva de calibragdo (equagdo da reta) com coeficiente de

equivalente a catequina (Figura 5).

Flavonoides Totais

R?2=0,9943

0 2 4 6 8

Concentagdo (ug.mL1)

Figura 5: Curva de calibragdo padrido de catequina para a determinacdo de flavonoides dos extratos

hidrometanélico acidificado das folhas de C. regium através de UV-vis em 420 nm.

O contetdo total de flavonoides foi determinado usando o método de AlCls, que ao

entrar em contato com o flavonoide forma um complexo estavel com o grupamento carbonila

no C4 e hidroxila no C3 (flavonoéis) e C5 em flavonois e flavonas (El-Sayed et al., 2018).

Os ensaios para a determinag@o dos polifendis (proantocianidinas) nos extratos foram

realizados pelo método da vanilina acida, determinando os polifenodis a partir da curva de

calibracdo com coeficiente

demostrado na Figura 6.

0,6
0,5
y
0,4
0,3

0,2

Abs (nm)

0,1
0

de determinagio (R?= 0,9943), equivalente a catequina conforme

Proantocianidinas

= 0,0026x + 0,1266
R?=10,9943

0 16,7 33,4 50,1 66,8 83,5100,2116,9133,6150,3 167

Concentagdo (ug.mL-)

Figura 6: Curva de calibracdo padrio de epicatequina para a determinacdo de proantocianidinas dos extratos

hidrometanolico acidificado das

folhas de C. regium através de UV-vis em 500 nm.
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ApOs a calibragao das curvas dos padroes, o teor de compostos fenolicos presente em
cada extrato foi calculado a partir da curva de calibragao (Figuras 4, 5 e 6). Os valores dos

compostos fendlicos obtidos por cada método de extragdo foram expressos na Tabela 10.

Tabela 10: Quantificacdo de compostos fendlicos totais encontrados nos extratos hidrometanoélico acidificados
das folhas de Cochlospermum regium utilizando espectroscopia de UV-vis, quantificagio de fenois totais pg.mg-!
equivalente ao 4cido galico/ g de extrato analisado em 760 nm, quantificacio de flavonoides pg/mg’! equivalente
a quercetina/g de extrato analisado em 420 nm; quantificagio de proantocianidinas, pg.mg™" equivalente a

epicatequina/ g de extrato analisado em 500 nm.

Amostra Fendis Totais Flavondides Proantocianidinas
(ng.mg™) (ng.mg™) (ng.mg™)
EMeOHCRU 615+ 0,21 532 + 0,06 110,5+1,82
EMeOHCRM 544 + 0,07 473 +0,22 2695+ 1,18
EMeOHCRM+U 533+ 0,29 521 +0,12 2515+ 1,02

O método de extragdo influéncia na quantidade de metabolitos extraidos das folhas de
C. regium, a técnica de extracdo utilizando o ultrassom consegue romper a membrana celular
do material vegetal através de ondas ultrassonicas fazendo que os metabodlitos presentes no
citoplasma sejam liberados na solu¢do extratora, extraindo maior quantidade de fenodis e

flavonoides (615 + 0,21 e 532 £ 0,06 respectivamente).

Vieira et al., (2024), em seus estudos corroboram que a técnica de extracdo por
ultrassom proporciona vantagens no aumento na transferéncia de metabdlitos, menor
degradacdo de compostos bioativos comparado a técnicas tradicionais como a maceragao.
Souza et al., (2021a) empregou diferentes técnicas de extracdo para a extragdo de metabdlitos
secundarios, em que a técnica de extragdo por ultrassom obteve maior rendimento que a técnica

de extracdo por maceragao utilizando alcoois como solvente.

A técnica de extragdo empregada para a obtencgdo dos extratos estd correlacionada com
rendimento e a classe dos metabdlitos extraidos. A técnica de extragdo por maceragao
(dindmica) obteve maior rendimento que a técnica de extracao por ultrassom; a extracdo por
maceragdo conseguiu extrair mais proantocianidinas, moléculas com alto peso molecular

(Dewick, 2009).
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Ao combinar a técnica de maceragdo com ultrassom ha diminui¢do da quantidade dos
compostos fenolicos; as ondas ultrassonicas emitidas pelo ultrassom podem ter degradado os
compostos fenolicos presente no extrato, fazendo que a quantidade de compostos fendlicos

extraidos seja inferior aos fendis extraidos por maceracgao.

A técnica de extragdo por maceragdo obteve maior rendimento que a técnica de extragdo
por ultrassom indo em desencontro a outros estudos ao comparar essas duas técnicas de
extracdo. Souza ef al., (2021a) e Souza et al., (2021b), utilizando materiais vegetais distintos
compararam a técnica de extragdo por maceragdo e ultrassom utilizando &lcoois como
solventes, em que o extrato por ultrassom obteve maior rendimento que os extratos por

maceragao.

A técnica de extragdo por ultrassom apresentou ser mais eficaz na extragdo dos
compostos fendlicos que a técnica de extragdo por maceragdo, a fricgdo do agitador magnético
apresenta menor capacidade de romper a membrana celular do material vegetal que o colapso
por pulsos ultrassonicos, consequentemente menor quantidade de metabolitos secundarios sao

liberados do citoplasma.

Silva, (2022), em seus estudos extraiu flavonoides a partir de propolis comparando as
técnicas de extracdo de maceragdo e ultrassom, e verificou que a técnica de extragdo por
maceragdo obteve valores inferiores a técnica de extragdo por ultrassom. Souza et al., (2021b)
verificaram em seus estudos que a técnica de extracdo por ultrassom ¢ mais eficiente para a

extracao de fenois.

Galvao et al., (2023), em seus estudos realizados, prepararam extrato etanolico das
folhas de C. regium utilizando a técnica de extragdo sonicacdo; através de LC-MS
(Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas) identificaram taninos hidrolisaveis, acido

galico e flavonoides glicosilados.

No total, 11 compostos, acido galico, um ciclitol, um flavonol, um depsideo, dois
flavonoides glicosilados, um acido triterpeno, um carotenoide e um tanino hidrolisavel, foram
encontrados nos extratos das folhas de algodaozinho do cerrado (Cochlospermum regium),
através das analises de HRMS. As estruturas quimicas dos compostos foram propostas com
base na interpretacdo de seus dados de MS comparando com aqueles disponiveis na literatura
(Galvio et al., 2023). Os dados de fragmenta¢des MS? e intensidade relativa das fragmentacdes

estao dispostos na Tabela 11.
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Tabela 11: Dados cromatograficos da Espectrometria de Massas de Ultra Eficiéncia (HRMS) e tentativa de identificag¢@o dos principais compostos nos extratos hidrometandlico

acidificado das folhas de Cochlospermum regium.

Amostra m/z Massa Erro Fragmentos Amostra Tentativa de Referéncia
observada exata (ppm) majoritarios Identificacio
[M+H]*  teodrica (m/z) EMeOHC EMeOHCR EMeO
e/ou (m/z) (MS/MS* e/ou RU M HCRM
[M-H]- MS/MS") (%) +U
(Y)
NEG: NEG:169, 0,098 NEG: 125,0243[M  POS POS POS Acido galico Galvéao et al.,
169,0141 1121 —H —43,9898] " 2023
[M—H]~ (55%)
(100%)
NEG: NEG: 0,103 NEG: 85,0303[M- POS POS POS Acido Quinico Galvéo et al.,
Extrato 191,0557  191,1592 H - 106] (7,69%) 2023
hidrometandlic [M-H]"~
o acidificado de  (100%)
Cochlospermum NEG: NEG: 0,227 NEG: 283,9964 [M  POS POS POS Morina Galvéao et al.,
regium 301,0004  301,2283 - H - 18] (6,15%); 2023
[M-H]" 151,0035[M - H -
(100%) 149] " (6,15%)
POS: POS: 0,211 POS: 331,0815 [M POS POS POS Monogaloil Galvao et al.,
331,1677[  332,2601 +H-0,08]" (3%) hexose 2023
M+H]"

(100%)
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NEG: NEG: 0,201 NEG: 133,0306 [M  POS POS POS 2,3-Di-hidroxi-5-
335.0411  535.3180 -H-152]" (metoxicarbonil)
[M -H]" (100%); 124,0171 fenil 3,4,5-tri-
(18%) [M-H211]" hidroxibenzo
(15%)
Apigenina-C- Galvao et al.,
POS:433,1 POS: 0,285 POS: 415,1019 [M POS POS POS hexose 2023
1281 [M + 433,3849 +H-18]* (27%);
H] " (69%) 367,0813 [M + H —
66] * (24%);
0,270 313,0706 [M + H —
NEG: NEG: 120 -120-18]"
431,0997  431,3701 (83%);
[M-H]"~ 283,0601 [M +H
(100%) -150] " (100%));

NEG: 367,0813 [M
_H 64] (24%);
311,0557 [M —H -
1201~ (95%);
283,0611 [M —H -
148]~ (35%)

POS: POS: 0,274 POS: 413,0882 [M POS POS POS Luteolina-C- Galvéo et al.,
449,1097  449,3842 +H-36]" hexosideo 2023
[M+H]? (27%);353,0666

(63%) [M+H—96]*

(41%); 329,0665
[M+H-120]"

(96%);299,0559
0273 [M+H-150]"
NEG: (100%)
447,3695
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NEG: NEG: 357,0630 [M
447,0961 —H-90]" (57%);
[M—H]~ 327,0521 [M—H -
(57%) 1201~ (100%);
297,0411 [M— H -
1501~ (23%)

NEG: NEG: 0,167 NEG:447,0945[M POS  POS POS Digaloil hexose ~ Galvdoetal.,
483,1892  483,3570 — H - 36] (66%); 2023
[M—H]~ 369,0613 [M — H —

(5%) 114] (14%);

357,0615 [M — H —
126]-
(31%);357,0509
[M—H - 126]"
(100%);169.0129
[M—H - 314]~
(6%)
POS: 449,1017[M  POS POS POS  Acidoarjunéico  Galvdoetal,

POS: NEG: 0,636 +H—38]" (4%); 2023
487,0551  487,6917 335,0416 [M + H —

[M +H]* 152] * (34%);

(5%) 183,0423 [M + H —

304] * (100%);

POS: POS: 0445 POS:569,2399[M POS  POS POS Luteina Galvao et al.,
569,4334  569,8379 + H]* (0,1%): 2023
[M+H]"

(100%)
0,620 POS  POS POS
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NEG: NEG: NEG: 787,1100 [M 1,2,3,4,6- Galvéo et al.,
939,1258 939,669 —H-152] (51%)); Pentagaloil 2023
[M—H] 769,0971 [M —H — hexose

(46%) 1707 (88%);

635,0965 [M — H —
3041 (23%);
617,0837 [M — H —
3221 (64%);
601,0901 [M — H —
3381 (20%);
465,0692 [M — H —
4741 (49%):;
447,0595 [M - H —
4471 (24%);
295,0458 [M — H —
6441 (20%);
168,0045 [M — H —
7711 (20%);
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Com base nos padrdes de fragmentacao, os compostos 1 e 2 foram anotados como acido
quinico e acido galico respectivamente (Clifford et al., 2007, Sinosaki ef al., 2020). A natureza
acida do composto 1 ¢ evidenciada pela eliminagdo do grupo carbonila (CO2) m/z 124,0157
através do ion [M - H] ", com as principais fragmentacdes em m/z 125,0243, 169,0141. O
composto 2 apresentou a eliminacdo de H>O referente a desidratacdo do &cido quinico
desprotonado com ion m/z 173,0444, e gerou anion (m/z 127,0392) através das vias de

fragmentacao de H,O e COo.

Os compostos 4 e 8 foram anotados como Monogaloil hexose e Digaloil hexose,
mostram padrdes de fragmentacdo tipicos de derivados de galoil-hexose (Chang et al., 2019),
o composto 8 apresentando espectro ESI (-) MS? em m/z 169, 0129, que foi interpretado como

relacionado a deteccdo de moléculas de 4cido galico desprotonada.

O composto 5 foi anotado como 2,3-di-hidroxi-5-(metoxicarbonil) fenil 3,4,5-tri-
hidroxibenzoato. A proposta para este depsideo foi corroborada pela ionizagao dos picos em
m/z 168,0064 e 124,0171 (atribuida a perca de 4cido gélico do ion [M-H] ). Além disso o
composto 5 mostrou perda caracteristica do grupo metil, pela eliminagdo do radical CH3* no

modo de ionizac¢do negativa, tendo fragmentacao de 183,0306 do ion [M-H] "~

Os compostos 6 e 7 foram anotados como Luteolina- C -hexosideo, Apigenina- C -
hexose (Swiatek et al., 2021), ocorreram fragmentacdes na parte glicosidica. Agliconas foi
sugerida com base nos dados 6: ([M-162 Da-H] ~: m/z 285,0408) 7: ([M-162 Da-H] : m/z
269,0450).

O composto 11 foi anotado como 1,2,3,4,6-pentagalloil-hexose mostra fragmentacao
relacionada a desprotonagdo de acido gélico m/z 169,0131, com fragmentagcdes em m/z
769,0971 e 429,0455. O composto 3 foi anotado como Morina, a proposta para esse flavol foi
corroborada pela eliminagdao de H>O referente a desidratacdo do fenol com ion m/z 283,9964

(Galvao et al., 2023).

O extrato das folhas de C. regium apresenta alto teor de compostos fendlicos, em
especial as proantocianidinas; sendo extraidas de forma seletiva pela técnica de extracdo que
envolve a maceragdo. As proantocianidinas sdo conhecidas também como taninos condensados,
os taninos condensados sdo formados por unidades monoméricas de flavonois; os taninos
condensados podem serem decompostos em meio acido originando antocianidinas (Scardua et

al., 2021).
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Os extratos hidrometanolico das folhas de C. regium apresentaram inibi¢ao do fungo B.
oryzae, apresentando pouca variagdo ao comparar as concentragdes dos tratamentos. Ao
analisar as técnicas de extracdo individualmente, em relagdo a inibicdo do fungo, observa-se
que nao ha diferenca estatistica entre as técnicas de extra¢ao por maceragao e ultrassom, exceto
nos tratamentos de 300 e 700 pg. mL-1 e a técnica de extracdo por maceragao mostrou diferenga
estatistica na inibi¢do, em relacdo a técnica de extragdo por ultrassom. Para o extrato de
maceracdo + ultrassom observa-se que o aumento da concentracao do extrato influencia na

inibicao do crescimento micelial nos sete primeiros (Tabela 12).

Tabela 12: Atividade antifungica in vitro dos extratos metandlicos acidificados nos sete primeiros dias.

Amostra 100 300 500 700 900 CN cp
EMeOHCRU 86,89%A 75,994 8761234 75554  77.83%A 39 77D 52 94F
EMeOHCRM  79,77*A 81,33*A 84,33%AB 80, 05AB 84,0434 39770 52 04F

EMeOHCRM+U 64,11 65,618 77,558 68,228 80222  39,77° 52,94F

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p=0,05), letras minusculas sdo avaliadas por

linhas e letras maitsculas sdo avaliadas por coluna.

O EMeOHCRM apresentou inibi¢ao acima de 79% nao havendo diferenca estatistica
entre as concentracOes utilizadas; ao analisar as concentracdes dos extratos dentro de cada
tratamento verifica-se que EMeOHCRM+U nas concentracdes de 100 e 300 difere
estatisticamente de EMeOHCRM e EMeOHCRU pg. mL™!, fato esse que pode estar ligado

menor quantidade de fendis extraidos por essa técnica conforme a Tabela 10.

Ao analisar a persisténcia dos extratos ao inibir o crescimento micelial do fungo apds
14 dias, percebe-se que ha redugdo do efeito de inibicdo dos extratos sob o fungo. Quando
analisado as concentragdes ndo had diferenca estatistica para o EMeOHCRU; para o
EMeOHCRM a concentragio de 700 pg. mL™! diferiu das demais concentragdes tendo menor

valor de inibi¢ao (Tabela 13).

Tabela 13: Atividade antifiingica in vitro dos extratos metandlicos acidificados aos quatorze dias.

Amostra 100 300 500 700 900 CN CP
EMeOHCRU 58,77  62,66* 68,72** 60,5 56,22°4 3.88° 20,55
EMeOHCRM  58,77% 50,1148 65,5534 46,048  67332A 388  20,55P

EMeOHCRM+U 33,16°® 41,112 60,67** 41,58 62,61°4 3,88 20,55P
*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p=0,05), letras minusculas sdo avaliadas por

linhas e letras maiusculas sdo avaliadas por coluna.
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Ao comparar os tratamentos (concentracdes dos extratos) com as técnicas de extragdo,
0 EMeOHCRM teve reducao na inibigao dos halos de B. oryzae aos 14 dias, nos sete primeiros
dias o EMeOHCRM nao distinguia estatisticamente dos valores de EMeOHCRU, porém
observa-se que ha reducdo do efeito inibitorio de EMeOHCRM.

A redugdo da inibicdo do EMeOHCRM nos halos miceliais de B. oryzae pode ser
explicada pois no EMeOHCRM tém maior quantidade de taninos condensados
(proantocianidinas), os taninos condensados ao entrar em contato com meio acido (solugao
extratora) ocorrem a decomposicdo do tanino, liberando a unidade monomérica, as
antocianidinas (flavonois) (Scardua et al., 2021); os flavonodis sofrem reducao pela capacidade

de captar radicais livres.

Ao analisar as concentragdes dos tratamentos, 0 EMeOHCRM+U nas concentragdes de
500 e 900 pg. mL! equipara aos valores de inibi¢do dos outros extratos (EMeOHCRM e
EMeOHCRU); o efeito de inibi¢do na concentragdo de 500 pg. mL™! pode ser explicada por
que os outros extratos perdem a eficicia ao longo dos dias, equiparando ao valor de
EMeOHCRM+U, na concentragio de 900 pg. mL!  pode estar relacionado a maiores

concentragdes de fenol no extrato.
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4. Conclusao

O método de extragdo influencia diretamente no rendimento dos extratos
hidrometanolico das folhas de Cochlospermum regium. A combinagao das técnicas de extragao

de ultrassom + maceragao obteve o rendimento de 61,70%.

O extrato obtido pela técnica de extragdao ultrassom mostrou ser mais eficiente para a
extracdo de fenois e flavonoides, o ultrassom libera um pulso ultrassonico fazendo que rompa
a parede celular do material vegetal, dessa forma os metabolitos secundarios presentem no
material vegetal sdo liberados e entram em contato com o solvente. Entretanto essa técnica nao

mostrou ser eficiente para extracdo de macromoléculas como as proantocianidinas.

Através da técnica de Espectrometria de Massa de alta Resolugcao (HRMS) foi possivel
identificar 11 compostos presentes nos extratos das folhas de C. regium. Sendo o acido gélico,
apigenina-C-hexose, luteolina-C-hexosideo, Digaloil hexose e 1,2,3,4,6-Pentagaloiil hexose

compostos comumente encontrados em folhas de C. regium.

A combinagao das técnicas de extracdo mostrou ser menos eficaz para a extragdo de

fenois, consequentemente tendo menor valor na inibi¢do micelial do fungo Bipolaris oryzae.

O extrato das folhas de C. regium mostrou ser eficaz na inibi¢ao do halo de crescimento
do fungo; levando em consideragdo as trés técnicas de extragdo recomenda-se a utilizagdo dos

extratos na concentragio de 500 pg. mL.
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5. Conclusao Geral

Os compostos majoritarios encontrados no extrato hexanico dos frutos de Pterodon
pubescens foram E- cariofileno, vouacapano, E- geranilgeraniol e dehidroabietol. Nos extratos
hidrometanélico das folhas de Cochlospermum regium foi possivel identificar acido galico,

apigenina-C-hexose, luteolina-C-hexosideo, Digaloil hexose e 1,2,3,4,6-Pentagaloil hexose.

O HE-PP foi ativo contra varias bactérias in vitro com valores de MIC variando entre
12,5 pg/mL e 50 pg/mL. A atividade citotoxica do HE-PP foi avaliada em linhas celulares
humanas tumorais e ndo tumorais. HE-PP mostrou citotoxicidade seletiva para adenocarcinoma

cervical.

A técnica de extragdo influencia no rendimento dos extratos e quantidade de compostos
extraidos das folhas de C. regium, os extratos demostraram fungitoxicidade, conseguindo inibir

o halo de crescimento micelial de Bipolaris oryzae in vitro na concentragio de 500 pg. mL™.
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@ Spectrum from Douglas_Neg@2024-02-29.wiff (sample 15) - EA1.J05, Experiment 1, -TOF MS (50 - 1000) from 0,399 to 0,603 min
@ Spectrum from Douglas_Neg@2024-02-29.wiff (sample 16) - EA2.J05, Experiment 1, -TOF MS (50 - 1000) from 0,397 to 0,601 min
@ Spectrum from Douglas_Neg@2024-02-29.wiff (sample 17) - EA3.J05, Experiment 1, -TOF MS (50 - 1000) from 0,401 to 0,611 min
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Imagem 1: Cromatograma HRMS [M - H] " dos principais constituintes no extrato hidrometandlico acidificado das folhas de Cochlospermum regium utilizando a técnica de
extracdo por maceragao (azul), sobrepostos aos cromatogramas dos extratos hidrometanoélico acidificado, utilizando a técnica de extracdo por ultrassom (vermelho) e a técnica

de extragdo por maceragdo + ultrassom (rosa).



@ Spectrum from Douglas_Neg@2024-02-29.wiff (sample 15) - EA1.J05, Experiment 1, -TOF MS (50 - 1000) from 0,399 to 0,603 min
@ Spectrum from Douglas_Neg@2024-02-29.wiff (sample 16) - EA2.J05, Experiment 1, -TOF MS (50 - 1000) from 0,397 to 0,601 min
@ Spectrum from Douglas_Neg@2024-02-29.wiff (sample 17) - EA3.J05, Experiment 1, -TOF MS (50 - 1000) from 0,401 to 0,611 min
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Imagem 2: Tentativa de identificagdo dos principais picos do cromatograma HRMS [M - H] - dos principais constituintes no extrato hidrometandlico acidificado das folhas de
Cochlospermum regium. Sobreposi¢do dos cromatogramas: azul, cromatograma do extrato obtido por maceragdo; vermelho, cromatograma do extrato obtido por ultrassom e

cromatograma em rosa, do extrato obtido por maceracao + ultrassom.



Proposta de fragmentagio para o pico m/z 449,1089 [M + H] " identificado como Luteolina-C-hexosideo.

# Spectrum from Douglas@2024-02-28_wiff (sample 15)- EA1.J05, Experiment 1, +TOF MS (50 - 1000) frorm 0,373 to 0,556 min
@ Spectrum from Douglas@2024-02-28.wiff (sample 16) - EA2.J05, Experiment 1, +TOF MS (50 - 1000) from ©,372 10 0,571 min
@ Spectrum from Douglas@2024-02-28.wiff (sample 17)- EA3.J05, Experiment 1, +TOF MS (30 - 1000) from ©,374 to 0,558 min
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Imagem 3: Cromatograma HRMS [M + H] " dos principais constituintes no extrato hidrometanolico acidificado das folhas de Cochlospermum regium, utilizando a técnica de
extracdo por maceracdo (azul) sobreposto aos cromatogramas dos extratos hidrometanolico acidificado, utilizando a técnica de extra¢ao por ultrassom (vermelho) e a técnica de
extragdo por maceragdo + ultrassom (rosa), pico m/z 449,1089 [M + H] * identificado como Luteolina-C-hexideo.



Spectrum from Douglasi@ 2024-02-28.wiff (sample 15) - EA1.J05, Experiment 3, +TOF MS"2 (50 - 1000} from 0,424 min

Precursor: 449,1 Da

Intensity

4500 -

4000 -

3500 -

3000 -

2500

2000 -

1500 -

1000 -

500 4

.

99,0559
329,0665
 — B
-
4491097
353,0666
< 431,0982
hl I
413,0882
287,0555
I
137,0229 165,0178 283’0608|
I 243,0289 | ‘ ‘ |
e il ol bt st e sl i b | ..| R l.‘ Ll . .
100 150 200 250 300 350 400 450 500

Mass/Charge, Da

88

Imagem 4: Proposta para a fragmentagdo do pico MS? de [M + H] m/z 449,1097 identificado como Luteolina-C-hexosideo do extrato hidrometanoélico acidificado das folhas
de Cochlospermum regium. Mecanismo de fragmentagdo proposto para MS?: 353,0666 [M + H — 96]* (41%) (A), 329,0665 [M + H — 120] * (B), (96%) € 299,0559 [M + H —

1507 (100%) (C);
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Imagem 5: Proposta de mecanismo de fragmentagio proposto para Luteolina-C-hexosideo MS? 353,0665 [M + H — 96] *, na caixa vermelha a molécula apos fragmentagao.
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Imagem 6: Proposta de mecanismo de fragmentacdo proposto para Luteolina-C-hexosideo MS? 329,0665 [M + H — 120] +, na caixa vermelha a molécula apds fragmentacio
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Imagem 7: Proposta de mecanismo de fragmentagdo proposto para Luteolina-C-hexosideo MS? 299,0551 [M + H — 150] +, na caixa vermelha a molécula ap6s fragmentagio
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Tabela 1: Quantificacdo dos principais compostos identificados dos extratos hidrometandlico acidificado das folhas de C. regium, utilizando as trés técnicas de extragdo

analisadas por HRMS (Espectrometria de Massa de Ultra Eficiéncia).

Compostos identificados

Técnica de extracao Gallic Acid Quinic acid 2,3-Dihydroxy-5- (methoxycarbonyl)phenyl 3.4,5-  Luteolin-C-hexoside  Digalloylhexose
trihydroxybenzoate
Ultrassom 9,90x10* 2,10x10° 6,90 x10° 3,30 x10° 2,70 x10°
Maceracio 9,20x10* 1,90 x10° 5,00 x10* 2,90 x10° 2,30 x10°
Maceracio + Ultrassom 8,40x10* 1,90 x10° 6,70 x10° 2,90 x10° 2,20 x10°

* Valores dos compostos expressos em ppm.
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Imagem 8: Percentual de inibi¢cdo do crescimento de Bipolaris oryzae cepa BRM 67786 por extrato hidrometanolico acidificado, utilizando as técnicas de extragdo: ultrassom,
maceragdo e maceragdo + ultrassom, nas concentragdes de 0 a 900 pg. mL.
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