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RESUMO

O presente trabalho descreve o estudo fitoquimico e avaliagcdo bioldgica
do extrato etandlico de Qualea paraensis Ducke pertencente a familia
Vochysiaceae. O material botanico foi coletado no municipio de Rorainopolis,
localizado a 294 Km da capital Boa Vista. O extrato etandlico das cascas, foi
particionado com o0s solventes e rendeu fragbes em hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol. As fracdes em cloroférmio foram analisadas através
de métodos cromatograficos classicos e determinou-se as atividades
antioxidante, antimicrobiana, analise da atividade citotOxica e potencial de
inibicdo da acetilcolinesterase no extrato bruto etanodlico. A avaliagdo da
toxicidade foi realizada atravées do ensaio de toxicidade frente ao
microcrustaceo Artemia salina com a DLso. A atividade antioxidante foi
determinada pelo sequestro do radical 2,2-difenil-1picrilhidrazil (DPPH) em
meio metandlico determinando-se o porcentual antioxidante e CEso. A atividade
antimicrobiana foi testada através da técnica de microdiluicdo em caldo e a
leitura foi realizada em espectrofotometro, a atividade da acetilcolinesterase
também foi determinada com o uso de espetrofétometro em leitor de Elisa. Os
meios de identificacdo estrutural foram espectros de Infravermelho,
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de 3C espectros tipo DEPT 135°,
COSY, HSQC e HMBC. O extrato bruto etandlico apresentou baixa atividade
antifingica frente aos fungos Aspergillus flavus e Fusarium proliferatum.
Percebeu-se uma acdo moderada da acao antimicrobiana para as bactérias E.
coli e S. sanguinis chegando a 64,59% do percentual de inibicdo. N&o
apresentou atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase, e baixa toxicidade
frente a Artemia salina.

Palavras-chave: Qualea paraensis. Fitoquimica. Atividade biologica.



ABSTRACT

This paper describes the phytochemical study and biological evaluation
of the ethanol extract of Qualea paraensis Ducke belonging to Vochysiaceae
familia. The botanical material was collected in the municipality of Roraindpolis,
located 294 km from the capital Boa Vista. The ethanol extract of peel was
partitioned with solvents and fractions yielded in hexane, chloroform, ethyl
acetate and methanol. The chloroform fractions were analyzed by classical
chromatographic methods and determined whether antioxidante activity,
antimicrobial, analysis of cytotoxic activity and potential inhibition of
acetylcholinesterase. The toxicity evaluation was conducted using the toxicity
test facing the microcrustaceans Artemia salina with LDso. The antioxidant
activity was determined by the kidnapping radical 2, 2-diphenyl-1picrilhidrazil
(DPPH) in methanol means determining the antioxidant and ECso percentage.
The antimicrobial activity was tested using the technique of microdilution broth
and were read on a spectrophotometer, acetylcholinesterase activity was also
determined using ELISA reader spectrophotometer. The structural identification
means are infrared spectra, proton magnetic resonance spectra 'H and 3C 135
type DEPT, COSY, HSQC and HMBC. The crude ethanol extract showed low
antifungal activity to fungi Aspergillus flavus and Fusarium proliferatum. It was
noticed a moderate action of antimicrobial action for E. coli bacteria and S.
sanguinis reaching 64.59% of the percentage of inhibition. He showed no
inhibitory activity of the enzyme acetylcholinesterase and low toxicity against
Artemia salina.

Keywords: Qualea paraensis. Phytochemical. Biological activity.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui a maior floresta tropical do mundo, a floresta Amazonica,
que € rica em biodiversidade, permitindo assim o estudo de produtos naturais
uma das areas mais conhecidas da quimica em nosso pais (PUPO e GALLO,
2007). Das 200.000 espécies vegetais existentes no Brasil € provavel que pelo
menos a metade tenha alguma propriedade terapéutica, e estima-se que nem
1% dessas espécies com potencial foram estudadas adequadamente quanto a
suas propriedades medicinais (MARTINS et al., 2003).

A utlizacdo de plantas medicinais no tratamento de doencas recebe
influéncias de diversas culturas como a indigena, africana e a europeia. As
plantas sdo um recurso terapéutico que contribui no fornecimento de
substancias de grande variedade, Uteis no tratamento de doencas. Os indios
utiizavam a fitoterapia através da observacdo de animais que procuravam
certas plantas quando doentes. Os negros africanos faziam exorcismos com
plantas trazidas da Africa a fim de expulsar espiritos causadores de doencas. A
influéncia europeia teve inicio no Brasil com a vinda dos primeiros padres com
a finalidade de catequizar os indios e assim trouxeram ervas medicinais as
quais foram se reproduzindo espontaneamente no solo brasileiro e formando,
em alguns casos, variedades distintas (MARTINS et al., 2003).

As estruturas moleculares complexas fornecidas pelas plantas sé&o
praticamente impossiveis de serem obtidas sinteticamente, sendo o0s
medicamentos de origem vegetal de grande interesse para industria
farmacéutica (MONTANARI, 2001; PINTO et al., 2002).

Portanto, é muito importante a pesquisa em produtos naturais, visto que
muitas pessoas fazem uso de diversas espécies de plantas sem comprovacao
de sua eficacia e sem o conhecimento dos efeitos colaterais que estas podem
causar. O presente estudo refere-se a Qualea paraensis Ducke., onde o extrato
etandlico foi preparado a partir das cascas do tronco deste vegetal e
posteriormente realizou-se o fracionamento e o isolamento do constituinte
quimico através de varias etapas cromatograficas. Foram realizados testes de
citotoxicidade, avaliacdo antimicrobiana, antioxidante e inibicdo da enzima
acetilcolinestease no extrato bruto etanodlico afim de verificar a presenca de

atividade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar a composicdo quimica e avaliar a atividade bioldgica das

cascas do tronco da espécie Qualea paraensis Ducke (Vochysiaceae).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar por cromatografia de adsorcéo as cascas de Q. paraensis.

- Isolar e identificar os compostos quimicos presente nas cascas por
meio de técnicas cromatogréaficas e espectroscopicas.

- Realizar testes bioldgicos de atividade antimicrobiana, atividade
antioxidante, toxicidade e inibicdo da enzima acetilcolinesterase com o extrato

da espécie em estudo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA VOCHYSIACEAE

Composta por arvores e arbustos tropicais, a familia Vochysiaceae
possui cerca de 8 géneros e 200 espécies, sendo que no Brasil ocorrem 6
géneros e aproximadamente 150 espécies (SOUZA e LORENZI, 2005), € uma
familia frequente no cerrado e é considerada floristica e fitofisionomicamente
importante na América do Sul, os géneros ndo amazoénicos da familia possuem
em algumas espécies, elementos caracteristicos da vegetacdo do cerrado
brasileiro (BARBOSA; YAMAMOTO; VALIO, 1999) citado por Candido et. al.,
(2010).

Os géneros mais importantes sdo Salvertia, 1 espécie; Callisthene, 10
espécies; Qualea, 60 espécies; e Vochysia, 105 espécies (HEYWOOD, 1993).

Os géneros da familia Vochysiaceae sdo diferenciados pelas
caracteristicas anatdbmicas de suas flores, variam entre si no namero de
pétalas, frutos, sementes e apresentam diferentes formas de carpo (Mayworm
et al., 2000). Mesmo sendo uma familia com poucas espécies, é considerada
um componente tipico nas comunidades vegetais de cerrado com ampla
distribuicdo nessa regido (Sajo et al., 2002). A distribuicdo no cerrado é
controlada principalmente pelo solo, mais do que por qualquer outro fator
ecolégico, possui uma heterogeneidade floristica e fitofisiondbmica que esta
diretamente ligada as caracteristicas quimicas e fisicas do solo (AMORIM;
BATALHA, 2006) citado por (CANDIDO et al., 2010).

No Brasil, o nucleo de distribuicdo de suas espécies encontra-se na
regido Guiano-Amazonica e no Planalto Central Brasileiro, de onde se irradiam
para as demais regides (Barroso et al., 1984).

As Vochysiaceae sdo plantas que acumulam aluminio ocorrendo em
solos como os do Brasil, que tem a caracteristica de serem de pH acido e
pobres em minerais (HARIDASAN 1982; JANSEN et al., 2002). A maioria dos
solos do cerrado sdo acidos, apresentando baixa capacidade de troca de
cations e elevados niveis de saturacdo de aluminio, metal geralmente téxico
para a maioria das plantas. Muitas espécies se adaptaram para serem capazes

de reter esse composto em seus tecidos. Algumas espécies da familia
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Vochysiaceae ndo soO toleram o aluminio, como sdo aluminio-dependentes,
como é o caso da espécie Vochysia tunacorum que é aluminio-dependente e
apresenta alta habilidade competitiva, alta frequéncia e ampla distribuicdo no
Brasil (CANDIDO et al., 2010).

A distribuicdo da familia € anfi-atlantica, ou seja, ocorre em ambos 0s
lados do oceano atlantico, seis dos oito géneros sdo predominantemente
neotropical, sendo apenas Erismadelphus e Korupodendron exclusivos do
oeste e centro da Africa (KEAY & STAFLEU 1953; LITT & CHEEK 2002;
SENTERRE & OBIANG 2005).

Figura 1 — Mapa de distribuicdo da familia Vochysiaceae em amarelo

Fonte: Tropicos, 2015.

As espécies de Vochysiaceae podem ser classificadas como as mais
bonitas e mais representativas de cerrado. Neste caso, pode-se destacar as
flores de Qualea com sua Unica pétala e um Unico estame, as inflorescéncias
de Vochysia, e os troncos tortuosos de Qualea grandiflora Mart. (WARMING &
FERRI, 1973).

Séao lenhosas, geralmente arboreas, de folhas opostas ou verticiladas,
simples, estipulas as vezes glandulares (Qualea), com flores piriginas ou
epiginas, diclamideas ou monoclamideas, frequentemente zigomorfas, isoladas
ou em inflorescéncia do tipo tirso, calice geralmente calcarado, corola

frequentemente com numero reduzido de pétalas em um Unico estame fértil,
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com frutos capsulares ou samarbdides e sementes geralmente aladas
(BARBOSA 1999; SHIMIZU 2009).

Tabela 1 — Géneros da familia Vochysiaceae

Géneros

Qualea

Vochysia

Callisthene

Salvertia

Erisma

Ruizterania

Erismadelphus

Korupodendon

Fonte: Shimizu, G. H. (2004).

Estudos fitoquimicos tem sido voltados principalmente para o género
Vochysia. Algumas substancias como, acido betulinico(1), acido sérico(2) e B-
sitosterol(3), foram encontrados em V. divergens (HESS et al., 1995), &cido
divergioico(4), acido 24-hidroxi-tormentico(5) e o éster glucopiranosil(6) e
(HESS e DELLE MONACHE,1999), acido tormentico(7) (BORTALANZA et al.,
2002). Em Vochysia ferruginea foi encontrado uvaol(8), eritrodiol(9), acido
ursélico(10), acido oleandlico(11), acido 6B-hidroximaslinico(12), B-sitosterol-
glicosilado(13), acido 2a, 3p-dihidroxi-12-en-28-6ico(14) e o 3p-dihidroxioleano-
12-en-28-6ico(15) (ZUCARO et al., 2000).
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Figura 2 — Substancias isoladas do género Vochysia

COOH
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Varios relatos referente a espécie Vochysia descrevem a atividade
bioldgica destas plantas, como exemplo, V. divergens é usada contra infeccdes
e asma (POTT e POTT, 1994). Compostos isolados destas espécies tém
evidenciado poder antifungico (HESS et al., 1995), analgésico (BORTALANZA
et al., 2002) e antibacteriano (HESS et al., 1997). A atividade antiinflamatdéria e
analgésica foi reportada nos extratos alcoolico de V. ferruginea (CALDERON et
al., 2001).

A Vochysia thyrsoidea Pohl, é uma Vochysiaceae usada na medicina
popular como expectorante, € encontrada em abundancia no cerrado brasileiro
e campos cerrados de altitude. O estudo prévio relacionado a caracterizacdo
quimica dos constituintes desta espécie revela o isolamento de dois acidos
elagicos: acidos 3,3’,4-tri-O-metilelagico(17) e 3,3’,4,4’ -tetra-O-metilelagico(18)
e das duas quinonas 1,8-dihidroxi-6-metoxi-3-metilantra-quinona(19) e 2,6-
dimetoxi-1,4-benzoquinona(20) (Sousa, L. R. F. et al., 2014).

Figura 3 - Substancias isoladas de Vochysia thyrsoidea

OCHs OCHs

(20)
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3.2 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O GENERO QUALEA

O género Qualea esta presente em toda a América tropical, passando
pelo México, Peru e Guianas, indo até o Brasil, principalmente em areas de
cerrado, onde sua presenca € marcante. As espécies sao conhecidas
popularmente como pau-terra, mandioqueira ou quaruba e séo utilizadas na
medicina tradicional para os mais variados fins (CORREA, 1974). Pott e Pott
(1994) demonstraram a ocorréncia de taninos em Qualea parviflora, sendo que
a casca em po ou cha é usada como antisséptico de uso externo, e as folhas
sdo usadas contra acidez estomacal. As cascas, entrecascas e folhas de
Qualea grandiflora tem acao no sistema nervoso central, se comporta como um
agente anticonvulsivante (GASPI, et al., 2006) sdo usadas como adstringente e
antidiarreico, na limpeza de Ulceras externas sendo Uutil também contra
inflamagdes (SEPTIMO, 1994; ALMEIDA et al., 1998). Estudos recentes
mostram que Q. grandiflora apresenta atividade antimicrobiana e
antiulcerogénica (HIRUMA-LIMA et al., 2006; COSTA et al., 2008). Estudos
reportam que o decocto das folhas de Qualea sp. é usado para Ulceras,
gastrites, amebiase, diarreia com sangue e cdlicas intestinais (GRANDI et
al.,1989).

Estudos fitoquimicos de espécies do género Qualea resultaram na
identificacdo de &cidos graxos (MAYWORM & SALATINO, 2002),
polissacarideos, taninos pirogalicos e catequinicos (ROCHA et al., 1979),
flavonoides(21) (CORREA et al., 1981), terpenodides(22) (NASSER et al., 2006)
e derivados de acido elagico(23) (NASSER et al., 2008).

Figura 4 — Substancias isoladas do Género Qualea
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Estudos a partir do extrato cloroformico das cascas de Q. parviflora
resultou no isolamento do [-sitosterol(24), friedelina(25), lupenona(26),
lupeol(27), betulina(28) e acido epibetulinico(29) (Nasser, A. L. M. et al., 2013).

Figura 5 — Compostos isolados do extrato cloroférmico de Q. parviflora

(24)

H
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Figura 6 — Espécie de Qualea paraensis Ducke

Fonte: Denise Sasaki, 2015.

3.3 TAXONOMIA VEGETAL

Tabela 2 — Classificacao botanica de Qualea paraensis

Nome Cientifico Qualea paraensis Ducke
Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Polygalales
Familia Vochysiaceae
Género Qualea

Fonte: Instituto de Ciencias Naturales, 2015.
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3.4 DESCRICAO BOTANICA DE QUALEA PARAENSIS

Nome popular: mandioqueira, mandioqueira vermelha, quaruba,
mandioqueira escamosa, lacreiro (LOUREIRO & SILVA, 1968).

Arvore grande, cortex dos ramos jovens esfoliativo; nectarios extraflorais
axilares, urceolares; peciolo subcilindrico, glabro, finamente canaliculado na
parte superior; folhas coriaceas, oblongas ou etilico-oblongas, apice
acuminado, base aguda ou obtusa, glabras, lustrosas na face superior, na
inferior opacas com alguns pelos junto a nervura mediana; nervuras laterais
numerosas (8-15) por cm, salientes nas 2 faces; inflorescéncia em paniculas
terminais frequentemente com 2 flores em cincinio; pedicelos delgados, longos,
puberulentos; flores aromaticas; calice sericeo externa e internamente nos
I6bulos; I6bulos arredondados, sendo o lateral menor do que o anterior;
espordo elipsoide; pétala branca, arredondada, com a base vermelha e o
centro amarelo; pétalas rudimentares presentes; estames com filete glabro,
antera lanceolada, sub-recurvada, com o dorso piloso, apice arredondado,
emarginado; estaminoides presentes; ovario globoso, densamente piloso com
estilete subglabro; estigma semilateral, ndo captado; fruto capsula
desconhecida (LOUREIRO & SILVA, 1968).

3.5 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE QUALEA PARAENSIS

No Brasil, tem ampla distribuicdo na Amazénia brasileira nos Estados do
Amazonas, Para, Acre e Mato Grosso, ocorre ainda na Guiana (LOUREIRO &
SILVA, 1968).

Habitat — Comumente encontrada nas margens de terra firme e ocasional na
margem de igarapés.

Usos comuns - Compensados, caixas, remos, canoas, esquadrias e
construcéo civil (LOUREIRO & SILVA, 1968).

3.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A busca de novos agentes antimicrobianos € muito importante, uma vez

que o elevado potencial de recombinacdo genética das bactérias tem
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provocado o aumento de cepas multirresistentes e patdgenos que podem surgir
de forma mais rapida devido ao uso indiscriminado destes agentes e,
consequentemente, tornando ineficientes muitos farmacos antimicrobianos
disponiveis no mercado (TRIAS, GORDON, 1997; LABARCA, 2002; ALVAREZ,
LABARCA, SALLES, 2010).

Existem diversos métodos que podem ser empregados para medir a
atividade in vitro de microrganismos contra 0s agentes antimicrobianos
(SILVEIRA et al., 2009). Os métodos disponiveis para a deteccao da atividade
antimicrobiana de produtos naturais, sdo classificados em trés grupos, séo
eles: Método de difusdo em agar, bioautografico e diluicdo. Os métodos de
bioautografia e difusdo sdo conhecidos como técnicas qualitativas pois estes
métodos apenas demonstram a presenca ou auséncia de substancias com
atividade antimicrobiana. Por outro lado, os métodos de diluicdo sédo
considerados ensaios quantitativos, uma vez que determinam a concentragcéo
inibitéria minima (VALGAS et al., 2007).

3.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.7.1 Radicais livres

Radicais livres sdo espécies quimicas, geralmente muito reativas, que
possuem um ou mais elétrons desemparelhados. Sdo formados nas células
como consequéncia tanto do metabolismo aerdbico normal quanto por fatores
externos (ADELMANN, 2005). De uma maneira mais coerente sao
denominados de espécies reativas de oxigénio (ERO’s), quando em
concentracbes baixas ou moderadas podem ser benéficos para a célula, e
estdo envolvidos em varios processos fisiologicos de sinalizagcdo e de
regulacdo (FRIDOVICH, 1999). Esses radicais livres sao usualmente
removidos ou inativados in vivo por enzimas antioxidantes endogenas. Porém,
as ERO’s tornam-se danosas quando em condi¢cdes anormais sao produzidas
em excesso, quando isso ocorre, 0 organismo lanca mao de sistemas de
defesa enddgenos ou exdgenos que os estabilizam ou desativam antes que
ataguem os alvos bioldgicos, mas essa defesa pode ser insuficiente podendo

causar dano celular. Por isso, a ingestdo de antioxidantes através da dieta tem
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uma importante funcdo na prevencao de doencas causadas pelos danos das
ERO’s (ADELMANN, 2005).

Como fontes enddgenas de producdo de espécies reativas temos como
exemplo a propria mitocondria onde ocorre o processo de respiracao celular, os
processos inflamatérios e agbes enzimaticas. Como fontes exogenas
produtoras de ERO’s temos o0 0z6nio, os ions metalicos, as radiacdes gama e
ultravioleta, os medicamentos, alguns alimentos, poluentes ambientais e
exercicios fisicos (BIANCHI e ANTUNES, 1999).

3.7.2 Antioxidantes

Antioxidante sdo compostos que tem a finalidade de reagir diretamente
com os agentes oxidantes, assim como, os radicais livres. Esses compostos
possuem a capacidade de doar elétrons para um radical livre, inativando-o,
tornando-o um composto eletricamente estavel (ARBOS, 2004; COSTA,
FERREIRA, 2011).

Essas substancias combatem os radicais livres, diminuindo seu poder de
reacdo quimica, atuam no organismo como mecanismos de defesa e estdo em
constante atividade, pois a producdo de energia no organismo é uma das
principais causas da formacao dos radicais livres (RAMALHO; JORGE, 2006).

Doencas causadas por estresse oxidativo em sistemas biol6gicos podem
ser retardadas através de alimentacdo rica em vitamina C e E que sao
encontradas em frutas, cereais e diferentes vegetais (SIMOES et al., 2000).
Véarios compostos isolados de plantas e vegetais de natureza quimica
diversificada promovem acéo antioxidante reconhecida, principalmente aquelas
que possuem em sua estrutura um grupamento fendlico, representados por
cumarinas, flavonoides, antraquinonas e taninos (ARBOS, 2004; COSTA;
FERREIRA, 2011).

A estrutura fendlica desses compostos, permite a doagédo de um préton a
um radical livre, regenerando assim a molécula do acilglicerol e interrompendo
0 mecanismo de oxidagdo por radicais livres. Dessa maneira, os derivados
fendlicos transformam-se em radicais livres. Entretanto, estes radicais podem

se estabilizar promovendo o encerramento da propagacdo em cadeia e
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formacao de novos agentes oxidantes (BUCK 1981 apud RAMALHO; JORGE,
2006).

Entre os antioxidantes mais conhecidos estdo as vitaminas, principal-
mente C e E, e os flavonoides, entre os quais se pode citar a quercetina e
rutina (GARRIDO et al., 2002).

A vitamina C, ou &cido L- ascérbico € um composto natural, com uma
potente atividade antioxidante, por ser uma substancia hidrossoluvel, esta
envolvida em diversas fung¢des bioldgicas cuja funcéo principal no organismo €
proteger lipoproteinas da oxidagao (ARBOS, 2004). A quercetina (3, 5,7,3 -4’
— pentahidroxiflavona) é o principal flavonoide presente na dieta humana e tém
sido estudada nos ultimos anos, destacando seu potencial antioxidante,
anticarcinogénico e seus efeitos protetores aos sistemas cardiovascular e
hepético (BEHLING et al., 2004).

Os antioxidantes podem ser de carater enziméatico como, por exemplo, a
catalase (CAT) entre outras e ndo enzimaticos como por exemplo o acido
ascorbico (vit. C), entre outros com diferentes mecanismos de acéo
(ANDRADE et al., 2007).

Os antioxidantes naturais mais utilizados séo os tocoferdis, os &cidos
fendlicos e os extratos de plantas e os sintéticos mais comumente utilizados na
industria de alimentos sdo BHA, BHT, PG e TBHQ (RAMALHO; JORGE, 2006).

Devido ao aumento da perspectiva de vida e ao surgimento de doencas
degenerativas proprias ao envelhecimento, tem sido de grande relevancia
pesquisas de compostos antioxidantes exdgenos como adjuvantes do sistema
endogeno, principalmente compostos naturais fitoquimicos. Em especial os
compostos fendlicos que agem tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacdo do processo oxidativo com a formacdo de intermediarios
relativamente estaveis devido a ressonancia do anel aromatico presente em
suas estruturas (YAMAGUCHI et al.,1998).

3.8 CITOTOXICIDADE FRENTE A ARTEMIA SALINA
A Artemia salina (Crustacea, Anostraca) € um microcrustaceo de agua

salgada de coloragdo que vai do rosa-palido a avermelhado, branco ou

esverdeado dependendo do seu tipo de alimentacdo, apresenta dimorfismo
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sexual e atinge a fase adulta em 20 dias. E utilizado como alimento para
peixes, se movimenta de forma agitada normalmente préximo a superficie da
agua e é encontrado em lojas de aquaristas. Seu ciclo de vida tem inicio com a
eclosdo de cistos dormentes, o0os quais sdo embrides encapsulados
metabolicamente inativos. Estes cistos podem ficar em estado de dorméncia
por muitos anos, desde que fiquem em lugar seco, ja que em contato com agua
salgada hidratam-se e reassumem seu desenvolvimento (GOMES, 1986 apud
BORTOLOTTO, 2007).

Quando entra em contato com alguma substancia que a afeta, seus
movimentos sédo imediatamente reduzidos por incapacidade de manter a parte
superior da coluna, fazendo-a afundar. A positividade do teste se da
visualmente pela deteccéo de imobilidade do crustaceo (MEYER et al., 1982).

A utilizacdo deste organismo como bioindicador em testes de toxicidade
€ devido a facil manutencdo em condi¢cbes de laboratério, ampla distribuicéo,
praticidade de manuseio e cultivo além de ser um método rapido e de baixo
custo (BORTOLOTTO, 2007).

3.9 INIBICAO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

Presente no sistema nervoso central e periférico, a acetilcolinesterase
(AChE) é uma enzima pertencente a familia das colinesterases, sendo
responsavel pela finalizacdo da transmissdo dos impulsos nervosos nas
sinapses colinérgicas pela hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (ACh)
(Rang, 2001).

A Doenca de Alzheimer (DA) foi caracterizada pelo neuropatologista
alemao Alois Alzheimer em 1907, como uma doenca associada a idade e
caracterizada pelo declinio dos neurotransmissores, com perda de memoria,
alucinacoes, ilusdes e comprometimento psicossocial (ALZHEIMER, 1907 apud
GOES, V. F., 2006).

O primeiro aspecto clinico da doenca de Alzheimer é a deficiéncia da
memoria recente, enquanto as lembrancas remotas sao preservadas até certo
estagio da doencga. As dificuldades de atencdo e fluéncia verbal, além de
dificuldade de executar atividades cotidianas vao aparecendo a medida que a

patologia evolui. O grau de vigilia e a lucidez do paciente sao afetados em
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estagios avancados da doenca. Fraqueza motora ndo é observada, porém, as
contraturas musculares sdo uma caracteristica quase universal nos estagios
avancados da patologia, ocorre a diminuicdo do vocabulario, diminuicdo do
apetite e do peso, assim como descontrole urinario e fecal, e dependéncia
progressiva do cuidador (CANINEU, 2002; STUART, ROBERT, 2006;
LINDEBOOM, WEINSTEIN, 2004).

A deficiéncia do neurotransmissor do sistema nervoso central
acetilcolina (ACH) é citada como fator desencadeador da doenca, ela esta
envolvida na aquisicdo, consolidacdo e transmissdo da memoéria. A diminuigdo
da ACH pode ser causada pela deficiéncia da enzima colina acetiltransferase
ou por sua degradacdo pela enzima acetilcolinesterase (ACHE), verifica-se
ainda um acumulo da proteina B-amildide nas placas senis e da
microtubulina tau nos novelos neurofibrilares impossibilitando a producdo de
ACH (LEHNINGER et al., 2007; BRUNTON, 2012).

N&o existe tratamento efetivo conclusivo para a deterioracdo cognitiva
da doenca de Alzheimer, estratégias psicossociais e intervencao farmacologica
limitam-se apenas ao retardo na evolugcdo da doenca e melhora temporaria de
estado funcional do paciente (MARTINEZ, 2005).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ESPECIFICACOES DE MATERIAIS, METODOS E INSTRUMENTOS
UTILIZADOS

Na preparacdo dos extratos hexanico e etandlico, foi utilizado um frasco
de Mariotte, seguido de evaporacado do solvente sob pressédo reduzida em
evaporador rotativo.

Para a cromatografia liquida em coluna (CL) utilizou-se silica gel 60 da
marca Vetec com tamanho de particulas entre 70-230 mesh.

Para a cromatografia em camada delgada (CCD), foram utilizadas
placas de vidro e silica gel 60G da marca Vetec com espessura de 0,25 mm,
previamente ativada entre 100 a 120°C por 30 minutos.

As revelagbes cromatograficas foram realizadas com revelador de

vanilina sulfirica. A solucédo reveladora foi preparada pela mistura de uma
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solucdo de 1% (p/v) de vanilina em metanol com uma solucdo de &cido
sulfarico 5% (p/v) em etanol (ALVES, 2007).

Os solventes utilizados na cromatografia liquida em coluna foram das
marcas Synth e Nuclear de grau de pureza analitico (P. A). A 4gua utilizada na
andlise dos experimentos foi previamente destilada.

Os critérios de pureza adotados foram:

- Observacdo de uma mancha Unica por cromatografia em camada
delgada (CCD).

- Observacdo dos sinais de espectros de RMN de 3C e RMN de 'H
comparados com a literatura.

Os espectros de absorcao na regido do Infravermelho foram registrados
em espectrofotbmetro FT-IR Shimadzu, modelo Prestige 21, na regidao de 4000
a 400 cm*, em pastilhas de KBr.

As técnicas unidimensional e bidimensional de Ressonancia Magnética
Nuclear de 'H e 3C foram realizadas em espectrometro Bruker operado a 200
MHz para 'H e 50 MHz para 3C no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Minas Gerais. Os deslocamentos quimicos foram registrados em
unidade & (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. Tetrametilsilano
(TMS) foi empregado como padrédo de referéncia interna, tendo CDCls como
solvente.

As multiplicidades no espectro de RMN de 'H foram indicadas segundo
as convencles: s (singleto), d (dubleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), q
(quarteto), m (multipleto).

O ponto de fusdo da amostra foi determinado em aparelho digital para
ponto de fusdo, marca Microquimica, modelo MQAPF-302 com bloco de
aluminio e temperatura que varia de 0-350°C, da Universidade Federal de
Roraima. Os valores obtidos foram comparados com os da literatura.
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4.2 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE Qualea paraensis

4.2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

As cascas de Qualea paraensis, foram coletadas em Agosto de 2013, no
municipio de Rorainépolis-RR pelos Professores Dr. André Camargo de
Oliveira e Prof. Msc. Tiago Monteiro Condé da Universidade Estadual de
Roraima, Campus de Roraindpolis. Uma exsicata encontra-se depositada no

laboratorio da Embrapa Roraima.

4.2.2 Extratos das cascas de Qualea paraensis

As cascas de Qualea paraensis, apdés secagem em temperatura
ambiente, foram trituradas e pulverizadas em liquidificador, totalizando 1,600 kg
de p6 seco o qual foi transferido para o frasco de Mariotte. O processo de
extracdo empregado foi a técnica de maceracéo exaustiva, 0os extratores foram
utilizados em ordem crescente de polaridade, sendo primeiramente o hexano,
seguido por etanol bidestilado levado ao banho-Maria. O processo foi
acompanhado por filtracdo primeiramente em um pano fino e logo apds em
papel de filtro, e concentrados sob pressédo reduzida, em evaporador rotativo,
fornecendo 4,026 g de extrato hexanico e 25,513 g de extrato etandlico
(Esquema 2). O produto obtido de cada extrator foi denominado como Extrato
Bruto Hexanico (EBH) e Extrato Bruto Etandlico (EBE).

Esquema 1 — Tratamento das cascas de Qualea paraensis

[ Qualea paraensis ]

ﬂ Secagem
Moagem

[ 1,660 Kg de cascas ]

moidas

Fonte: A autora.



Esquema 2 — Extrato das cascas de Qualea paraensis

Extragdo com Hexano

1,660 kg Cascas

Extrato
Hexanico
4,0269

Fonte: A autora.

Torta

Extracdo com Etanol
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Extrato
Etandlico
26,0139

Torta

Descarte

4.2.3 Fracionamento cromatogréafico do extrato etandlico das cascas de Qualea

paraensis

Parte do extrato etandlico (25,513g) foram submetidos ao procedimento

de cromatografia em coluna (CC), utilizando-se silica gel 60 G (70 -230 mesh)

como fase estacionaria e diferentes eluentes como fase modvel, hexano,

cloroférmio, acetato de etila e metanol, intercalados com as respectivas

misturas binarias. Foram coletadas 183 fracdes, conforme os resultados da

tabela 3.




Figura 7 — Coluna cromatografica classica de Qualea paraensis

Fonte: A autora.
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Tabela 3 — Fracionamento cromatogréafico do extrato etandlico das cascas de

Qualea paraensis

Eluente Fracdes
Hexano/Cloroférmio 30% 1
Hexano/Cloroférmio 50% 2-4
Hexano/Cloroférmio 60% 5-10
Hexano/Cloroférmio 70% 11-41
Hexano/Cloroférmio 80% 42 — 67
Hexano/Cloroférmio 90% 68 - 73

Cloroférmio 74 — 83
Cloroférmio/Acetato de etila 10% 84 - 89
Cloroférmio/Acetato de etila 20% 90 — 96
Cloroférmio/Acetato de etila 30% 97 — 115
Cloroférmio/Acetato de etila 40% 116 — 122
Cloroférmio/Acetato de etila 50% 123 -127
Cloroférmio/Acetato de etila 60% 128 - 139
Cloroférmio/Acetato de etila 70% 140 — 143
Cloroférmio/Acetato de etila 80% 144 — 166
Cloroférmio/Acetato de etila 90% 167 - 177

Acetato de etila 178 — 182
Metanol 183

Fonte: A autora.
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Essas fracdes foram analisadas em CCD a fim de verificar quais fragoes
eram similares e poderiam ser agrupadas. Feito este procedimento, as fragdes

foram reunidas em 20 grupos, cujas massas estao apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Grupos originados do fracionamento cromatografico do extrato

etandlico das cascas de Qualea paraensis

Grupos Fracdes Massas (Q)
01 1-2 0,107
02 3-4 0,049
03 5-7 0,483
04 8-11 0,237
05 12 -13 0,064
06 14 -18 0,415
07 19-21 1,243
08 22 - 81 8,231
09 82 - 86 0,330
10 87 -90 0,242
11 91-92 0,535
12 93 -104 0,561
13 105-117 0,551
14 118 - 125 0,681
15 126 — 130 0,498
16 131 -143 0,846
17 144 — 156 0,668
18 157 — 169 0,832
19 170 - 182 0,381
20 183 4,028

Total - 20,982

Fonte: A autora.
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4.2.3.1 Grupo 08

O grupo 08, correspondente as fracdes 22 — 81, de massa 8,231g foi
cromatografado em coluna de silica gel fornecendo 12 grupos. Destes, 0 grupo
5 (fracdes 24-39) obtido da cromatografia do grupo 08 também foi
cromatografado e forneceu 121 fracdes. Andlise por CCD permitiu reunir essas

fracbes em 10 subgrupos conforme tabela 6.

Tabela 5 — Fracionamento cromatografico do grupo 05

Eluente Fracdes
Hexano/Cloroférmio 50% 01
Hexano/Cloroférmio 60% 02 -08
Hexano/Cloroférmio 70% 09-12
Hexano/Cloroférmio 80% 13-53
Hexano/Cloroférmio 90% 54 — 58

Cloroférmio 59 - 63
Cloroformio/Acetato de etila 10% 64 - 70
Cloroférmio/Acetato de etila 20% 71-80
Cloroférmio/Acetato de etila 30% 81-85
Cloroformio/Acetato de etila 40% 86 — 89
Cloroformio/Acetato de etila 50% 90 -94
Cloroférmio/Acetato de etila 60% 95 -97
Cloroférmio/Acetato de etila 70% 98 — 103
Cloroformio/Acetato de etila 80% 104 — 109
Cloroformio/Acetato de etila 90% 110 - 115

Acetato de etila 116 - 120
Metanol 121

Fonte: A autora.

Apés comparacdo em CCD foram reunidas fragdes iguais em 10 grupos,

conforme a Tabela 6.
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Tabela 6 — Grupos originados da cromatografia do grupo 05

Grupo Fracdes Massa (Q)
01 01-12 0,030
02 13-16 0,362
03 17 — 49 2,279
04 50 - 61 0,209
05 62— 73 0,032
06 74 -85 0,023
07 86 — 97 0,013
08 98 — 109 0,017
09 110-120 0,012
10 121 0,624

Fonte: A autora.

4.2.3.2 Grupo 03

O grupo 03, (tabela 6) por apresentar maior massa (2,279g) foi
cromatografado em coluna de silica gel, fornecendo 151 fracdes. Tabela 7.



Tabela 7 — Fracionamento cromatografico do grupo 03
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Eluente Fracdes
Hexano/Cloroférmio 40% 01
Hexano/Cloroférmio 50% 02 -10
Hexano/Cloroformio 60% 11-19
Hexano/Cloroformio 70% 20 - 103
Hexano/Cloroférmio 80% 104 — 108

Cloroférmio 109 — 116
Cloroférmio/Acetato de etila 20% 117 -120
Cloroférmio/Acetato de etila 30% 121 -124
Cloroformio/Acetato de etila 40% 125 -129
Cloroformio/Acetato de etila 50% 130 -133
Cloroformio/Acetato de etila 60% 134 - 136
Cloroférmio/Acetato de etila 70% 137 - 139
Cloroférmio/Acetato de etila 80% 140 — 143
Cloroformio/Acetato de etila 90% 144 — 146

Acetato de etila 147 — 150
Metanol 151

Fonte: A autora.

Apbs comparacdo em CCD foram reunidas fragdes iguais em 12 grupos,

conforme a Tabela 8.
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Tabela 8 — Grupos originados da cromatografia do grupo 03

Grupo Fracdes Massa (Q)
01 1-5 0,005
02 6-8 0,025
03 9-13 0,019
04 14 - 22 0,032
05 23-24 0,050
06 25 -39 0,053
07 40 — 87 1,308
08 88 - 110 0,186
09 111 -118 0,003
10 119 - 130 0,031
11 131 -150 0,034
12 151 0,060

Fonte: A autora.

Do grupo 06 (fragbes 25-39), foi isolado uma substancia denominada
QP-1, a qual foi recristalizada fornecendo um sélido branco com massa 0,050g,
Andlise por RMN mono e bidimensional permitiu identifica-la como o acido
betulinico.

O grupo 07 (fracbes 40-87), com 1,308g foi cromatografado em coluna,
fornecendo 83 fracdes. Utilizando eluentes da mesma maneira que as outras

colunas em ordem crescente de polaridade, Tabela 09.



Tabela 9 — Fracionamento cromatogréafico do grupo 07
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Eluentes Fracdes
Hexano/Acetato de etila 5% 1-2
Hexano/Acetato de etila 10% 3-4
Hexano/Acetato de etila 20% 5-38
Hexano/Acetato de etila 30% 39 -52
Hexano/Acetato de etila 40% 53 -62
Hexano/Acetato de etila 50% 63 — 67
Hexano/Acetato de etila 60% 68 -71
Hexano/Acetato de etila 70% 72-74
Hexano/Acetato de etila 80% 75-77
Hexano/Acetato de etila 90% 78 -79
Acetato de etila 80 - 82
Metanol 83

Fonte: A autora.

Apos comparacdo em CCD foram reunidas fragdes iguais em 06 grupos,

conforme a Tabela 10.

Tabela 10 — Grupos originados da cromatografia do grupo 07

Grupo Fracoes Massa (Q)
01 1-4 0,001
02 5-6 0,020
03 7-11 0,052
04 12 - 68 0,405
05 69 — 82 0,001
06 83 0,004

Fonte: A autora.

O grupo 3 (fragcdes 7-11), apds andlise por CCD, constatou-se ser uma

mistura adicional de QP-1.
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O esquema 3, sumariza o fracionamento fitoquimico e substancia

isolada das cascas de Qualea paraensis

Esquema 3 - Fracionamento fitoquimico e substancia isolada das cascas de

Qualea paraensis

Extrato Etanolico
25,513 kg

Cromatografia em coluna

20 Grupos

Cromatografia em coluna
Grupo 08

|
12 Grupos

Cromatografia em coluna
Grupo 05

Cromatografia em coluna

10 Grupos

Grupo 03

Cromatografia em coluna

12 Grupos

Grupo 06 Grupo 07

QP-1 Adicional de QP-1

Fonte: A autora.
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4.3 ANALISE BIOLOGICA

4.3.1 Atividade antimicrobiana

A acao antimicrobiana foi investigada no Laboratério de biotecnologia e
Bioensaios, no Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) pela equipe e sob a supervisdo
da Professora Doutora Jaqueline Takahashi. Foi realizado apenas um efeito

comparativo com os farmacos.

4.3.1.1 Material microbiologico

Na determinacdo da atividade antimicrobiana para fungos e bactérias,
foram testados os fungos Aspergillus flavus e Fusarium proliferatum, as
bactérias gram-negativas Escherichia coli e Salmonella tiphymurium, e as
gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus sanguinis
(ATCC 49456).

4.3.1.2 Determinacdo da concentracao inibitéria minima

Os procedimentos abaixo foram descritos pela Prof. Dra. Jaqueline
Takahashi:

As amostras foram pesadas e solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO),
resultando em uma solucdo com concentracdo de 50 mg/mL (extratos) e 12,5
mg/mL (substancias puras). Pipetaram-se 40 uL desta solucdo para um frasco
contendo 960 pL de meio de cultura BHI (solucdo de trabalho). Foi preparado
um pré-inécuo no qual os microrganismos estocados em tubos de ensaio foram
transferidos com alca de platina e inoculadas em tubos de ensaios contendo
3,0 mL de meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion, Infuso de cérebro e
coracao). Em seguida, os tubos foram incubados em estufa a 37 °C por 18 h.
Com o auxilio de uma micropipeta, 500 pL do pré-inécuo foram transferidos
para os tubos de ensaio contendo 4,5 mL de agua destilada estéril. Os tubos

foram homogeneizados e a concentragcéo ajustada comparando-se com o tubo
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0,5 da escala de McFarland de turbidez padrdo (108 UFC/mL), obtendo-se
assim, os inécuos utilizados no teste.

Os testes foram realizados em placas de 96 micropocos, em duplicata.
Em cada poco foram adicionados 100 pyL do meio de cultura BHI. No poco 1
foram adicionados também 100 pL da solucdo de trabalho. Homogeneizou-se a
solucdo e 100 pL foram transferidos para o proximo pogo e assim
sucessivamente. Desprezaram-se os 100 pL finais. Foram testadas 8
concentracbes de cada amostra. A seguir, 100 pyL do in6écuo do micro-
organismo a ser testado foram adicionados a cada pog¢o. Foram realizados dois
controles, um para controle de crescimento do micro-organismo, no qual néo
houve adicdo da solucédo de trabalho (para verificar a viabilidade celular) e o
branco, em que ndo se adicionou o0 inécuo (para se eliminar o efeito da
coloracdo da solucdo de trabalho). Uma placa controle contendo 100 pL de
meio de cultura BHI e 100 pL de &gua destilada estéril foi adicionada ao
experimento como de controle de esterilidade do meio de cultura BHI.

As microplacas foram submetidas a primeira leitura em leitor de placa de
Elisa (492 nm) imediatamente apds a execucdo do experimento (leitura a Oh).
Posteriormente, foram incubadas em estufa a 37 °C e apos 24 h foi realizada
nova leitura das mesmas, encerrando o teste.

Na determinacdo dos bioensaios para os fungos filamentosos
Aspergillus flavus e Fusarium proliferatum, o meio utilizado para o crescimento
dos microrganismo foi o caldo Sabouraud e inoculada as suspensdes de
esporos na concentracdo de 5x10° esporos/ml, as amostras foram pesadas e
solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO), resultando em uma solucdo com
concentracdo de 250 mg/ml. Em seguida, os tubos foram incubados em estufa
a 37°C por 48h.

Ap6s a incubacgdo, a leitura foi realizada em leitor de placas de
microtitulacao, utilizando o comprimento de onda de 490 nm. Para o tratamento
estatistico dos dados foram utilizados os testes de Outlier, teste de Grubbs com
nivel de significancia de 95%. O célculo da porcentagem de inibicdo foi

realizado através da formula:

(EC — €C)X100
CH — CM

Ypinibicio = 100 —
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Onde:

EC: absorbancia do teste

CC: absorbancia do controle da amostra
CH: absorbancia do controle do fungo

CM: absorbancia do controle do meio de cultura

4.3.2 Determinacédo da Atividade Antioxidante (AA) pela reducéo do DPPH

A atividade antioxidante foi testada in vitro através do teste de DPPH e
com utilizacdo do espectrofotbmetro UV-visivel por comparagdo adaptada com
a metodologia de (RUFINO, 2007). O teste foi realizado no laboratério de
Quimica de produtos naturais da Universidade Federal de Roraima.

Este método é um dos mais empregados pois baseia-se na capacidade
do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) de reagir com doadores de hidrogénio. E
um meétodo simples e possibilita avaliar uma grande quantidade de amostra em
curto periodo de tempo além de possuir boa sensibilidade, pois detecta
pequenas concentragcbes do ativo testado, e permite a avaliacdo de
antioxidantes lipofilicos, ja& que o solvente utilizado no processo é metanol ou
etanol (DI MAMBRO et al., 2005).

Na presenca de substancias antioxidantes o DPPH recebe H+ sendo
entdo reduzido. O radical DPPH é estavel, de coloracdo puarpura, porém
guando reduzido passa a ter coloracdo amarela.

A atividade antioxidante (AA) foi determinada utilizando uma método
fotocolorimétrico segundo a metodologia descrita por BRAND-WILLIAMS
(1995) com modificagcbes de acordo com RUFINO e colaboradores (2007).
Para esse procedimento, foi preparada uma solucdo de DPPH a 6x10° M (2,4
mg de DPPH dissolvido em alcool metilico em um baldo volumétrico de 100
mL) e solu¢cdes com as substancias-testes e padrdo em cinco concentracdes
diferentes (250, 200, 150, 100, 50 pug/mL). Uma curva de &cido ascorbico e
outra de quercetina nas mesmas concentracdes das fracdes foram utilizadas

como padréo (controle positivo), pois essas substancias sao referéncias
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considerando seu alto poder de sequestrar 100% dos radicais. Para o controle
negativo foi realizado no sistema contendo 3,9mL da solugédo de DPPH e 0,1
mL de metanol. As leituras das absorbancias, foram realizadas em A=515 nm,
imediatamente apds 30 minutos de incubacdo da reacdo em temperatura
ambiente, protegida de luz. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas.

As misturas foram preparadas a partir da adicdo de 0,1 ml da amostra
em 3,9 ml de solu¢cdo de DPPH (60 uM) na auséncia de iluminacdo e mantidas
em repouso a temperatura ambiente por 30 minutos. A leitura foi efetuada em
espectrofotometro UV-Vis/Shimadzu — 1800 no comprimento de onda 515 nm
tendo como branco metanol. Foi determinada a curva de calibragcdo da solucao
de DPPH seguidas pela analise dos controles positivos e negativos (tratados
da mesma forma que as amostras) e por fim, a analise das amostras.

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi determinada a partir
dos valores de absorbancia de todas as concentracdes das amostras testados,

conforme a equacéo.

[:Ab‘grzmpsrrrz _ﬂbsbruncoj X 1[":']

Soinibicdo = 100 — [ b
s

controle

Onde:
Abs amostra = Absorbancia da fracao
ADbS branco = Absorbancia das fragbes sem adi¢éo de DPPH

Abs controle = Absorbéancia da solu¢cdo de DPPH em metanol

Extratos vegetais com inibicdo do radical DPPH superior a 70% sao
considerados de elevada acdo antioxidante, valores de 60 a 70% de inibicao é
considerado de moderada atividade, enquanto que valores inferiores a 60%

séo considerados de baixa atividade antioxidante (MELO et. al., 2006).
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Esquema 4 — Estabilizacao do radical livre DPPH
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Cor: Violeta escura Cor: Violeta clara

Fonte: Adelmann, 2005.

A atividade antioxidante expressa em CEso € a concentragdo efetiva que
elimina 50% dos radicais livres, indica 0 quanto a amostra € oxidante, ou seja,
quanto menor o valor de CEso mais ativa é a amostra (ALPIOVEZZA et al.,
2012; LOCATELLI et al., 2009). O valor de CEsp foi calculado por regresséo

linear.
4.3.3 Ensaio Toxicolégico sobre Artemia salina

O ensaio de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina, € um
ensaio biologico rapido, de baixo custo, ndo requer ambiente asséptico, utiliza
um grande numero de organismos para validacdo estatistica, ndo requer
equipamentos especiais e a quantidade de amostra é relativamente pequena
de 2 a 20 mg (MEYER et al., 1982; DALL’'STELLA, 2008).

4.3.3.1 Preparo da solugao salina

A 4&gua do mar artificial foi preparada adicionando-se 14 g de sal
marinho por litro de agua destilada.
O pH foi ajustado entre 8,0 e 9,0 com carbonato de sodio a 10% para

evitar o risco de morte das larvas por diminuicdo do pH durante a incubacéao.
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4.3.3.2 Preparo das amostras

O estudo foi realizado com o extrato bruto etandlico obtido das cascas
de Qualea paraensis. As amostras foram obtidas suspendendo 100 mg do
extrato em solucéo salina com adicdo de Tween-80 a 1%. Esta solugéao foi
considerada a solugdo mae. As demais soluc¢des de concentracgéo inferior (500,
250, 125, 62,5 e 31,25 ug/ml) foram obtidas a partir da solucdo méae também
em solucdo salina de Tween-80 1%. O pH foi ajustado entre 8,0 e 9,0 com
carbonato de sédio a 10%.

Em um sistema montado a partir de um aquério de vidro com
capacidade para 1L, acoplado a uma bomba difusora propria para aquarios
com a mesma capacidade, foi colocado 400ml de agua marinha, em seguida
colocou-se os ovos de Artemia salina para eclodir por 36 horas. A temperatura
foi controlada em torno de 25°C e a eclosé&o dos ovos foi monitorada a cada 12

horas.

4.3.3.3 Avaliacao da toxicidade

Os testes foram realizados em triplicata, apos a eclosao dos ovos, foram
transferidas dez larvas de Artemia salina para cada tubo contendo as amostras
e para os tubos controles. Os controles consistiram de tubos com o solvente
solubilizador da fragdo. A contagem das larvas mortas e vivas foi realizada
apos 24 horas, com auxilio de lupa e iluminacdo incandescente. De acordo
com Meyer et al. (1982), os extratos e as fracbes sdo considerados ativos

quando os valores de DLso forem menores que 1000 pg/ml.

A probabilidade de mortalidade foi determinada de acordo com a

formula;

rx 100
M(%) =
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Onde:
r = nimero de Artemias mortas

n = numero de Artemias totais no tubo de ensaio

4.3.4 Determinacéo de Inibicdo da Acetilcolinesterase (I-ACHE)

A avaliacdo da atividade anticolinesterasica foi realizada no Laboratorio
de Biotecnologia e Bioensaios, no departamento de Quimica do Instituto de
Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Minas Gerais sob a supervisdo da
Professora Doutora Jaqueline Takahashi.

Os procedimentos abaixo foram descritos pela Prof. Dra. Jaqueline
Takahashi:

Adicionaram-se 25 pL da solucéo de trabalho (amostra em DMSO 10
mg/ml) aos pogos da placa de Elisa do teste e dos controles negativo e
positivo. Nos cinco primeiros pocos da coluna do controle positivo,
adicionaram-se 25 pL da solucdo de eserina (10 mg/mL em tampé&o Tris/HCI
pH 8,0). Adicionou-se, a cada poco, 25 pL de solucédo de lodeto de Acetilcolina
(ATC), 125 pL da solugcdo de DTNB (5, 5-ditio-bis-(2-nitrobenzoato, Sigma) e
50 pL de Tris/HCI (50 mM) com albumina sérica bovina. A absorbancia foi
medida a 405 nm a cada 1 minuto por 8 vezes. Adicionou-se 25 L da solucdo
de AChE (0,226 U/mL) em Tris/HCI ao poco. Mediu-se a absorbéancia a 405 nm
por 10 vezes (10 minutos no total).

A porcentagem de inibicdo foi calculada pela comparacdo das taxas da
amostra com o controle eserina. Os extratos foram classificados como
inibidores potentes (>50% de inibicdo), inibidores moderados (30-50% de
inibicdo) e inibidores fracos (<30% de inibicdo) de acordo com VINUTHA et al.,
2007.
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4.4 DADOS FiSICO-QUIMICOS DA SUBSTANCIA ISOLADA
4.4.1 QP-1

Aspecto: Solido branco

Solubilidade: Cloroférmio

Faixa de fusao: 255-260 °C

Figura 8 — Estrutura quimica de QP-1: acido 3B-hidroxilup-20(29) -en-28-6ico
(acido betulinico).

a) IV (KBr, cm): 1.381; 1.400; 2.870; 3.448.

b) RMN de 'H (200 MHz, CDCls) &: 0,75; 0,83; 0,95; 0,96; 1,53; 1,60; 1,69;
3,01; 3,18; 4,60; 4,73.

c) RMN de *3C (50 MHz, CDCls) &: 14,3; 15,0; 15,5; 15,7; 18,0; 18,9; 20,6;
25,3; 27,5; 29,4; 30,3; 32,0; 34,1; 38,1; 38,5; 38,6; 40,4; 42,2; 47,7; 49,0;
50,3; 55,2; 56,0; 78,4; 109,1; 150,2; 178,8.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DETERMINACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA ISOLADA

A substancia denominada QP-1 foi isolada como um sdlido branco,
solavel em cloroférmio, com faixa de fusdo 255-260 °C. Forneceu teste positivo
para triterpeno pentaciclico, quando tratado com reagente de Liebermann-
Burchard.

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 9) foram
observadas absorcdes caracteristicas de grupo hidroxila em 3.448 cm, ligacdo
olefinica em 1.400 cm, grupos metila em 2.870 cm, além de banda atribuida

a deformacéo de ligagdo C-O em 1.381 cm-2.

Figura 9 - Espectro de absorcéo na regiao do IV de QP-1(KBr)
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O espectro de RMN de 'H (Figura 10) de QP-1 mostrou sinais em dH
4,73 e 4,60 correspondente aos hidrogénios vinilicos H-29 da dupla terminal. O
sinal em &n 3,18 foi atribuido ao hidrogénio carbindlico (H-3), como um tripleto

com constantes de acoplamento 4,0 Hz, evidenciando a configuracao 3 para o
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grupo hidroxila. Foram observados os sinais de seis hidrogénios metilicos com
deslocamentos quimicos em &1 0,96 (s, H-23), 0,75 (s, H-24), 0,83 (s, H-25),
0,95 (s, H-26), 0,99 (s, H-27) e 1,69 (s, H-30). Figura 11. Os dados de RMN de
'H de QP-1 foram comparados com os dados da literatura para o acido 3pB-
hidroxilup-20(29) -en-28-6ico (Tabela 13, pag. 62).

Figura 10 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCIs) de QP-1
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Figura 11 - Espectro de RMN de 'H, ampliagdo da regido de &1 (0,75 — 1,69)
(200 MHz) de QP-1 em CDCl3
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No espectro de RMN de 3C (Figura 12) foram observados trinta sinais
indicando um composto de natureza triterpénica. A comparagdo com O
espectro de RMN 2C-DEPT 135° (Figura 13, pag. 58) de QP-1 permitiu
reconhecer o padrdao de hidrogenacdo correspondente a cada atomo de
carbono, sendo seis carbonos ndo hidrogenados, seis metilicos, onze
metilénicos (um olefinico) e sete carbonos metilicos. Os sinais em &c 178,8
correspondente ao carbono carbonilico (C-28), em &¢c 150,5 correspondente ao
carbono vinilico (C-20), em &c 109,1 atribuido ao carbono metilénico (C-29), em
Oc 78,4 referente ao carbono carbindlico (C-3). Os deslocamentos quimicos
dos carbonos metilicos foram observados entre dc 14,3 a 27,5. A tabela 14,
pagina 63, mostra a comparacdo dos dados de RMN de 3C para QP-1 e o

acido betulinico na literatura.
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Figura 12 - Espectro de RMN de 3C (50 MHz, CDCls) de QP-1
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Figura 13 - Espectro tipo DEPT 135° (50 MHz, CDCls) de QP-1
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O mapa de contorno COSY (Figura 14) mostrou as correlagbes entre os
hidrogénios H-3 com os hidrogénios metilénicos H-2, os hidrogénios vinilicos H-
29 e os hidrogénios metilicos H-3, além de outras. As principais correlacdes
observadas no mapa de contornos COSY para QP-1 encontram-se na tabela
11.

Tabela 11 — Correlagcées do mapa de contorno COSY

on (multi., J, H) on (multi., J, H)
3,18 (t, J= 4,0 Hz, H-3) 1,53 (m, H-2)
4,73/4,60 (d, J= 2,0 Hz, H-29) 1,69 (s, H-30)
1,69 (s, H-30) 4,73/4,60 (d, J= 2,0 Hz, H-29)
3,01(m, H-18) 1,60 (m, H-19)

Figura 14 — Mapa de contorno COSY de QP-1, em CDCls a 200 MHz
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No espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear HSQC, Figura
15, foi possivel observar as correlacdes via 1J C-H entre os hidrogénios e seus
respectivos carbonos. Nesse espectro foi observado o acoplamento entre o
hidrogénio em 64 3,18 (H-3) com o carbono em &c 78,4 (C-3), do hidrogénio em
on 3,01 (H-18) com o carbono em &¢ 47,7 (C-18), do hidrogénio em du 4,60 e
4,73 (H-29) com o carbono em &¢ 109,1 (C-29), do hidrogénio em du 1,69 (H-
30) com o carbono em &¢ 18,9 (C-30).

A partir da andlise do mapa de contornos HMBC, Figura 16, que mostra
as correlacdes C-H (2J) e (3J) foi possivel confirmar as correlacdes observadas

na tabela 12, além de outras correlagdes.

Tabela 12 - CorrelacBes observadas no mapa de contornos HMBC de

QP-1
1H ZJ SJ
H3 53,18 5 27,5 (C-2) 5 38,5 (C-1)
H-18 & 3,01 5 150,2 (C-20) 5 109,1 (C-29)
5 18,9 (C-30)
H-19 5 1,60 5 150,2 (C-20) 5 150,2 (C-20)

5178,8 (C-28)




Figura 15 - Mapa de contorno HSQC de QP-1 (200 X 50 MHz, CDCls)
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Figura 16 - Mapa de contorno HMBC de QP-1 (200 X 50 MHz, CDCls)
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Tabela 13 - AtribuicGes dos sinais de RMN de H (200 MHz, CDCls) para QP-1
comparados com dados da literatura

HIDROGENIO QP-1 Lit: ANDRADE, 1997
(200 MHz, CDCls) Acido 3B-hidroxilup-
20(29) -en-28-6ico
(CDCls + CsDsN)

O OH
H-2 1,583 1,54
H-3 3,18 3,15
H-18 3,01 3,00
H-19 1,60 1,61
H-23 0,96 0,88
H-24 0,75 0,75
H-25 0,83 0,77
H-27 0,95 0,95
H-29 4,73 e 4,60 4,66

H-30 1,69 1,59
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Tabela 14 - Atribuicdes dos sinais de RMN de 3C (50 MHz, CDCls) para QP-1
comparados com dados da literatura

CARBONO QP-1 (50 MHz, CDCls) Lit..: ANDRADE,1997
Acido 3B-hidroxilup-20(29) -en-28-6ico
Oc (CDCls + CsDsN)
Oc
1 38,5 38,7
2 27,5 27,4
3 78,4 78,9
4 38,6 38,8
5 55,2 55,3
6 18,0 18,3
7 34,1 34,3
8 40,4 40,7
9 50,3 50,5
10 38,1 37,2
11 20,6 20,8
12 25,3 25,5
13 38,5 38,4
14 42,2 42,4
15 30,3 30,5
16 32,0 32,1
17 56,0 56,3
18 47,7 47,7
19 49,0 49,7
20 150,2 151,2
21 29,4 29,7
22 38,6 37,0
23 27,5 27,9
24 15,0 15,3
25 15,5 16,0
26 15,7 16,1
27 14,3 14,7
28 178,8 180,5
29 109,1 109,6
30 18,9 19,4

A andlise detalhada dos espectros de RMN mono e bidimensional, bem
como a comparacdo com dados da literatura, permitiram concluir que QP-1
trata-se do acido betulinico.
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A literatura revela que o acido betulinico apresenta uma variedade de
atividades bioldgicas e farmacoldgicas, dentre elas pode-se citar as atividades
antimalarica,  antiinflamatoéria,  antihelmintica,  antioxidante,  anti-HIV,
propriedades imunomodulatérias e antineoplasica em diferentes células
cancerigenas humanas (YOGEERSWARI; SRIRAM, 2005).

Varios trabalhos descrevem os efeitos antitumorais do acido betulinico
contra um amplo espectro de células cancerigenas, tais como melanoma,
pescoco e cabeca, ovario, mama, pulmao, tireoide, cervical, codlon,
lipossarcoma (ZUCO et al., 2002; RZESKI et al., 2006; KESSLER et al., 2007;
KOMMERA et al., 2010b; KOMMERA et al., 2010c; KOMMERA et al., 2011).

5.2 RESULTADOS BIOLOGICOS

5.2.1 Atividade Antimicrobiana do Extrato Bruto Etandlico

Foi possivel verificar através do ensaio antimicrobiano a atividade do
extrato etandlico bruto obtido das cascas de Qualea paraensis frente as cepas
dos microrganismos avaliados. O extrato bruto apresentou uma variacado de
7,0% a 64,5% para as bactérias Gram-positivas (S. aureus e S. sanguinis), de
6,3% a 22,7% para as bactérias Gram-negativas (Escherichia coli e S.
tiphymurium) e de -1,58% a 14,9% para os fungos Aspergillus flavus e
Fusarium proliferatum.

As cepas de S. sanguinis e as de E. coli demonstraram-se mais
sensiveis aos extratos analisados do que as espécies de S. aureus e S.
tiphymurium em comparacdo com a Ampicilina. Porém, o bioensaio para

fungos, apresentou baixa atividade.

5.2.1.1 Interpretacdo dos resultados

Os bioensaios de efeito comparativo de atividade para as bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e fangica realizado no extrato bruto de Qualea
paraensis apresentaram o0s seguintes resultados (Tabelas 15, 16 e 17

respectivamente).



Tabela 15 — Percentual de inibicdo para bactérias Gram-positivas

% de inibicdo de

S. aureus crescimento Ampicilina
01 (500 pg) 33,661 104,626
02 (250 ug) 20,965 106,004
03 (125 ug) 12,598 105,512
04 (62,5 ug) 8,071 104,134

05 (31,25 ug) 15,945 101,969
06 (15,625 ug) 8,661 86,713
07 (9,375 ug) 7,087 34,744
08 (3,90625 pg) 0,000 14,862
% de inibicdo de
S. sanguinis crescimento Ampicilina
01 (500 ug) 48,979 102,905
02 (250 pg) 64,594 3,223
03 (125 ug) 49,251 2,678
04 (62,5 pug) 59,691 0,000
05 (31,25 ug) 34,816 0,000
06 (15,625 ug) 31,457 0,000
07 (9,375 ug) 27,372 0,000
08 (3,90625 pg) 23,468 0,000

Fonte: Laboratério de Biotecnologia e bioensaios, Departamento de Quimica, UFMG.
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Tabela 16 — Percentual de inibicdo para bactérias Gram-negativas

E. coli % de inibicdo de Ampicilina

crescimento

01 (500 pg) 45,689 186,938
02 (250 pg) 29,077 140,933
03 (125 pg) 19,130 118,601
04 (62,5 pg) 14,355 104,874
05 (31,25 pg) 18,632 96,270
06 (15,625 pg) 21,766 95,375
07 (9,375 ug) 21,815 94,529
08 (3,90625 pg) 23,258 79,559
S. tiphymurium % de inibicdo de Ampicilina

crescimento

01 (500 pug) -22,997 228,381
02 (250 pg) -48,984 180,031
03 (125 pg) -46,396 142,138
04 (62,5 Hg) -38,010 123,295
05 (31,25 ug) -25,689 102,174
06 (15,625 pg) -27,346 101,242
07 (9,375 pg) 6,820 108,593
08 (3,90625 pg) 22,764 100,932

Fonte: Laboratério de Biotecnologia e bioensaios, Departamento de Quimica, UFMG.

Tabela 17 — Percentual de inibicdo fungica

Fungo % de inibicdo de
crescimento
Flavus 14,91
F. proliferatum -1,58

Fonte: Laboratdrio de Biotecnologia e bioensaios, Departamento de Quimica, UFMG.
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5.2.2 Determinagéo da Atividade Antioxidante

A determinacao da Atividade Antioxidante foi realizada através de leitura
da absorbancia das amostras em 515 nm, ap6s o tempo de 30 minutos. Foi
utilizado como controle positivo a quercetina e o acido ascérbico. O extrato
bruto etandlico de Qualea paraensis foi considerado de baixa atividade
antioxidante por ter obtido consumo inferior a 60% entre as concentracdes de
250 a 50 pg.mL™.

O preparo da curva de calibracdo do DPPH encontra-se descrito abaixo
na tabela 18.

Tabela 18 - Preparo das solucfes para curva do DPPH

Solugao de DPPH (mL) Alcool metilico (mL) Concentragao final de
DPPH (uM)

0 10 0

1,7 8,3 10
3,3 6,7 20

5,0 5,0 30

6,7 3,3 40

8,3 1,7 50

10 0 60

Fonte: A autora.



Figura 17 — Curva analitica de calibracédo do radical DPPH
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Tabela 19 - Percentual de reducdo do DPPH pelo extrato bruto etandlico e

substancias referéncias em fungéo da concentracao.

Atividade Antioxidante (AA%) Regressdao Linear CEso
Amostra Concentrago (ug/mL71) Y=A+B*X+DP (wg/mL")
50 100 150 200 250
QPEBE 0 032 -0,64 0,16 -0,32 Y =-0,33524+5,48571x104*X 91757,01
Querc 49,75 90,98 92,27 92,43 92,75 Y =28,76381+0,3311*X 64,13
Vit. C 25,44 56,36 88,88 93,07 93,55 Y=11,60286+0,38938*X 98,35

Querc= Quercetina, Vit. C= Acido ascorbico, QPEBE= Qualea paraensis extrato bruto

etandlico.

Fonte: A Autora.
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Figura 18 — Curva de reducdo de DPPH do extrato de Qualea paraensis e

substancias referéncias
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Fonte: A autora.

Utilizando o software Origin 6.0, a figura 18 representa a analise de
regressdo linear entre as concentracdes avaliadas de QPEBE e suas
respectivas atividade antioxidante, o que possibilitou a determinacdo da
equacdo da reta y =-0,33524 + 5,48571x10*%. Através desta equacéo, pode-
se encontrar a concentracdo eficiente (CEso), que é a quantidade de
antioxidante necessaria para decrescer a concentracdo inicial de DPPH em
50%.

Foi observado que o extrato de Qualea paraensis € inativo pois,
apresentou o valor de CEso de 91757,01 pug/mL?, muito acima se comparado
com os valores de CEso dos padrdes Quercetina (64,13 pg/mL™t) e Acido
Ascorbico (98,35 pg/mL™t). Observou-se, portanto, que a substancia testada

nao possui potencial de atividade antioxidante.
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5.2.3 Teste de toxicidade frente a Artemia salina

Apoés exposicao por 24 hs, foi feita a contagem de nauplios vivos e
mortos (Tabela 20), considerando vivos todos aqueles que apresentarem
qualquer tipo de movimento observado préximo a uma fonte luminosa para

melhor visualizagao durante 10 segundos.

Tabela 20 — Numero de nauplios mortos

N° de D1 D2 D3 D4 D5 D6
Nauplios M M M M M M
A (amostra) 08 03 0 0 0 0
D (duplicata) 05 03 0 0 0 0
T (triplicata) 06 02 0 0 0 0
MEDIA 6,3 2,6 0 0 0 0

M= Mortos D= Dilui¢do

Fonte: A autora

Apos a contagem do numero de nauplios vivos, mortos ou imobilizados

realizou-se 0s seguintes célculos:

NUmero de organismos mortos
M(%0) = ---mmmmmmm o x 100
Numero total de organismos no tubo

Considerar ap6s os calculos, baixa toxicidade quando a dose letal 50%
DLso for superior a 500 pg/mL, entre 100 a 500 pg/mL* moderada e inferior a
100 pg.mL "t muito téxica (LUCENA, 2012). Foi obtido os seguintes resultados,
Tabela 21.
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Tabela 21 — Dados de atividade frente a Artemia salina para QPEBE

Concentracao Amostras Mortalidade

pg/mit (%)
1000 D1 63
500 D2 26
250 D3 0
125 D4 0
62,5 D5 0
31,25 D6 0
Controle D7 0

Fonte: A autora.

Calculando a média dos valores obtidos do extrato, foi encontrado os
valores de 63% de mortalidade na concentracdo 1000 pg.mL? e 26% na

concentragéo de 500 pg.mL.

Figura 19 — Curva de atividade frente a Artemia salina
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Através da formula de regresséo linear Y = A + BX, podemos calcular a
DLso. Onde: Y=50, A= -7,51741, B=0,06812 encontrando o valor de X igual a
844,35 pug/mL™.

De acordo com Lucena, 2012, pode-se verificar que o extrato bruto
etandlico de Qualea paraensis, ndo apresentou letalidade frente ao
microcrustaceo. Sendo considerada a amostra de baixa toxicidade com base

no valor encontrado de DLso superior a 500 pg/mL™.
5.2.4 Determinacao da Inibicdo da enzima Acetilcolinesterase (I-ACHE)

A analise de inibicdo da enzima acetilcolinesterase demonstrou que o
extrato bruto de Qualea paraensis possui um baixo grau de inibicdo da enzima

acetilcolinesterase, conforme exposto na tabela 22.

Tabela 22 — Andlise da atividade inibitoria de acetilcolinesterase do extrato

Bruto etandlico de Qualea paraensis

Amostra %Inibic&o Desv. Pad
QPEBE 23,66 4,25

QPEBE=Extrato bruto etandlico de Qualea paraensis.

Fonte: Laboratério de Biotecnologia e bioensaios, Departamento de Quimica, UFMG.
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6 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico do extrato etanodlico realizado das cascas de
Qualea paraensis, obteve éxito em seu objetivo principal que foi a ampliacéo do
conhecimento do género, através de estudo fitoquimico e ensaios bioldgicos
realizado na espécie.

O estudo fitoquimico realizado nas cascas de Qualea paraensis Ducke,
forneceu como resultado a substancia acido 3B-hidroxilup-20(29) -en-28-Gico
(acido betulinico), que possui atividades antiinflamatoria, antihelmintica,
antioxidante, além de propriedades imunomodulatérias e antineoplasica. Suas
estruturas foram elucidadas através de técnicas espectroscopicas como RMN
de 'H, RMN de *3C, DEPH 135°, COSY, HSQC e HMBC.

Os ensaios biolégicos mostraram que o extrato etandlico de Qualea
paraensis ndo possui atividade antioxidante e possui baixa toxicidade de
acordo com o teste realizado frente ao microcrustaceo Artemia salina.

Foram submetidos aos ensaios de efeito comparativo os fungos
Aspergillus flavus e Fusarium proliferatum com as amostras do extrato bruto
etandlico que apresentou atividade inferior a 50%.

As bactérias testadas nos bioensaios foram S. aureus, S. sanguinis, E.
coli e Salmonela tiphymurium. A inibicdo da bactéria S. sanguinis foi satisfatoria
pois apresentou um nivel de inibicdo superior a 50% comparado ao antibiético
ampicilina. As demais cepas testadas apresentaram grau de inibicdo inferior a
50%.

Este trabalho contribuiu com o estudo fitoquimico de uma das espécies
da familia Vochysiaceae, fornecendo dados sobre o género Qualea mediante a

divulgacao de novos dados sobre a espécie Qualea paraensis Ducke.
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