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INTRODUCAO

O género Dioclea pertence a familia Leguminosae (Fabaceae) e possui cerca de
50 espécies distribuidas em zonas tropicais, sendo a maioria encontrada na América
Central e do Sul, especialmente na Amazonia. Diversas espécies deste género tém sido
estudadas através da analise de proteinas, sendo descrito na literatura o isolamento de
lectinas das sementes destas espécies com atividade anticancerigena (PEREZ, 1990). As
espécies deste género sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de diversos
males, como no tratamento de doencas dos rins e da prostata (OLADOSU, et al., 2010).
Apesar do grande interesse pelo estudo de plantas com reconhecida atividade medicinal,
ainda existem espécies do género Dioclea que ndo foram estudadas do ponto de vista
fitoquimico, nem avaliadas quanto ao seu potencial bioldgico (PINTO, et al., 2010). A
elucidacdo dos compostos ativos presentes nas plantas, bem como seus mecanismos de
acdo, vem sendo um dos maiores desafios para a quimica farmacéutica, a bioquimica e a
farmacologia. No estudo da atividade bioldgica de extratos vegetais é importante a
selecdo de bioensaios para a deteccdo do efeito especifico (MACIEL, 2002). Um teste
de atividade in vitro que estd sendo difundido é o teste de Inibicdo da Enzima
Acetilcolinesterase (AChE) (ELLMAN, 1986). Uma das mais promissoras abordagens
no tratamento da Doenca de Alzheimen estd no aumento dos niveis de acetilcolina
(ACh) no cérebro. A AChE é a principal enzima envolvida na hidrélise do
neurotransmissor ACh, consequentemente substancias capazes de inibir a AChE tém
sido utilizadas para o tratamento dessa doenca. Artigos recentes tém reportado que
alguns extratos de plantas possuem atividade inibitoria da AChE (DOHI et al., 2009).
Esta pesquisa tem como tema o Estudo Fitoquimico e Atividade Anticolinesterasica de
Dioclea virgata (Rich) amsh, onde o objetivo principal é fazer o estudo dos
constituintes quimicos presentes no extrato hexanico das folhas desta espécie e a
avaliagdo da atividade anticolinesterasica das suas fragoes.

METODOLOGIA

Nas colunas cromatograficas utilizadas para separacdo dos constituintes
quimicos foram empregadas silica gel 60 com o didmetro de particula entre 0,063-
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0,200um. Nas cromatografias em camada delgada comparativa (CCDC) foram
utilizadas placas pré fabricadas 20x20 de gel de silica 60. As cromatoplacas foram
reveladas com irradiacdo da luz ultravioleta de comprimentos de onda de 254 e 366 nm
e vapor de iodo. Para eliminacdo dos solventes das fracdes com grandes volumes foi
utilizada destilacdo sob pressdo reduzida em evaporador rotatorio Heidolph. As fracoes
menores foram evaporadas com o auxilio ventilacdo sem aquecimento ou utilizando
capela.

Eracionamento do extrato hexanico das folhas de D. virgata:
Para o desenvolvimento deste trabalho foram estudadas 10 fracGes do extrato

hexanico das folhas de D. virgata. As fracOes foram analisadas por cromatografia em
camada delgada comparativa (CCDC) e entdo reunidas de acordo com o perfil
cromatografico em 8 fragfes. Foram reunidas as fragcdes 5-6 e as fragdes 8-10, sendo
essas Ultimas escolhidas para iniciar o fracionamento. Desse fracionamento foram
obtidas 100 fra¢des, que foram analisadas por CCDC, sendo agrupadas em 10 fracdes
que devido ao fato de apresentarem dificil resolucdo cromatografica nos sistemas de
solventes testados, foram reservadas para estudo posterior.

Dessa forma para dar continuidade ao estudo, as fracdes iniciais foram
reavaliadas por cromatografia em camada delgada comparativa, em um sistema de
solvente hexano/acetato de etila (7:3) e reveladas com o reagente Liebermann-Burchard.
A fracdo HFDV 1E 5-6 apresentou uma melhor resolucdo cromatografica quando
comparada com as demais, sendo escolhida para dar continuidade aos estudos. A fracdo
foi submetida a uma CC de silica gel 60 e eluida com misturas de solventes
hexano/acetato de etila e acetato de etila/metanol, em gradiente crescente de polaridade,
foram recolhidas 27 fracGes de 50mL cada. Dentre estas fracOes, 3 apresentaram cristais
e foram purificadas adicionado-se alternadamente os solventes hexano, acetato de etila e
metanol, com o objetivo de lavagem dos cristais para a retirada das impurezas. A
impureza foi soltvel nestes solventes e os cristais permaneceram insollveis. Apos esse
processo de extracdo das impurezas, as fracOes purificadas foram dissolvidas e
submetidas a analise por CCDC, e como apresentaram o mesmo perfil cromatografico
quando relevadas em UV e em Libermann-Burchard, elas foram reunidas, tendo o
codigo HFDV 1E3-5-7, e enviadas para analise de RMN de 'H e 3C. As outras fracoes
foram avaliadas por CCDC e reunidas posteriormente em 12 fragdes, que foram
submetidas ao teste de atividade anticolinesterasica.

Teste de atividade anticolinesterasica:

O efeito inibitorio sobre atividade da enzima acetilcolinesterase in vitro foi
avaliada por uma adaptacdo do método espectrofotométrico de Ellman e colaboradores
(1961), de acordo com os procedimentos descritos por Moyo e colaboradores (2010). A
andlise quantitativa da atividade anticolinesterasica foi feita nas 12 fragdes oriundas do
fracionamento de 1E. Primeiramente, foi adicionado nas cavidades das microplacas 140
uL de tampdo fosfato pH 7,5, 20 uL da enzima acetilcolinesterase (0,5 U/mL), 20 uL
das amostras a serem testadas (1 mg/mL para os extratos e fragdes; 500 umol para as
substancias isoladas e para o padrdo eserina). A placa foi entdo incubada a 37+1°C por
10 minutos sendo, em seguida, adicionado 10 pL de acido 5-5’-ditiobis-[2-



nitrobenzoico] (10 mM) e 10 uL de iodeto de acetiltiocolina (15 mM). A absorbancia
foi monitorada ap6s 10 minutos, em A = 405 nm em leitor de microplacas MultiskanTM
GO 3.2. Os resultados foram comparados com o padrdo comercial eserina
(fisiostigmina). A atividade anticolinesterasica (%l) foi calculada de acordo com a
seguinte equacgéo: %IAChE = [(A Controle negativo — A Amostra) / A Controle] x 100,
onde A do controle negativo equivale a variagdo da absorbancia final menos a variagdo
da absorbancia inicial do controle negativo, ou seja, sem a presenca do inibidor, menos
a variagdo com a presenca do inibidor.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fracionamento do Extrato Hexanico das Folhas de Dioclea virgata:

Dos fracionamentos realizados do extrato hexanico das folhas de D. virgata,
foram obtidos cristais na fracdo 1E3-5-7 que foi submetida a analise por RMN de 'H e
13C. Através da analise dos espectros e comparac¢do com dados da literatura foi possivel
identificar a amostra como sendo B-sitosterol.

Atividade Anticolinesterasica:

Como mostrado no grafico 1, houve uma variacdo significativa do potencial
inibitorio das fracbes frente a enzima anticolinesterase, quando comparadas entre si,
sendo as fragdes HFDV 1E5 -10-12, HFDV 1E6 - 13-14, 1E7 15-16, 1E8 17 que
apresentaram melhor atividade anticolinesterasica, com inibicdo enzimatica acima de
60%. A enzima anticoliesterase € a principal enzima envolvida na Doenca de Alzheimer
(DA), por degradar a acetilcolina (MARQUES, et al, 2013). Um promissor tratamento
para doenca € o aumento do nivel de acetilcolina no cérebro usando inibidores da
acetilcolinesterase (AChE), justificando as pesquisas por novos agentes mais eficazes e
com menor custo para a saide humana (SA, et al, 2012).

Os resultados obtidos desse estudo, mostraram que o extrato hexanico de D.
virgata possui atividade anticolinesterasica, ressaltando a importancia da continuidade
da pesquisa cientifica da espécie, principalmente pelas limitacbes de oferta de terapias
farmacoldgicas para o tratamento da DA.
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Figura 1: Efeito da inibigdo das fracdes HFDV 1E 1 a HFDV 1E 12 sobre a enzima AChE. Para as frag0es foi
utilizada uma concentracdo de 1mg/mL a para o padrédo eserina foi utilizada uma concentracdo de 20uL de AChE
(0,5u/mL).



CONSIDERACOES FINAIS

Dos fracionamentos realizados do extrato trabalhado foi obtida a substancia f-
sitosterol.

O estudo sugere que as fragdes podem demonstrar resultados inibitorios sobre a
atividade da AChE in vitro, com potencial aplicacdo em doencas neurodegenerativas
que dependem da modulacdo desta enzima, incluindo a DA. As fracGes apresentaram
diferencas de potencial inibitério da enzima anticolinesterase quando comparadas entre
si, sendo possivel observar que as amostras testadas possuem atividade
anticolinesterasica consideravel, ja que as porcentagens de inibicdo da enzima foram,
em sua maioria, acima de 40%, onde 4 fracOes apresentaram percentual de inibicdo da
AChE acima de 70%.

Além disso, os resultados indicam a necessidade de trabalhar com as fragdes que
apresentaram atividade inibitéria da AChE com o objetivo de isolar as substancias
responsaveis por essa atividade.
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