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RESUMO

Este estudo buscou investigar e determinar a composicdo quimica dos 6leos
essenciais das folhas das espécies de Qualea grandiflora e Qualea multiflora e
Mart.,avaliou o poder redutor total a partir da analise da voltametria por pulso
diferencial, a atividade antimicrobiana frente a bactérias bucais aerobias, e
anaerdbias além de atividade antileishmania e citotoxicidade (células Vero).
Verificou-se a atividade antioxidante dos extratos etandlicos de folhas através do
método de sequestro de radical DPPH, B-caroteno/acido linoleico, determinou a
quantificacdo de Fendis Totais, avaliou o poder redutor total a partir da analise da
voltametria por pulso diferencial, atividade antimicrobiana frente a bactérias bucais
aerObias, e anaerbbias além de atividade antileishmania e citotoxicidade (células
Vero). Com relacdo aos constituintes quimicos dos 0leos essenciais, notou-se a
presenca das seguintes classes de compostos, para a espécie Qualea grandiflora,
sao os sesquiterpenos oxigenados (36,6%), os monoterpenos oxigenados (12,2%) e
aldeidos e acidos carboxilicos que apresentam 4,9 % cada. Para a espécie Qualea
multiflora monoterpenos oxigenados (29,3%), alcoois (19,5 %), aldeidos (12,2 %) e
cetonas (7,3 %). Na&o se verificou atividade no ensaio de voltametria por pulso
diferencial de amostras de 6leo essencial de folhas das duas espécies. Quanto as
atividades antioxidantes e o ensaio da quantificacdo de fendis totais, verificou-se que
0os extratos etanolicos de folhas de Qualea grandiflora apresentaram melhores
resultados de CEsg para ensaios antioxidantes de DPPH e B-caroteno do que para
extratos etandlicos de folhas da espécie Qualea multiflora. A voltametria por pulso
diferencial concordou com os resultados espectrofotométricos e com a voltametria
por pulso diferencial. Para os extratos etandlicos e os 6leos essenciais de folhas das
duas plantas ndo foi observada atividade antimicrobiana contra bactérias bucais.
Observou-se atividade antileishmania para Qualea grandiflora (ICs, 88 + 8 ugmL™) e
Qualea multiflora 1Cs0(69 + 4 pg.mL™?) contra o parasita Leishmania amazonensis e
baixa citotoxicidade em células Vero, em presenca de amostras de 6leo essencial de
folhas. Nao se observou a mesma atividade em extratos etandlicos de folhas. O
desenvolvimento deste trabalho elucidou uma parte do conhecimento cientifico a
respeito das espécies em estudo e a possivel validacdo de seu uso medicinal.
Futuramente este estudo podera ajudar nos ensaios, testes, fabricacao,
comercializacdo e uso de medicamentos a partir de produtos derivados de plantas
medicinais do cerrado, ja que muitas delas sdo usadas na medicina popular. Bem
como nos ensaios onde ndo houve atividade, novos ensaios poderao ser realizados
com o intuito de se obter atividades.

Palavras-chave: Qualea multiflora. Qualea grandiflora. Atividade antioxidante.

Atividade antimicrobiana. Antiprotozoaria. Oleo essencial. Extrato etandlico. Folhas.



ABSTRACT

The purpose of this study was to assess the chemical composition of the
essential oils obtained from leaves of Qualea grandiflora Mart. and Qualea multiflora
Mart.. Was assessed the total reducing power by means of analysis of differential
pulse voltammetry, antimicrobial activity toward aerobic and anaerobic oral bacteria,
as well as of antileishmanial and cytotoxicity activities (Vero cells). Was also
assessed the antioxidant activity of ethanolic extracts obtained from leaves by means
of the sequestering of radical DPPH and (-carotene/linoleic acid based methods, and
was determined the content of total phenols, was assessed the total reducing power
by means of analysis of differential pulse voltammetry, antimicrobial activity toward
aerobic and anaerobic oral bacteria, as well as of antileishmanial and cytotoxicity
activities (Vero cells). Regarding the chemical constituents of essential oils, was
found the presence of the following classes of compounds for Qualea grandiflora:
oxygenated sesquiterpenes (36.6.%), oxygenated monoterpenes (12.2%), and
aldehydes and carboxylic acids, each found in around 4.9%. For Qualea multiflora,
were found the oxygenated monoterpenes (29.3%), alcohols (19.5%), aldehydes
(12.2%) and ketones (7.3%). There was no activity in the differential pulse
voltammetry experiment of samples of essential oils obtained from leaves of both
species. Regarding the antioxidant activity, and the experiment of determining the
content of total phenols, the ethanolic extracts obtained from leaves of Qualea
grandiflora showed better results of CEsg for antioxidant experiments of DPPH and [3-
carotene than the ethanolic extract obtained from leaves of Qualea multiflora. The
differential pulse voltammetry was according to spectrophotometric results, and to
differential pulse voltammetry. There was no antimicrobial activity of ethanolic
extracts and essential oils obtained from leaves of both species toward oral bacteria.
Was found antileishmanial activity for Qualea grandiflora (ICsp 88 + 8 ugmL™) and
Qualea multiflora (ICso 69 * 4 pg.mL™) toward Leishmania amazonensis, and low
cytotoxicity of Vero cells, with the presence of essential oils obtained from leaves.
There was not found the same activity from ethanolic extracts obtained from leaves.
The performing of this work showed a part of scientific knowledge related to the
studied species, and the possible validation of their medicinal use. In the future, this
study could help in the experimentation, testing, manufacturing, commercialization
and use of medicines from products obtained from medicinal plants of the Cerrado,
since nowadays, many of them are used in the popular medicine. In the experiments
where there was no activity, further testing should be performed seeking to obtain
activity.

Key-words: Qualea multiflora. Qualea grandiflora. Antioxidant activity. Antimicrobial

activity. Antiprotozoa. Essential oil. Ethanolic extract. Leaves.
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1INTRODUCAO
1.1Cerrado

Brasil possui uma area territorial de cerca de 8,5 milhdes de quildbmetros
guadrados compostos pelos biomas Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal, Amazénia,
Caatinga e Pampa (Figura 1). O territério brasileiro apresenta uma grande
diversidade de solos e climas que favorecem a riqueza e a variedade de tipos de
vegetacdo e espécies de flora distribuida nos diversos ecossistemas brasileiros
(DIAS, 1992).

FIGURA 1 - Biomas do Brasil
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Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2014)

O Cerrado ocupa uma area de cerca de 2.036,448 milhdes de hectares, ou
aproximadamente 21 a 24% do territério nacional, superado, em area, somente pela
Amazobnia. Assim sendo, é o segundo maior bioma do pais, abrangendo os estados
de Goias, Minas Gerais, Tocantins, Piaui, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, e parte
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dos estados do Parana, Bahia, Ceara, Maranhdo, Rondbnia, Roraima, Amazonia,
Para, Sdo Paulo e o Distrito Federal (BORLAUG, 2002; PINTO, 1994).

No estado de Minas Gerais, a cobertura vegetal pode ser dividida em quatro
biomas principais, a saber, Mata Atlantica, Cerrado, Campos de Altitude ou
Rupestres e Mata Seca. Diversos fatores, entre eles o clima, o relevo e as bacias
hidrograficas, sdo determinantes na constituicdo das variadas vegetacdes mineiras.
O Cerrado ocupa as regides do Alto e Médio Jequitinhonha, Alto e médio Sao
Francisco, Campo das Vertentes, Zona Metallrgica, Triangulo e Alto Paranaiba, em
relevo plano ou suavemente ondulado (MENDONCA,; LINS, 2000).

A alta diversidade bidtica nesse territorio é resultado da abundante
diversidade de solos e climas (COUTINHO, 1978; DIAS, 1992). As principais
formacdes do cerrado sdo constituidas de plantas herbaceas e arbéreas
(COUTINHO, 1978; RIZZINI, 1963), as quais respondem diferentemente a
numerosos fatores climaticos como a temperatura, o vento, a chuvas, etc. A
estrutura do Cerrado compreende basicamente dois grupos: (i) o superior, formado
pelas arvores e arbustos; e (ii) o inferior, composto por um tapete de gramineas. As
arvores do Cerrado atingem, em média, dez metros de altura, apresentam casca
grossa, com troncos e galhos retorcidos, protegidas as vezes por uma camada de
cortica, troncos, galhos e copas irregulares. Muitas possuem folhas coridceas (dura
como couro), que de tdo duras chegam a chocalhar com o vento; em outras, as
folhas atingem dimensfes enormes e caem ao fim da estacdo seca. Um exemplo
tipico desta vegetacdo ocorre com a Qualea parviflora (SOUZA; COIMBRA, 2005),
espécie do mesmo género que a Qualea grandiflora e a Qualea multiflora. Observa-
se que as folhas de Qualea multiflora também secam e caem na estacao mais fria do
ano. A Figura 2 apresenta as fitofisionomias do cerrado. A Fitofisionomia é
caracteristica da vegetacao que se encontra em determinado lugar; o aspecto dessa
vegetacio a particularidade vegetal ou a flora tipica de uma regido (DICIONARIO...,
2014).
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FIGURA 2 - Fitofisionomias do Cerrado
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Fonte: Universidade Federal de Vigosa - UFV (2014).

A Figura 3 apresenta tipos de cerrado de acordo com Coutinho (1978).

FIGURA 3-Tipos de vegetacdo do Cerrado
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O Cerrado abriga uma flora que ultrapassa 12 mil espécies, das quais parte
significativa apresenta valor alimenticio e/ou medicinal (DEUS, 2011; PEREIRA et
al., 2012). Apesar da importancia ecolégica e econdmica, esse espaco vem sendo

gradativamente devastado devido, principalmente, a ocupacdo e utilizacdo

desordenadas dos recursos nele contidos, o que leva a um processo de degradacéao
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do seu quadro natural. Segundo Machado et al. (2004), caso ndo sejam tomadas
medidas racionais de aproveitamento, o bioma poderd desaparecer até 2030.
Algumas visGes mais otimistas sugerem que esse ambiente pode encolher em torno
de 8 %, com perdas de aproximadamente 160 mil quildmetros quadrados até 2050
(SASSINE, 2013).

Além das altera¢gBes causadas pelos fatores humanos no meio em que estao
inseridos, resultantes da ampliacdo das areas para plantio, seja para producdo de
graos para exportacdo ou para 0 consumo interno, as alteracdes sdo tambéem
resultantes dos fatores ambientais de mudancgas climéticas, tais como as secas
prolongadas ou chuvas em excesso e/ou mal distribuidas, e de invernos mais
guentes ou mais secos, que influenciam na perda de vegetacao tipica do Cerrado.
Com isso, muitas plantas que eventualmente possuam potencial medicinal e
farmacolégico, ndo poderdo ser testadas e usadas como matéria prima para o
estudo e para a producao de farmacos pelas industrias especializadas.

Neste horizonte de expectativas, acredita-se que ainda ha muito a ser
estudado com relacdo as plantas medicinais do Cerrado, pois, 0 bioma tem uma
caracteristica especial, seja por sua vasta extensao de terras, flora e fauna, seja pela
ameaca de devastacao, o que pode representar uma enorme perda de uma grande
carga de propriedades farmacoldgicas promissoras (CARVALHO; RODRIGUES,
2007).

A conversdo das éareas naturais do Cerrado em campos agricolas,
especialmente em canaviais, e o0 represamento das aguas, tem reduzido bastante o
ambiente, sem que ocorra o conhecimento das espécies existentes e seus
constituintes quimicos, principalmente, quando comparada a diversidade e a area
ocupada.

O fraco conhecimento da flora da savana brasileira acarreta uma grande
perda de conhecimento sobre o uso medicinal das plantas, uma vez que se estima
gue cerca de 40 % do bioma ja foi devastado, e que o Cerrado possui somente
cerca de 1,5 % de sua extensdo protegida por lei. O Cerrado é, no entanto, a
vegetacado que esta sob maior risco de extingdo no pais (GUARIM NETO; MORAIS,
2003).

Em um estudo realizado no Triangulo Mineiro sobre seis veredas, cinco das
quais situadas no municipio de Uberlandia/MG e outra no municipio de Uberaba/MG

(OLIVEIRA, 2005), foram catalogadas 435 espécies de 197 géneros pertencentes a
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62 familias, das quais muitas ainda sdo pouco estudas e outras ainda nem foram
estudadas.

As espécies, objeto deste estudo, sdo exemplares do Cerrado e, como tal,
devem ser preservadas, pois ha poucos estudos sobre elas, sendo, portanto,
importante a conservacgdo desses individuos, bem como de todo o bioma. A revisdo
de literatura sobre o tema indicou que, até a atualidade, ainda ndo foram
encontrados trabalhos que abordam sobre a composicdo quimica dos Oleos
essenciais, e ha poucos nos quais foi avaliada a atividades biol6gicas de Qualea
grandiflora e Qualea multiflora, espécies citadas, inclusive, em Hiruma-Lima et al.
(2006) e Santos et al. (2011).

Contudo, a possivel producdo de farmacos a partir de 6leos essenciais de
plantas, bem como a sua comercializacdo, poderao contribuir para o conhecimento e
possivel introducdo de novos produtos no mercado, a partir da flora local. Deste
modo, o presente trabalho é relevante na medida em que podera servir para novas

aplicacoes dos recursos vegetais presentes no Cerrado.
1.2 Plantas medicinais

Uma planta pode ser considerada medicinal quando possui substancias em
uma ou mais partes que podem ser aproveitadas para fins terapéuticos, ou como
precursores de farmacos semissintéticos (PINTO; MACIEL; VEIGA JUNIOR, 2005).

A histéria do uso de plantas no tratamento de enfermidades é tdo antiga
guanto a histéria da humanidade. A medicina popular e o conhecimento da flora
medicinal, passada pelos ancestrais, bem como seus diagndsticos perderam seus
significados com o processo de modernizacdo, mas 0 uso informal e frequente de
plantas para curar doencas continua até os tempos atuais (PINTO, 2008).

Na China, ha registros com mais de 5 mil anos sobre recursos naturais
utilizados em tratamentos terapéuticos. O sistema medicinal chinés baseia-se na
mistura de diferentes plantas e até mesmo de produtos de origem animal ou mineral
para que 0s compostos neles presentes interajam entre si, promovendo sinergias e
consequente cura da doenca alva do tratamento (ELVIN-LEWIS, 2001; YONG,;
LING, 2006).

Diante desse panorama, € possivel pensar na fitoterapia como sendo uma

alternativa e complemento para os tradicionais tratamentos de doencas. Nesse
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sentido, existem programas de farmacia de fitoterdpicos que séo produzidos
exclusivamente a base de plantas medicinais (JESUS, 2008), e que sao muito
procurados e bem recebidos pela populacdo. Estima-se que, no Brasil, cerca de 80
% da populacdo faz uso de produtos de origem natural, com base em plantas
medicinais (FOGLIO et al., 2006).

Apesar deste alto consumo de plantas medicinais, ainda prevalece a falta de
conhecimento quanto aos seus compostos e sua toxicidade, embora saiba-se que é
importante para a protecdo de pacientes submetidos ao tratamento com recurso a
essas plantas (PINTO; MACIEL; VEIGA JUNIOR, 2005).

Folhas e raizes de plantas sempre foram utilizadas para a obtencdo de
bebidas. Muitas sé@o objetos de pesquisas com potencial para a producdo de
principios ativos que poderdo servir de novos farmacos e/ou precursores de novos
farmacos. Estudos, no entanto, partem deste conhecimento, o qual pode ser
comprovado ou ndo por pesquisas cientificas, tal € o caso do uso do “boldo” em uma
comunidade da Paraiba e em outras do pais. Esta, ndo tem informacéo sobre os
riscos do uso de bebidas obtidas dessa planta, os quais podem refletir-se em efeitos
colaterais tais como a intoxicacdo. Nesse sentido, Oliveira e Gongalves (2006)
afirmam que o desconhecimento por parte da populacdo sobre a toxicidade de
espécies habitualmente utilizadas pode resultar em graves problemas a saude dos
seus usuarios, pelo que faz-se necessario desenvolver acdes socioeducativas.

Outro exemplo € o ch& das folhas de erva-mate, rico em cafeina e compostos
fendlicos, largamente usado como bebida em todo mundo. Este cha € capaz de
reduzir as células de cancer do coélon em 50%, em decorréncia dos compostos
fendlicos e da atividade antioxidante dos compostos quimioprotetores nele
existentes (DE MEJIA et al., 2010).

Ayres et al. (2008), referem que a casca e folhas de Qualea grandiflora tém
efeitos medicinais, e os frutos resultam em matéria tintorial amarela. A infusédo ou
decoccéo das folhas de Q. grandiflora € usada no tratamento de diarréia com
sangue, cdlicas intestinais e contra amebiase.

Carvalho et al. (2008), pesquisando sobre plantas medicinais, referem que
foram encontrados 512 medicamentos fitoterapicos registrados no Brasil, sendo a
maioria de plantas ndo nativas da América do Sul. Segundo lacono (2014), Brasil
possui aproximadamente 3000 plantas com potencial de cura; o que torna
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necesséario desenvolver mais pesquisas envolvendo plantas medicinais com uso

popular difundido.
1.3 Caracterizacao de espécies do género Quelea

a) Género Qualea

O género Qualea pertence a familia das Vochysiaceae. Apresenta duas
subfamilias, seis géneros e aproximadamente 200 espécies de arvores tropicais, das
quais trés sdo comuns no cerrado brasileiro, nomeadamente, Q. grandiflora, Q.
multiffiora e Q. parviflora. Os habitantes locais usam Qualea grandiflora e Q.
multiflora como fontes de cura na medicina popular para Ulceras externas, doencas
gastricas e inflamactes (SANTOS, 2006; SANTOS et al., 2011).

De acordo com Ayres et al. (2008), foram identificados, na familia das
Vochysiaceae, alguns compostos organicos tais como flavonoides, triterpenos,
esteroides, taninos, benzoquinonas e antraquinonas. Nasser et al. (2013) relatou
que foram realizados estudos fitoquimicos com o género Qualea, onde foram
identificados acidos graxos, polissacarideos, taninos, compostos pirogalicos,
catequinicos, flavonoides, terpenoides e derivados do acido elagico.

A Figura 4 ilustra folhas, frutos e sementes do género Qualea.

FIGURA 4 - Aspectos das Qualeas

.

Fonte: Herbarios Online (2014)

A Figura 5 ilustra a estrutura de flavonoides isolados de extratos etandlicos de
folhas de Q. grandiflora (AYRES et al., 2008).
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FIGURA 5- Estrutura de flavonoides isolados de extrato etandlico de folhas de
Qualea grandiflora
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Fonte: O autor.

b) As espécies Qualea grandiflora e Qualea multiflora Mart.

Segundo Silva Janior (2010), Qualea é a latinizacdo do nome popular qualé, e
grandiflora, do latim grandis = grande, enquanto que flora = flor, ou seja, uma planta
que tem flor grande. O nome pau-terra é em referéncia a madeira fragil.

A espécie Q. grandiflora, também conhecida como Ariaua (PA), pau-terra-do-
campo, pau-terra-do-cerrado, e pau-terra-folna-grande é uma arvore ornamental,
com ramos em geral grossos, troncos tortuosos e casca aspera. Pode ser
encontrada desde a Amazonia até S&o Paulo, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso
do Sul, podendo alcancar 20 metros de altura, com tronco tortuoso e casca grossa.

A espécie Q. multiflora € uma arvore que pode alcancar 4 a 6 metros de
altura, com 15 a 25 cm de diametro, de grande distribuicdo pelo Cerrado, embora
pode ser encontrada em outros Estados. E vulgarmente conhecida como pau-terra-
liso, boizinho, pau-terra, bagre, cinzeiro. Possui porte arbustivo-arbéreo e é utilizada
na medicina popular para o tratamento de Ulceras, gastrites, amebiase, diarreia com
sangue, colicas intestinais e inflamagdes (LORENZI, 2002).

A espécie Q. grandiflora possui flores amarelas e, além das folhas, produz
frutos maiores do que as da espécie Q. multiflora. As flores da espécie Qualea
multiflora, por sua vez, sdo amarelas e brancas com pintas vermelhas, por isso
multiflora (HERBARIO..., 2014).
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Segundo Silva Junior (2010), a floracdo da Qualea grandiflora inicia-se na
época das chuvas, momento em que ocorre o brotamento das novas folhas,
normalmente, de setembro a outubro. O processo de maturacdo dos frutos demora
guase um ano, depois do qual as folhas caem, e as sementes sdo espalhadas pelo
vento. Os frutos secos podem ser usados no artesanato local e, por ser uma planta
melifera, a goma pode ser utilizada na alimentagcdo animal. Os frutos verdes e as
raizes podem ser usados como corantes de cor amarela. Popularmente, as infusdes
de casca podem ser usadas para curar feridas e inflamacdes, enquanto que as
folhas podem ser usadas para tratar diarreias, colicas e amebas.

De acordo com Almeida et al. (1998), a casca, entrecasca e as folhas de Q.
grandiflora sdo usadas como adstringente, antidiarreico e para a higienizacao de
Ulceras externas e inflamacoes.

Algumas caracteristicas diferentes entre as duas espécies de Qualeas séo

apresentadas na Tabela 1.

TABELA 1- Caracteristicas das espécies Qualea grandiflora e Qualea multiflora

Espécies e Qualea grandiflora Qualea multiflora
caracteristicas

Altura (m) 7 a 12 chegando a 20 4a6
Diametro do tronco 30a40 15a25
(cm)
Densidade da 0,69 (moderadamente pesada) 0,66 (macia)

madeira (g.cm).

Folha (cm) 10a 15 5 a 10 de comprimento por 2
a 4 de largura

Floracéo Novembro a Janeiro Novembro a Dezembro
Maturacéo dos frutos Agosto a setembro Julho a Agosto
Distribuicdo PA, AM, AC, MA, PI, CE, BA, MT, MA, PI, BA, MT, GO, DF,
GO, MG, SP, PR MG, SP, RJ, PR

Fonte: Lorenzi (2002) e Silva Junior (2010)

A espécie Qualea grandiflora pode ser considerada caducifdlia, pois perde as

suas folhas durante a estacdo seca. A brotacdo, a floracdo e a frutificacédo
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normalmente ocorrem na estacdo chuvosa, periodo de grande disponibilidade de
agua no solo, embora a maturacao dos frutos ocorra no final do periodo seco.

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (BRASIL, 2011) a espécie Qualea
grandiflora € uma &rvore encontrada em fitofisionomia ou habitat tais como borda de
mata de galeria, borda de mata ciliar, cerraddo, cerrado (senso estrito), campo sujo,
campo com murundus, savanas amazonicas e carrasco. A espécie Qualea multiflora,
por seu turno, € encontrada em fitofisionomia ou habitat denominados borda de mata
de galeria, cerradao (senso estrito), vereda, campo com murundus.

Conforme Hiruma-Lima et al. (2006), a Qualea grandiflora apresenta atividade
contra Ulceras gastricas e apresentou na prospecc¢do fitoquimica nos extratos
hidroalcoélicos, taninos, terpenoides, catequinas, fitoesteroides e saponinas. Além
disso, extratos crus e fracbfes dessa espécie também possuem atividade
antimicrobiana (ALVES et al., 2000) e anticonvulsionante (GASPI et al., 2006).

Estudos desenvolvidos com Qualea multiflora por Souza et al. (1984)
demonstraram que extratos desta espécie sdo capazes de matar ovos e formas
adultas de Schistossoma mansoni.

De acordo com Bonacorsi (2009), varias espécies do Cerrado, entre elas a
Qualea grandiflora e Q. multiflora, possuem propriedades antioxidantes e as outras
espécies do cerrado apresentaram atividade anti-H pylori.

As Figuras de 6 a 9 ilustram partes das plantas que foram objeto de estudo.

As Figuras 6 e 7 ilustram o caule, folhas, flores e frutos da espécie Q. grandiflora.

Fonte: O autor.
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FIGURA 7 - Ramos com folhas e flores de Qualea grandiflora

Fonte: O autor.

Séo ilustradas na Figura 8 partes da planta Qualea multiflora, arvore, tronco,

folhas, flores e frutos.

FIGURA 8 — Arvore (a); folhas e tronco (b); flores (c); frutos da espécie Qualea
multiflora (d)

Fonte: Timblindim... (2014)
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Na Figura 9, séo ilustradas ramos com folhas e flores da Q. multiflora.

FIGURA 9 - Ramos de Qualea multiflora com suas folhas e flores

Fonte: O autor.

1.4 Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo compostos organicos volateis, responsaveis pela
fragrancia de inUmeras plantas. Séo liquidos oleosos que contém aroma intenso, e
que sao produzidos nas plantas na forma de metabdlitos secundarios. Podem ser
extraidos de flores, folhas, frutos, sementes, raizes, rizomas e caules, tém funcdes
de atracdo de insetos para a polinizagdo, protecéo contra herbivoros, atuam como
reguladores da taxa de decomposicdo da matéria organica do solo e como agentes
antimicrobianos. Esses 6leos sdo constituidos principalmente por derivados de
fenilpropandides ou de terpendides, sendo que 0s mais encontrados sdo 0s
terpenos, formados por unidades de isoprendides com Cs (Figura 10). Os terpenos
séo classificados de acordo com o numero de unidades isoprendides (u.i.) como,
monoterpenos (Cip, duas u.i.), sesquiterpenos (Cis, trés u.i.), diterpenos (C,o, quatro
u.i.), triterpenos (Cso, seis u.i.) e tetraterpenos (Cgo, 0ito u.i.) (CASTRO et al., 2004).
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FIGURA 10 - Esquema de unidade de isoprendides
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Fonte: O autor.

A obtencéo dos 6leos essenciais das plantas é feita principalmente através da
técnica de arraste a vapor e pela prensagem do pericarpo de frutos citricos.
Consistem de mono e sesquiterpenos, além de fenilpropanoides, metabdlitos que
conferem suas caracteristicas organolépticas (Bl1ZZO; HOVELL; RESENDE, 2009).

Na fitoterapia, os O6leos volateis destacam-se pelas suas propriedades
antibacterianas, analgésicas, sedativas, expectorantes, estimulantes e
estomaquicas. O maior problema do desenvolvimento da agroindustria produtora de
Oleos essenciais € a concorréncia com produtos sintéticos. Todavia, a inddstria
alimenticia, a qual mais necessita destes 6leos, tem vindo a substituir os produtos
sintéticos por naturais em funcéo das exigéncias do mercado (DI STASI, 1996).

Brasil é o terceiro maior mercado mundial do setor de higiene pessoal,
perfumaria e cosméticos, e 0s 0leos essenciais sdo a matéria prima amplamente
utilizada como fragrancia em cosméticos, aromatizantes em alimentos, bebidas e
produtos de uso doméstico como detergentes, sabdes, repelentes de insetos e
aromatizantes de ambiente. Além disso, os 6leos essenciais podem ser empregados
como intermediarios sintéticos em perfumes (BRITO, 2007) e pelas industrias de
alimento, quimica e medicamentos (SOUZA et al, 2010). No entanto, o
desenvolvimento da industria brasileira de cosméticos € derivado do aumento na
producédo e consumo de 6leo essencial no pais.

Porém, a maior parte da producdo de 6leo no Brasil € proveniente de 6leos
essenciais de citricos, subprodutos da industria de sucos, contribuindo com 5 % do
total de 6leos importados, e ocupando um lugar de destaque entre os grandes
exportadores internacionais (BIZZO; HOVELL; RESENDE, 2009). Farmacologia,
botanica, microbiologia, fitopatologia, alimentos e preservacdo sdo algumas das

diferentes areas em que esses Oleos podem ser aplicados.
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A composicdo quimica do Oleo essencial de uma planta depende de uma
série de parametros, tais como as condicbes ambientais, estacdo de coleta,
procedimento de extracdo, condicdes de armazenamento das plantas coletadas até
a extracao, etc. (SEVERO et al., 2009). A analise por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa (CG/EM) € indispenséavel para a avaliagdo qualitativa e
quantitativa do 6leo essencial (DAFERRA; ZIOGAS; POLISSIOU, 2000).

Alguns estudos tém revelado que os 6leos essenciais sdo capazes de exercer
atividade antioxidante em sistemas bioldgicos, e que, portanto, podem atuar no
combate de doencas neurodegenerativas tais como o “Mal de Alzheimer” (SILVA et
al., 2010). Ademais, possuem uma rica variedade de compostos com atividades
antimicrobiana, antifingica em sistemas bioldgicos, além da capacidade de repelir
insetos transmissores de doencas como, a dengue e Chagas (SIANI et al., 2000).
Apresentam atividade antimicrobiana a um grande numero de bactérias incluindo
espécies resistentes a antibidticos e antifingicos (SILVA, 2005) e podem apresentar
acao contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (STIEVEN; MOREIRA;
SILVA, 2009).

Varios monoterpenos como, por exemplo, limoneno, alfa-terpineol, alfa-pineno
e linalol; sesquiterpenos como espatulenol e o diterpeno fitol, tém sido identificados
em analises de 6leos essenciais de folhas, frutos, casca e madeira de plantas do
Cerrado (Figurall). Os principais constituintes terpénicos isolados nesses 6leos
foram monoterpenos e sesquiterpenos (CUNHA et al., 2013; LONDE, 2004,
MARTINS, 2012; ROCHA, 2011).
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FIGURA 11 - Estrutura de Monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos identificados
em plantas do Cerrado
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Fonte: Cunha et al. (2013), Londe (2004), Martins (2012) e Rocha (2011).

Como exemplos de diterpenos podem ser citados os acidos ent-15-pimareno-
8B, 19-diol e acido ent-kaur-16(17)-em-19-6ico com atividade biologica, exibindo
valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) que variam de 1 a 10 pg.mL™ e
triterpenos como os &cidos ursolico e oleandico, que sdo importantes prototipos para
o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos para uso farmacoldgicos
(CUNHA et al., 2007; PORTO, 2009). Além disso, os triterpenos acidos oleandico e
ursolico possuem interessante atividade tripanocida (CUNHA et al., 2006). Os
esterdides sao formados a partir dos triterpenos e participam da formacédo das
membranas celulares na planta. A acdisona € um esteréide que possui funcéo
protetora contra insetos (GARCIA; CARRIL, 2009) Algumas estruturas S&o
apresentadas na Figura 12.
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FIGURA 12 - Esquema de estruturas quimicas de alguns diterpenos, triterpenos e do
esterdide acdisona
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Fonte: O autor

1.5 Atividade antioxidante

Os compostos antioxidantes atuam inibindo e/ou diminuindo os efeitos
desencadeados pelos radicais livres e sdo importantes no combate aos processos

oxidativos porque sdo menores 0os danos ao DNA e as macromoléculas, amenizando
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assim os problemas cumulativos que podem levar a doengas como cancer,
cardiopatias e cataratas (MAIA; SOUSA; LIMA, 2007).

Como os Oleos volateis de plantas sdo bastante conhecidos e utilizados
desde a antiguidade por suas propriedades biologicas, antifiUngica e antioxidante, a
sua atividade tem sido bastante estudada (HAY; WATERMAN, 1993). Diante da
tendéncia do mercado em utilizar produtos naturais, os 6leos essenciais estdo sendo
cada vez mais explorados como agentes antioxidantes, com o intuito de propiciar o
desenvolvimento de técnicas que possam reduzir os efeitos colaterais de
substancias oxidantes e radicais causadores de danos a saude.

Existem evidéncias de que muitos compostos antioxidantes sintéticos
bastante utilizados na industria podem promover o desenvolvimento de células
tumorais, o que tem levado a um aumento crescente na procura de similares
naturais. Dentre os similares, destacam-se 0os compostos derivados de 6leos volateis
constituidos por substancias terpénicas (BOTTERWECK et al., 2000; SOUZA et al.,
2007). Aliado a isso, ha o grande interesse das industrias farmacéuticas, alimenticia
e cosmética, na utilizacdo de novos constituintes volateis capazes de proteger os
sistemas bioldgicos; especialmente, membranas lipidicas, dos danos produzidos
pelo estresse oxidativo, considerado uma das principais causas do envelhecimento,
das doencas degenerativas e do cancer (SOUZA et al., 2007).

Em funcdo da grande diversidade quimica dos constituintes naturais varios
ensaios tém sido desenvolvidos para avaliar a sua capacidade antioxidante. Entre os
métodos existentes, destacam-se 0s ensaios com o 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH), B-caroteno/acido linoleico e a voltametria por pulso diferencial.

1.5.10 Método de oxidacao pelo sistema DPPH

O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) € um radical livre comercializado por
reagir com compostos que apresentam atividade antioxidante, convertendo-o para a
forma reduzida. A reducéo dos radicais DPPH pode ser acompanhada em uma faixa
de comprimento de onda na regido visivel do espectro a 517 - 518 nm, pela
diminuicdo da absorbéncia da solugdo metandlica de DPPH, que é inicialmente
violeta e torna-se amarela a medida que a amostra sequestra os radicais livres
(ABDILLE et al., 2005). Assim, quanto maior for a atividade antioxidante, menor sera

a coloragdo violeta da solucdo, ou seja, menor sera a concentracdo de DPPH
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residual apds certo tempo. A Figura 13 ilustra um mecanismo provavel, quando o
radical DPPH reage com um antioxidante doador de hidrogénio, formando a
molécula de difenil-picrilhidrazina (coloracdo amarela) e outro(s) antioxidante(s) mais

estavel(is), que podera(ao) ndo causar males e ser(em) eliminado(s) do organismo.

FIGURA 13 - Esquema de mecanismo de reducéo do radical livre DPPH

NQO2 H NO2
N—N +AH — N—N +A
02 NO2 02 NO2
2,2-difenil-1-picrilhidrazila difenil-picrilhidrazina
(coloracéo violeta) (coloragdo amarela)

Fonte: O autor

A capacidade antioxidante dos extratos ocorre devido aos constituintes acidos
(fendis) e as suas propriedades redutoras, cuja intensidade da acdo antioxidante
depende fundamentalmente do nimero e da posicdo das hidroxilas presentes na
molécula (MELO et al., 2008). As hidroxilas fendlicas por reacao radicalar doam
elétrons através do hidrogénio para os radicais DPPH, que sdo, por sua vez,
estabilizados. Com a reacéo, radicais fenolatos e fenoxila sdo formados; entretanto,
sdo espécies bastante estabilizadas por efeitos de ressonancia. As estruturas
radicalares podem reagir entre si e com os radicais DPPH.

A capacidade dos extratos etandlicos das folhas em sequestrar o radical livre
DPPH foi analisada com base na metodologia descrita por FONTE, com
modifica¢cdes, monitorando-se o consumo desse radical pelas amostras através da

medida do decréscimo da absorbancia de solu¢des de diferentes concentracdes.
1.5.2 Método de oxidac&o pelo sistema B-caroteno/Acido Linoleico

No sistema [3-caroteno/acido linoleico, utiliza-se o acido linoleico que reage
com agua saturada de oxigénio, originando radicais livres que, por sua vez, oxidarao
0 B-caroteno e resultardo no descoramento da solucdo (observado por medidas
espectrofotométricas a 470 nm). Quando o B-caroteno se encontra na presenca de

compostos com atividade antioxidante, os radicais livres gerados serédo inibidos por
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ambos, resultando em menor descoramento (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).
Trata-se, portanto, de um ensaio espectrofotométrico baseado na oxidacao
(descoloracdo) do B-caroteno induzida pelos produtos da degradacéo oxidativa do
acido linoleico (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999), ou seja, 0 método avalia a
atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido
linoleico (DUARTE-ALMEIDA et al.,, 2006). A Figura 14 ilustra uma proposta de

mecanismo de peroxidacao do acido linoleico.

FIGURA 14 - Esquema da oxidac&o do &cido linoléico
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Fonte: Liu (2010)

1.5.3 Determinacédo do teor de Fendis Totais

A determinacdo do teor de Fendis Totais presentes nos extratos etandlicos
das folhas foi realizada por meio de espectroscopia na regidao do visivel, utilizando-
se 0 método de Folin—Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965; SOUSA et al., 2007),
que contém uma mistura de &cidos fosfomolibidico e fosfotungstico, com formacéo
de um complexo de coloracéo azul de absorcdo maxima em 760 nm na presenca de
um agente redutor.

O ensaio de quantificagdo de Fendis Totais € um ensaio espectrofotométrico
realizado em equipamento espectrémetro UV-vis e lido em um comprimento de onda
de 760 nm. A alteracédo da coloracédo € um indicativo de reacdo. A coloracéo final é
azul, indicativa da complexacédo com o molibdénio, e o reagente de Folin—Ciocalteau
é constituido de acidos fosfomolibdico e fosfotunguistico.

Para este procedimento, € usado o acido galico como padréo pelo fato de ter

grupos organicos fendlicos. A unidade usada é miligrama de equivalente-grama de
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acido galico por grama de extrato etandlico (mg de EAG/g de extrato EtOH).
Acredita-se que os compostos dos extratos etandlicos tenham grupos fendlicos.

Na Figura 15 é ilustrada uma possibilidade de reacdo do reagente de Folin
com o acido galico, o qual é desprotonado inicialmente em presenca do carbonato
de sédio reagindo com o ion molibdénio, levando a formac¢éo de uma quinona. Usa-
se o carbonato de sodio pelo fato de ser uma base fraca, pois, de contrario o
hidroxido de sédio poderia retirar os hidrogénios dos grupos hidroxila, ndo sendo

interessante esse tipo de reacao.

FIGURA 15 - Reacéo do acido gélico e a formacédo do complexo com molibdénio
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Fonte: Oliveira et al. (2009)

1.5.4 Voltametria por pulso diferencial

Huang, Gao e Hageman (2004), na voltametria ciclica o potencial de oxidacao
de um composto é caraterizado como o parametro de seu poder redutor. Portanto,
guanto maior for o seu potencial de oxidacdo, menor serd o poder redutor. Assim,
compostos organicos que sao antioxidantes podem ser chamados de agentes
redutores. Dessa maneira, a avaliacdo do poder redutor de um composto ou grupo
de compostos por voltametria ciclica reflete a sua atividade antioxidante.

Muitas vezes, para obter resultados confiaveis na avaliacdo da atividade

antioxidante de alimentos e extratos de plantas, € necessario utilizar mais de um
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método analitico. Diante desta necessidade, a voltametria por pulso diferencial e a
voltametria ciclica sdo métodos eletroquimicos interessantes para determinar a
atividade antioxidante (GIL et al., 2009).

Na voltametria de pulso diferencial, pulsos de amplitude fixos sobrepostos a

uma rampa de potencial crescente s&o aplicados ao eletrodo de trabalho.

1.6 Atividade antimicrobiana e produtos naturais

No Brasil, pesquisas sobre produtos naturais e atividade antimicrobiana vém
crescendo nos ultimos anos. Entretanto, poucos dados referentes a espécies nativas
e exGticas estdo disponiveis. Esse baixo indice de registro é consequéncia da
disseminacgao restrita dos resultados de pesquisa, geralmente apresentados em
eventos cientificos locais ou regionais, cuja maior parte dos estudos séo testes
isolados com uma ou poucas espécies, e geralmente baseada em informacfes
etnofarmacoldgicas, diferentemente de pesquisas que abrangem a flora de uma
regido definida, onde varias familias botéanicas séo estudadas (DUARTE, 2006).

Atualmente, apesar do grande desenvolvimento da sintese organica e de
novos processos biotecnoldgicos, 25 % dos medicamentos prescritos nos paises
industrializados sdo originarios de plantas. De fato, os produtos naturais estdo
envolvidos no desenvolvimento de aproximadamente 44% de todos 0S novos
farmacos. Em algumas areas, como aquelas que envolvem doencas como o cancer
e doencas infecciosas, em torno de 60 % dos farmacos sdo de origem natural
(NEWMAN; CRAGG, 2007; NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003).

Assim, as plantas representam um vasto arsenal na busca de produtos
naturais biologicamente ativos, visto que produzem e acumulam substancias com
atividades farmacoldgicas significativas, dentre as quais antitumoral, anti-
inflamatoria, antioxidante, antibidtica e antiparasitaria (AHMAD; AQIL; OWAIS, 2006;
YUNES; CALIXTO, 2001).

As atividades antimicrobianas de compostos naturais, incluindo os oleos
essenciais oriundos das plantas, tém sido reconhecidas popularmente durante anos,
mas sO recentemente os estudos cientificos vém confirmando essas propriedades.
Varios grupos de pesquisadores estudam a atividade bioldgica de plantas medicinais
de diversas regides do mundo, orientados pelo uso popular das espécies nativas.

Por outro lado, 0os microrganismos que causam prejuizos a saude humana estao se
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b

tornando resistentes a maioria dos antimicrobianos conhecidos, o que incentiva
ainda mais a procura por antibioticos de ocorréncia natural (DUARTE, 2006).

Nesse sentido, muitas plantas apresentam atividade antimicrobiana e poderéo
ser usadas na producdo de matérias para higiene corporal e bucal. As bactérias
bucais tém uma flora bem complexa, sendo que muitas delas podem levar a outros

problemas no organismo.

1.7 Considerac0es gerais sobre 0 ecossistema bucal

A cavidade bucal possui estruturas anatbmicas distintas, sendo
compreendidas basicamente por um tecido duro (dente) e por tecidos moles como
mucosas alveolares, ceratinizada e a lingua. A mucosa bucal é caracterizada por
continua descamacdo das células epiteliais, que permite a rapida eliminacdo de
bactérias aderidas na mucosa (MARCOTTE; LAVOIE, 1998). Portanto, a renovacao
constante das superficies por descamacao previne o acumulo de microrganismos.
Entretanto, os dentes apresentam uma superficie dura ndo-descamativa que
favorece o desenvolvimento de grandes depdsitos bacterianos.

Durante a vida, todas as superficies do corpo sdo expostas a colonizacao por
uma grande variedade de microrganismos (LINDHE, 1999). Varios compartimentos
organicos do corpo humano abrigam uma série de microrganismos que infectam
esses locais, mesmo no estado saudavel, constituindo a microbiota prépria de cada
local. O motivo da ndo existéncia de uma microbiota Unica em todas as partes do
corpo deve-se, inicialmente, ao fato de cada regido ser um habitat diferente, com
condicbes ambientais diferentes, pois as composi¢cdes teciduais, 0s nutrientes
necessarios para todos o0s microrganismos, teores de umidade, pH, taxas de
oxigénio, receptores para aderéncia bacteriana, entre outros, sdo diferentes em cada
parte do corpo. Com isso, 0s microrganismos colonizam certa regiao e adaptam-se
as suas condic¢des ecologicas (LORENZO, 2004).

A microbiologia bucal, entretanto, € uma das mais complexas de todo o corpo
humano. Mais de 700 espécies bacterianas ja foram detectadas através de métodos
moleculares, das quais somente 40% foram cultivadas em laboratério (AAS et al.,
2005). Os microrganismos sao encontrados na saliva em popula¢gdes néo aderidas e
em comunidades organizadas, dentro de uma matriz complexa de produtos

extracelulares microbianos e compostos salivares, crescendo nas superficies do
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esmalte dental conhecida como biofiime (MARSH, 2005), e podendo estar aderidos
nas superficies do dente e lingua.

Apo6s a limpeza dos dentes, macromoléculas hidrofobicas séo aderidas pelas
superficies, formando um filme condicionante denominado pelicula adquirida. Esse
filme é composto por uma variedade de glicoproteinas salivares (mucinas),
anticorpos, peptideos e outras moléculas organicas (CLARK; BAMMANN;
GIBBONS, 1978). A pelicula altera a carga e a energia livre de superficie,
aumentando a eficiéncia da adesao bacteriana (LINDHE, 1999). A firme aderéncia
de bactérias a superficie dental revestida pela pelicula salivar € o primeiro passo
essencial para a formagé&o do biofilme dental (Placa Dental) (MARSH, 2005).

1.7.1 Plantas com potencial antimicrobiano sobre microrganismos da cavidade
bucal

A carie dentaria € uma patologia oral bacteriana frequente, causada por um
biofiime constituido por microrganismos presentes na superficie do dente
(ALLAKER; DOUGLAS, 2009; AMBROSIO et al., 2008). E uma doenca que tem sido
associada a Streptococcus spp., principalmente Streptococcus mutans, S. sobrinus e
Lactobacillus spp. (CHUNG et al., 2006; HIRASAWA; TAKADA, 2002). Varias
substancias antimicrobianas, como a ampicilina, a clorexidina, sanguinarina,
metronidazol e antissépticos de aménio quaternario e fendlicos tém sido muito
eficazes na prevencao da céarie dentaria (TSUI; WONG; RABIE, 2008). No entanto,
varios efeitos adversos como a coloracdo do dente, o aumento da formacédo de
calculos, diarreia e desordem na flora oral e intestinal tém sido associados ao 0 uso
de tais compostos (CHUNG et al., 2006; MORE et al., 2008). Estes inconvenientes
no tratamento de problemas de salde bucal justificam a busca por novos e eficazes
agentes anticariogénicos, que podem ser empregados na prevencéao da carie.

A busca de substancias com atividades antimicrobianas tem direcionado a
atencdo sobre os produtos naturais e, entre estes, os derivados das plantas
superiores tém despertado a investigacdo para o potencial da flora brasileira nos
altimos anos (ALMEIDA et al., 1998; CUNHA et al., 2007; MICHELIN et al., 2005;
RATES, 2001; SUFFREDINI et al., 2004).

Indmeras substéncias naturais, principalmente as obtidas de vegetais, tém

sido testadas com o objetivo de avaliar a acao da atividade antimicrobiana contra os



38

microrganismos do biofilme da placa dentaria, constituindo assim um vasto campo
de pesquisas ainda a ser explorado (BERNARDES et al.,, 2010; PEREIRA et al.,
2006; PORTO et al.,, 2009).Portanto, os extratos naturais de plantas podem
apresentar outras atividades biolégicas, como por exemplo, atividade antileishmania

contra o parasita Leishmania amazonensis.
1.8 Atividade bioldgica contra Leishmania

Segundo World Health Organization - WHO (2007) a Leishmaniose € um
grupo de doencas parasitarias de distribuicdo global transmitida ao homem pela
picada de cerca de 30 espécies de flebotomideos (mosquito-palha) infectados por
protozoarios do género Leishmania. Calcula-se que dois milhdes de novos casos
ocorrem a cada ano em todo o mundo, dos quais 1,5 milhdo sdo casos de
Leishmaniose tegumentar.

A Leishmaniose € uma doenca crénica transmitida pelo mosquito e comum
em caes e humanos. Muitos animais séo sacrificados devido aos efeitos da doenca e
ao fato de possibilitarem a sua transmisséo. E uma doenca grave para o0 homem, de
manifestacdo cutadnea ou visceral, e com alto indice de letalidade quando néo

tratada, principalmente em criangas, idosos e pessoas com outras doencgas cronicas.
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20BJETIVOS

2.10bjetivo geral

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de determinar a composicao
quimica dos 0leos essenciais das folhas de Qualea grandiflora e Qualea multiflora.
Foram também avaliadas a atividade antioxidante, pelo método analitico da
voltametria por pulso diferencial, e as atividades bioldgicas (antimicrobiana e
antileishmania) e citotoxidade para células Vero. Usando amostras de extrato
etandlico de folhas, foi determinada a atividade antioxidante pela reacdo com DPPH,
pela reacdo de oxidacdo pelo sistema -caroteno/acido linoleico e pela avaliacdo do
poder redutor total, além da avaliacdo da atividade antimicrobiana contra as

bactérias bucais, atividade antileishmania e citotoxicidade.

2.2 Objetivos especificos

a) Analisar os constituintes presentes no 6leo essencial das folhas de Qualea
grandiflora e Qualea multiflora;

b) Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial e extrato etandlico
contra as bactérias bucais aerobias e anaerobias;

c) Avaliar a atividade antileishmania do 6leo essencial e extrato etandlico
contra Leishmania amazonensis;

d) Determinar a atividade antioxidante dos extratos em etanol 95% de folhas
de Q. grandiflora e Q. multiflora pelo sequestro do radical DPPH e pelo
sistema betacaroteno/acido linoleico;

e) Determinar o poder redutor total a partir da analise da voltametria por pulso
diferencial do 6leo essencial e do extrato etandlico de folhas de Q.
grandiflora e Q. multiflora; e

f) Comparar os resultados das espécies em estudo com outras plantas do

cerrado.
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3METODOLOGIA

Foram feitos ensaios quimicos e biolégicos usando 6leos essenciais de folhas
e extratos etanolicos de folhas. Os ensaios foram realizados na UFU Campus Santa

Ménica e Umuarama e na Universidade de Franca.

3.1Analises quimicas

As analises quimicas e ensaios feitos foram extracdo de Oleo essencial de e
extrato etandlico de folhas, atividade antioxidante pelo método do radical DPPH e
pelo sistema B-caroteno/acido linoleico, quantificacdo do teor de fendis totais
realizados no Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), no
Laboratério de Produtos Naturais do Instituto de Quimica — IQUFU, e na Faculdade
de Engenharia Quimica (FEQ) que estdo instalados no Campus Santa Mdnica da
Universidade Federal de Uberlandia. Os experimentos de voltametria por pulso
diferencial foram feitos em um equipamento cedido pelo Professor Dr. Rodrigo
Alejandro Abraza Munoz, do IQUFU.

Foram excecfOes 0s ensaios microbianos, que foram feitos Laboratério de
Pesquisa em Microbiologia Aplicada (LaPeMA) da Universidade de Franca
(UNIFRAN).

Os ensaios de atividade antiprotozoaria contra Leishmania amazonensis e as
andlises de atividade citotoxica foram realizados no |Instituto de Ciéncias
Biomédicas, no Laboratorio de Tripanosomatideos, com o suporte do Professor Dr.
Claudio Vieira da Silva, do Instituto de Ciéncias Biomédicas — Campus Umuarama, e

com ajuda da aluna de iniciacdo Paulla Vieira Rodrigues.

3.2Coleta, identificacéo e preparo do material vegetal

As folhas de Qualea grandiflora e Qualea multiflora foram coletadas de modo
aleatorio e de individuos diferentes proximas a rodovia MG 230 (19° 13’ 39,06” S;
46° 12’ 30,95” O), no municipio de Rio Paranaiba-MG,. Em seguida, foram
preparadas, identificadas e depositadas as exsicatas, com o devido registro no

Herbario Uberlandense (HUFU) sob os seguintes numeros: Qualea grandiflora
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HUFU 66.895 e Qualea multiflora HUFU 66.896. A Figura 14 ilustra as exsicatas de
ramos das duas plantas.

FIGURA 16 - Exsicatas de Qualea grandiflora (a) e Qualea multiflora (b)

Fonte: O autor

Note-se que o material fresco (folhas) das duas espécies foi coletado no
mesmo periodo do ano, no més de setembro de 2013, para a extracdo dos Oleos
essenciais e obtencdo do extrato etandlico. As folhas destinadas a preparacdo dos
extratos foram secas em estufa a 35 °C por 3 a 4 dias e, posteriormente, trituradas
em moinho de facas.

Do material coletado fez-se a determinagdo da umidade utilizando uma
balanca de Iluz infravermelha da marca Kett, modelo FD-600, sendo que
aproximadamente 1,0 g de amostra foi mantida a uma temperatura de 105 + 5 °C

por quinze minutos até que o teor de umidade permanecesse constante.

3.30btencéao e preparo do extrato etandlico

Para a obtencédo e preparo do extrato etandlico usou-se aproximadamente
400 gramas de folhas de Qualea grandiflora e de Qualea multiflora. Esta quantidade
foi previamente posta a secar em estufa até possuir menos de 8% de umidade, e
posteriormente triturada. As folhas secas e trituradas foram colocadas em
erlenmeyer, adicionou-se etanol PA 95% até cobrir o material. Macerou-se por
aproximadamente trés semanas (tempo total) e o conteldo foi retirado e
armazenado em frascos ambar, momento em que foi acrescentada uma nova
quantidade de etanol ao material que estava no erlenmeyer (aproximadamente trés

dedos acima do material vegetal folhoso). Repetiu-se 0 processo por mais um
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intervalo de tempo até o extrato clarear, momento em que cessaram as maceracoes.
Ao final desse procedimento, foi efetuada uma filtracdo simples dos extratos
utilizando filtro de papel quantitativo, e concentrados em um evaporador rotativo sob
pressdo reduzida para eliminar no maximo possivel o excesso de etanol. Grande
parte do solvente foi recuperado nesse processo. Os frascos contendo os extratos
foram deixados em uma chapa aquecedora a temperatura de 35 a 40 °C, para
permitir a evaporacao do etanol que ainda restava e a obtencéo do extrato etandélico
seco. O rendimento dos extratos foi em seguida calculado.

Os ensaios quimicos e biolégicos foram realizados usando-se o extrato
etandlico de folhas das duas espécies de plantas. Foram realizados 0s ensaios
antioxidantes pelos métodos DPPH, métodos de sequestro de radical pelo sistema
B-caroteno/acido linoleico, e quantificacéo do teor Fendis Totais, além da voltametria
por pulso diferencial. Os ensaios bioldgicos realizados foram o teste da atividade
antimicrobiana contra as bactérias bucais, atividade antileishmania contra
Leishmania amazonensis e citotoxicidade em células Vero.

A Figura 17 ilustra as etapas do preparo dos extratos etandlicos a partir de

amostras de folhas.



FIGURA 17 - Fluxograma do preparo e obtencédo do extrato etandlico a partir de amostras de folhas
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3.4 Obtencdao e extracdo do 6leo essencial por hidrodestilacéo

Trezentos gramas de folhas frescas de Qualea grandiflora e de Qualea
multiflora foram lavadas e cortadas e submetidas a extracdo por hidrodestilacéo,
utilizando o aparelho tipo Clevenger, por um periodo de 4 horas (MORAIS et al.,

2009), como ilustra a Figura 18.

FIGURA 18 - Aparelhos de destilacao do tipo Clevenger para destilagdo com arraste
de vapor

h >
Fonte: O autor.

Para a obtencé&o do 6leo essencial, 300 g de folhas trituradas foram colocadas
em baldo de fundo redondo com em agua, posto em manta aquecedora em sistema
de arraste de vapor com o auxilio do aparelho modificado Clevenger. A agua contida
no Clevenger foi recolhida em um funil de separagéo, sendo usado diclorometano
para extrair o 6leo da agua e algum traco de 6leo essencial que esteja na vidraria.
Pelo fato de haver diferenca de polaridade e densidade, foi possivel extrair e
recolher o diclorometano com o 6leo essencial, o qual foi filtrado e posto para
evaporar, a uma temperatura controlada de aproximadamente 35°C para né&o
volatilizar compostos do 6leo essencial.

Para a extracao do 6leo essencial, o extrato foi submetido a particao liquido-
liguido em funil de separacdo, realizando-se trés lavagens do extrato com trés

porgdes de 5,0 a 10,0 mL de diclorometano. As fragdes organicas foram reunidas e
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secadas, e 0 solvente foi evaporado a temperatura ambiente. O 6leo foi recolhido e
condicionado em um frasco e mantido sob-refrigeracdo a temperatura de -18,0 +
5 °C até o0 momento das analises e ensaios biologicos. Apds a evaporacdo do
diclorometano, a massa obtida do Oleo essencial resultante foi pesada em uma
balanca analitica e a percentagem correspondente de 6leo essencial de folhas
extraido foi calculada em relagdo & massa da amostra utilizada inicialmente,
desconsiderando-se a porcentagem de umidade de folhas verdes para ndo ser

considerada como massa de 6leo essencial.

3.5 Separacdo, analise e identificacdo de constituintes dos 6leos
essenciais por CG/EM

A separacdao e identificacdo dos constituintes volateis por cromatografia a gas,
acoplada a espectrometria (CG/EM) de massas, foram realizadas em um aparelho
da marca Shimadzu, modelo GC17A/QP5010. O programa de temperatura usado
em uma coluna DB-5 (supelco SPB-5) de 30 m de comprimento, 25 mm de diametro
interno e 0,25 um de espessura de filme, e a rampa de aquecimento foi de 60 a
246 °C (3 °C min™); injetor no modo split 1:20 a 220 °C; com gés de arraste Hélio em
fluxo de 1,0 mL.min™. A temperatura da interface, fonte de fons e detector foi de 220
a 240 °C. O volume de 1,0 pL de amostra de Oleo essencial diluido em
diclorometano na concentracdo de 10 mg/mL foi injetada, e a identificacdo dos
compostos foi feita por meio das bibliotecas de espectros de massas Wiley (7, 139, e
SHIM2205/ ADAMS). Foi usado indice Aritmético (IA) de referéncia e comparado
com o Indice Aritmético calculado. O detector de massas operou com energia de
impacto de 70 eV e foram captados os fragmentos de 40 a 650 Da (ADAMS, 2007).

3.6 Atividade antioxidante dos extratos etandlicos pelo método DPPH e

calculo de CEsg

A avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante dos extratos etandlicos foi
feita de acordo com a metodologia descrita por Hsiao et al. (2003) e Morais et al.
(2009), monitorando-se o consumo do radical livre DPPH pelas amostras através da
medida do decréscimo da absorbancia de solu¢bes de diferentes concentracdes.

Estas medidas foram feitas em um espectrofotdmetro UV-vis, no comprimento de
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onda 517 nm, e que tem como controle positivo um padrédo (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995; SOUSA et al., 2007).

As medidas da concentracdo efetiva (CEsp), que representam a concentracao
da amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais de DPPH, foram
calculadas plotando a porcentagem de DPPHiemanescente (50%) versus as
concentracdes dos extratos de cada amostra (ARGOLO et al., 2004, LIU, 2010).

Para o ensaio de DPPH, foi preparada uma solucdo de DDPH em metanol 40
ng.mL? envolvidas em papel aluminio e abrigadas da luminosidade para n&o
degradar.

Foram preparadas concentracdes e diluigbes diferentes de extratos etandlicos
de folhas de modo a serem usados nos ensaios quimicos antioxidantes. A
concentracdo foi de 200 ug.mL™ para a espécie Qualea grandiflora e 800 pg.mL™
para Qualea multiflora, feito em solvente metanol e usado o banho ultrassénico para
facilitar a dissolugdo do extrato no solvente. As concentragbes foram diferentes
porque € necessario que o CEsy esteja entre a maior e a menor concentracao das
amostras.

Para Qualea grandiflora e Q. multiflora, as concentracdes das diluicbes dos
extratos etandlicos brutos feitas em metanol foram as seguintes, 100% (solucdo
inicial) obtendo posteriormente as concentracoes, 83%, 66%, 49%, 32%, 15%. Para
o preparo de cada amostra lida era usado um volume da solucao diluida acrescido
de metanol.

Foi usada a solugcdo de DPPH em metanol e colocada em cubeta, 2,8 mL de
solucéo de DPPH e 0,2 mL de solugéo de extrato em cada uma das diluicbes. Para o
branco foi usado o solvente metanol. As medidas das absorvancias foram feitas das
reacoes entre 0,2 mL das diluicbes das amostras e 2,8 mL da solugéo estoque de
DPPH (C = 40 pg.mL™), realizadas & 517 nm, a cada 5 min. até completar 1 h,
totalizando 6 horas em todas as 6 amostras. A mistura de metanol (2,8 mL) e
solugdo em metanol do extrato (0,2 mL) foi utilizada como branco. A medida que a
solugdo se tornava mais amarelada, poderia ser indicativo de que provavelmente
uma reacao tenha ocorrido entre o radical livre e os compostos fendlicos presentes

no extrato etanolico de folhas.
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3.7 Método de oxidacdo pelo sistema B-caroteno/4cido linoleico e céalculo
de CExsg

A atividade antioxidante foi determinada de acordo com o método descrito por
Jayaprakasha, Singh e Sakariah (2001). Primeiramente, 0,2 mg de B-caroteno em
1,0 mL de cloroférmio, 20 mg de &cido linoleico e 200 mg de Tween-40 foram
misturados. O cloroférmio foi removido utilizando gas nitrogénio e, na mistura
resultante, foram adicionados 50,0 mL de agua saturada de oxigénio. Aliquotas (4,0
mL) da emulsdo foram pipetadas em diferentes tubos de ensaio contendo 0,20 mL
dos extratos em metanol em diferentes concentragcdes. Um controle contendo 0,20
mL de metanol e 5,0 mL da emulséo foi preparado. Os tubos foram mantidos a 50 °C
em banho aquecido. A absorbancia foi lida no comprimento de onda de 470 nm, e as
leituras foram feitas em intervalos de 5 min em um ensaio de duracdo de 180 min.
Uma mistura preparada sem B-caroteno foi usada como branco. O experimento foi
feito em triplicata e a atividade antioxidante dos extratos foi avaliada em termos de

branqueamento de B-caroteno utilizando a seguinte equacao 1.:

Atividade antioxidante = [1 — (A, - A)/( A% — A%)] x100

Onde A, e A% sdo as absorbancias medidas no tempo zero de incubacdo da
amostra de teste e do controle, respectivamente, e A; e A% s3o as absorbancias
medidas para a amostra de teste e 0 controle, respectivamente, apds incubacéo de
180 min. A concentragao do extrato fornecendo 50 % de inibicdo (CEsp) foi calculada

a partir do gréfico de porcentagem de inibicdo contra a concentracéo do extrato.
3.8 Voltametria por pulso diferencial

Uma célula de voltametria consiste de um eletrodo de trabalho, um eletrodo
de referéncia e um eletrodo auxiliar, que sdo imersos em uma solucdo. Nessa
técnica, o potencial é aplicado em uma taxa controlada (velocidade de varredura) e a
corrente, que é produzida por oxidagdo ou a reducdo de uma molécula

eletroquimicamente ativa na superficie do eletrodo, é registrada continuamente
(HUANG; GAO; HAGEMAN, 2004).
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No ensaio por voltametria por pulso diferencial, foi necessaria a utilizacdo de
um potenciostato conectado a um software para a aquisicdo dos dados, controlado
por um computador. Foi utilizada uma célula eletroquimica, contendo um sistema
com trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar). O eletrodo de trabalho usado foi
de carbono vitreo; o de referéncia de Ag/AgCl (saturado em cloreto de potassio -
KCIl) e o eletrodo auxiliar de platina. O potenciostato aplica uma diferenca de
potencial entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia. O terceiro eletrodo é o
auxiliar, que é responsavel em promover uma corrente para extremidade de cada um
dos condutores fixados nos polos de um gerador elétrico.

Para andlise de atividade antioxidante, o eletrodo de carbono vitreo que foi
utilizado atua na faixa de potencial de -0,3 V a +1,0 V, podendo chegar a 1,5 V
contra o eletrodo de referéncia de Ag/AgCI/KCI saturado (ALVES et al., 2004). A
velocidade de varredura foi de 50 mV s™.

Os eletrdlitos utilizados constituiam de 10 mL de solugdo tampao fosfato
0,2 mol L™, pH 7,0 contendo KCI 0,5 mol L™ como eletrélito suporte e 10 mL de
solugéo tampé&o acetato 0,2 mol L™, pH 4,5 contendo KCI 0,5 mol.L™ como eletrélito
suporte. Utilizou-se 1 mL de solucéo de extrato de 1000 ug.mL™ em metanol. Em
tampdes e pH diferentes, os comportamentos das amostras podem também diferir.

Foram uitlizados dois eletrdlitos diferentes tendo em vista a polaridade das
amostras usadas, extratos etandlicos e 6leo essencial de folhas. Para as primeiras
amostras foram usados o tampéo fosfato e o acetato, que sdo dissolvidos em agua
destilada. Para a segunda amostra usou-se o0 tampado PTBA (percloreto de
terabutilamoénio) dissolvido em etanol, tendo em vista a solubilidade das amostras.

A Figura 19 ilustra um esquema do ensaio de voltametria por pulso
diferencial, ensaio que foi realizado com amostras de extrato etandlico e 6leo

essencial de folhas de Qualea grandiflora e Qualea multiflora.
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FIGURA 19 - Ensaio de voltametria por pulso diferencial, com os eletrodos de
trabalho

Eletrodo de referéncia:
Ag/AgCI

Eletrodo de trabalho:

carbonovities Eletrodo auxiliar:

platina

Eletrolito:
10 mL de tampao

1 mL de solugéo do extrato
(1000 ppm)

Fonte: Martins (2012)

3.9 Determinacdo de Fendis Totais

Para a determinacdo de Fenois Totais, uma aliquota contendo 25 mg de
amostra foi dissolvida em metanol, transferida para um bal&o volumétrico de 50 mL e
o volume final completado com o0 mesmo solvente. Para a reagéo colorimétrica, uma
aliquota de 0,5 mL da solucdo metandlica do extrato foi misturada com 2,5 mL de
solucéo aquosa do reativo Folin-Ciocalteau 10 % e 2 mL de solucdo de carbonato de
sédio 7,5 %. A mistura foi incubada por 5 min em banho aquecido, a 50 °C, e
posteriormente a absorvancia foi medida no comprimento de onda 760 nm. Foi
preparada uma solucdo contendo metanol e todos os demais reagentes com
excecdo da amostra analisada (branco). O teor de Fendis Totais foi determinado
empregando-se a equacao da reta obtida pela curva de calibracdo, construida com
padrdes de acido galico (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 ug.mL™) e expressos como
mg de EAG (miligrama de equivalentes de acido géalico por grama de extrato).

3.10 Determinacgéo da atividade antimicrobiana

O ensaio para a determinagdo da atividade antimicrobiana foi realizado
usando amostras de 6leo essencial e extratos etandlico de folhas de Qualea
grandiflora e de Qualea multiflora.

A atividade antimicrobiana foi determinada utilizando o método da

microdiluicdo em caldo para que fosse determinada a concentragéo inibitéria minima
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(CIM), definida como a menor concentragcédo de compostos que produz uma redugao
de 80% no crescimento visivel em comparacdo com o controle. As andlises de
atividade antimicrobiana foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em
Microbiologia Aplicada (LaPeMA) da Universidade de Franca, com a colaboracao do
Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins e do Prof. Dr. Luis Carlos Scalon Cunha.
Os microorganismos utilizados para a determinacdo da atividade
antimicrobiana, foram as seguintes cepas padrao provenientes da “American Type
Culture Collection” (ATCC). As aerobicas foram Streptococcus mutans (ATCC
25175), Streptococcus mitis (ATCC 49456), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556)
e Agregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43717), e as anaerobicas:
Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586), Bacteroides fragilis (ATCC 25285),
Actonomyces naeslundii (ATCC 19039) e Porphyromonas gingivalis (ATCC 48417).

3.11 Preparo das amostras para o método de microdiluicao

Para a realizagdo da microdiluicdo em placa de 96 pocos, todas as amostras
foram preparadas com concentracées de 8000 pg.mL™ (8000 ppm). Para obter esta
concentracédo, foram dissolvidas 2 mg de cada amostra em

250 pL de dimetilsulféxido (DMSO). Foram retirados 125 yL da solugdo de
partida e acrescentados a 1875 pL de caldo TSB, obtendo-se uma solugdo méae para
microrganismos aerdbicos de concentracdo 500 pg.mL™. Para a obtencdo da
solucdo-mae para microrganismos anaerobicos, foram retirados 162,5 pL da solugao
de partida que foram acrescentados a 2437,5 yL de caldo Schaedler suplementado,

sendo obtida também uma solugdo de concentracdo 500 ug.mL™.
3.12 Preparo do in6culo

Utilizando uma algca de platina esterilizada, culturas de 24 h dos
microrganismos aerdbicos crescidos no meio Agar triptona de soja, enriquecido com
5% de sangue de carneiro, foram transferidas para uma solucdo salina. Este
procedimento foi também utilizado para a preparacdo das bactérias anaerobicas com
crescimento de 72 h em Agar Schaedler. Padronizou-se o inéculo fazendo a
comparacado deste com o tubo 0,5 (1,5 x 108 UFC.mL™) para bactérias na escala Mc

Farland. Esta preparacéo do indculo foi realizada para todas as bactérias.
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3.13 Preparo do farmaco

Para a validacdo da técnica foi utilizado o digluconato de clorexidina. Pesou-
se 1 mg do farmaco e diluiu-se-lhe em 10 mL de agua destilada esterilizada,
obtendo-se uma concentracdo final de 0,1 mg.mL™. Em seguida, 1 mL dessa
solugcdo foi transferida para um tubo contendo 4 mL de caldo Schaedler
suplementado. Essa diluicdo resultou em concentracdo de 0,02 mg mL™ e foi
considerada como solucdo estoque para realizacdo da técnica. Foi levada em

consideracéo a poténcia de 100% do farmaco.
3.14 Controles usados

Para a determinacdo de atividade antimicrobiana pelo método da
microdiluicio em placa de 96 pocos, foi utilizado como controle positivo o
digluconato de clorexidina. Para o método de microdiluicio em caldo, as
concentracdes de digluconato de clorexidina variaram de 0,0115 pg.mL™ a 5,9
ug.mL™.

Ainda foram realizados os seguintes controles: esterilidade dos caldos TSB e
Schaedler; controle da cultura; esterilidade da clorexidina; esterilidade dos extratos

brutos e 6leos essenciais e controle do DMSO (5 a 1%).

3.15 Métodos da microdiluicdo para determinagcdo da concentracao

inibitéria minima

Os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar, de acordo
com as normas vigentes. As vidrarias, ponteiras e 0s meios de cultura foram
esterilizados. Para a determinacdo da concentracdo minima foram utilizadas
microplacas estéreis com 96 poc¢os. Cada poco recebeu inoculo, caldo triptona soja
ou caldo Schaedler e amostra das solugdes preparadas. O volume final em cada
poco foi de 100 uL para os microrganismos aerobicos e 200 pL para os anaeroébicos.

Avaliou-se as amostras das solu¢bes nas concentracdes de 400 a 0,195
ug.mL™ e determinada a concentracdo minima de cada amostra capaz de inibir o

crescimento dos microrganismos.



52

As placas que continham bactérias aerdbicas foram vedadas e fechadas
usando parafilme e incubadas a uma temperatura de 36 °C por um periodo de 24 h
em microaerofilia pelo sistema de chama/vela. Apds a incubacéo, foram adicionados
em cada poco da placa 30 yL de resazurina preparada em solugéo aquosa (0,01%).
Este sistema revelador permitiu a observagao imediata da atividade antimicrobiana
da amostra, sendo que a cor azul representou a auséncia de crescimento e a cor
vermelha, indicou a presenca de crescimento bacteriano. Os microrganismos
anaerobicos foram incubados por 48 a 72 h em camara de anaerobiose, a 36 °C. Em
seguida, foi utilizado o mesmo revelador (resazurina) para a determinacéo das CIMs
para 0S microrganismos anaerobicos. Todas as amostras foram testadas em

triplicata.
3.16 Ensaios de atividade antileishmania
3.16.1 Preparo das amostras

Para o teste com o parasita Leishmania amazonensis, as amostras foram
dissolvidas em metanol e diluidos com BHI até a formacédo de uma solucdo-méae de

640 ug.mL™. A concentracéo final de metanol da solugdo-mée ndo excedeu 3%.
3.16.2 Teste de viabilidade celular

O teste de viabilidade celular foi realizado por microdiluicdo em placa de 96
pocos a partir da solucdo-méae, sendo feitas as diluicbes com meio de cultura BHI
(Caldo BHI- Brain Heart Infusion) para a Leishmania amazonensis. A partir dele,
foram obtidas as concentracdes a serem testadas. O volume final de cada poco foi
de 100 pL, sendo 20 pL de inoculo (solucdo com 1.10% parasitas em 2 mL) com 80
pL de concentracdo das amostras.

A placa de Leishmania amazonensis foi incubada por 48 horas a 25 °C. Em
seguida, adicionados 2 pL em cada poco de uma solucao reveladora de resazurina,
a 3 mM em PBS (Phophate Buffered Saline) (GOMEZ-BARRIO et al., 2006) e
novamente incubado nas mesmas condi¢cdes. Em seguida, foi realizada a leitura da

absorbéancia a 594 nm em um espectrofotdbmetro de microplaca.
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata (triplicata da triplicata). A
partir dos resultados das absorbancias, a viabilidade celular foi calculada em fungao
do controle positivo, e a partir desses, foi construido um grafico de dose-resposta
com regressao néo-linear para o calculo do 1Csy (concentragdo em que 50% dos
parasitas foram inibidos) (CHIBALE et al., 2007).

3.16.3 Cultura de células

Esse ensaio foi realizado com o objetivo de verificar a citotoxidade em células
dos extratos etandlicos e 0leos essenciais de folhas. A cultura de células Vero ATCC
CCL 81(fibroblastos de rim de macaco verde da Africa) foi mantida em DMEM (Meio
de cultura, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), a 37 °C com atmosfera umida e
5% de CO..

3.16.4 indice de seletividade

A partir de ensaios in vitro foi possivel calcular a concentracao citotoxica das
células Vero e a capacidade de inibicdo de 50 % do parasita para o célculo do indice
de seletividade (IS).

Nakamura et al. (2006) descrevem um procedimento para calcular o indice de
seletividade como sendo a raz&o entre a citotoxicidade das células analisadas pelo
ICso O valor obtido esta associado a uma maior e melhor seletividade para o
protozoario usado no ensaio do que toxicidade para as células.

A partir de valores conhecidos de CCsp e de ICs foi calculado o indice de

seletividade (IS), utilizando a seguinte equagéao:

Equagéo 2 : 1S= CCsp csiulas vero! 1Cs0 Leishmania amazonensis
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FIGURA 20 - Placa de 96 pocos
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Fonte: Cunha (2013)

3.17 Anélise estatistica

Todas as determinacdes foram feitas em triplicata e os resultados obtidos
foram a média aritmética com o desvio padrdo. As médias foram comparadas pelo
teste de Student para ensaios DPPH, B-betacaroteno e quantificacdo de fendis
totais, enquanto que o teste de Tukey foi utilizado para comparar médias do ensaio
antileishmania e citotoxicidade ao nivel de 5 % de probabilidade. Valores de p < 0,05

foram considerados para denotar diferenca estatistica significativa.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Resultados da determinacdo de umidade de folhas para extracdo de

6leo essencial

Foram utilizadas folhas verdes para determinar a umidade de folhas frescas e
desconsiderando a massa de 4gua para nao ser considerada como 6leo essencial.
Na Tabela 2 apresentam-se os valores de umidade de folhas para extracéo

de 6leo essencial.

TABELA 2 - Teor de umidade das folhas para extracdo de 6leo essencial

Amostras UMIDADE DE FOLHAS (%) +DP
Qualea grandiflora 47,17 + 5,58°
Qualea multiflora 55,07 + 2,77°

Fonte: O autor

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Student a 5% de significancia.
Os dados sdo apresentados como média, + desvio padrdo para testes realizados em triplicata.
Diferencas significativas (p < ou igual 0,05) séo indicadas com diferentes letras em cada coluna.

Os valores de umidade foram estatisticamente semelhantes.

4.2Rendimentos dos 6leos essenciais

A Tabela 3 apresenta valores das massas e porcentagens de Oleos

essenciais de folhas extraidos para as duas espécies de plantas.

TABELA 3 - Massas e rendimentos de 6leos essenciais obtidos por hidrodestilacdo

Massa de 6leo essencial

(Trés extracdes) Qualea grandiflora Qualea multiflora
Massa (g) 4,89 x10°+ 0,74 x 10 4,58 x10° +1,80 x 10
Rendimento (%) 2,16 x10 3 1,96 x 10 3

Fonte: O autor

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Student a 5% de significancia.
Os dados sédo apresentados como média, + desvio padrdo para testes realizados em triplicata.
Diferencas significativas (p < ou igual 0,05) séo indicadas com diferentes letras em cada coluna.



56

O rendimento de Oleo essencial foi baixo se comparado com outras plantas
(Tabela 3), porém, se o material vegetal folhnoso estivesse seco, provavelmente o
rendimento seria ainda menor, pois acredita-se que ha perda de muitos compostos a
medida que a folha seca. Espécies de plantas como o eucalipto tém melhores
rendimentos de 6leo essencial, podendo chegar até 1% em massa, de acordo com
Vieira (2004).

4.3Resultado da cromatografia gasosa

Os compostos dos 6leos essenciais foram analisados de acordo com as
bibliotecas Wiley (ADAMS, 2007). A Tabela 4 apresenta a classificagédo, por grupos
funcionais, dos componentes do 6leo essencial de folhas de Qualea grandiflora e

Qualea multiflora.

TABELA 4 - Porcentagem dos compostos dos 6leos essenciais de folhas por grupos

funcionais
Grupos funcionais Q. multiflora (%) Q. grandiflora (%)
Alcool 19,5 2.4
Aldeido 12,2 4,9
Acido carboxilico - 4,9
Ester 2,4 2,4
Eter ciclico - 2.4
Cetona 7,3 2,4
Monoterpeno - 2,4
Monoterpeno oxigenado 29.3 12,2
Sesquiterpeno - 2.4
Sesquiterpeno oxigenado 4,9 36,6
Diterpeno oxigenado 2,4 4.9
N.I. 19,5 22
Nitrila 2,4 -
Total 99,99 99,99

Fonte: O autor
N.l. = nao identificado.
NI: N&o identificado

Na espécie Qualea grandilfora, os compostos majoritarios foram os

sesquiterpenos oxigenados (36,6%), os monoterpenos oxigenados (12,2%) e ainda
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os aldeidos, acidos carboxilicos e diterpenos oxigenados que apresentam 4,9 %
cada um.

Na espécie Qualea multiflora, os compostos majoritarios foram os
monoterpenos oxigenados (29,3%). Destacam-se também os alcoois (19,5 %),
aldeidos (12,2 %) e cetonas (7,3 %). Acredita-se que muitos desses compostos
presentes em 0Oleos essenciais individualmente ou em sinergismo podem ser usados
como antioxidantes, antimicrobianos, antiprotozoarios, bem como em outros ensaios
quimicos e biologicos. Segundo Lima et al. (2008) 6leos essenciais sdo um tipo de
metabolitos secundarios podem apresentar efeitos fungicidas, inseticidas e
bactericidas.

De acordo com Pereira et al. (2008) sinergismo esta associada a discussao
em fitoquimica e cita como sendo a interacdo entre os 6leos essenciais podem
representar uma boa alternativa para potencializar a acdo desses 0leos, porém,
muito ainda precisa ser melhor esclarecido. Comenta que sinergismo entre alguns
tipos de 6leos pode melhorar a atividade bactericida. Silva (2010) cita que em casos
de sinergismo foi possivel verificar inibicdes de crescimento bacteriano de forma
superior se comparadas com as drogas testadas isoladamente. Verificou-se que os
resultados apresentaram um bom potencial de uso dos produtos naturais como
coadjuvante no tratamento de doencas infecciosas.

Os monoterpenoides e sesquiterpenoides sdo produzidos por muitas plantas
e sao metabolitos sujeitos a fatores internos e externos como luminosidade,
temperatura, tipo de solo, stress hidrico e outros (CARDOSO et al., 2001).

Ja os é&lcoois possuem atividade bactericida, atuando potencialmente como
agentes desnaturantes de proteinas (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1988).

Segundo Fabri et al. (2012), o linalol € um monoterpeno encontrado em 6leos
essenciais de uma planta, Mitracarpus frigidus. Esse composto tem atividade
biol6gica, antioxidante, anti-inflamatodria, anestésica e antitumoral. O linalol € um dos
compostos majoritarios nessa planta, bem como é encontrado nas duas espécies em
estudo, é encontrado nos 6leos das duas espécies de plantas de estudo. O linalol é
usado como fixador de perfumes, além de ser o composto principal do 6leo e
alfavaca.

Arruda et al. (2005) citam em seu estudo que o nerolidol, que é um
sesquiterpeno usado como aromatizante e nos dias atuais existem testes com essa

substancia para ser utilizados como ativador de penetracdo na pele de certos tipos
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de drogas. O nerolidol inibiu o crescimento de protozoarios, dentre eles Leishmania
amazonensis. Esse composto esta presente nos Oleos essenciais de Qualea
grandiflora (13,18 %) e Qualea multiflora (2,08 %)

Nerolidol apresentou potencial antioxidante em métodos in vitro podendo levar
a protecéo de biomoléculas contra os possiveis danos causados por radicais livres,
podendo existir, também, uma possivel atuacdo em sistemas de defesa. Os autores
acreditam ser necessario haver novos ensaios para elucidar com mais clareza os
mecanismos de atuacao nas atividades antioxidantes (NOGUEIRA NETO; SOUSA,;
FREITAS, 2013).

Segundo Madyastha e Srivatsan (1998) e Wichtel (2002) o composto alfa-
terpineol pode ser usado na indastria de perfumes, cosméticos, sabdo e em agentes
antissépticos.

Alcoois possuem atividade bactericida atuando potencialmente como agentes
desnaturantes de proteinas (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1988). E possivel que o (Z)-
hex-3-en-1-ol composto tenha atuado na atividade antileishmania nos Oleos de
folhas de Qualea multiflora em que este composto esta presente em alta
porcentagem.

A Tabela 5 apresenta os compostos identificados dos 6leos essenciais de
folhas, extraidos pelo método de destilacdo por arraste de vapor. Sado apresentados
0s compostos das duas espécies de plantas: a Qualea grandiflora e a Qualea

multiflora.
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TABELA 5 — Compostos identificados presentes nos 6leos essenciais de folhas de
Qualea grandiflora e Qualea multiflora

(continua)
N Composicao %
TR IA referéncia 1A calculado
TIC
Compostos Compostos
Qualea Qualea Qg. Qm. Qg. Qm. Qg. Qm. Q.g. Q.m.
grandiflora multiflora
Furfural Furfural 395 400 828» 83la 833 836 1,76 0381

(2)-Hex-3-en-1-

(2)-Hex-3-en-1-ol 432 434 850b 850b 854 855 1,86 13,16

ol
- Hexan-1-ol - 4,62 - 863b - 862 - 1,13
- Benzaldeido - 6,97 - 9612 - 965 - 1,16
- Heptan-1-ol - 7,24 - 9742 - 975 - 0,76

Fenilacetaldeido Fenilacetaldeido 9,63 9,66 1042& 10422 1045 1046 7,32 16,85
- Octanol - 10,73 - 1068 2 - 1075 - 2,2

Oxido de cis- Oxido de cis-

. . 10,73 10,81 10762 107723 1075 1077 1,44 2,2
linalol linalol

Oxido detrans-  Oxidodetrans- ) o 11 49 1084 10882 1002 1095 135 315

linalol linalol

Linalol Linalol 11,79 11,81 11022 11022 1103 1103 1,04 10,31
- Nonanal - 11,94 - 11052 - 1106 - 1,29
- Hotrienol - 12,05 - 11042 - 1109 - 1,67
- (2)-3-Nonen-1-ol - 14,21 - 11562 - 1160 - 0,72
- N.I. - 14,34 - - - 1163 - 2,05
- Nonanol - 14,96 - 11732 - 1178 - 1,01

Alfa-terpineol Alfa-terpineol 15,73 15,75 1186° 11912 1196 1197 4,7 3,76

Gama-terpineol - 16,04 - 1199° - 1203 - 0,94 -
2-borneno - 17,35 - - - 1233 - 0,97 0,79

N.1. - 25,03 - - - 1409 - 1,00 -

N.1. - 26,00 - - - 1433 - 0,99 -

N.I. - 26,99 - - - 1456 1160 1,74 0,72
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TABELA 5 — Compostos identificados presentes nos 6leos essenciais de folhas de
Qualea grandiflora e Qualea multiflora

(continuacéo)

Composicao %

TR IA referéncia |A calculado TIC
Compostos Compostos
Qualea Qualea Qg. Qm. Qg. Om. Qg. Qm. Qg. Qm.
grandiflora multiflora
Oxido de - 2733 - 1462 - 1464 - 157 -
cabreuva B
Oxido de - 28,04 - 1479° - 1481 - 212 -
cabreuva D
N.I. - 29,39 - - - 1514 - 0,62 -
- Mirtenol - 16,12 - 11982 1205 0,87
N.I. 29,52 - - - 1517 - 1,31 -
- Beta-ciclocitral - 17,06 - 12232 - 1226 1,19
N.I. 30,41 - - 1540 - 1,12 -
- Nerol - 17,48 - 12292 - 1236 - 2,12
- Geraniol - 18,59 - 12562 1261 - 2,29
. Benzoato de
Benzoato de 3 31,99 31,89 1568% 15728 1577 1577 3,37 1,2
(2)- hexenil 3 (2)-hexenila
- (E)-decen-2-al 18,71 12632 1264 3,89
N.I. - 32,11 - - - 1582 - 4,89 -
Sesquiterpeno - 3283 - - - 1600 - 302 -
oxigenado
Vitispirano Vitispirano 19,51 19,53 12722 127238 1282 1282 4,77 3,46
; (E.E)ydecadien- 5199 . 13172 - 1320 - 1,35
2,4-al
Sesquiterpeno
. - 33,50 - - - 1618 - 1,9 -
oxigenado
E)- -2-
- ® “”‘jjce” . 2320 - 1368 - 1367 0,98
Sesquiterpeno
- 33,65 - 1622 1,74 -

oxigenado



61

TABELA 5 — Compostos identificados presentes nos 6leos essenciais de folhas de

Qualea grandiflora e Qualea multiflora

(continuacao)

Composicéo %

TR IA referéncia |A calculado TIC
Compostos Compostos
Qualea Qualea Qg. Qm. Qg. Om. Qg. Qm. Qg. Qm.
grandiflora multiflora
- (E) Beta- . 2423 - 1386 - 1391 - 1,11
damascenona
Sesquiterpeno
. - 34,16 - - - 1635 - 1,54 -
oxigenado
- N.I. - 25,71 - - - 1426 - 0,67
Sesquiterpeno ; 3417 - - . 1650 - 2,45 -
oxigenado
N.I. - 26,23 - - - 1438 - 0,9
Oxido de Alfa- - 3517 -  1656° - 1662 - 224 -
bisabolol B
- N.I. - 26,88 - - 1454 - 1,16
N.I. - 35,64 - - - 1674 - 1,65 -
- Geranil-acetona - 27,04 - 14582 - 1458 - 0,79
Cadaleno - 3587 - 1675° - 1680 - 1,75 -
- Dodecanol - 27,96 - 14732 - 1479 - 1,4
Guaia-3,10(14)- 36,00 - 1676° - 1684 - 2,01 -
dien-11-ol
- Tridecan-2-ona - 28,78 - 1495° - 1499 - 0,69
Epi-alfa-bisabolol - 36,21 - 1683° - 1689 - 1,96 -
N.I. 30,10 - 1532 0,79
Alfa-bisabolol - 36,30 - 1685° - 1692 - 2,32 -
(2E,62)-farnesol - 36,80 -  1714° - 1707 - 1,64 -
(E)-nerolidol (E)-nerolidol 31,55 31,54 1569% 15662 1568 1568 13,18 2,08
Sesquiterpeno
- 37,39 - - - 1721 - 1,67 -

oxigenado
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TABELA 5 — Compostos identificados presentes nos 6leos essenciais de folhas de
Qualea grandiflora e Qualea multiflora

(continuacao)

Composicéo %

TR IA referéncia |A calculado TIC
Compostos Compostos
Qualea Qualea Qg. Qm. Qg. Om. Qg. Qm. Qg. Qm.
grandiflora multiflora
; Cianeto de . 3209 - ; . 1881 - 223
Farnesil
(2E,6E)-farnesol ; 3771 - 1742° - 1730 - 479 -
Tetradecadien-
; 29 oL . 3507 ; 1659 - 225
Acido 3928 - 1775% 1773 1,78 -
tetradecandico
- NI . 35728 ; . 1665 - 217
Hexahidrofarnesil i 41,84 i 18452 i 1845 i 2,62 i
acetona
2- b
; . 3665 -  1697° - 1701 - 0,72
Pentadecanona
Acido n- ; 46,06 - 19712 - 1970 - 334 ;
Hexadecandico
; NI . 3775 - ; . 1731 - 1,16
(E.E)-Geranil - 48,06 -  2026° - 2032 - 101 ;
linalool
; NI . 4189 ; 1847 232
NI - 5769 - ; 2356 0,87
Fitol Fitol 50,68 5072 21118 2115%° 2115 2117 162 1,39
; - ; - ; ; ; - 9998 100
; Octanol . 1073 - 1068a - 1075 - 2.2
Oxidode cis- Oxidodecis- 1675 1981 10762 10772 1075 1077 144 2.2
linalol linalol
Oxido de trans-  Oxidodetrans- ) 5, 11 19 1084 10882 1002 1095 1,35 3,15

Linalol Linalol
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TABELA 5 — Compostos identificados presentes nos 6leos essenciais de folhas de
Qualea grandiflora e Qualea multiflora

(continuacao)
Composicéo %

TR IA referéncia IA calculado TIC
Compostos Compostos
Qualea Qualea Qg. Qm. Qg. Om. Qg. Qm. Qg. Qm.
grandiflora multiflora
Linalol Linalol 11,79 11,81 11022 11022 1103 1103 1,04 10,31
- Nonanal - 11,94 - 11052 - 1106 - 1,29
- Hotrienol - 12,05 - 11042 - 1109 - 1,67
- (Z)'3'No?”en'1' . 1421 - 11568 - 1160 - 0,72
- N.I. - 14,34 - - - 1163 - 2,05
- Nonanol - 14,96 - 11732 - 1178 - 1,01

Alfa-terpineol Alfa-terpineol 15,73 15,75 1186° 11912 1196 1197 4,7 3,76

Gama-terpineol - 16,04 - 1199° - 1203 - 0,94 -
2-borneno - 17,35 - - - 1233 - 0,97 0,79
N.I. - 25,03 - - - 1409 - 1,00 -

Fonte: O autor

Composigdo quimica do 6leo essencial de folhas de Qualea grandiflora e Qualea multiflora

N.l. = ndo identificado; TIC = total ions chromatogram; IA = indice aritmético (planilha Excel); TR =
tempo de retengdo em min.

®NIST Livro de Quimica na Web: http://webbook.nist.gov/chemistry/

® Adams (2007)

¢ Similaridade

d Comparacéo de espectros

De acordo com a Tabela 5, alguns dos compostos em maior porcentagem em
area para a espécie Qualea grandiflora alguns em maior area sao: fenilacetaldeido
(7,32 %), vitispirano (4,77 %), (E)- nerolidol (13,18 %), benzoato de 3-Z-hexenil (3,37
%). E para a espécie Qualea multiflora séo: (Z2)-hex-3-en-1-ol (13,16 %),
fenilacetaldeido (16,85 %), linalol (10,13 %), alfa-terpineol (3,76 %) e (E)-decen-2-al
(3,89 %).
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FIGURA 21 - Esquema de alguns compostos do 6leo essencial de folhas de Q.
grandiflora e Q. multiflora
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Fonte: O autor

4 4Resultado do ensaio de atividade antimicrobiana de 6leo essencial

A Tabela 6 ilustra os resultados obtidos nos ensaios antimicrobianos contra
organismos bucais testados com o O6leo essencial de folhas. Ndo se observou

atividade biolégica para os 6leos essenciais de folhas.



TABELA 6 - Resultados de 6leo essencial do ensaio antimicrobiano contra
organismos bucais
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Espécie Qualea Qualea multiflora  Clorexidina Metronidazol
grandiflora B. thetaio
29741 ATCC

P. nigrescens

>400 >400 - 2,95
ATCC 33563
B. fragilis

>400 >400 - ;
ATCC 25285
A. Naeslund
i >400 >400 - -
ATCC 19039
P. gengivalis

* * - -

ATCC 32277
S. mutans

>400 >400 0,922 -
ATCC 25175
S. mitis

>400 >400 3,688 -
ATCC 49456
S. sanguinis

>400 >400 0,922 -
ATCC 10556
S. sobrinus

>400 >400 0,922 -
ATCC 33478

Fonte: O autor

Valor de referéncia: Rio e Récio 100 pg.mL'1
*N&o houve crescimento

Contracdes das amostras testadas: 0,195 a 400 ug.mL"l

Contracao de clorexidina: 0,115 a 59 ug.mL"l

Contracdo do metronidazol: Faixa CIM: 0,5 — 4 pg.mL"l

Rios e Recio (2005), referem que as atividades antimicrobianas com CIMs

abaixo de 100 pg.mL™ s&o consideradas ativas. Nesta pesquisa, os resultados para

a atividade antimicrobiana foram maiores do que 400 ug.mL™?, sendo elevados se

comparados com os dados da literatura.

Segundo Martins (2012) destaca-se atividade antimicrobiana de 4leo

essencial de folha da planta Vernonia brasiliana frente a bactéria S. aureus (ATCC

25923).
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Rocha (2011) verificou que O6leos essenciais de Campomanesia pubescens
tiveram inibicdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Os 0leos
essenciais de frutos e folhas possuem melhor efeito antimicrobiano frente bactérias
anaerobias. Os bons resultados da atividade antimicrobiana podem ser usados na
producdo de agentes terapéuticos usados contra doencgas bucais.

Cunha et al. (2013) os Oleos essenciais de folhas e cascas de Cassia
bakeriana apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias bucais aerobicas
e anaerobicas, dentre eles Streptococcus mutans, causador de caries dentarias.
Alguns compostos presentes nos 6leos essenciais em maior e menor quantidade e o
sinergismo entre eles podem ser responsaveis pelos efeitos inibitérios. Os autores
acreditam que os componentes quimicos presentes nos 6leos essenciais torna-os
interessantes para futuros estudos e criacdo de novos agentes antimicrobianos.

Esses ensaios microbiolégicos realizados para as amostras de plantas aqui
estudas nao apresentaram resultados satisfatérios, mas novos ensaios
microbioldgicos poderéo ser feitos em trabalhos futuros, usando outras bactérias no

intuito de se obterem atividades bioldgicas.

4 5Resultado de atividade antileishmania dos 6leos essenciais

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados do ensaio antiprotozoario,
usando-se 0 parasita Leishmania amazonensis e resultados de citotoxicidade com

células Vero.

TABELA 7 - Resultado de citotoxicidade e atividade antileishmania de Q. grandiflora

e multiflora
Amostra Citotoxicidade Célula Vero Leishmania amazonenses
ICso (MgmL™) ICs0 (ugmL™)
Q. grandiflora >512 88+8
Q. multiflora >512 694
Anfotericina B - 0,288+0,006

Fonte: O autor

Os testes indicaram que os 6leos essenciais de folhas, 69 pg.mL™ de 6leo de

Qualea multiflora ou 88 pg.mL™ de 6leo de Qualea grandiflora s&o as concentracées
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necessarias para inibir a acdo de 50% do parasita. No entanto, quando se compara
os resultados para citotoxica usando células Vero, constata-se que quanto maior for
o valor de ICsp menor serd a toxicidade, e quanto menores for o valore de ICsg
melhor sera a acdo antileishmania da amostra, ou seja, amostras de 0leo essencial
de Qualea multiflora tém melhor resposta contra o parasita, sendo necessaria baixa
concentracdo da amostra quando comparada com amostras de 6leo essencial de
folhas de Qualea grandiflora.

Assim, a capacidade de inibicdo do parasita com os 6leos essenciais de
folhas tem eficacia, mas ndo tanto quanto com a droga-controle, na qual o resultado
€ mais promissor.

Nakamura et al. (2006) referem que extratos hidroalcoodlicos e fracbes de
folhas de Piper regnellii (Miq) C. DC. var. pallescens (C. DC) Yunck apresentaram
atividade antileishmania. Descreve uma forma de calcular o indice de seletividade
razdo do valor de concentracdo citotdéxica das células pelo 1Csy do protozoéario.
Apresenta a toxicidade do extrato bruto acetato (9,1) e a fase hexanica (6,4) sendo
menos téxica para as células analisadas do que para o protozoario.

Nesse mesmo sentido os valores de IS para as espécies Q. grandiflora e
multiflora sdo, respectivamente, > 5,82 e > 7,4 vezes menos téxicas para as células
Vero e mais téxicas para Leishmania amazonensis. A espécie Qualea multiflora teve
uma melhor atividade contra o protozoario Leishmania amazonensis quando
comparada com a grandiflora. As amostras de Oleo essencial de Q. multiflora sdo
aproximadamente 1,3 vezes mais tOxicas para o parasita analisado do que para
Oleos de Q. grandiflora.

Silva et al. (2009), nos Oleos essenciais de folhas de Licaria canella
encontraram-se compostos quimicos da familia dos benzenéides. Oleo essencial de
folnas dessa espécie foi mais ativo contra cepas de Leishmania amazonensis, 0
valor de ICso encontrado foi de 19 pg.mL™ e menos téxica em cultura de macrégagos
quando compradas Aniba canellila ICsp 40 pg.mL™.

Conforme Martins (2012) testou-se a atividade antileishmania contra
Leishmania amazonensis usando 6leos essenciais de folhas de Vernonia brasiliana
e o valor de ICso encontrado foi 210 pg.mL™. Os 6leos essenciais das duas espécies
estudadas tém indicativos de resultados melhores na atividade antileishmania do

gue Oleos de Vernonia brasiliana.
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J& para o ensaio com as células Vero, relacionadas com a citotoxicidade,
quanto maior o valor de ICso melhor sera o resultado, indicando que essas amostras
tém baixa citotoxicidade perante tais células.

A atividade antiparasitaria de Oleos essenciais de plantas do cerrado é citada
na literatura e dependendo da composi¢cao quimica do 6leo essencial, se for mais
rico em um ou outro composto pode ter um poder maior ou menor de atividade
contra a Leishmania.

Fabri et al. (2012), 6leos essenciais das partes aéreas de Mitracarpus frigidus
apresentaram moderada atividade antibacteriana contra algumas bactérias, forte
efeito antifingico e expressiva atividade antileishmania contra as formas Leishmania
major e Leishmania amozonensis.

De acordo com Costa (1998) os medicamentos tradicionais usados no
tratamento de Leishmaniose séo toxicos e tem efeitos colaterais sdo constituidos de
diamidinas aroméaticas e anfotericina B. Por isso derivado de produtos naturais
poderdo ser excelentes alternativas para evitar os efeitos desagradaveis dos
medicamentos comuns. No caso das amostras (extratos e 6leos) de plantas usadas,
ndo foram toxicas frente a células Vero, contrariando o trabalho de Santos et al.
(2011), cita que extratos polares e apolares de Qualea grandiflora e Qualea
multiffora sdo toxicos in vitro. A Figura 22 apresenta alguns tradicionais

medicamentos utilizados contra Leishmaniose.

FIGURA 22 - Medicamentos tradicionais usados no tratamento de Leishmaniose
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Medicamentos usados atualmente contra a leishmaniose: a) antimoniato de meglumine e

b) estibogluconato de sadio.

Fonte: Costa (1998)
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Futuramente, poderdo ser isolados compostos/substancias do 6leo essencial
de folhas das espécies em estudo para se descobrir mais precisamente qual ou

guais compostos quimicos possuem atividade antileishmania.
4.6Voltametria por pulso diferencial de 6leo essencial

No ensaio de voltametria de 6leo essencial de folhas de Qualea grandiflora e
Qualea multiflora néo foi observada atividade antioxidante por voltametria por pulso
diferencial por ndo haver substancias eletroativas.

Chaar (2000) realizou o ensaio eletroquimico de Oleo essencial de Aniba
dukei K. usando a técnica da voltametria ciclica. Foi usado o eletrodo de carbono
vitreo, e as seguintes condi¢des: potencial inicial + 1,20 V, potencial final 0,20 V,
velocidade de varredura 50 mV s™ e mistura de etanol/tamp&o Britton-Robson e pH:
3,3. No ensaio testou-se usando outros reagentes também. Usando essa técnica
verificou-se que o linalol € um composto que ndo apresentou atividade
eletroquimica. O linalol € um dos composto majoritario no éleo essencial de folha de
Qualea multiflora (10,3 %) e também tem porcentagem no 6leo de folhas de Qualea
grandiflora (1,04 %).

De acordo com Marinho (2010), o estudo apresentou boa resposta
voltamétrica (voltametria ciclica) usando eletrodo de carbono vitreo para anélise do
eugenol no 6leo essencial de Pimenta dioica Lndl.

Ribeiro (2009) cita em seu estudo que a técnica de voltametria por pulso é
muito seletiva quando é feita a comparacdo com a voltametria ciclica, além disso, a
voltametria por pulso diferencial € mais vantajosa podendo ter determinar amostras
em baixas concentracées tendo um limite de deteccdo baixo, de 107 a 10® mol.L™

Nao foram encontrados trabalhos sobre voltametria por pulso diferencial de
6leos essenciais de folhas de plantas, por isso foi usado os ensaios realizados com
voltametria ciclica para realizar a comparacao.

A Figura 23 apresenta o grafico de voltametria por pulso diferencial de 6leo
essencial de folhas de Qualea grandiflora e Qualea multiflora, da mesma forma que
foi realizado para os extratos com a diferenca que utilizamos o tampéo de perclorato
de tetrabutilamonio (PTBA) 0,1 mol em etanol. As amostras de 6leo foram diluidas
em etanol com concentracao de 2000 pg mL. E foi adicionado 10 mL do tampéo e 1

mL da amostra.
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FIGURA 23 - Amostra do extrato diluida em etanol com concentracdo de 2000
Hg.mL, com tampéo de perclorato de tetrabutilamoénio

60 . . .
Voltametria por pulso diferencial
Oleo essencial
50 Tampiao PTBA
40 -
<
=
£ 30 4 Branco
0] Qualea grandiflora
9] Qualea multiflora
O 204
h /
\'—“——__.—
0 T T T T T T T T T T T 1
-0,50 -0,25 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Potencial (V)

Fonte: O autor

Através da voltametria por pulso diferencial ndo foram observadas as
espécies eletroativas no 6leo essencial. Em trabalhos na literatura sobre o assunto
foi verificado que o linanol, por exemplo, presente no 6leo da Q. multiflora e Q.
grandiflora ndo apresentaram espécies eletroativas na voltametria ciclica. Ndo foram
observados picos nesse voltamograma e as curvas estdo na mesma linha de base,

bem préximas a curva que representa o branco.

4.7Umidade e rendimento de folhas para extrato etandlico

As porcentagens de umidade de folhas que foram usadas para a obtencao do

extrato etandlico das mesmas estdo indicadas na Tabela 8.
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TABELA 8 - Umidade das folhas para o extrato etandlico

FOLHAS PARA EXTRATO ETANOLICO UMIDADE (%)
Q. grandiflora 5,70 + 2,82
Q. multiflora 5,0+ 0,50

Fonte: O autor

A Tabela 9 apresenta os rendimentos dos extratos etandlicos obtidos para as
duas espécies estudadas. Para o ensaio de extrato etandlico, foram usados
aproximadamente 400 gramas de folhas previamente secas em estufa, trituradas e

maceradas em etanol.

TABELA 9 - Rendimento do extrato etanélico de folhas

PLANTA Rendimento Extrato etandlico (%)
Qualea grandiflora 11,78 £ 0,52
Qualea multilflora 11,43 £ 0,41

Fonte: O autor

As duas espécies estudadas apresentaram valores de 11,78 % e 11,43 % de
rendimento, respectivamente para as espécies Qualea grandiflora e multiflora,
mostrando que possuem compostos de natureza relativamente similares e de

solubilidade aproximada para o etanol.

4.8Do ensaio de atividade antimicrobiana de extrato etandlico

A Tabela 10 mostra os resultados obtidos nos ensaios antimicrobianos contra

microrganismos bucais testados com extrato etanolico de folhas.
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TABELA 10 - Resultado do ensaio antimicrobiano contra organismos bucais

Espécie Qualea Qualea Clorexidina Metronidazol
grandiflora multiflora B. thetaio
29741 ATCC
P. nigrescens
>400 >400 - 2,95
33563 ATCC
B. fragilis
>400 >400 - -
25285 ATCC
A. naeslundii
>400 >400 - -
19039 ATCC
P. gengivalis
* * - -
32277 ATCC
S. mutans
>400 >400 0,922 -
25175 ATCC
S. mitis
>400 >400 3,688 -
49456 ATCC
S. sanguinis
>400 >400 0,922 -
10556 ATCC
S. sobrinus
>400 >400 0,922 -
33478 ATCC

Fonte: Rios e Recio (2005), valores de referencia de CIM abaixo de 100 ug.mL™
*N&o houve crescimento

Contracdes das amostras testadas: 0,195 a 400 pg.mL™

Contracéo de clorexidina: 0,115 a 59 pg.mL'1

Contracdo do metronidazol: Faixa CIM: 0,5 — 4 pg.mL"l

N&o se verificou atividade biolégica para os extratos etanolicos de folhas nas
concentracdes verificadas e contras as bactérias utilizadas.

Como foi citado anteriormente, para extratos brutos de produtos naturais,
somente atividades antimicrobianas com CIM abaixo de 100 pg.mL? sdo
consideradas ativas. A partir de resultados para atividade antimicrobiana obtiveram-
se valores maiores do que 400 ug.mL™ (RIOS; RECIO, 2005).

Ayres et al. (2008), extratos metanadlicos de cascas de Qualea grandiflora tém

acao antibacteriana sobre Staphylococus aureus, Bacillus cereus e Pseusomonas
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aeruginosa. Ja extratos etanolicos de folhas de Q. grandiflora possuem acéo
antibacteriana sobre o Staphylococcus epidermidis.

Aquino et al. (2013) extratos de folhas de Cordiera sissilis e particoes
mostraram relevante atividade antimicrobiana contra microorganismos aerébicos e
anaerobicos, sendo expressiva contra Porphyromonas gingivalis, um dos principais
agentes de doencas periodontais.

De acordo com Mazzolin et al. (2010, 2013) extratos metandlicos de cascas
de Qualea parviflora apresentaram acao gastroprotetora testadas em estdmagos de
ratos. As lesBes foram criadas usando etanol, &cido cloridrico, etc. Os extratos
também demostram atividade anti-Helicobacter pylori e efeito antidiarreico (inibicéo
da diarreia) que foi acompanhada com uma acdo anti-hemorragica, efeito
antiespasmadico, além disso, extratos de Qualea parviflora apresentaram prevencéo
de lesdes inflamatdrias intestinais.

Martins, M. M. (2012) verificou que extratos de folha, flor e raiz da planta
Vernonia brasiliana ndo apresentaram atividade antimicrobiana frente S. aureus
(ATCC 25923) e E. coli (ATCC25922).

Martins, C. M. (2012) houve atividade antimicrobiana em particdo cicloexano
da casca interna da espécie Kielmeyera coriacea, sendo a fracdo mais ativa frente a
trés microrganismos bucais S. mutans, S. sanguinis e A. naeslundii podendo ser
promissora no tratamento de problemas bucais. Ja a atividade antimicrobiana dos
extratos e particdes de folhas e casca interna pode ser explicada pelos altos teores
de compostos fendlicos agindo com os sesquiterpenos oxigenados.

Nasser et al. (2013), os extratos apolares de cascas e principios ativos
isolados de Qualea grandiflora, Qualea multiflora e Qualea parviflora, sdo mais
eficazes e promissores nos ensaios de atividade antimicrobiana, devido a
lipofilicidade. Desses extratos apolares, das trés espécies, foram isolados esteroides
e triterpenos.

De acordo com Santos et al. (2013) muitas plantas medicinais podem ser
toxicas a humanos. Extratos metandlicos de cascas de Qualea grandiflora e Qualea
multiflora ndo demonstraram ser mutagénicos, ndao induziram danos ao DNA, em
ensaio micronucleos in vivo em ratos albinos Swiss de seis semanas. Os autores
acreditam que estes testes ndo sdo satisfatérios para uso humano e novos ensaios

deverdo ser realizados usando células de outros sistemas biol6gicos.



74

Os ensaios microbiologicos feitos usando as plantas Q. grandiflora e Q.
multiffora ndo apresentaram atividade antibacteriana, mas em trabalhos futuros
ensaios biologicos poderdo ser feitos, usando outras espécies de bactérias,
amostras (extratos e 0Oleos essenciais) de concentracfes diferentes e até outras

partes das plantas estudadas com o intuito de obter atividades biolégicas.

4 9Resultado de atividade antileishmania e citotoxicidade de extratos

etanélicos de folhas

Na Tabela 11 sdo apresentados os resultados do ensaio antiprotozoario
usando o parasita Leishmania amazonensis e resultados de citotoxicidade com
células Vero; foram usadas amostras de extratos etandlicos de folhas das duas

espécies de plantas.

TABELA 11 - Resultados de citotoxicidade e atividade antileishmania

T -1
Amostra ICEiO (kgmL") . ICS(.) (hgmL")
Célula Vero Leishmania amazonenses
Q. grandiflora >512 >512
Q. multiflora >512 >512
Anfotericina B - 0,288 + 0,006

Fonte: O autor

7

Como pode se ver, quanto menor for o valor de 1Cso, melhor é a acédo
antileishmania da amostra, ou seja, as amostras de extrato etanolico de folhas de
Qualea grandiflora e multiflora ndo apresentaram atividade contra o parasita
Leishmania amazonensis. Comparado a droga-controle, o resultado ndo é
promissor, pois ndo tem tanta eficAcia quanto os 6leos essenciais de folhas,
apresentados em parte anterior. Provavelmente a composi¢cdo quimica dos extratos
etanolicos e Oleos essenciais de folhas séo diferentes.

Martins, M. M. (2012) testou a atividade antileishmania contra Leishmania
amazonensis usando-se extratos etanolicos de folhas de Vernonia brasiliana, sendo
que os valores de ICsy encontrados foi respectivamente de 150 pg.mL™. Este teste
indica que o extrato etandlico dessa planta, nessa atividade biologica, possui

resultados mais promissores que as duas espécies estudas de Qualea.
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Para o ensaio com as Células Vero, estando relacionadas com a
citotoxicidade, quanto maior for o valor de 1Cso, melhor seréa o resultado, indicando
gue as amostras tém baixa citotoxicidade perante as células analisadas.

Souza et al. (2011), testou extratos e fracdes obtidas da casca do fruto do
bacurizeiro, uma arvore nativa da Amazénia, que possui alta ocorréncia na regido
nordeste e tem os frutos muito usados pela populacdo. Neste caso, a populagéao
carente usa a graxa produzida a partir das sementes de bacuri (fruto) para
tratamentos de problemas de pele, dores e algumas inflamacfes. Os testes
revelaram que os ensaios feitos com extratos etanodlicos, extratos aquosos, fracdes
hexanicas e fracdes acetato de etila apresentavam atividades antileishmania in vitro;
a fracdo hexanica demostrava atividade seletiva e especifica a Leishmania
amazonensis. Ja o extrato aquoso apresentou-se com citoxidade elevada.

Experimentos futuros poderdo ser realizados isolando-se compostos quimicos
dos extratos etandlicos de folhas das duas Qualeas para se descobrirem quais

compostos possuem atividade antileishmania.

4.10 Resultados de atividade antioxidante de extratos etandlicos

Os ensaios antioxidantes foram feitos usando-se amostras de extrato

etandlico de folhas das duas espécies de plantas.

4.10.1 Método de oxidagao pelo sistema B-caroteno/acido linoleico

O ensaio pelo método do sequestro de radical B-caroteno/acido linoleico é
espectrofotométrico. Usam-se os extratos etandlicos de folhas das duas espécies de
plantas na presenca de solucdo em cloroformio do antioxidante [B-caroteno, na
presenca de emulsdes com o &cido linoleico e na de Tween 40 em agua saturada de
oxigénio. As leituras foram feitas no equipamento UV-vis, em comprimento de onda
470 nm, na regido visivel. A partir das leituras, os resultados foram langados em
planilha do programa do Microsoft Excel e calculados os valores de CEsodo DPPH e
betacaroteno, de acordo com a equacdo e a curva de calibragcdo da amostra de
planta. Sendo que inicialmente sdo apresentadas as figuras referentes ao ensaio
pelo sistema B-caroteno/acido linoleico e posteriormente para o métodos do radical
DPPH.
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Sao apresentadas as Figuras do ensaio pelo método analisado em questao.

FIGURA 24 - Curva de calibracdo obtida no ensaio pelo método B-caroteno/acido
linoleico no comprimento de onda 470 nm
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Fonte: O autor

FIGURA 25 - Atividade antioxidante do extrato etandlico de Qualea multiflora pelo
método B-caroteno/acido linoleico
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FIGURA 26 - Curva de calibracéo obtida no ensaio pelo método 3-caroteno/acido
linoleico no comprimento de onda 470 nm

Concentracao (ppm)

65,00
55,00
45,00
35,00
25,00
15,00

5,00

Qualea multiflora

y = 0,8686x - 5,0001

R2=0,993

-5,000;00 10,00

20,00 30,00 40,00 50,00

DPPH (%)

60,00

70,00

Fonte: O autor

FIGURA 27 - Atividade antioxidante do extrato etanélico de Qualea grandiflora pelo
meétodo B-caroteno/acido linoleico
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Para o ensaio antioxidante pelo método de sequestro de radical pelo sistema
B-caroteno/acido linoleico, os resultados sédo apresentados na Tabela 12.

TABELA 12 - Resultado de CEsp de B-caroteno

B-caroteno/acido linoleico

Especies CEso + DP (ug.mL™)
Qualea grandiflora 22,10+1,92%
Qualea multiflora 32,85+ 3,13°"

Fonte: O autor

Os dados sdo apresentados como média, + desvio padrdo para testes realizados em triplicata.
Diferengas significativas (p < 0,05) sdo indicadas com diferentes letras em cada coluna. CEsg:
concentracao eficiente; B-caroteno: betacaroteno.

7

Observa-se que o valor de CEsp € menor para Q. Grandiflora, indicando
melhor atividade antioxidante. Quando comparado com resultados de outras
espécies esses valores podem ser considerados mais ou menos efetivos, pois ha
variacdo dependendo das espécies e das condi¢cdes ambientais em que o vegetal se
encontra.

De acordo com Ribeiro et al. (2011), foram feitos extratos etandlicos de folhas
de cinco espécies de Protium, uma planta da Amazobnia, e verificou-se que 0s
extratos etandlicos foram pouco efetivos a inibicdo da oxidagdo pelo método [3-
caroteno/&cido linoleico. Os mesmos extratos analisados foram bastante efetivos em
inibir o radical livre DPPH.

Duarte-Almeida et al. (2006) referem-se sobre a inibicdo da oxidacéo de
extratos metanolicos de frutas, tais como acerola, morango, amora e acai. Eles
constataram que a acerola, pelo fato de ter concentracfes elevadas de acido
ascorbico, apresentou atividade pro-oxidante, que leva ao stress oxidativo
provavelmente através da criacdo de espécies reativas de oxigénio ou através da
inibicAo dos sistemas antioxidantes. Os demais extratos metanodlicos das outras
frutas apresentaram atividade antioxidante por apresentarem concentragcdes de

compostos fendlicos.

4.10.2 Método do radical DPPH

Foi usada a seguinte equacéao para o calculo, mostrado na equacéo 2 abaixo:
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[DPPH]T=0 - ([DPPH];_¢, - BRANCO)

Equacéo 3: % DPPHggy = [DPPH]y
=0

x 100

Onde:

[DPPH]+=60. Absorvancia do DPPH ap0s a reagéo com o extrato;
[DPPH]r=0. Absorvancia do DPPH sem o extrato

BRANCO: Absorvancia do extrato em metanol.

A concentracdo eficiente, ou seja, a quantidade de antioxidante necessaria
para decrescer a concentracao inicial de DPPH em 50% (CE.), foi determinada a
partir de uma curva linear de primeira ordem, obtida, plotando-se no eixo das
ordenadas, as concentracbes da amostra (pgmL'l), e no eixo das abscissas, a

porcentagem de DPPH remanescente (% DPPHg.y).

FIGURA 28 - Concentracéo (ppm) dos extratos etanolicos de Qualea grandiflora em
funcdo da porcentagem de DPPH
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FIGURA 29 - Concentracao (ppm) dos extratos etandlicos de Qualea multiflora em
funcdo da porcentagem DPPH
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Para o ensaio antioxidante pelo método DDPH, foram encontrados os
seguintes resultados para aos extratos etandlicos das espécies apresentados na
Tabela 13. O resultado de CEsp dos extratos etandlicos de folhas de Qualea
grandiflora indica um maior sequestro de radicais livres por meio desse método

pelos compostos presentes no extrato da amostra.

TABELA 13 - Resultado CEs5p do ensaio pelo método do radical DPPH

Espécies CEso (ugmL™)
Qualea grandiflora* 8,563+0,31
Qualea multiflora* 35,81 + 2,37
Campomanesia pubescens 6,6+1,6
Inga laurina 10,43 + 0,85
Kielmeyera coridcea 10,6 + 0,7
Vernonia Brasiliana Less 252

Fonte: Furtado (2014), Martins, C. M. (2012), Martins, M. M. (2012) e Rocha (2011).
*Espécies estudadas
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Pelo método do radical DPPH acredita-se que substancias polares que sejam
verificadas nesse ensaio. Observa-se que os valores de CEso de DPPH das plantas
estudadas no grupo de Laboratério de Produtos Naturais sdo maiores ou menores
do que os valores de CEsp das duas Qualeas. Observa-se que o valor de CEsp €
menor para Qualea grandiflora indicando uma melhor atividade antioxidante para os
extratos etanolicos de folhas quando comparados com os valores de CEsg da Qualea

multiflora.

4.10.3 Resultado do ensaio de Quantificacdo de Fendis Totais

Para o ensaio de Quantificacdo do Teor Fendis Totais, foram encontrados 0s
seguintes resultados: 164,07 + 7,88 mg de EAG/g extrato para Q. grandiflora e
134,91 + 4,72 mg de EAG/g extrato etandlicos de folhas para Q. multifiora. Sousa et
al. (2007) pesquisaram algumas plantas do estado do Piaui, cujos valores de fendis

totais de extratos etandlicos estdo demonstrados na Tabela 14.

TABELA 14 - Resultados do ensaio de teor de Fendis Totais de plantas do Piaui
comparadas com as duas Qualeas

Amostras (folhas) FT mg de EAG/g de extrato EtOH + DP
T. brasiliensis 667,90 + 10,92
C. macrophyllum 483,63 = 26,00
T. fagifolia 439,38 + 3,15
Q. grandiflora 394,90 + 3,20
Qualea grandiflora* 164,07 £ 7,88
Qualea multiflora* 134,91 + 4,72

Fonte: Sousa et al. (2007) e o autor
*Espécies estudadas

De acordo com os resultados do ensaio de fenois totais, obtidos para
amostras de folhas de plantas a partir do valor de miligramas de equivalentes de
acido galico por gramas de extrato etandlico de folhas, nota-se que todas as
amostras tém resultados promissores para o ensaio quimico de quantificacdo de

fendis totais.
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Observa-se que umas das plantas estudadas por Sousa et al. (2007) é a Q.
grandiflora e o fato de obter um resultado diferente pode estar relacionado a
localizac&o da planta no estado do Piaui - na regido Nordeste do pais -, ou ainda a
época de coleta e até mesmo a quantidade de precipitacdo de chuvas durante o
ano. Muitos desses fatores podem alterar os metabdlitos das plantas, levando a um
comportamento diferente, mesmo sendo a mesma espécie planta. A metodologia
usada por Sousa et al. (2007) foi uma adaptacdo da metodologia do reagente de
Folin Ciocalteau com volumes diferentes das solugdes utilizadas. Além de
concentracdo diferente das solucdes tal como carbonato de sodio a 15 % bem como
maior tempo de reacao, duas horas, para depois ser lido em espectrofotdmetro.

A Figura 30 mostra a curva de calibracdo tracada a partir das absorbancias
obtidas para as amostras de extrato etandlico em estudo em diferentes

concentragdes para o ensaio de quantificacdo de fendis totais.

FIGURA 30 - Curva de calibracao do ensaio Fenois Totais
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Fonte: O autor

A partir dos valores de absorbancia medidos das amostras em 760 nm e
empregando-se a equacao da reta obtida pela curva de calibracdo do acido galico,
foram obtidos os teores de fendis totais, expressos em miligrama e equivalente de
acido galico por grama de amostra.
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4.10.4 Voltametria por pulso diferencial
S&o apresentadas as Figuras 31 e 32 referentes ao ensaio de voltametria: o
potencial (V) em funcéo da corrente (LA) para extratos etanolicos das duas espécies

de plantas. De acordo com a legenda, pode-se observar que os picos em vermelho

sao da espécie Qualea grandiflora e os picos em verde sdo da Qualea multiflora.

FIGURA 31 - Voltametria por pulso diferencial. Tamp&o acetato

Voltametria por pulso diferencial
Tamp3o acetato T Pranco

17 - Qualea grandiflora

15 - Qualea multiflora
—_ 13
2
g 11 - /
5§ ° N

7 —

5 -
—UI,S J—O,B —Ol,l 0,I1 0:3 0:5 0:7 OI,9 1,I1 1,I3 1,I5

Potencial (V)

Fonte: O autor

Para a espécies Qualea multiflora foram observados dois picos, por isso
houve dois valores diferentes para esse espécies nos dois tampdes testados. Os
tampdes diferentes usados foram importantes para identificar a presenca de picos

diferentes na espécie Qualea multiflora.
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FIGURA 32 - Voltametria por pulso diferencial. Tampéao fosfato

Voltametria por pulso diferencial
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Fonte: O autor

Além disso, incialmente foi utilizado o tampéo acetato (tampdo A) em uma
janela de potencial menor e posteriomente foi feita a analise dos mesmos extratos
etandlicos usando-se o tampéo fosfato (tampé&o B). Verificou-se que no (tampéo B)
haviam outros picos que n&o foram observados no primeiro. Voltou-se ao tampéao A
e ampliou-se a janela de potencial, em que foi possivel verificar os demais picos
apresentados pela amostra de extrato etandlico de folhas.

De igual modo, foi possivel observar que a corrente € maior para a Qualea
grandiflora e que a Qualea multifiora apresentou picos de correntes em outros
potenciais, demonstrando que possui compostos diferentes, eletroquimicamente
oxidaveis da grandiflora. Esse comportamento pode ser observado em ambos os
tampdes.

A voltametria relaciona o potencial de oxidac&o e a intensidade de corrente ou
a carga com a atividade antioxidante, sendo mais sensiveis que 0os demais métodos
espectrofotométricos. O potencial de oxidagdo de uma amostra é o pico de corrente
no processo de oxidacdo do material. Assim, quanto menor o valor do potencial de
oxidacao, a substéancia tera maior facilidade em doar elétrons, ou seja, a substancia

tem maior poder antioxidante (ALVES et al., 2010). Nesse sentido, a carga
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transferida é diretamente proporcional a concentracdo dos antioxidantes presentes
na amostra (ALVES et al., 2004).

Os extratos etandlicos de Qualea grandiflora apresentaram menor potencial e
possuem uma classe de compostos que oxidam mais quando comparada a espécie
Qualea multiflora.

Conforme Martins, M. M. (2012) séo apresentados na Tabela 15 os valores de
potencial e carga da espécie de planta Vernonia brasiliana no ensaio de voltametria

por pulso diferencial de extratos etandlicos.

TABELA 15 - Voltametria de extratos de uma planta do cerrado

Voltametria
Amostra de folhas de planta *Potencial (V) Carga
do cerrado (Q) (MC)
BHT 0,028 +0,003 105 +£13
Vernonia brasiliana Less 0,205 + 0,012 158 +9
Qualea grandiflora** 0,158 + 0,003 41,07 +£0,9
+
Qualea multiflora** 8;22 ; 8382 10,5+0,3

Fonte: Martins, M. M. (2012).

BHT: Antioxidante Padrao
*Tampao fosfato
** Plantas estudadas

Alves et al. (2004) sugerem que, quanto maior o valor de carga(Q), maior
podera ser a quantidade de compostos antioxidantes. Sendo assim e observando 0s
valores acima, os autores indicam que quanto maior o poder de oxidagcdo menor
sera o seu poder redutor. A espécie de planta Vernonia brasiliana citada na Tabela
15 tem uma capacidade antioxidante melhor, ha um comportamento melhor que a
Qualea grandiflora e que possui um valor de carga (Q) menor. Ja a espécie Qualea

multiflora tem uma carga menor se comparada com a planta Q. grandilfora.
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5 COMPARACAO DOS RESULTADOS DOS ENSAIOS
ESPECTROFOTOMETRICOS E VOLTAMETRIA POR PULSO
DIFERENCIAL

A Tabela 16 apresenta os resultados dos ensaios antioxidantes pelos
métodos DPPH, betacaroteno/acido linoleico, quantificacdo de fendis totais e

voltametria por pulso diferencial.

TABELA 16 - Resultados dos ensaios DPPH, 3-caroteno, teor de fendis totais

DPPH B-caroteno CEsg + Fenois totais
CEs + DP DP + DP
(ugmL™) (ugmL™) (mg de EAG/g extrato)
BHT* 6,5x0,2 - -
Q. grandiflora 8,53 +0,31° 22,10+ 1,92° 164,07+7,88"
Q. multiflora 35,81 + 3,13% 32,85+ 3,13? 134,91 + 4,722

Fonte: O autor

*Antioxidante Padréo

Os dados séo apresentados como média, + desvio padrdo para testes realizados em triplicata.
Diferencas significativas (p < 0,05) sdo indicadas com diferentes letras em cada coluna. CEsy:
concentracao eficiente; FT: fendis totais.

O ensaio antioxidante de DPPH mede a capacidade de radical instavel de
DDPH que reage com 50 por cento (CEsp) dos componentes do extrato etandlico
para evitar a oxidacdo e para levar a estabilizacdo do radical formado de DPPH.
Acredita-se que a grande maioria dos compostos organicos presentes no extrato
etandlico de folhas seja formada por compostos fendlicos, o que levaria a uma maior
e melhor estabilizacdo (os pares de elétrons das hidroxilas estabilizam o anel
aromatico), devido, dentre outros fatores, a ressonancia.

Quanto menor o valor de CEsy, maior sera a atividade antioxidante. Se
tomarmos como base o antioxidante sintético, o BHT, quanto mais proximo do valor
de CEsp do ensaio em questédo, ou seja, do valor do BHT, melhor sera a atividade
antioxidante. Se o valor de CEsp no ensaio antioxidante de DPPH for menor, maior

deverd ser o resultado na quantificacdo de Fendis Totais. Quanto maior o valor do
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ensaio de Fendis Totais, maior podera ser a atividade antioxidante do material que
esta sendo analisado.

De acordo com Ayres et al. (2008), foram isolados flavondides de extratos
etandlicos de folhas; essa condicdo pode justificar a atividade antioxidante desses
extratos.

Os valores de CEsg para o ensaio de DPPH em que ha uma diferenca entre
as plantas Qualea grandiflora e multiflora. Se fosse seguir um mesmo padrdo para
0s ensaios pelo método do sistema betacaroteno/ acido linoleico, verifica-se que a
diferenca entre os valores de CEsp das duas Qualeas nao é tdo grande a diferenca.
Isso poderia estar relacionado a classe de compostos que sdo verificadas em cada
ensaio. Substancias mais polares no ensaio de DPPH e menos polares no ensaio
betacaroteno/acido linoleiro.

A Tabela mostra os resultados de voltametria por pulso diferencial.

TABELA 17 - Resultado de voltametria por pulso diferencial

Tampé&o acetato Tampé&o fosfato
Carga (uC) Potencial (V) Carga (uC) Potencial (V)
BHT* - - 105+ 13 0,028 £+ 0,003
Q. 60,7 £ 2,9 0,366 + 0,006 41,7+0,9 0,158 + 0,003
grandiflora
Q. multiflora 2,80+ 0,05 0,344 £ 0,003 1,30 £ 0,05 0,186 + 0,009
6,10 £ 0,05 0,914 + 0,007 10,5+ 0,4 0,754 £ 0,003

Fonte: O autor
*Antioxidante Padrao

Os valores de carga foram maiores para a espécie Q. grandiflora do que para
Q. multiflora. A carga é definida pela area do pico de oxidacdo, maior pico para Q.
grandiflora. Quanto maior for a carga, maior serd a quantidade de compostos que
oxidam no potencial analisado e, portanto, maior a atividade antioxidante para Q.
grandiflora. Os ensaios antioxidantes deram o mesmo indicativo de resultado para a

espécie Q. grandiflora.
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Segundo Reis et al. (2009) métodos eletroquimicos, como a voltametria,
surgem como boa alternativa para a determinacdo de atividade antioxidante e
elucidacdo de mecanismos redox de produtos naturais e seus extratos vegetais.

Conforme Furtado (2014), Martins, C. M. (2012), Martins, M. M. (2012) e
Rocha (2011), (Tabela 18) os valores de atividade antioxidante com DPPH para
algumas espécies do Cerrado variam de espécie para espécie e sdo diferenciados
uma vez que essa atividade depende dos compostos presentes que, por sua vez,
dependem da natureza das espécies de plantas, embora haja casos os quais ha
uma correlagéo entre os resultados de atividade antioxidante e conteudo de Fendis
Totais.

TABELA 18 - Resultados de CEsp do ensaio pelo método do radical DPPH e teor de
Fendis Totais de plantas estudadas no Laboratério de Produtos Naturais da UFU/MG

Plantas do cerrado CE5O_1 Teor de Fendis totais
(MgmL™) (Mg EAG/ g exirato)
Qualea grandiflora 8,53+0,31 164,07 + 7,88
Qualea multiflora 35,81 + 2,37 134,91 + 4,72°
Campomanesia pubescens 6,616 1150+ 1,8
Inga laurina 10,43 £ 0,85 255,38 + 0,29
Vernonia Brasiliana Less 25+2 133,3+3
Kielmeyera coriacea 10,6 £ 0,7 3094

Fonte: Furtado (2014), Martins, C. M. (2012), Martins, M. M. (2012) e Rocha (2011).

*a e b espécies estudadas

De acordo com a Tabela 18, pode-se observar que a espécie com 0 menor e
melhor valor de CEsp € a Campomanesia pubescens, tendo melhor resultado quando
comparada com a Qualea grandiflora. Isso pode estar relacionado ao fato de serem
plantas diferentes, pois a quantidade e a natureza dos compostos polifendlicos
produzidos € diferente. Quando se compara os valores do resultado de quantificacéo
de fendis totais, o melhor valor é da planta Kielmeyera coriacea, porém todas as
plantas sdo de espécies diferentes. De acordo com Aquino et al. (2013), extratos
etandlicos de folhas de Cordiera sessilis apresentaram os seguintes valores de CEsg

e fendis totais expresso em mg de EAG/g de amostra: 38,9 + 2,6 pygmL™ e 35,2 + 0,5
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mg de EAG/gexirato. MeNOres valores de CEsp s&o considerados ativos. A presenca de
compostos fendlicos demostram uma correlagcdo positiva da atividade antioxidante
observada nos extratos etanolicos de folhas.

Na Tabela 19 sao citados os resultado dos ensaios espectrofotométricos dos

extratos etanolicos de folhas duas espécies de plantas estudadas.

TABELA 19 - Resultados dos ensaios antioxidantes pelo método DPPH e B-
caroteno/acido linoleico e teor de Fendis Totais dos extratos etanodlicos de folhas

Atividade antioxidante

CEso (ug mL™) Fendis totais

Espécies
DPPH B- caroteno/acido mg de EAG/
linoleico 0 extrato
Qualea grandiflora 8,53+0,31° 22,10 + 1,92° 164,07 + 7,88°
Qualea multiflora 35,81 + 2,372 32,85+ 3,13% 134,91 + 4,72°

Fonte: O autor

Os dados sdo apresentados como média, + desvio padrdo para testes realizados em triplicata.
Diferencas significativas (p < 0,05) sdo indicadas com diferentes letras em cada coluna. CEsg:
concentracao eficiente; FT: fendis totais.

De acordo com Sousa et al. (2007), o valor de CEsy é de 50,16 pg.mL™ . O
fato de o resultado ser diferente ao achado nesta pesquisa pode estar relacionado a
localizacdo de onde as amostras de folha foram coletadas (Piaui). Acredita-se que
as diferencas dos resultados para 0s ensaios quimicos semelhantes podem estar
associadas ao clima, solo, precipitagdo de chuvas em regides diferentes. Essas
também podem ter relacio com a producdo e quantidade de metabolitos
secundarios. Para a regidao de Cerrado do Alto Paranaiba e Triangulo Mineiro, o
valor de CEs5p para o ensaio antioxidante de DPPH para extrato etandlico de folhas
de Qualea grandiflora foi de 8,53 + 0,31ug.mL™, enquanto que para a espécie
Qualea multiflora foi de 35,81 + 2,37ugmL™. O valor de CEsy de DPPH, para a
espécie grandiflora assemelha-se aos valores do mesmo ensaio quimico, se
comparadas com as plantas da Tabela 18.

Para o ensaio antioxidante pelo método B-caroteno/acido linoleico, o CEsg
para extrato etandlicos de Qualea grandiflora poderia ser menor, comparando-se

com o CEsp para o ensaio com radical DPPH. Isso pode ocorrer devido a classe
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diferente de compostos verificados. Acredita-se que para o ensaio com o DPPH
ocorre a oxidacdo frente a compostos polares e no ensaio pelo método
betacaroteno/acido linoleico em compostos apolares. Quanto maior o valor de
quantificacdo de Fendis Totais, maior sera a atividade antioxidante da amostra, no
caso de extratos etandlicos de folhas das espécies Qualea grandiflora e Qualea
multiflora. Sendo assim, para esse ensaio quimico, 0s resultados sdo mais
promissores para extratos etandlicos de folhas de Q. grandiflora.

Os resultados dessa pesquisa complementam informacdes sobre as duas
plantas objetos de estudo bem como a familia e ao género que elas pertencem.
Dessas plantas, poderd haver o isolamento e a sintese de compostos das partes
gue apresentaram atividades, bem como testes usando outras partes das mesmas,
isso para serem usados como matéria prima para fabricacdo de medicamentos, com

testes prévios antes de poder serem consumidos por seres humanos.
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6 CONCLUSOES

O ensaio antioxidante pelo método do radical DPPH e pelo método -
caroteno/acido linoleico, e a quantificacdo de fendis totais resultaram em uma
condicdo antioxidante mais promissora para a espécie Qualea grandiflora do que
para extratos etandlicos de folhas de Qualea multiflora. Os extratos etandlicos de
Qualea multiflora e de Qualea grandiflora apresentaram boas atividades
antioxidantes, devido a possibilidade de presenca de compostos fendlicos presentes
nas amostras.

Os Oleos essenciais mostraram potencial de atividade antileishmania contra
Leishmania amazonensis, sendo que o 6leo essencial das partes aéreas da planta
foi mais promissor para a espécie Qualea multiflora do que para Qualea grandiflora.
Os extratos etandlicos ndo apresentaram atividade antiprotozoaria. Nesse sentido,
guanto menor for o valor de ICsp mais promissores e melhores seréo os resultados
da atividade. Para a citoxicidade células Vero, os valores sdo elevados, indicando
gue ha uma menor toxicidade dos 6leos essenciais e extratos etandélicos de folhas
de duas espécies de Qualeas. Os 6leos da espécie Q. multiflora apresentaram
melhores resultados para atividade antileishmania e baixa citotoxicidade para células
Vero que 6leos de Q. grandilfora.

Os Oleos essénciais foram menos toxicos para as células Vero e mais toxicos
para o parasita Leishmania amazonensis. Nao houve atividade no ensaio de
voltametria por pulso diferencial de 6leo essencial de folhas. Dessa forma, foram
observados atividades nos ensaios realizados com as duas espécies de Qualeas,
havendo possibilidades de investigacdes mais aprofundadas desta espécie. Podera
ser realizado futuramente novo ensaio de atividade antimicrobiana com
microrganismos diferentes e concentracbes diferentes das amostras testadas
inicialmente. Isso para verificar se ha atividade antimicrobiana frente aos o6leos
essenciais e extratos etanolicos.

Esse trabalho de dissertacdo se faz pertinente na medida em que compara
atividades quimicas e biologicas de extratos etandlicos de folhas e 6leos essenciais
de duas plantas de mesmo género e familia, porém de espécies diferentes, pois
complementa estudos ja existentes dessas plantas e de outras plantas do cerrado

brasileiro. Sua importancia se da na elucidagédo e na comprovacgdo de atividades ja
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citadas em outros estudos, mas, sobretudo, por acrescentar informacdes e
conhecimentos de plantas do género Qualea e da familia Vochysiaceae.

O rendimento dos Oleos essenciais de folhas de Qulaea grandiflora e Qualea
multiflora foi baixo, e foram majoritarios os seguintes grupos funcionais para Qualea
multiflora: monoterpenos oxigenados, alcoois, aldeidos e cetonas. Para a espécie
Qualea grandilfora, os compostos de maior numero sao 0S sesquiterpenos
oxigenados, 0s monoterpenos oxigenados, aldeidos e acidos carboxilicos.

Os Oleos essenciais e extratos etandlicos ndo apresentaram atividade
antimicrobiana, contra as bactérias bucais. Os compostos presentes nas amostras,
aguelas que tiverem atividade podem ser sintetizados ou serem usados como
precursores de drogas mais eficazes para o combate a doencas.

Os extratos etandlicos apresentaram boa atividade antioxidante, com bom
potencial fendlico. Os ensaios de atividade antioxidante, fendis totais apresentaram
boa concordancia entre si e com a voltametria de pulso diferencial.

Contudo, a espécie Qualea grandiflora apresentou melhores resultados de
atividade antioxidante, quantificacdo de fendis totais, voltametria por pulso
diferencial, quando comparada com a espécie Q. multiflora. Mas, as duas espécies
possuem valores baixos de rendimento dos O6leos essenciais. Os ensaios
espectrofotométricos concordaram com a voltametria por pulso diferencial indicando
melhores atividades para a espécie Q. grandiflora quando comparada com a Q.
multifiora. Em aspecto de 6leo essencial a espécie Qualea multiflora teve melhor
atividade frente a atividade antileishmania quando comparada com a Qualea

grandiflora.
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APENDICE A - Tempos de retenc&o obtidos para padrdes de alcanos (C8-C30)

Tabela 1 — Tempos de retencao obtidos para padrdes de alcanos (C8-C30).

Alcano Tempo de retencdo (min.)
octano (C8) 3,29
nonano (C9) 5,15
decano (C10) 7,95
undecano (C11) 11,66
dodecano (C12) 15,90
tridecano (C13) 20,30
tetradecano (C14) 24,63
pentadecano (C15) 28,83
hexadecano (C16) 32,82
heptadecano (C17) 36,62
octadecano (C18) 40,27
nonadecano (C19) 43,74

eicosano (C20) 47,05
heneicosano (C21) 50,21

docosano (C22) 53,23

tricosano (C23) 56,13
tetracosano (C24) 58,91
pentacosano (C25) 61,59
hexacosano (C26) 64,39
heptacosano (C27) 67,75
octacosano (C28) 69,55
nonacosano (C29) 71,78
triacontano (C30) 74,16
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15,89 — 11,66

IA (x) = 100 (11) + 100
() (1D + 1590 — 11,66

IA (x) = 1200

Exemplo do calculo do indice aritmético:
Tempo de retencédo do composto desconhecido: 15,89

O valor do IA calculado é entdo comparado a valores de indice aritmético
disponiveis na literatura (ADAMS, 2007; NIST, 2010; PHEROBASE, 2003) para o
composto que apresentou alto indice de similaridade com o espectro de massas da
amostra desconhecida. Se os valores forem iguais ou préximos, a amostra é

considerada identificada.
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ANEXO A - Meios de cultura e solugdes utilizadas na determinacao da

atividade antimicrobiana

Os meios de cultura utilizados para a determinacdo da atividade
antimicrobiana pelo método de microdiluicdo em caldo, para determinacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM), foram: Caldo Schaedler e Agar Schaedler
suplementado para bactérias anaerdbicas e caldo triptona de soja (TSB) e Agar
sangue para bactérias aerobicas, descritos abaixo.

O termo “suplementado”, encontrado no decorrer do texto, deve ser
considerado como a adicdo de 1 mL de solugédo de Hemina a uma concentracao de
5 mg mL* e 1 mL de menadione, a uma concentracdo de 1 mg mL* para cada 1 L de

meio de cultura.

Caldo Schaedler (BD?)

Composigéo:

Digestdo Pancreatica de CaseinNa .............uuuiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 8,29
Digestéo Peptidica de Tecido AniMal .........ccccoeeeeiiiiiiiiiiieie e 2,50
Digestdo Papainica de farelo de Soja .........ccveveeeiiiiiiiiiie e 1,09
DTSt 1 = 5,89
EXIrato de LEVEAUIA . ... ettt e et e e e e e e 5,09
(O [0 1=] (o o (=310 To Lo TSSO 1,79
FOSfato AIPOTASSIO .....cceeeeeeeeiee e 0,89
[ (11011 = T 0,019
(0311 0 - TP TP 0,49
TRIS (hidroximetil) aminOmetano ............ccooviviiiiii i 3,09

Preparacao: Dissolveram-se aproximadamente 28,4 g desta composicdo em 1 L
de agua destilada, a qual foi homogeneizada e autoclavada por 15 min a 121 + 1 °C.
ApoOs autoclavagem, a solucéo foi suplementada com 1 mL de solucdo de Hemina a

5mg mL™ e 1 mL de solugéo de menadione a 1 mg mL™,



Caldo triptona de soja TSB (BD®)

Composigéo:

Peptona de CaSEINa..........cceuuuuuiiiiiiiiiie e e et s e e e e e e e e e aeaeaeenennne 17,09
e o1 (0] =0 [ K0 - USSR 3,09
€] [ o0 1Y TR 2,59
(101 £ (o 1 L3 =T0 1o [ o T 5,09
Hidrogenofosfato dipOtasSSICO...........cevvvvuiiiiiiiiiii e e e 2,50
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Preparacao: Dissolveram-se 30 g desta composicdo em 1 L de agua destilada, a

qual foi homogeneizada e autoclavada por 20 mina 121 + 1 °C.

Base para agar sangue (BD®)

Composicao:

INfus80 de MUSCUIO CArdiaCo .........cceeiiiuiiiiiiiiee e 2,09
Digestao pancreatica de CASEINA .........ccuveeeieerei it 13,09
EXtrato de IeVEAUIA ..........ovviiiiiiiie e 5,09
(00723 (o o (=810 o Lo TSRS 5,09
Y = PP 15,09

Preparacao: Dissolveram-se 40 g desta composicdo em 1 L de agua destilada. A

solucdo resultante foi aquecida e homogeneizada até a dissolugcdo do pé e

autoclavada por 15 min., a 121 °C. Apds autoclavagem, a base foi resfriada de 45 a

50 °C e adicionada uma solucao de 5% de sangue desfibrinado de carneiro. 25 mL

dessa mistura foram colocados em placas de petri.

Agar Schaedler (BD®)

Composigéao:

Digestao pancreatica de CaSEIN@.........uuiiiiiiiieiiiiieeeeeee e 8,29
Digestao peptidica de tecido animal.............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 2,59
Digestéo papainica de farelo de SOja.......cccceeveeiiiieiiiiiiiiiiiicie e, 1,09
1S (01> PP 5,89
= (O 0 [ (V=10 U] = VR 5,09
O (o] (=] o o [=X=To Yo |0 1,79
FOSFatO AIPOtASSIO. ....iiiiiiiie e 0,89
[T 0 01 = O RSRPPPP 0,49
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Preparacao: Dissolveram-se aproximadamente 41,9 g desta composicdo em 1 L de
agua destilada. A solucédo resultante foi aguecida e homogeneizada até a completa
dissolucéo do pé e autoclavada por 15 min a 121 °C. Logo em seguida, a solucéo foi
suplementada com 1 mL de solugéo de Hemina (5 mg mL™), 1 mL de solucdo de
menadione (1 mg mL™) e com solucdo 5% de sangue desfibrinado de carneiro. Em

seguida, foram distribuidos 30 mL da solucéo resultante em placas de petri.

Solucéao de Hemina

Dissolveu-se 0,5 g de Hemina em 10 mL de solucdo NaOH a 1 N e adicionaram-se
90 mL de agua destilada esterilizada. Apés obter a solu¢do na concentracao final de
5 mg mL+, foi filtrada em membrana filtrante de 0,22 ym de porosidade para um tubo

esterilizado.

Solucédo Menadione
Dissolveu-se em frasco esterilizado 0,1 g de menadione em 100 mL de etanol
absoluto, obtendo-se uma solugéo na concentracdo de 1 mg mL™.
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ANEXO B - Meio de cultura utilizado na determinacédo da atividade citotoxica

O meio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) foi preparado de acordo
com as instruces do fabricante. Foi suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB), L-glutamina (2 mM), D-glicose (4.500 mg L), bicarbonato de sédio (2.000 mg
L), HEPES (2.380 mg L™), piruvato de sédio (1.100 mg L™), penicilina (60 mg L%),
gentamicina (40 mg L?) e estreptomicina (10 mg L™).



