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RESUMO

A espécie Ocotea nutans (Nees) Mez, pertencente a familia Lauraceae, &
encontrada no Parana sendo endémica da Floresta Ombrofila Mista. A auséncia
de trabalhos sobre essa espécie motivou o desenvolvimento desse estudo, que
teve por objetivos investigar a composicdo quimica desta espécie vegetal
verificando suas propriedades bioldégicas e analisar suas caracteristicas
morfolégicas. A caracterizagdo morfologica foi realizada de acordo com
metodologia padrao de microscopia o6tica e eletrénica. Ocotea nutans apresentou
folhas lanceoladas e base cuneada em peciolo. A lamina foliar apresenta cuticula
lisa em ambas as superficies, estbmato paracitico e mesofilo dorsiventral. Nao foi
observada a presenca de tricomas em Ocotea nutans, caracteristica diferente ao
proposto para Lauraceae. Ao realizar a técnica de microscopia foi observada a
presenca de diversas células secretoras, o que motivou a busca de 6leo essencial
nesta espécie e sua identificagdo. Apds a identificacdo do 6leo por CG/EM foram
encontrados como compostos majoritarios o biciclogermacreno e o D-
germacreno, terpenos de mesma origem metabdlica. Além do d6leo essencial
foram utilizados folhas e o caule da espécie para preparo do extrato bruto. Apds a
obtencdo do extrato bruto, este foi fracionado com solventes de polaridade
crescente para obter as fragdes hexano, cloroformio, acetato de etila e residual.
Os extratos e fragcdes obtidos foram submetidos ao ensaio sistematico fitoquimico
por CCD elencando os possiveis metabdlitos que possam estar presentes na
espécie. Os extratos brutos, fracdes e o dleo essencial foram avaliados em testes
de triagem toxicoldgica in vitro e ao ensaio da atividade antimicrobiana pelo
método CIM. Apds avaliagao dos resultados apresentados nos testes escolhidos
foi observado que a espécie Ocotea nutans possui um potencial téxico. Merecem
destaque os extratos brutos, as fragdbes hexano e o Oleo essencial por
apresentarem potencial toxico e perspectivas para o uso em outras atividades
bioldgicas.

Palavras-chave: Lauraceae. Ocotea. Morfologia vegetal. Oleo essencial.
Toxicidade



ABSTRACT

The Ocotea nutans (Nees) Mez, belonging to the Lauraceae family, is
found in Parana being endemic to the Araucaria Forest. The absence of studies on
this species motivated the development of this study, in which we aimed to
investigate the chemical composition of this plant species checking their biological
properties and analyze their morphological characteristics. Morphological
characterization was performed according to standard methodology for light and
electron microscopy. Ocofea nutans presented lanceolate leaves and cuneate
base into the petiole. The blade features smooth cuticle on both surfaces, paracitic
stomata and dorsiventral mesophyll. It wasn’t observed the presence of trichomes
in Ocotea nutans, different characteristic to the proposed Lauraceae. When
performing microscopy technique it was observed the presence of several
secretory cells, which led to essential oil search in this species and its
identification. After identifying the oil by GC/MS were found to maijoritarian
compounds bicyclogermacrene and D-germacrene, terpenes of same metabolic
origin. Addition to the essential oil, leaves and dry stems were used for the
preparation of the crude extract. After obtaining the crude extract, this was
fractionated by solvents with increasing polarity to obtain fractions hexane,
chloroform, ethyl acetate and residual. The extracts obtained fractions were
subjected to phytochemical systematic assay CCD listing the possible metabolites
which may be present in the species. And the crude extracts, fractions, and the
essential oil were evaluated for toxicological screening tests in vitro and testing the
antimicrobial activity by the method MIC. After evaluation of the results presented
in the chosen testing it was observed that Ocofea nutans species has toxic
potential. Worth mentioning the crude extracts, the hexane fractions and essential
oil for presenting toxicological potential and prospects for use in other biological
activities.

Keywords: Lauraceae. Ocotea. Plant morphology. Essential oil. Toxicity
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1. INTRODUGAO

As plantas tem sido desde tempos imemoraveis um recurso ao alcance do
homem, que busca na natureza meios para melhorar suas préprias condi¢des de
vida ampliando consideravelmente as suas chances de sobrevivéncia, a busca
pelo alivio e a cura de enfermidades. As civilizagdes primitivas observaram a
existéncia de plantas, mesmo que empiricamente, que revelaram o seu potencial
curativo. Assim, o uso de plantas tidas como medicinais tornou-se uma estratégia
antiga utilizada por praticamente todas as populagbes do mundo. Registros
histéricos comprovam que, de inicio, a informagdao de plantas medicinais foi
transmitida oralmente de geragcdo em geragdo, para que depois, com O
aparecimento da escrita, comegassem a ser guardadas (MIGUEL; MIGUEL, 2004;
DUARTE, 2006).

Antigamente as substancias procedentes do metabolismo secundario
eram denominadas subprodutos, sem importancia, do metabolismo primario
(GURIB-FAKIM, 2006). Mas, por meio de estudos que avaliaram as rotas
biossintéticas elaboradas, foi possivel afirmar que os metabdlitos secundarios séo
essenciais para a sobrevivéncia e para a preservagao da planta, além de alguns
deles serem farmacologicamente ativos (POSER; MENTZ, 2007).

As plantas medicinais séo utilizadas amplamente devido aos metabdlitos
secundarios que elas desenvolvem. Essas substincias ativas podem ser
alcaloides, O6leos essenciais, flavondides, compostos fendlicos, entre outros.
(KOSEKI et al., 2002).

No contexto dos produtos naturais, o género Ocotea pode representar
uma fonte potencial a descoberta de novos farmacos e/ou ao desenvolvimento de
fitoterapicos. Estudos realizados sobre outras espécies deste género verificaram
concentragao significativa de alguns compostos quimicos de grande interesse
farmacoldgico e industrial (BARREIRO; BOLZANI, 2009). Dentre eles, lignanas e
neolignanas (YOSHIDA; GOTTLIEB, 1989), alcaldides (YOSHIDA; GOTTLIEB,
1989; BARBOSA-FILHO et al.,1999) e 6leos essenciais (PINO et al., 2005).
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Devido a importancia da familia Lauraceae, do género Ocotea e aos
poucos estudos realizados com a espécie Ocotea nutans (Nees) Mez, este
trabalho justifica-se na busca de informagdes e aspectos diversos, a fim de
identificar atividades bioldgicas da espécie e fornecer dados da composi¢cao

quimica e morfologica.

1.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudo fitoquimico e bioldgico da espécie Ocotea nutans (Nees)

Mez, Lauraceae.

1.1.1 Objetivos especificos

e Realizar levantamento bibliografico da espécie Ocotea nutans;

¢ Realizar a analise morfoanatdmica do caule, folha e peciolo da
especie;

e Realizar testes histoquimicos do caule e da folha;

e Obter o extrato cetbnico bruto a partir do caule e das folhas secas;

e Realizar o fracionamento dos extratos;

e Realizar estudo fitoquimico da espécie;

e Obter o 6leo essencial da espécie e sua identificacao;

e Realizar perfil quimico das amostras por CLAE/DAD;

e Avaliar o perfil toxicologico da espécie através dos testes in vitro em
Artemia salina e atividade hemolitica do extrato bruto, fracoes e 6leo
essencial da espécie;

e Avaliar a atividade microbioldgica do extrato bruto, fragdes e do 6leo

essencial da espécie;
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA LAURACEAE

A familia Lauraceae €& pantropical, com poucos membros nas regides
temperadas. A familia Lauraceae é considerada uma das familias botanicas mais
complexas da flora brasileira, principalmente no que se refere a taxonomia, devido
ao grande numero de espécies. O numero exato de espécies € desconhecido,
mas estima-se que esta entre 3000 espécies, as quais sao predominantemente
arboreas, ocorrendo principalmente nas regides tropicais e subtropicais do
planeta, estendendo-se a regides de clima temperado. No Brasil a familia
Lauraceae é representada por 22 géneros e aproximadamente 400 espécies
(GARCEZ et al., 2009).

Varias espécies medicinais sdo descritas em Lauraceae, destacando-se
as pertencentes aos géneros Ocotea, Cinnamomum, Aniba e Nectandra, as quais
apresentam utilizagdo variada, desempenhando diferentes fungdes contra
diversas doencas, tais como antireumatica, depurativa, tdnico, estomaquico,
contra abcessos, empregadas como sudorifico, contra flatuléncia e, no uso
externo, em feridas e ulceras (MARQUES, 2001).

Quimicamente trata-se de uma familia rica em metabdlitos secundarios,
destacando-se as neolignanas e lignanas, alcaloides aporfinicos e
benzilisoquinolinicos, flavonoides, sesquiterpenos, e pironas (GARCEZ et al.,
2011).

A familia possui grande importancia econémica, com espécies utilizadas
na culinaria, industria farmacéutica e quimica, fabricagdo de papel e em
construgcédo civil. Entre as espécies utilizadas na culinaria, pode-se destacar
Persea americana Mill. (abacate), a espécie Cinnamomum verum J. Presl.
(canela) e também a espécie Laurus nobiis L. (louro) (MARQUES, 2001). O dleo
essencial, encontrado em cada espécie da familia, tem uso bem difundido na
industria farmacéutica, quimica e de perfumaria recebendo destaque as espécies
Cinnamomum camphora (L.) J. Presl, Sassafras albidum (Nutt.) Nees, Aniba
roseodora Ducke (BIZZO et al., 2009).
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2.2 GENERO Ocotea

Espécies do género Ocotea, um dos mais expressivos da familia
Lauraceae, apresentam ampla disperséo no territério brasileiro (MORAES, 2005).
Muitas de suas espécies apresentam interesse econdmico de industrias. No setor
de marcenaria tem destaque as espécies provenientes do género Ocotea como
Ocotea porosa (Nees & Mart.) Barroso (imbuia), Ocotea catharinensis (Mez) e
Ocotea acutifdlia (Nees) Mez. Na industria quimica e farmacéutica Ocotea
odorifera (Vell.) Rohwer teve o uso bem difundido. Outras espécies da familia tém
apresentado descricdo quanto a sua importancia econdmica tais como Ocotea
puberula (Rich.) Nees para a industria de fabricagdo de papel, e para o setor de
construgédo civil destacam-se as espécies Ocotea organenses (Meisn.) Mez,
Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez e Ocotea aciphylla (Nees) Mez (MARQUES,
2001).

Os representantes deste género produzem diversos metabdlitos
secundarios, que podem ser observados no QUADRO 1, destacando-se os
alcaloides, lignanas e neolignanas (FUNASAKI et al., 2009; ZANIN; LORDELLO,
2007; SILVA et al., 2002), os quais comumente apresentam diferentes
bioatividades, tais como citotoxica (GARCEZ et al., 2011, HOET et al., 2004), anti-
inflamatéria (ZSCHOCKE et al., 2000), antiprotozoario (FOURNET et al., 2007) e
preventivas contra agregacao plaquetaria in vitro (TOGNOLINI et al,. 2006) e
analgésico (MONTRUCCHIO et al.,2012). Dentre as atividades farmacoldgicas ja
encontradas no género Ocotea, destacam-se a atividade antioxidante (BRUNI et
al., 2004) antibacteriana e antifungica (SOUZA, 2004), relaxante muscular
(RIBEIRO et al., 2003), antimalarica (NAPRALERT, 2009). Podem ser
observadas algumas atividades biolégicas e farmacoldgicas do género Ocotea no
QUADRO 2.

Varios alcaloides aporfindides comumente encontrados no género Ocotea
apresentam pronunciadas bioatividades gerando grande interesse por esta classe
de compostos e assim alvo de patentes (ZANIN et al., 2011).

Zanin e Lordello (2007) descrevem o género Ocofea como um promissor

potencial de estudo devido aos metabolitos secundarios usualmente encontrados.
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QUADRO 1 - RELAGAO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS DESCRITOS EM PLANTAS DO GENERO Ocotea

ESPECIE

METABOLITOS SECUNDARIOS ISOLADOS

Ocotea macropylla

Alcaloide: (S)-3-methoxy-nordomesticina (PABON; CUCA et al., 2010).

Ocotea puberula

Alcaloides: Ocoteina, dicentrina, predicentrina, N-metil-laurotetanina, isodomesticina, leucoxina,
3-hidroxi dicentrina, N-Oxido dicentrina (ARAUJO et al., 2000; ZANIN et al. 2011).

Ocotea longifolia

Sesquiterpenlactona: (+)-longifolina; ocotealactol. Esteroides: sitosterol; sitosterol-3-O-glicosidio
(RODRIGUEZ et al., 2012).

Ocotea leucoxylon

Alcaloides: dicentrina; leucoxilonina; dicentrinona (ZHOU et al.,2000).

Ocotea notata

Flavonoides: protoantocianidina; isoquercetina; miquelianina; afzelina; catequina; kaempferol (GARRETT et al.,2012).

Ocotea minarum

Cumarina: escopoletina. Flavonoides: taxifolina, quercetina-7-O- 3 -D-glicopiranosideo
Alquil-fenol: 3-(1,4-diidroxipentil)-5-metoxifenol, 5-propilresorcinol, frans-asarona, lioniresinol.
Terpeno: acido lancedlico. Esteroide: 3 —sitosterol. Alcaloide: triptofol-5-O-[3 -D-glicopiranosideo
(GARCEZ et al., 2005)

Ocotea duckei

Lignanas fuforanicas: iangambina, epi-iangambina, sesartemina, sesamina, endesmina (BARBOSA-FILHO et al., 1999)

Alcaloides: reticulina, coclaurina, N-acetilnorjuzifina (DIAS et al., 2003)

Ocotea suaveolens

Terpeno: acido 24-hidroxi-tormentico (BEIRITH et al., 1999)

Ocotea heterochorma

Neolignana: biciclo[3.2.1]octano. Flavonoides: afzelina, tamarixetina-3-O-ramnosideo (LUGO et al., 2015)

Ocotea velloziana

Alcaloides: predicentrina, glaucina, dicentrina, isocoridina, ocoteina, ocopodina, leucoxilonina.
Flavonoides: asparagina, p-hidroxibenzil-rutinosideo (GARCEZ et al.,1995)

Ocotea acutifolia

Alcaloides: dicentrina, ocoteina, leucoxina (GARCEZ et al., 2011; GUTERRES et al., 2013)

Ocotea pulchella

Flavonoide: quercetina (ARAUJO, 2012)

Ocotea lancifolia

Terpeno: espatulenol, 43,58,7p-eremofil-11-en-10a-ol (CAMARGO et al., 2013)

FONTE: O autor (2016)
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QUADRO 2 - REI:AQAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA/FARMACOLOGICA REALIZADAS COM
PLANTAS DO GENERO Ocotea

ESPECIE

ATIVIDADE BIOLOGICA/ FARMACOLOGICA

Ocotea odorifera

Inseticida (JUNIOR et al., 2010)
Alelopatia (CARMO et al., 2007)

Ocotea macropylla

Anti-inflamatéria (BARRERA; SUAREZ, 2011)
Fungicida (PRIETO et al., 2010)

Ocotea puberula

Alelopatia (SILVA et al., 2006)
Antinociceptiva (MONTRUCCHIO et al., 2012)

Ocotea longifolia

Inseticida e fungicida (PRIETO et al., 2010)

Ocotea leucoxylon

Anticolinesterasica (YAMAGUCHI et al., 2012)

Ocotea notata

Anti-herpética (GARRETT et al., 2012)
Toxicidade (GARRETT et al., 2013)
Antimicrobiana (GARRETT et al.,2007)

Ocotea minarum

Genotoxicidade (GUTERRES et al., 2012)

Ocotea duckei

Cardiovascular (BARBOSA-FILHO et al., 2008)

Ocotea quixos

Antibacteriana (BRUNI et al, 2004)
Anti-inflamatéria (BALLABEN!I et al., 2010)
Antiplaquetaria e anti-trombose (BALLABENI et al., 2007)

Ocotea suaveolens

Antinociceptiva (BEIRITH et al., 1999)

Ocotea heterochorma

Toxicidade (CUCA et al., 2009)

Ocotea velloziana

Larvicida (SILVA, 2010)

Ocotea acutifolia

Anestésica (SILVA et al. 2013)
Genotoxicidade (GUTERRES et al., 2013)
Citotoxica (GARCEZ et al., 2011)

Ocotea pulchella

Antioxidante, citotoxicidade, alelopatia (ARAUJO, 2012)

FONTE: O autor (2016)

A atividade antinociceptiva descrita por Montrucchio e colaboradores
(2012) utilizando a dicentrina, um alcaldide aporfinéide, foi alvo de patente. O
pedido esta depositado no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) sob
n° 016339-5 A2 (MIGUEL et al., 2014) de titulo: “ldentificacdo da propriedade
antinociceptiva (analgésica) do alcaldide aporfinico S - (+) — dicentrina e usos do

mesmo”.
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2.2.1 Ocotea nutans (Nees) Mez

Ocotea nutans teve sua classificacdo botanica e taxonémica descrita por
Carl Christian Mez em 1889 (QUADRO 3).

QUADRO 3 - ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DA ESPECIE Ocotea nutans (Nees) Mez

TAXONOMIA DE Ocotea nutans
Reino Plantae
Divisédo Streptophyta
Classe Equisetopsida C. Agardh
Subclasse Magnoliidae Novak ex Takht.
Super ordem Magnolianae Takht.
Ordem Laurales Juss. ex Bercht. & J. Presl|
Familia Lauraceae Juss.
Género Ocotea Aubl.
Espécie Ocotea nutans

FONTE: www.tropicos.org

A espécie Ocotea nutans & descrita como uma arvore de 30 metros de
altura, com ramos cilindricos, lustrosos, glabros (auséncia de pélos em sua
superficie externa). Possuem folhas alternas, lanceoladas, de base cuneada,
apice agudo, nervagao broquidédroma e domacias ausentes. A espécie é
endémica do estado do Parana, encontrada em Floresta Ombrofila Mista (FOM),
com concentracao de distribuicdo no primeiro e segundo planalto (BROTTO et al.,
2013).

Floresce de fevereiro a junho e frutifica de maio a janeiro. Apresenta
flores unissexuadas, sendo a unica espécie com flores unissexuadas de ramo
lustroso. A coloracao das flores é creme e seus frutos sdo pretos com cupulas
vermelhas (BROTTO et al., 2013).

Apresenta flores glabras em ambas as faces com tépalas ovalado-
elipticas, estames das séries | e Il com 1,5-1,7 mm comprimento com filetes

glabros tao longos quanto as anteras, sendo estas ovaladas de apice obtuso,


http://www.tropicos.org/Name/43000109
http://www.tropicos.org/Name/43000013
http://www.tropicos.org/Name/100352385
http://www.tropicos.org/Name/43000015
http://www.tropicos.org/Name/42000016
http://www.tropicos.org/Name/40030080
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glabras, locelos superiores introrsos e inferiores lateral-introrsos. Estames da
série Il com 1,6 mm comprimento com filetes glabros tdo longos quanto as
anteras, estas retangulares de apice truncado e locelos superiores lateral-
introrsos e inferiores lateral-extrorsos. Os estamindédios da série IV estédo
ausentes; pistiloide filiforme; pistiladas com estaminddios de 0,5 mm
comprimento; pistilo de 1,5 mm comprimento, glabro, ovario elipsoide, estilete
curto, estigma subcapitado. Os frutos da espécie medem 1,1 x 0,9 cm com
caracteristicas elipséides e de apice mucronado (BROTTO et al., 2013). Algumas
dessas caracteristicas seguem evidenciadas na FIGURA 1.

Na literatura, até o presente momento, n&o ha descrigdo de estudos sobre
o perfil quimico ou biolégico de Ocotea nutans, porém, estudos sobre o género
Ocotea tém mostrado a presencga de diversos metabdlitos secundarios (QUADRO

1) e varias descri¢cbes de atividades biolégicas (QUADRO 2).



23

FIGURA 1 - MORFOLOGIA EXTERNA DE Ocotea nutans.

1 mm

FONTE: BROTTO et al., (2013)

NOTA: 1) Folha (face abaxial), 2) Flor, 3) Tépala, 4) Estame série |, 5) Estame série lll,
6) Pistilo, 7) Fruto.

23 PRODUTOS NATURAIS E A APLICABILIDADE EM ENSAIOS
BIOLOGICOS E TOXICOLOGICOS

As plantas medicinais s&o frequentemente usadas como medicamento
pela populagédo. O que n&o se leva em consideragao € que o precursor vegetal &
um xenobidtico, que apesar de uma finalidade terapéutica especifica, sua acao é

desconhecida pelo metabolismo do corpo humano. Apoés formagao dos produtos
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da biotransformagéo no corpo humano é que a toxicidade da droga € conhecida e
sé a partir dessa transformacao € que podemos considerar se a terapéutica sera
segura e eficaz (FRANCO; FRANCO, 2003). Do ponto de vista terapéutico deve-
se considerar que uma planta medicinal ou um fitoterapico ndo devem ter efeitos
maléficos e ao longo do prazo se instalem de forma assintomatica e sem
prejuizos as fungdes fisioldégicas do organismo ou de um sistema bioldgico
(VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

A eficacia e a seguranga sempre devem ser validadas através de
documentagdo na bibliografia, recentes publicagdes e se possivel, ambas com
estudos farmacologicos, bioldégicos e toxicolégicos em acompanhamento
(BRASIL, 2013).

Através do conhecimento de doengas e patologias € que ocorre o
planejamento de novos farmacos. Nesse sentido, os produtos naturais possuem
um papel central em varios processos que visam desde a identificacdo de
substancias bioativas até sua aplicabilidade em ensaios biolégicos pré-clinicos,
para que futuramente possam entrar em testes clinicos e ter sua utilizacéo
aprovada (AMARAL et al.,2003; BRANDAO et al., 2010; GUIDO et al., 2010)

2.3.1 Ensaios bioldgicos e toxicoldgicos

As técnicas de triagem biologica e toxicologica sdo importantes para
avaliacdo de precursores vegetais. A aplicagdo de estratégias visando a
identificacdo de precursores de farmacos torna-se importante no que tange a
aplicabilidade em sistemas biolégicos, assumindo uma importancia fundamental
para o entendimento como seletividade, afinidade e especificidade das
substancias vegetais (PUPO et al., 2007).

A fase inicial concentra-se na identificacdo e otimizacdo de moléculas
com potencial de desenvolvimento clinico. Apds a otimizacdo do processo de
obtencdo das moléculas é importante realizar os testes de seletividade a alvos
bioldgicos utilizando técnicas de triagem biologica. Em muitos casos ocorre a
ligacdo da macromolécula ao alvo biolégico comprovando sua modulagao seletiva

ao alvo teste e estabelecendo sua relevancia para um possivel controle do
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processo fisiopatoldgico ou na cura de doengas e disfungdées (GUIDO et al.,2010).
Em alguns casos a macromolécula isolada ndo apresenta agao desejada,
necessitando de sinergismo com algum outro ligante para que a atividade
bioldgica seja relevante (MACIEL et al., 2002; VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

2.3.1.1 Ensaio de toxicidade preliminar em Artemia salina

Artemia salina (Anostraca) é um microcrustaceo de agua salgada,
bioindicador de toxicidade e frequentemente utilizado em pesquisas envolvendo
produtos naturais, sendo considerado um ensaio de avaliacdo de toxicidade
preliminar. A avaliacao de toxicidade é considerada fundamental como bioensaio
preliminar no estudo de substancias com propriedades biolégicas (MEYER et al.,
1982; ALVES et al., 2000).

Os compostos vegetais sdo submetidos ao ensaio de toxicidade em
Artemia salina (TAS), um teste simples e rapido, visando avaliar ou prever efeitos
toxicos nos sistemas biolégicos e dimensionar a toxicidade relativa das
substancias. Em geral, os extratos derivados de plantas com alta toxicidade
evidenciada em TAS sugerem alto potencial para atividades bioldgicas, sendo
correlacionado com a atividade contra o Trypanosoma cruzi (ALVES et al,. 2000)
e também com a atividade citotobxica em tumores humanos sdlidos
(MCLAUGHLIN et al., 1998).

Os cistos de Artemia salina sdo comercializados em lojas de aquarios e
eclodidos de maneira pratica em agua marinha artificial. O experimento é simples
devido a rapida eclosdo dos cistos e seu rapido ciclo de vida (FIGURA 2) até

atingir a fase adulta.
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FIGURA 2 - CICLO DE VIDA DE Artemia salina
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FONTE: (MARTIN, 2015)

2.31.2 Ensaio de atividade antimicrobiana

Em razdo ao aumento da resisténcia dos micro-organismos as multiplas
drogas antimicrobianas, surge a preocupagao e a procura de novas alternativas
terapéuticas com as plantas medicinais representando uma importante fonte para
obtencdo destes medicamentos. A atividade antimicrobiana de extratos e 6leos
essenciais de plantas medicinais foi comprovada em varios estudos realizados em
paises que possuem uma flora diversificada (HOLETZ et al., 2002; ADWAN et al.,
2008; MULYANINGSIH et al., 2011).

Extratos de plantas tém apresentado além de suas propriedades
antibacterianas, a capacidade de interferir na atividade antibidtica e uma forte
tendéncia na potencializagdo de antibioticos. Esta interagdo positiva ja foi
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demonstrada em estudos, muitas vezes com resultados promissores (SOUSA et
al., 2011).

Atualmente, ha a necessidade de desenvolver agentes antimicrobianos
com efeitos potencializadores ou novas alternativas para tratar os micro-
organismos resistentes (NEGI; DAVE, 2010). Uma nova forma de terapia seria a
utilizacdo dos extratos de plantas bioativas e a associagdo com antimicrobianos
comerciais conhecidos, através de terapia antimicrobiana sinérgica entre agentes
utilizados (SARAIVA, 2012).

Os mecanismos de acdo de compostos naturais podem agir na
desintegracdo da membrana citoplasmatica, desestabilizacdo da forga proton
motriz, no fluxo de elétrons, transporte ativo e coagulagado do conteudo da célula,
rompendo ou desestruturando a parede celular bacteriana (BURT, 2004).

Segundo Ostrosky et al. (2008) para determinacdo da Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) de extratos vegetais o meétodo mais utilizado € a
microdiluicdo em caldo. O método de microdiluicdo em tubo é considerado uma
metodologia quantitativa, pois ele fornece a CIM frente as amostras testadas,
evidenciando qual é a menor concentragdo do agente antimicrobiano capaz de
inibir o crescimento da amostra antibacteriana (MURRAY, 1999; ALVES et al,,
2008)

O método de microdiluicdo em caldo utiliza uma placa de fundo em U de
96 cavidades, com volumes de meio de cultura que varia de 0,1 a 0,2 mL. E um
método mais sensivel que os demais métodos e utiliza pouca quantidade de
amostra (OSTROSKY et al., 2008).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL BOTANICO

A espécie Ocotea nutans foi coletada entre os meses de junho e julho de
2015, na cidade de Colombo-PR, préximo as coordenadas 25°17'03,5"S
49°08'44"W. A identificacao da espécie vegetal foi realizada por comparagao com
a exsicata registrada no Herbario UPCB do Departamento de Botanica da UFPR,
sob o numero 56552 (FIGURA 3).

FIGURA 3 - FOTOGRAFIA DA EXSICATA DE Ocotea nutans (Nees) Mez

FONTE: O autor (2016).
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Apds a coleta, o material botanico foi separado em folhas e caule,
gerando dois objetos de estudo. Para facilitar o preparo do material, foram
utilizados ramos menos espessos. Foram obtidos 1200g de folha seca e 1000g de
caule seco.

A utilizacdo da espécie vegetal Ocotea nutans (Nees) Mez, possui
autorizacdo das atividades de acesso ao patriménio genético expedido pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) através do projeto “Estudo Quimico e Biolégico das Espécies Vegetais”
constante no processo de n° 02001.001165/2013-47 (ANEXO 1).

Um fluxograma dos procedimentos praticos como determinagdo de
umidade, cinzas totais e ensaio sistematico de analise fitoquimica e suas

atividades biolégicas estdo resumidos na FIGURA 4.



30

FIGURA 4 - FLUXOGRAMA DE DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DE MATERIAL E METODOS
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3.2 ESTUDOS MORFOANATOMICOS
3.2.1 Preparo do material vegetal

Para a analise morfoanatdmica foram retiradas as folhas adultas e os
fragmentos de caule entre 5-25 cm do &pice e fixados em FAA, sendo este
composto de formol, acido acético glacial e alcool etilico a 70% (v/v), em
propor¢ao 0,5:0,5:9 (v/v). O tempo para fixar as amostras foi de 18 horas. A
fixacdo em FAA foi realizada para bloquear imediatamente o metabolismo das
células, preservando-as (JOHANSEN, 1940). Apds a fixacdo do material em FAA,
o caule e as folhas foram transferidos para alcool etilico a 70% (v/v) (BERLYN;
MIKSCHE, 1976). Para a realizagdo dos testes histoquimicos foram empregados

folhas adultas e fragmentos de caule frescos ou fixados no FAA.
3.2.2 Preparo das laminas
3.2.2.1 Laminas semipermanentes

Cortes paradérmicos e transversais foram realizados a méo livre, tendo o
auxilio de um suporte de isopor (QUINTAS, 1963). Os cortes obtidos foram
corados com azul de astra e fucsina basica, respectivamente, para corar
estruturas acidodfilas e basodfilas (ROESER, 1972). Para montagem das laminas foi
utilizado glicerina a 50%, visando preservar o material e fixar a lamina com a
laminula (BECAK; PAULETTE, 1976; KRAUS; ARDUIN, 1997). Mesmo
preservado em glicerina, o material pode sofrer modificagdes em contato com o
ambiente, assim, foi necessario realizar a lutagem em esmalte incolor (BECAK;
PAULETTE, 1976). Por fim, foi realizada a analise dos cortes e fotografados em

aumentos de 4x, 10x, 20x e 40x no microscépio fotdnico (BX40, Olympus®).
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3.2.2.2 Laminas permanentes

As laminas permanentes foram confeccionadas a partir do material
vegetal fixado em FAA. O material foi desidratado em série etandlica, colocando
os cortes com alcool a 80% (v/v), apos 2 horas a 95% (v/v) e em seguida, na pré-
infiltragdo com alcool 95% (v/v) e parafina. Nessa fase de inclus&o, a resina usada
serve para facilitar a infiltracdo. O material foi infiltrado, por quatro dias, em glicol-
metacrilato (Historesin, Leica®), emblocado e seccionado no micrétomo de
rotacdo (CUT 4055, Olympus®), obtendo-se cortes extremamente finos. Ao final,
os cortes foram corados com solugdo aquosa de azul de Toluidina a 5% e
montados em resina sintética diluida em tolueno da marca Permount® (BECAK;
PAULETE, 1976; KRAUS; ARDUIN, 1997). Esses cortes foram analisados e
fotografados no microscopio fotdnico nos aumentos de 4x, 10x, 20x e 40x (BX40,
Olympus®).

3.2.2.3 Testes histoquimicos

Os testes histoquimicos foram realizados em caules e folhas que estavam
fixados em FAA. Os testes foram realizados através da seccao transversal a mao
livre do material fixado, selecionando os melhores cortes e aplicando os
reagentes utilizados para cada teste (QUADRO 4), posteriormente sendo lavados
em agua destilada e montados com glicerina 50%.
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QUADRO 4 - TESTES HISTOQUIMICOS EMPREGADOS NOS CORTES DO CAULE E DA
FOLHA DEOcotea nutans

GRUPO DE TEMPO DE RESULTADO
METABOLITOS REAGENTE REACAO POSITIVO
(1) Amido Lugol (BERLYN: MIKSCHE, 1976) 5 minutos | 2! negro ou marrom
(Il) Compostos FeCl, (JOHANSEN, 1940) 10 minutos | '89re azulado ou
fendlicos verde escuro
(Ill) Compostos 10 - 20
lipofilicos (lipideos Sudam Il (SASS, 1951) ; Vermelho/ Réseo
\ minutos
totais)
(IV) Cristais de Acido sulfurico (H,SO,) (OLIVEIRA; 5 minutos Azul escuro
oxalato de caélcio AKISUE; AKISUE, 1991)
(V) Lignina Floroglucina (FOSTER, 1949) 5 minutos Vermelho/ Réseo

FONTE: O autor (2016)
3.2.2.4 Microscopia eletronica de varredura

A analise ultraestrutural de superficie em microscopio eletrbnico de
varredura (MEV) foi empregada segundo Souza (2007). As amostras
acondicionadas em FAA sofreram uma desidratacdo etandlica crescente (80%,
90% e 100%), sendo transferidas a cada 15 minutos.

Essas amostras foram inseridas em uma camara preenchida com alcool
absoluto e colocadas no aparelho de ponto critico (CPD-030, Balt-Tec®). Nessa
fase, ocorreu a remocédo completa de alcool etilico por CO, para que o material
ficasse completamente seco. O material, apds ponto critico, foi aderido com uma
fita de cobre a um suporte do MEV e metalizado com ouro no aparelho SCD-030,
Balzers®. Essa etapa tem como finalidade o aumento da condutividade da
superficie da amostra devido a presenca da fina camada de metal que através de
bombeamento de ions pesados de argbnio, os atomos de ouro se depositam
sobre todas as reentrancias e proeminéncias da superficie da amostra. A ultima
etapa foi a observagdo e a analise no microscopio eletrénico de varredura (JSM

6360LV, JEOL®) que produz imagens tridimensionais.



34

3.4 ENSAIOS FISICO-QUIMICOS
3.4.1 Determinagao do teor de umidade

O procedimento foi executado em ftriplicata por meio do método
gravimétrico, de acordo com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). Utilizando
material seco, triturado, foi pesado 1 g de amostra em cadinho de porcelana
previamente seco, padronizado e identificado. O conjunto foi levado a estufa de
circulacao forgada de ar (100-105)°C, por cinco horas. Os cadinhos foram
depositados em dessecador até resfriamento completo e procedeu-se a pesagem
novamente.

O teor de umidade foi determinado a partir da diferenca (em massa) entre
a umidade do material estabilizado e a umidade do material seco em estufa,

caracterizando a perda por umidade.

3.4.2 Determinagao do teor de cinzas totais

Utilizando o mesmo material avaliado na determinacdo do teor de
umidade em sequéncia foi realizada a determinacido do teor de cinzas totais de
acordo com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). Os cadinhos recém-
pesados (triplicata) na etapa final da Determinagcdo do Teor de Umidade foram
inseridos em mufla, com aumento de temperatura gradativo até (600+25)°C, para
que todo o material fosse incinerado (aproximadamente 2 horas), tornando-se
cinzas. Os cadinhos foram colocados em dessecador para entdao proceder-se a

pesagem.

3.5 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES
3.5.1 Obtencao dos extratos brutos

Para obtengdo dos extratos brutos foram utilizados 600g de material
vegetal das folhas e 600g de material vegetal do caule Os extratos brutos
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cetbnicos das folhas e caule secas foram obtidos em aparelho de Soxhlet ao
longo de oito horas utilizando acetona como solvente. Os extratos foram filtrados
e concentrados em evaporador rotativo com pressao reduzida a temperatura de
50°C e 90 rpm até a reducao a 1/5 de seu volume inicial. Ao final das extragdes,
foram obtidos o extrato bruto da folha (EBF) e o extrato bruto do caule (EBC),
ambos armazenados em frascos, a temperatura ambiente, até o momento do

fracionamento.

3.5.2 Determinagao do teor de solidos totais

Utilizando placas de Petri de massa conhecida, foi determinado o teor de
sélidos de aliquotas do extrato bruto do caule (EBC) e extrato bruto da folha
(EBF), em triplicata. As aliquotas de 10 mL foram levadas a secura total em estufa
a 60°C e o teor de sdlidos totais (g/mL) foi determinado pela verificagdo da massa
dos extratos secos nas placas de Petri, apos resfriamento em dessecador, de

acordo com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010).

3.5.3 Obtencao das fragdes dos extratos brutos

O fracionamento dos extratos brutos em escala de polaridade é realizado
para auxiliar na identificacdo das classes de metabdlitos com atividades nos
bioensaios. Além de facilitar a identificacdo, a possibilidade de isolamento destes
metabdlitos € muito maior desta forma, se comparada as tentativas baseadas
apenas no extrato bruto.

Apds reservada a aliquota de extratos brutos cetdnicos necessaria aos
procedimentos de bioensaios, o restante dos extratos brutos das folhas (EBF) e
do caule (EBC) foram fracionados por extragéo liquido - liquido, em aparelho de
Soxhlet modificado, com os solventes hexano, cloroférmio e acetato de etila (em
escala crescente de polaridade). O produto remanescente da ultima etapa de
fracionamento foi denominado como fracdo ceténica ou residual. Por fim, foram

obtidas oito fragées (quatro de folhas e quatro do caule: hexanica (FHF e FHC),
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cloroférmica (FCF e FCC), acetato de etila (AEF e AEC) e residual (FRF e FRC)
correspondendo a quatro polaridades. Estas fracbes foram avaliadas nos
bioensaios e demais testes juntamente com os proprios extratos brutos,
totalizando dez amostras analisadas.

O Soxhlet modificado utiliza a auto-renovagéo do solvente e tem patente
de modelo industrial no INPI sob o n°® 0601703-7 A2 (MIGUEL et al., 2007).

3.6 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Para a realizagcdo do ensaio de CCD foram utilizadas cromatoplacas de
silica gel 60 UV2s4, da marca Whatman®, de dimensdes 20 x 20 cm, onde foram
aplicados de 5 a 10 yL de cada amostra com microseringas. As analises de CCD
foram realizadas conforme o QUADRO 5.

As placas foram visualizadas sob luz ultravioleta antes e apds a revelacao

com seus respectivos reveladores. A analise foi realizada em triplicata.

QUADRO 5 - COMPOSICAO DOS SOLVENTES DAS FASES MOVEIS E REVELADORE§ DA
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA REALIZADA PARA AS FRACOES DE
Ocotea nutans

CONSTITUINTE

FASE MOVEL/

QUIMICO PROPORCAO REVELADOR METODOLOGIA
ESTEROIDES Tolueno: acetato de Vanilina1%:acido WAGNER, 1996
TERPENOS etila (93:7) . .
sulfarico(1:1)
CUMARINA Acetato de etila: acido

férmico: &cido acético glacial:

agua (100:11:11:26)

Hidréxido de sodio

MIGUEL, 2003

FLAVONOIDES

Acetato de etila: acido

Reativo de NEU

WAGNER,1996

TANINOS férmico: acido acético glacial: (flavonoide)
agua (100:11:11:26) Cloreto férrico 1% (tanino)
ALCALOIDES Cloroférmio: metanol (95:5) Dragendorff VALENTE et al.,

universo amonio

2006

FONTE: O autor (2016).
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3.7 EXTRACAO E ANALISE DO OLEO ESSENCIAL DE Ocotea nutans
3.7.1 Extracdo do 6leo essencial

Utilizou-se como método para a extragao e obtencdo do dleo essencial
(OE) das folhas de Ocotea nutans, a hidrodestilagdo por arraste de vapor d’agua,
realizado em aparato de Clevenger modificado (BRASIL, 2010). As folhas secas a
temperatura ambiente (600g) foram trituradas e acondicionadas em baldo de
fundo redondo de 3000 mL, adicionando-se quantidade suficiente de agua
destilada (5 a 10 vezes 0 seu peso) para cobrir o material e permitir a extragdo. O
baldo foi conectado ao equipamento e submetido a uma temperatura em torno de
100°C, com tempo de extragcdo de 6 horas. Decorrido este tempo, anotou-se o
volume de d6leo obtido pela leitura no tubo com escala de graduagao. O dleo

obtido foi armazenado em freezer a fim de evitar sua volatilizagao.

3.7.2 Rendimento do 6leo essencial

O rendimento foi calculado em mililitros de éleo essencial por 100 g do

vegetal (mL%), conforme preconiza a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010).

3.7.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrdbmetro de massas (CG/EM)

Uma aliquota do o6leo essencial, apds a extracdo, foi armazenada em
frasco apropriado, devidamente refrigerado e reservado para analise por
cromatografia gasosa acoplada ao espectro de massa (CG/EM). Executou-se a
analise cromatografica em aparelho Shimadzu® modelo GCMS-QP 2010 Plus
equipado com coluna capilar Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Injetor em
modo splitless a 250°C, interface e fonte de ions a 300 °C. A janela de massas
analisada foi entre m/z 40 e m/z 350, utilizando o gas Helio como gas de arraste.
Rampa de injecéo para analise com temperatura do injetor em 250°C, pressao da

coluna de 20 psi, iniciando-se com temperatura de 50°C por 5 minutos elevando-
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se para 200°C a uma razdo de 5°C/min, disponibilizada e realizada pelo
Departamento de Quimica (UFPR).

3.8 PERFIL DAS AMOSTRAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA COM DETECTOR DIODO (CLAE/DAD)

Os extratos brutos e fracbes das folhas e do caule de Ocotea nutans
foram diluidos em metanol (MeOH) a uma concentracdo de 20 mg/mL e
submetidos a analise por CLAE (Merck Hitachi — Elite Lachrom) com detector
diodo (DAD) em 300 nm, coluna (XTerra®) preparativa de fase reversa RPig
(5 um, 4,6x250 mm), com volume de injecdo de 20 pL, fluxo 1,00 mL/min. Como
fase movel foi utilizado o gradiente de concentragéo o sistema H,O:H3PO4 a 0,1%
(A) e MeOH (B) na seguinte programacé&o: 1-45 min, iniciando com 10% de fase B
e finalizando em 45 min com 100% de fase B. O metanol utilizado foi grau HPLC
(TEDIA) e a agua MilliQ.

39 ESTUDOS DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS
3.9.1 Ensaios de toxicidade in vitro

Os testes de toxicidade in vitro sdo técnicas utilizadas com intuito de
diminuir ou substituir métodos que utilizam animais na experimentagao, para
determinagdes prévias de toxicidade do material vegetal. Os métodos para
avaliacdo de toxicidade dos extratos brutos e fragbes do caule e da folha e
também do Oleo essencial da espécie Ocotea nutans foram toxicidade aguda

sobre o microcrustaceo Artemia salina e atividade hemolitica in vitro.

3.9.1.1 Atividade toxica em Artemia salina

Os ensaios de Artemia salina foram realizados com extratos brutos,
fracbes e Oleo essencial nas concentragbes de 1000, 500, 100 e 10 yL/m. Os
extratos e fragdes da folha e do caule foram diluidos com 1% de dimetilsulféxido
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(DMSO) e o ¢6leo essencial com 0,5% de Polissorbato 80 e o volume
commpletado com agua do mar artificial até a concentragcédo desejada.

Para avaliacdo dos extratos brutos, fracdes e 6leo essencial de Ocotea
nutans foi utilizado o método descrito por Meyer et al. (1982) que determina a
CLso em pg/mL de compostos ativos e extratos nos meios. Foi utilizada agua do
mar artificial, preparada com 30 gramas de sal marinho e 1.000 mL de agua
destilada. O pH foi ajustado com Na,CO3; para a faixa de 8-9, para evitar a morte
das larvas que séo sensiveis ao pH abaixo de 6 ou acima de 10,5 (LEWAN et al.,
1992). Os ovos de Artemia salina (200mg/400mL) foram colocados em contato
com a agua do mar artificial e aerados por uma hora e entdo incubados em
temperatura (27-30)°C por 48 horas, com iluminagédo constante. Para efeitos de
controle, os nauplios foram avaliados frente aos solventes utilizados (DMSO 1% e
Polissorbato 0,5%, ambos em salina). Como controle negativo (branco) foi
utilizado solugéo salina e como controle positivo Dodecil sulfato de sédio (SDS)
nas concentracdes de 10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL (VEIGA; VITAL, 2002). Foram
colocadas em cada tubo contendo a amostra e controles, 10 nauplios de Artemia
salina, os quais foram novamente incubados em temperatura de (27-30)°C por 24
horas. Em seguida, foi realizada a contagem de nauplios iméveis. Os dados
obtidos foram analisados pelo método estatistico Probitos (FINNEY, 1956) para a
determinagao dos valores de CLso e 95% de intervalos de confianga. Todos os
testes foram realizados em triplicata, sendo consideradas amostras ativas aquelas
em que a CLsp for menor que 1000 ppm (1000 pg/mL), de acordo com Meyer
(1982).

3.9.1.2 Atividade hemolitica in vitro

Este método foi realizado seguindo protocolo estabelecido por Banerjee et
al. (2008), com modificagbes. O sangue de carneiro utilizado foi adquirido da
empresa Newprov®. No momento dos ensaios, o sangue de carneiro foi
levemente homogeneizado e 5 mL foram transferidos a um tubo de ensaio para

centrifugagcédo durante 5 minutos a 3000rpm. Apds a centrifugag&o o sobrenadante
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foi desprezado, e o precipitado lavado com tampao fosfato-salino (PBS) gelado. O
processo se repetiu até que o sobrenadante ficasse completamente incolor. Em
seguida a papa de eritrécitos foi diluida com PBS para obtengdo de uma diluigéo
a 2%. Para a realizagdo da prova de hemdlise foram utilizados extratos brutos,
fragdes e o Oleo essencial nas concentragées de 1000, 500, 200 e 100 pg/mL. A
diluicdo das amostras foi feita com 10% de metanol e PBS.

Como controle negativo foi utilizado 200 uL de PBS em 200 pL de solugao
de eritrocito a 2%. Como controle positivo foi utilizado 200 yL de agua destilada
em 200 pL de solugéo de eritrécito a 2%. No controle solvente foram adicionados
20 yL de metanol mais 180 uL de PBS em 200 pL de solugao de eritrocito a 2%.

Esta analise foi realizada em eppendorfs onde foram colocados 200 pL
das amostras ou controles, e 200 yL de solugao de eritrécitos a 2%. Os tubos de
eppendorfs foram homogeneizados manualmente sobre leve agitagcdo e
incubados durante 3 horas em estufa a temperatura de 37°C. Apds, foram levados
a centrifugacao, em centrifuga Minispin Plus da empresa Eppendorf®, a 3000rpm
durante 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para placa de Elisa de 96
pocos, para posterior leitura em espectrofotometro na faixa de 540nm. Para
comparacgao entre as medias dos indices de atividade (1A%), utilizou-se o teste de
Duncan (DUNCAN, 1955). As diferengas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p<0,05.
3.9.2 Avaliagao da atividade antimicrobiana
3.9.2.1 Micro-organismos
As cepas utilizadas para a atividade antimicrobiana foram: Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus

epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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3.9.2.2 Determinagdo da concentragdo inibitéria minima pela técnica de

microdiluicdo

Para a determinacao dos valores da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)
foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008). A diluicdo dos
extratos brutos e fragbes foi realizada com 2% de dimetilsulféxido (DMSO)
completadas com etanol 10% e o O6leo essencial foi diluido com 5% de
polissorbato 80. Os extratos brutos, fracbes e dleo essencial foram preparados
através de diluicdo seriada em 100 yL de caldo Muller Hinton Broth (MHB —
Merck, Darmstadt, Alemanha), em concentra¢cdes que variaram de 7,81 a 1000
Mg/mL, em microplacas estéreis de 96 cavidades com fundo em “U”. As
suspensdes bacterianas foram preparadas em solugdo fisiolégica na
concentracdo de 1,0 X 108 UFC/mL, equivalente ao tubo 0,5 de McFarland, e
incubadas em um volume de 5uL nos orificios apresentando uma concentragcio
final de 10* UFC/mL. O controle negativo da atividade inibitoria dos diluentes dos
extratos, fragdes (etanol e DMSO) e 6leo essencial (polissorbato 80) foi realizado
adicionando-se 100 pL de solugdo do diluente em 100 yL de MHB e 5 pL dos
inéculos bacterianos. O controle de esterilidade foi realizado utilizando 100 uL de
MHB e 100 pL dos extratos brutos, fracbes e do 6leo essencial. Para verificar a
viabilidade bacteriana foi utilizado 100 pL de MHB e 5 pL dos indculos
bacterianos. A incubagao das microplacas foi realizada em estufa bacteriolégica
em temperatura constante de 35°C por 16 a 20 horas. Apds, foi adicionada
solugdo aquosa do revelador cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazélio (TTC — Merck,
Darmstadt, Alemanha) a 0,5% (20 pL) e as microplacas foram incubadas
novamente por trés horas a 35°C. Em seguida foi realizada a interpretagcado dos
resultados, onde a coloragao vermelha/résea foi interpretada como auséncia de
atividade antimicrobiana e a auséncia de coloracdo vermelha/résea foi
considerada como presenca de atividade antimicrobiana. A vancomicina foi o

antimicrobiano de escolha para a validagao da técnica e controle metodoldgico.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ESTUDO MORFOANATOMICO

Morfologicamente, as folhas de Ocotea nutans (FIGURA 5C) medem 7,8
cm de comprimento e 1,9 cm de largura, sdo lanceoladas, com apice agudo, base
cuneada em peciolo, este medindo 0,4 cm de comprimento, glabro e canaliculado.
Face abaxial e adaxial glabra, de reticulagdo densa, nervura primaria saliente e
com auséncia de domacias. A descricao da folha ocorreu de acordo com o
material vegetal utilizado, e os relatos condizem com a descrigao feita por Brotto e
colaboradores (2013).

FIGURA 5 - Ocotea nutans (Nees) I\/‘Iﬂgz

1 g

FONTE: O autor (2016)
NOTA: A: Planta no habito; B: Ramo das folhas; C: folhas em face abaxial (AB), face
adaxial (AD)
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A epiderme da lamina foliar, em vista frontal, na face adaxial, apresenta
células epidérmicas de formas poliédricas de tamanho irregular com paredes
anticlinais de formato reto (FIGURA 6A) e com células epidérmicas levemente
onduladas na face abaxial (FIGURA 6B). A folha é caracterizada como
hipoestomatica, com estdmatos do tipo paracitico presentes apenas na face
abaxial e localizados no mesmo nivel das demais células epidérmicas (FIGURA
6C). Esse tipo de estdbmato é caracteristico em Lauraceae (METCALFE; CHALK,
1972), sendo observados nas espécies Ocofea gardneri (Meisn.) Mez
(COUTINHO et al. 2006b), Ocotea puberula (Rich.) Nees (FARAGO et al., 2005)
e Ocotea duckei Vattimo (COUTINHO et al., 2006a)

Em secgao transversal, a epiderme de Ocofea nutans mostra-se
unisseriada com células isodiamétricas em ambas as faces. A cuticula é
relativamente espessa, sendo lisa em ambas as faces e mais espessa na face
adaxial (FIGURA 6E) e reagiu positivamente ao teste com Sudam Il (FIGURA
10A).

Diferente da espécie Ocotea puberula (FARAGO et al., 2005) a espécie
Ocotea nutans nao possui tricomas glandulares e nem tectores. A presenca de
tricomas simples, unicelulares e pluricelulares, € comum em Lauraceae (FAHN,
1990). Sua auséncia também foi observada em Ocotea gardneri (COUTINHO et
al., 2006b). No estudo de Coutinho et al. (2006a), os autores n&o evidenciaram
nas fotomicrografias a presenga ou auséncia de tricomas em Ocotea duckei,
portanto para a espécie a comparacdao nado € feita com exatiddo, s6 com a
observacéao visual das fotomicrografias, na qual possivelmente se assemelha com

Ocotea nutans e Ocotea duckei com auséncia de tricomas.
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FIGURA 6 - Ocotea nutans (Ness) Mez — FOLHA EM CORTE PARADERMICO E SECCAO

e

i

H

FONTE: O autor (2016).

NOTA (1) A: Epiderme vista frontal, face adaxial, corte paradérmico; B: corte paradérmico, face
abaxial, presenga de estdbmatos; C: Presenca de estdmatos em MEV. D: Aspecto geral
da expansao da lamina foliar; E: Nervura central evidenciando o cilindro vascular
medular e o feixe vascular interno; F: Sistema vascular.

(2) Cuticula lisa (CL); Estobmato (ET); Colénquima (CO); Cortex (CX); Epiderme (EP);
Parénquima palicadico (PP); Parénquima esponjoso (PE); Bainha esclerenquimatica
(BE); Floema (FL); Feixe vascular (FV); Xilema (XI); Célula secretora (CS); Microscopia

eletrénica de varredura (MEV).
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O mesofilo é do tipo dorsiventral (FIGURA 6D), composto por parénquima
clorofiliano paligadico uniestratificado e parénquima clorofiliano esponjoso
variando de quatro a oito estratos. Distribuidos no mesofilo, também sao
observadas células secretoras de substancias de natureza lipofilica e
mucilaginosa (FIGURA 6D, 6E). As espécies Ocotea puberula (FARAGO et al.,
2005) e Ocotea duckei (COUTINHO et al., 2006a) possuem a mesma descrigao
para o mesofilo e as demais estruturas celulares, sendo as mesmas descri¢cdes
relatadas por Metcalfe e Chalk (1972) onde o mesofilo dorsiventral € considerado
padrao para as Lauraceae. Ja Ocotea gardneri (COUTINHO et al., 2006b) difere-
se ao proposto encontrado para a familia Lauraceae apresentando mesofilo do
tipo isobilateral, ndo usual a familia, cujo caractere segundo Coutinho et al.,
(2006b) pode auxiliar na identificacdo desta espécie.

A nervura central (FIGURA 6E) apresenta-se biconvexa, descricdo
também semelhantes as espécies Ocotea gardneri (COUTINHO et al., 2006b),
Ocotea puberula (FARAGO et al,. 2005) e Ocotea duckei (COUTINHO et al.
2006a). A epiderme é uniestratificada, com células que apresentam a parede
periclinal externa de formato levemente lenticular em ambas as faces sendo
revestida por cuticula relativamente espessa. Subjacente a epiderme observam-
se camadas de colénquima angular, com seis estratos junto a face adaxial e
aproximadamente quatro estratos na face abaxial.

O sistema vascular (FIGURA 6F) possui o xilema voltado para a face
adaxial e é constituido por um feixe unico do tipo colateral em arco aberto. O
xilema apresenta elementos traqueais enfileirados que sdo separados por raios
parenquimaticos. Entre o xilema e o floema verifica-se o cambio vascular e todo o
feixe vascular é envolto por uma bainha esclerenquimatica. Na regido central, ha
um unico feixe vascular do tipo colateral, envolvido por uma densa bainha de
fibras esclerenquimaticas, as quais reagiram positivamente com floroglucina
cloridrica nos testes histoquimicos. As fibras esclerenquimaticas podem estar
isoladas ou agrupadas, sendo predominantes na face adaxial.

Em secgéao transversal, o contorno do peciolo (FIGURA 7A) tem formato
cbncavo na face adaxial e convexo na face abaxial. A descricdo do peciolo é
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diferente das outras espécies comparadas, como por exemplo, Ocotea gardneri
(COUTINHO et al. 2006b) em que o peciolo em secg¢ao transversal € plano-
convexo na regiao distal e biconvexo na regido mediana e proximal. A espécie
Ocotea puberula (FARAGO et al., 2005) tem o peciolo em formato plano-convexo
e Ocotea duckei (COUTINHO et al., 2006a) apresenta o peciolo plano-convexo
em porcao basal e mediano e biconvexo com proeminéncias lateral na porgéo
apical.

A epiderme é uniestratificada, revestida por cuticula espessa (FIGURA
7B) com auséncia de tricomas. Das espécies comparadas nessa discussdo a
unica que apresentou tricoma no peciolo foi a espécie Ocotea gardneri
(COUTINHO et al., 2006b). Adjacente a epiderme, encontram-se varias camadas
de colénquima angular, sendo o parénquima fundamental formado por células
irregulares, com presenca de esclereides e cristais de oxalato de calcio em
concordéncia com o descrito por Santos e Oliveira (1995) (FIGURA 7C). Uma
bainha esclerenquimatica em diferentes estagios de lignificagdo envolve o feixe
vascular. Assim como na folha, o peciolo também apresenta células secretoras

oleiferas com conteudo lipofilico e mucilaginoso (FIGURA 7D).
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SVERSAL

9 . 51,

FONTE: O autor (2016)

NOTA: (1) A: Visao geral da secgéo transversal do peciolo; B: Cortex aproximado evidenciando a
epiderme e células secretoras C: Regido perimedular com presecga de cristais de
oxalato de calcio; D: célula secretora evidenciada com dleo essencial.

(2) Epiderme (EP); Bainha esclerenquimatica (BE); Xilema (XI); Floema (FL);
Célula secretora (CS); cristais de oxalato de calcio (CR);

O caule é o 6rgéao que possui como principal fungdo a sustentagdo de
todo o vegetal, incluindo as partes vegetativas e as reprodutivas e, ainda mantém
contato entre esses 6rgdos e as raizes. E formado pela epiderme e/ou periderme
e constituido por regides cortical, vascular e medular. A epiderme, geralmente, é
unisseriada e coberta por cuticula. O cértex €, na maioria das vezes, composto de

células parenquimaticas e homogéneas. O sistema vascular € composto por
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floema, cambio e xilema (OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1991; APPEZZATO-DA-
GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2006).

O caule de Ocotea nutans, seccionado transversalmente, apresenta
formato circular. A epiderme € uniestratificada com células isodiamétricas
(FIGURA 8A) revestida por espessa cuticula evidenciada por Sudam Ill. Ndo foi
observada a presencga de tricomas tectores ou glandulares.

No codrtex, subjacente a epiderme, € observado a presenca de células
que reagem positivamente com cloreto férrico e dicromato de potassio e
estruturas secretoras sao observadas (FIGURA 9D). As células oleiferas
apresentam-se normalmente esféricas, com as paredes suberizadas e com
conteudo amarelado (FIGURA 7D). As células mucilaginosas séao semelhantes
em tamanho, forma e distribuicdo as oleiferas, sendo encontradas em, pelo
menos, quatorze géneros. Segundo Metcalfe (1987) € comum a presenca de
células secretoras de dleos ou de mucilagem em aproximadamente vinte géneros
da familia Lauraceae.

A regido medular apresenta células grandes com paredes delgadas, no
entanto com pequeno volume medular. Células pétreas ou braquiesclereides
(FIGURA 9A, 9B) s&o observadas, essa caracteristica vai ao encontro com o
descrito para outras espécies do género (SANTOS; OLIVEIRA, 1995). Cristais de
oxalato de calcio do tipo rafide e estildide sdo encontrados na regiao perimedular
(FIGURA 8C). De acordo com Nakata (2003) essas substéncias apresentam
importantes fungdes no vegetal, tais como protegdo contra herbivoria, regulador
de calcio podendo atuar como agente desintoxicante devido ao fato do cristal
poder incorporar um metal pesado.

O tipo de cristal e a sua localizagdo apresentam uma importante
caracteristica de diferenciacdo para os estudos farmacobotanicos (OLIVEIRA;
AKISUE; AKISUE, 1991).
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SEM HV: 20.0 kV 'WD: 14.67 mm

View field: 86.5 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 1.60 kx | Date{m/dly): 04/20/16 C-LABMU UEPG

FONTE: O autor (2016).
NOTA (1): A: Caule em secgao transversal, evidenciando cortex, floema, xilema, medula;

B: Detalhe do sistema vascular do caule. C: Regido perimedular evidenciando cristais

de oxalato de calcio e células pétreas; D: Cristais por microscopia eletronica de
varredura.

(2): Cértex (CX); Cristais de oxalato de calcio (CR); Células pétreas (CP);
Células secretoras (CS); Fibras (Fl); Floema (FL); Xilema (XI), Medula (ME).
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Os testes histoquimicos permitem a identificagdo estrutural de compostos
quimicos presentes em vegetais que podem ser quantificados em funcdo da
intensidade de luz observada através da microscopia. A técnica é baseada na
reagao da estrutura celular do tecido vegetal com o reagente quimico utilizado
para corar a estrutura procurada.

Os resultados dos testes histoquimicos para folhas e caule estédo
descritos na TABELA 1.

TABELA 1 - TESTES HISTOQUIMICOS REALIZADOS EM FOLHAS E CAULE DE Ocotea nutans

COMPOSTOS FOLHA | CAULE
AMIDO - -
COMPOSTOS FENOLICOS + +
COMPOSTOS LIPOFILICOS + +

CRISTAIS DE OXALATO DE CALCIO

1
+

LIGNINA + +

FONTE: O autor (2016)
LEGENDA: reacao positiva (+); reagao negativa (-)

Os meétodos histoquimicos estdo fundamentados nas reagdes cromaticas
para o reconhecimento de substadncias de membranas e conteudo celular. Séo
analises mais qualitativas do que quantitativas dos componentes celulares. A
histoquimica vegetal distingue dois grupos de compostos lipofilicos (polares),
lipidios totais, insaturados, acidos graxos, terpendides (6leos, resinas e lactonas
sesquiterpénicas) e compostos hidrofilicos (apolares), sendo estes fendlicos,
amidos, taninos, alcaldides, entre outros (PEARSE, 1960; GERSBACH; REDDY
2002; DORES, 2007).

O teste de sudam lll evidencia compostos lipofilicos, e foi positivo para a
folha (FIGURA 10A) e para o caule (FIGURA 9C). Observou-se concentragao de
lipidios na superficie foliar em regides mais proximas a epiderme.

O teste com lugol foi negativo para folhas e caule. As secgdes transversais

de folhas ndo apresentaram a presenca de amido em suas estruturas.
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A reacao com cloreto férrico oxida compostos fendlicos pela influéncia do
metal da solugdo, ocasionando o escurecimento do tecido. Os compostos
fendlicos foram evidenciados nas folhas (FIGURA 10E) e no caule (FIGURA 9D).

O teste para presenca de lignina foi positivo para a folha (FIGURA 10D) e
para o caule (FIGURA 9A).

FIGURA 9 - TESTES HISTOQUIMICOS DO CAULE DE Ocotea nutans

(Nees) Mez
EP cT A §

i I,

200um

FONTE: O autor (2016).
NOTA (1): A — Teste com floroglucina. B - Células pétreas (na medula do caule). C - Teste com
Sudam lll, evidenciando cuticula. D Reagao com cloreto férrico (compostos fendlicos).
(2): Epiderme (EP); Compostos fendlicos (CF), células pétreas (CP); Medula (ME);
Xilema (XI); Floema (FL); Fibras (FI); Cértex (CX); Cuticula (CT).
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O teste com azul de metileno, corante que evidencia mucilagens, foi
positivo para as folhas (FIGURA 10B). Pode-se observar, em amarelo, a presenga

de célula secretora de 6leo essencial.

FIGURA 10 - TESTES HISTOQUIMICOS DA FOLHA DE Ocotea nutans (Nees) Mez.

FONTE: O autor (2016)
NOTA (1): A. Cuticula evidenciada com Sudam Ill. B azul de metileno (caracteristico para

mucilagem); C e D — Floroglucina corando lignina (rosa). D feixe vascular de pequeno
porte, envolvido por bainha esclerenquimatica E. Reagdo com cloreto férrico, as células
escuras (marrom intenso, quase preto) apresentam compostos fendlicos (cf).

(2): Célula secretora (CS); Compostos fendlicos (CF); Cértex (CX); Cuticula (CT);
Colénquima (CO); Epiderme (EP); Fibras (FI); Mucilagem (MU); Floema (FL); Bainha
esclerenquimatica (BE); Praquenquima paligadico (PP); Parenquima eponjoso (PE);
Xilema (XI)
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A descricdo da morfologia vegetal é importante tanto para a
caracterizagao e identificacdo da planta como para o conhecimento da flora de
uma regido, podendo encontrar caracteres especificos da espécie, designados
como marcadores. Esses marcadores podem estar relacionados a forma ou a
uma dada caracteristica, onde se houver dificuldade de distingdo entre elas pode
servir para discriminar as espécies (SONAGLIO et al., 2004).

4.2 ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Os ensaios fisico-quimicos sédo importantes parametros a se estabelecer,
pois definem e confirmam padrdes de controle de qualidade para determinada
espécie, uma vez que denunciam adulteracdes ou falsificagdes de materiais. No
caso de Ocotea nutans, foram estabelecidos pela primeira vez, agregando dados
inéditos ao compilado da espécie.

Os parametros de analise do teor de umidade e cinzas totais foram
determinados pela primeira vez para a espécie Ocotea nutans. Esta analise tem
grande importancia uma vez que pode auxiliar na identificacdo botanica e
identificacdo de impurezas na amostra (BRASIL, 2010). A combinagcdo destes
parametros fisico-quimicos é exclusiva de cada espécie. O teor de umidade e
cinzas mostra variagdes conforme a parte morfolégica analisada. Foi encontrado
um valor maior de umidade no caule e de cinzas na folha. Os resultados estao

demonstrados como média + desvio padrao na TABELA 2.

TABELA 2 - ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO MATERIAL VEGETAL

ANALISE UMIDADE (%) CINZAS (%)
FOLHA 8,45 + 0,029 4,80 + 0,012
CAULE 11,31 £ 0,004 9,13 +0,033

FONTE: O autor (2016)
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O teor maximo de umidade estabelecido nas diferentes farmacopeias
varia entre 8 e 14%, com poucas excegdes especificadas em monografias
(BRASIL, 2010). A presenga de umidade em material prima vegetal propicia a
acao de enzimas podendo acarretar a degradacdo de constituintes quimicos,
além de possibilitar o desenvolvimento de fungos (FARIAS, 2003).

A determinacdo do teor de cinzas permite a verificacdo de impurezas
inorganicas nao volateis que podem estar presentes como contaminantes no
material vegetal (FARIAS, 2003). E representado pela soma de material
inorganico integrante da espécie (cinzas intrinsecas) com as substancias
aderentes de origem terrosa (cinzas extrinsecas) (BRAGA et al., 2007). Na
Farmacopeia Brasileira ndo ha informacgdes sobre o limite maximo de cinzas para
espécies vegetais, porém o resultado da determinagao de cinzas totais apresenta-
se abaixo de 14%, conforme os limites estabelecidos nas monografias de diversas
drogas vegetais descritas.

4.3 DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS DOS EXTRATOS DAS FOLHAS
E CAULE DE Ocotea nutans

Assim como os ensaios fisico-quimicos, o teor de solidos de extratos das
folhas e caules pode ser aplicado como parametro de controle de qualidade dos
extratos. Nao ha padrdes estabelecidos para valores aceitaveis de teor de solidos
de extratos, pois a descricdo do teor é inédita a essa espécie. Conforme
metodologia descrita, os teores de sdlidos totais (g/mL) dos extratos brutos das

folhas e do caule estao descritos na TABELA 3 (média £ desvio padrao).

TABELA 3 - TEOR DE SOLIDOS DO EXTRATO BRUTO DE Ocotea nutans

AMOSTRA TEOR DE SOLIDOS (g/mL)
FOLHAS 0,1282 + 0,0009
CAULE 0,1866 + 0,0023

FONTE: O autor (2016)
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4.4 RENDIMENTO DOS EXTRATOS E FRACOES DE Ocotea nutans

O rendimento dos extratos brutos foi calculado a partir do valor obtido de
solidos totais. O caule possui um rendimento de (18,66 + 0,2)% e nas folhas o
rendimento foi de (12,82 + 0,09)%. Apds o calculo do rendimento, o EBF e EBC
foram fracionados para a obtengédo da fragdo hexano (FH), fracdo cloroférmio
(FC), fracéo acetato de etila (FAE) e fragdo remanescente (FR). Na TABELA 4 foi

demonstrado o rendimento de cada fracdo em relacao ao extrato bruto.

TABELA 4 - RENDIMENTO DAS FRACOES EXTRAIDAS POR SOXHLET

RENDIMENTO (%) EM

AMOSTRA MASSA OBTIDA (g) RELAGAO AO EXTRATO
BRUTO TOTAL

FOLHA CAULE FOLHA CAULE

FH 8,8211 12,3988 42,98% 41,52%

FC 6,0878 5,8394 29,66% 19,55%

FAC 1,3973 7,2629 6,08% 24,32%

FR 4,2138 4,3589 20,53% 14,59%

FONTE: O autor (2016)
NOTA: Fragéo hexanica (FH), Fragao cloroférmio (FC), Fracdo Acetato de etila (FAE) e
Fracao residual (FR).

Pode-se observar que a fragdo com maior rendimento foi a fragcdo hexano
da folha (FHF) seguido da fragcdo hexano do caule (FHC), e a de menor
rendimento foi a fragcdo acetato de etila da folha (FACF) seguido da fragao

cloroférmio do caule (FCC).

4.5 ANALISE DE COMPOSTOS POR CCD

A anadlise fitoquimica preliminar é realizada para obter informagdes

qualitativas acerca dos principais grupos de metabdlitos presentes na amostra.
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A cromatografia em camada delgada (CCD) é um método considerado
rapido, eficiente de baixo custo e facil reprodutibilidade. Esta analise tem como
objetivo avaliar as caracteristicas qualitativas dos principais grupos quimicos
presentes nas fracdes, utilizando reacdes de coloracao e fluorescéncia.

Por meio da analise de CCD foram encontrados os resultados descritos
na TABELA 5.

TABELA 5 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DOS EXTRATOS FRACIONADOS

AMOSTRAS
METABOLITOS FOLHA CAULE

SECUNDARIOS FH FC FAE FR FH FC FAE FR

Alcaloides - + - - - + + -

Cumarina - + + + - + - -

Esteroides + + - - + + - -

Flavonoides - - + - - - + -

Taninos - - + + - - + +

Terpenos + + - - + + - -

FONTE: O autor (2016)

NOTA: Fracdo hexanica (FH), Fragao cloroférmio (FC), Fragdo Acetato de etila (FAE) e Fragao
residual (FR).

LEGENDA: (-) negativo; (+) positivo

A classe de metabdlitos encontrados na triagem por CCD condiz com o
esquema de separagao proposto por Cequinel-Filho e Yunes (1997). Do extrato
hexano pode-se obter esteroides e terpenos. Da fragdo cloroférmio pode-se
extrair alcaloides, cumarina e terpenos. Da fracdo acetato de etila pode-se extrair
flavondide e taninos. Na espécie Ocotea pulchella o ensaio fitoquimico preliminar
evidenciou a presenca de metabdlitos secundarios podendo destacar alcaloides,
flavonoides, taninos, esteroides, terpenos (ARAUJO, 2012). Os resultados obtidos

no screening fitoquimico condizem com a literatura para o género Ocotea.
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4.6 ANALISE DO OLEO ESSENCIAL DE Ocotea nutans

4.6.1 Rendimento do 6leo essencial

O rendimento do 6leo essencial de Ocotea nutans, obtido através de
hidrodestilacdo por arraste de vapor d’agua em aparelho de Clevenger foi de
0,54% (p/v) em relacao as folhas. Assim, a cada 100 g de material vegetal seco
das folhas foi possivel obter 0,54 mL de 6leo essencial.

A presenca de células oleiferas é comum a familia Lauraceae e foram
bem evidenciadas nas fotomicrografias (item 4.1. e FIGURA G6E, 6F). A
quantidade de ductos tem influéncia direta na producado de 6leo essencial pela
planta. O 6leo essencial do género Ocotea comecgou a ser explorado com Ocotea
odorifera que possui um rendimento de 6leo nas folhas de 0,86%, ou seja, 0,86
mL de oleo essencial para cada 100 g de folha seca (CASTELLANI et al., 2006).
Garrett e colaboradores (2010) utilizaram as folhas de Ocofea notata para
obtencdo do dleo essencial e obtiveram um rendimento de 0,12%, ou seja, 0,12
mL de oleo para cada 100 g de folha seca.

Ocotea odorifera é considerada e descrita como um dos melhores
rendimentos de Oleo essencial do género Ocotea e também foi das mais
exploradas do género devido a presencga da substancia safrol, um dos compostos
majoritarios que seu 6leo essencial possui. Sendo assim, o 6leo de Ocotea nutans
teve um bom rendimento, se comparado com o obtido em Ocotea notata
(GARRETT et al.,, 2010), porém teve rendimento inferior se comparado com
Ocotea odorifera (CASTELLANI et al., 2006).

4.6.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG/EM)

O cromatograma obtido a partir da analise de CG/EM do d6leo essencial
das folhas de Ocotea nutans esta representado na FIGURA 9. A identificacdo dos
compostos foi efetuada por comparagdo com os espectros da biblioteca NIST
2014 (banco de dados do sistema) e por comparagdo com espectros de
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referéncias bibliograficas descritos por Adams (2007). Os compostos quimicos
identificados na composicdo quimica do 6leo essencial, por analise em CG/EM
estao descritos na TABELA 6.
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FIGURA 11 - ANALISE EM CG/EM DO OLEO ESSENCIAL EXTRAIDO DE Ocotea nutans
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TABELA 6 - COMPOSTOS QUIMICOS IDENTIFICADOS NA ANALISE EM CG/EM DO OLEO

ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Ocotea nutans

(continua)
RT AREA Al RT Al Ki COMPOSTO QuUimMICO
(%) (ADAMS, (ADAMS, (ADAMS, IDENTIFICADO
2007) 2007) 2007)

6.008 212 935 5.85 932 939 a - pineno
6.436 0.09 950 6.26 946 954 Canfeno
7127 0.16 975 6.91 969 975 Sabineno
7.255 2.81 980 7.04 974 979 R - pineno
7.604 1.13 993 7.43 988 990 Mirceno
8.510 0.07 1019 8.30 1014 1017 a - terpineno
8.949 3.24 1031 8.69 1024 1029 Limoneno
9.057 0.61 1034 8.76 1026 1031 Eucaliptol
9.216 0.09 1038 8.96 1032 1037 (z) B-ocimeno
9.602 0.09 1049 9.42 1044 1050 (E) B-terpineno
10.044 0.16 1060 9.78 1054 1059 y - terpineno
11.207 0.10 1092 10.86 1085 1088 Terpinoleno
11.659 0.18 1104 11.32 1095 1096 Linalol
13.597 0.16 1149 13.28 1141 1146 Canfora
14.986 0.72 1182 14.66 1174 1177 Terpine-4-ol
15.581 0.70 1196 15.21 1186 1188 a- terpineol
21.987 1.32 1342 21.77 1335 1338 y - elemeno
22.518 1.1 1354 22.33 1345 1348 a — cubebeno
23.493 0.33 1376 23.49 1374 1376 a — ylangeno
23.696 2.20 1381 23.49 1374 1376 a — copaeno
24.097 0.78 1390 24.05 1387 1388 R — burboneno
24.320 0.80 1395 24.04 1387 1388 R — cubebeno
24.400 1.94 1397 2415 1389 1390 R — elemeno
25.183 0.27 1415 25.00 1409 1409 a — gurjuneno
25.610 2.47 1425 25.36 1417 1419 E — cariofileno
26.004 0.38 1435 25.90 1430 1432 R — copaeno
26.431 0.89 1445 26.20 1437 1439 o — guaieno
26.607 0.44 1449 26.39 1442 1444 6,9 - guaiadieno
26.927 2.09 1457 26.64 1448 1450 Cis- muurola 3,5 dieno
27.072 1.89 1460 26.82 1452 1454 o — humuleno
27.393 3.22 1468 27.07 1458 1460 Allo-aromadendreno
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TABELA 6 —- COMPOSTOS QUIMICOS IDENTIFICADOS NA ANALISE EM CG/EM DO OLEO
ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Ocoftea nutans
(conclusao)

27.913 1.71 1480 27.77 1475 1476 trans-cadina-1(6), 4-dieno
28.057 1.13 1484 27.91 1478 1479 Yy -muuroleno
28.277 4.89 1489 28.15 1484 1485 D — germacreno
28.467 0.72 1493 28.37 1489 1490 R — selineno
28.727 3.09 1500 28.53 1493 1493  Trans-muurola-4(14),5 dieno
29.026 11.41 1507 28.83 1500 1500 Bicyclogermacreno
29.310 1.01 1514 29.29 1511 1512 0 -amorfeno
29.628 3.13 1522 29.35 1413 1513 Y - cadineno
30.367 1.84 1540 30.18 1533 1534 <trans> cadina 1,4dieno
30.570 0.31 1545 30.33 1537 1537 a — cadineno
30.818 0.24 1551 30.62 1544 1545 a — calacoreno
31.053 0.62 1557 30.78 1548 1549 Elemol

31.393 0.44 1566 31.24 1559 1561 B — germacreno
31.553 0.56 1570 31.32 1561 1563 E — nerolidol
31.823 0.28 1576 31.56 1567 1568 Palustrol

32.147 0.53 1584 31.85 1574 1575 Germacreno — D - 4 -ol
32.305 3.71 1588 31.96 1577 1578 Espatulenol
32.523 1.74 1594 32.16 1582 1583 Cariofileno éxido
32.850 2.45 1602 32.50 1590 1590 Globulol

33.277 0.80 1613 32.99 1602 1602 Ledol

33.726 2.50 1625 33.60 1618 1619 Cubenol <1,10-di-epi>
34.230 0.72 1638 34.25 1635 1636 <cis>Cadin-4-en 7-ol
34.790 3.18 1653 34.61 1644 1646 o — Muurolol
34.970 0.77 1657 35.07 1656 1658 Valerianol
35.143 2.29 1662 35.25 1661 1662 <dihydro> Eudesmol
35.297 3.73 1666 35.47 1667 1668 Bisabol-11-ol <(E)>
45.147 0.38 1939 45.06 1933 1934 Ent — rosa-5,15-diene
48.790 0.55 2043 48.66 2042 2043 Kaureno

FONTE: O autor (2016)
LEGENDA: RT (tempo de retencao); Al (indice aritmético); Kl (indice de Kovats)

Encontraram-se 68 compostos quimicos, dos quais foram identificados 59

terpenos na analise da composicdo do Oleo essencial de Ocotea nutans,
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representando 87,29% do total dos componentes presentes no 6leo essencial. Do
total identificado, 11 (10,06%) s&o monoterpenos, 5 sao monoterpenos
oxigenados (2,37%), 27 s&o sesquiterpenos (50,05%), 14 sao sesquiterpenos
oxigenados (23,88%) e 2 sao diterpenos (0,93%). Os 9 compostos nao
identificados ndo tiveram os picos de massas descritos na biblioteca e também
ndo foram identificados através dos indices de massas constantes em Adams
(2007).

O composto majoritario identificado no 6leo essencial de Ocotea nutans
foi o biciclogermacreno (11,41%), composto frequentemente citado em atividades
fungicidas (SILVA et al., 2007). O biciclogermacreno, cuja estrutura quimica esta
representada na FIGURA 11A, tem se mostrado eficiente em atividades
microbiologicas (CONSTANTIN et al.,, 2001). O D-germacreno (FIGURA 11B)
apresentou atividade anti-cancer (SYLVESTRE et al.,, 2006), atividade
antimicrobiana (DEUSCHLE et al., 2007) e insetifuga (FRANSCESCATO, 2007).
O bisabol-11-ol (FIGURA 11C) apresenta atividade farmacoldgica conhecida e é
utilizado como anti-inflamatorio (ROBBERS et al., 1997), cicatrizante e também
antimicrobiana (DARRA et al., 2008). O espatulenol (FIGURA 11D) possui
propriedades antimicrobianas (VEIGA-JUNIOR et al. 2002; LIMBERGER et al.
2004). O limoneno (FIGURA 11E) tem se mostrado eficiente em atividades anti-
inflamatoérias (HIROTA et al., 2010), gastroprotetora (ROZZA et al., 2010),
atividade quimiopreventiva para cancer de figado, pulm&o, pele e mama
(CROWELL, 1997) e atininociceptiva (AMARAL et al, 2007; MURALI;
SARAVANAN, 2012). O allo-aromadendreno (FIGURA 11F) possui atividade
fungicida (SCALCO et al., 2014).

Nao foi encontrado na literatura relatos de atividades biolégicas para o
a — Muurolol (FIGURA 11G), y - cadineno (FIGURA 11H) e Trans-muurola-
4(14),5 dieno (FIGURA 111).

Ha relatos que o D-germacreno pode-se converter em derivados
muurolenos e cadinenos, os quais ainda podem se oxidar originando cadindis e
outros derivados (BULOW; KONIG, 2000; VALTER et al., 2008). Essas reacoes

podem ocorrer sob temperaturas elevadas, como a extragdo ou em temperatura
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ambiente (TOYOTA et al.,1996), que promovem o aparecimento de varios
compostos derivados da oxigenacgdo, abertura de anel ou rearranjo de moléculas
(BULOW; KONIG, 2000).



FIGURA 12 - ESTRUTURA MOLECULAR DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS DO OLEO ESSENCIAL DE Ocotea nutans
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FONTE: O autor (2016)

NOTA: A: Biciclogermacreno; B: D-germacreno; C: Bisabol-11-ol; D: Espatulenol; E: Limoneno; F: Allo aromadendreno; G: a — Muurolol;
H: y — cadineno; I: Trans-muurola-4(14),5 dieno.
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4.7 PERFIS DAS AMOSTRAS POR CLAE/DAD

Na TABELA 7 observam-se os dados obtidos das amostras do extrato
bruto e fracdes das folhas submetidas a CLAE/DAD.

TABELA 7 - TEMPO DE RETENGAO DOS SINAIS MONITORADOS NAS ANALISES DO
EXTRATO BRUTO E FRAGOES DA FOLHA DE Ocotea nutans

AMOSTRA PICO Anbs (nm) RT (min)
1 268; 298; 339 14,29
2 290 14,97
EB 3 270; 298; 337 15,81
4 234; 265 20,02
5 228; 268; 314 28,60
FC 1 234; 265 20,02
1 268; 298; 339 14,29
2 290 14,97
FAE 3 270; 298; 337 15,81
4 256; 349 18,95
1 269; 342 13,63
FR 2 270; 338 14,46
3 270; 239 15,04

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: Apys: Bandas de absorgao (nm); RT: Tempo de Retengéo (min)

NOTA: Extrato bruto (EB); Fragéo cloroférmio (FC); Fragao acetato de etila (FAE); Fracao
residual (FR).

Nos cromatogramas das folhas da espécie Ocotea nutans foi verificado no
extrato bruto, cinco picos cromatograficos com tempo de retencédo diferentes
(FIGURA 13). Na fragdo acetato de etila (FIGURA 15) observa-se pelas bandas
de absorcao (Aaps) que os picos 1, 2 e 3 sdo 0s mesmos que aparecem no extrato
bruto da folha. Na fragao cloroférmio (FIGURA 14) obseva-se pelas bandas de
absorgao (Aaps) que o pico apresentado no cromatograma € o pico 4 representado
no extrato bruto da folha. Na fragdo residual (FIGURA 16) da folha observa-se
pelas bandas de absorc¢ao (Aaps), que este possui semelhanga com as bandas dos
picos 1, 2 e 3 do extrato bruto da amostra. Os espectros 1, 3 e 5 possuem

caracteristicas de flavonoides (FIGURA 12), possuindo duas bandas de absorgéo
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maxima, uma relacionada com os anéis B e C, em 300 a 380 nm (banda |) e a
segunda banda relacionada ao anel A, em 230 a 280 nm. Os espectros da classe
dos flavondides variam conforme oxigenagdao do composto, provocando desvios
das bandas de absorgdo (MABRY et al., 1970).

FIGURA 13 - ESTRUTURA QUIMICA DOS FLAVONOIDES

FONTE: O autor (2016)

Os picos cromatograficos presentes no extrato bruto também foram
identificados nas fracdes cloroformio e acetato de etila, demonstrando que o

fracionamento liquido-liquido é eficiente na separagao dos constituintes quimicos.
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FIGURA 14 - CROMATOGRAMA E ESPECTROS DE UV DO EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS

DE Ocotea nutans
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FONTE: O autor (2016)



FIGURA 15 - CROMATOGRAMA E ESPECTROS DE UV DA FRACAO CLOROFORMIO DAS
FOLHAS DE Ocotea nutans
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FONTE: O autor (2016)
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FIGURA 16 - CROMATOGRAMA E ESPECTROS DE UV DA FRAGAO ACETATO DE ETILA DAS

FOLHAS DE Ocotea nutans
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FIGURA 17 - CROMATOGRAMA E ESPECTROS DE UV DA FRACAO RESIDUAL DAS FOLHAS
DE Ocotea nutans
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FONTE: O autor (2016)

Analisando os cromatogramas do caule, € possivel verificar que estes
possuem uma composicdo quimica diferente do extrato bruto das folhas. Foram
monitorados no extrato bruto do caule (FIGURA 17), dois picos cromatograficos, o
primeiro caracteristico da fragdo cloroféormio (FIGURA 18) e o segundo
pertencente a fragcdo acetato de etila (FIGURA 19). Nenhum dos espectros de
ultravioleta dos picos cromatograficos analisados do caule apresenta
caracteristica de espectros de flavonoides. O tempo de retencédo e as bandas de
absorcdo podem ser analisados na TABELA 8. A fracao residual do caule nao

apresentou nenhum pico cromatografico.
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TABELA 8 - TEMPO DE RETENQAO DOS SINAIS MONITORADOS NA ANALISE DO EXTRATO
BRUTO E FRACOES DO CAULE DE Ocotea nutans

MOSTRA PICO Aaps (nm) RT (min)
1 289 15,46
EB 2 230; 266 20,23
FC 1 230; 266 20,23
FAE 1 289 15,46

FONTE: O autor (2016)
LEGENDA: Apps: Bandas de absorgéo (nm); RT: Tempo de Retengéo (min)
NOTA: Extrato bruto (EB); Fragéo cloroférmio (FC); Fragcéo acetato de etila (FAE)

FIGURA 18 - CROMATOGRAMA E ESPECTROS DE UV DO EXTRATO BRUTO DO CAULE DE
Ocotea nutans
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FONTE: O autor (2016)



FIGURA 19 - CROMATOGRAMA E ESPECTRO DE UV DA FRACAO CLOROFORMIO DO
CAULE DE Ocotea nutans
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FONTE: O autor (2016)

FIGURA 20 - CROMATOGRAMA E ESPECTRO DE UV DA FRACAO ACETATO DE ETILA DO
CAULE DE Ocotea nutans
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Mais estudos devem ser realizados com estas amostras para identificar
os constituintes quimicos presentes. Os cromatogramas demonstram que o
particionamento por polaridade crescente é efetivo na separacao das substancias,
podendo auxiliar no isolamento, quantificacdo e monitoramento da espécie por

estes picos cromatograficos.

4. ATIVIDADES BIOLOGICAS

4 .8.1 Ensaios de toxicidade in vitro

4.8.1.2 Atividade toxica em Artemia salina

A concentragao letal (CLsg) do dodecilsulfato de sodio (SDS) em Artemia
salina deve estar contida na faixa entre 13,1 e 30,9 pyg/mL em 24 horas (VEIGA;
VITAL, 2002), o que foi confirmado nos resultados obtidos: CLsg sps 24n = 24,49
Mg/mL. Esta constatagdo demonstra que a sensibilidade dos individuos esta
padronizada, o que reduz a possibilidade de gerar resultados falsamente
exacerbados ou atenuados. A avaliagéo de toxicidade aguda em Artemia salina
estabelece parametro para a espécie, uma vez que ndo foram encontrados
relatos de ensaios ecotoxicoldgicos anteriores para se estabelecer comparagdes.

Baseando-se em Meyer et al. (1982), podemos considerar toxicas
amostras que apresentam CLsp< 1000 pg/mL, ou seja, quase todas as amostras
testadas. Porém, em Amarante et al. (2011), foi descrita uma relagao entre o grau
de toxicidade em Artemia salina e a correlacdo da CLso mais detalhada: a) baixa
toxicidade (CLso > 500 pg/mL); b) moderada toxicidade (100 ug/mL < CLsg < 500
pMg/mL); c) alta toxicidade (CLsp< 100 pg/mL). Os resultados obtidos no ensaio em

Artemia salina estao descritos na TABELA 9.
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TABELA 9 - TOXICIDADE DOS EXTRATOS BRUTOS, FRACOES E OLEO ESSENCIAL EM
Artemia salina

AMOSTRA CLs INTERVALO DE
Hg/mL CONFIANCA 95%
Extrato Bruto Folhas 54,12 37,92-77,23
Hexano Folhas 201,29 175,93-230,30
Cloroférmio Folhas 410,42 372,77-451,87
Acetato de Etila Folhas 649,55 533,23-791,24
Residual Folhas > 1000 -
Oleo Essencial Folhas 62,53 51,42-76,04
Extrato Bruto Caules 215,44 157,49-294,72
Hexano Caules 104,77 66,23-164,78
Cloroférmio Caules 215,44 131,03-354,25
Acetato de Etila Caules 666,39 365,39-1214,23
Residual Caules > 1000 -

FONTE: O autor (2016)

Apenas as fracbes residuais das folhas e caules ndo ocasionaram
letalidade nos individuos no periodo avaliado, podendo ser considerados livres de
toxicidade aos organismos avaliados. As fragbes acetato de etila das folhas e
caules foram consideradas de baixa toxicidade, levando em consideragcdo a
classificagdo de Amarante e colaboradores (2011). As fracbes hexano das folhas
e caule, extrato bruto dos caules e cloroférmio de ambas as partes da planta
permaneceram enquadradas como moderadamente toxicas (AMARANTE et al.,
2011). O extrato bruto das folhas, seguido pelo dleo essencial, apresentou a
maior toxicidade, e pode ser considerado altamente toxico (AMARANTE et al.,
2011). A alta toxicidade dos extratos brutos se da pelo somatorio dos constituintes

das fracdes, pelos resultados das fragdes, aparentemente a toxicidade esta mais
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pronunciada nas fracbes mais apolares. Portanto, a maior parte das amostras foi
considerada de moderada a alta toxicidade.

Em Araujo (2012), as fragdes cloroférmio, acetato de etila e remanescente
hidroalcodlica das folhas de Ocotea pulchella apresentaram atividade tdxica
capaz de provocar mortalidade do microcrustaceo, sugerindo bioatividade. Estudo
utilizando os frutos da espécie Ocotea heterochroma (CUCA et al.,, 2009)
apresentaram atividade para o extrato bruto etandlico, fracido butanoica e com a
fracao benzeno sendo considerada com boa bioatividade.

Silva e colaboradores (2010) realizaram um estudo biomonitorado do
extrato bruto da folha, casca e frutos de varias espécies. A espécie Ocotea
minarum nao apresentou bioatividade para os extratos da folha e da casca, porém
apresentou alta toxicidade para os frutos da espécie com CLsy de 263,53 ug/mL.
A espécie Ocotea suaveolens nao apresentou toxicidade do extrato bruto das
folhas e do caule. Ja a espécie Ocotea velloziana apresentou atividade téxica com
uma CLso de 555,94 ug/mL para o extrato bruto da casca. Garrett e colaboradores
(2007) realizaram um bioensaio com o Oleo essencial de Ocotea notata tendo sua

CLso de 2,73 pg/mL, sendo considerado extremamente toxico.

4 .8.1.2 Atividade hemolitica in vitro

Os resultados da atividade hemolitica in vitro das amostras analisadas,
extratos brutos e fragdes das folhas e caules e do 6leo essencial, estdo descritos
na TABELA 10.

O teste de atividade hemolitica em eritrocitos de carneiro foi empregado
para a avaliagao da atividade hemolitica dos extratos, fracdes e 6leo essencial da
espécie Ocotea nutans. As concentragdes estudadas variam de 1000 a 100
pug/mL, demonstrando que somente a fragao cloroférmio do caule, ndo apresentou
relacdo dose dependéncia uma vez que nao foi observada uma relagao direta ou
inversamente proporcional entre o aumento de concentracées e intensidades de
hemdlise. As outras amostras testadas apresentaram relacdo dose dependéncia,
isto €, aumentando a concentracdo da solucdo dos extratos € observado o
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aumento da atividade de hemodlise. Analisando os resultados obtidos observa-se
que o extrato bruto e fragdo hexano do caule e da folha apresentam alto potencial
hemolitico. O 6leo essencial € o que possui 0 maior potencial hemolitco no teste,
sendo, portanto superior a hemolise (branco) nas concentragdes de 200 a 1000
pug/mL.

A atividade hemolitica in vitro pode ser considerada um bom teste de
triagem de toxicidade de extratos e fragdes vegetais visto que através da
avaliacdo da estabilidade mecanica da membrana do eritrocito de carneiro
podemos caracterizar os danos que o composto provoca (hemolise) e
correlacionar a toxicidade dos extratos ou fragdes com potencial de atividade
terapéutica (MURADOR; DEFFUNE, 2007; SCHULZ et al., 2005).
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TABELA 10 - AVALIAQAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DOS EXTRATOS BRUTOS, FRACOES
E DO OLEO ESSENCIAL DA FOLHA DE Ocotea nutans

AMOSTRA/ %HEMOLISE TESTE DE %HEMOLISE TESTE DE
CONCENTRAGAO DA FOLHA DUNCAN CAULE DUNCAN
AMOSTRA (ug/mL) FOLHA CAULE

CONTROLE - 100 b 100 a
100 17,69 fghi 7,57 i
200 40,65 e 43,17 cd
EB 500 44,41 e 71,09
1000 53,95 d 101,05 a
100 16,10 ghi 10,03 hi
200 22,44 fg 50,49 c
FH 500 54,01 d 77,93 b
1000 172,83 a 94,55 a
100 16,20 ghi 6,23 i
200 20,68 fgh 8,41 i
FC 500 26,57 f 11,87 hi
1000 91,17 c 44,98 cd
100 9,94 i 10,40 hi
200 11,48 hi 13,05 hi
FAE 500 12,20 hi 33,76 e
1000 15,32 ghi 40,78 de
100 10,82 hi 11,39 hi
200 11,05 hi 13,87 hi
FR 500 11,61 hi 14,63 hi
1000 13,25 ghi 18,63 h
CONTROLE
OE - 100 d - -
100 103,37 c - -
200 128,93 c - -
OE 500 189,13 b - -
1000 281,08 a - -

FONTE: O Autor (2016)
NOTA (1): Extrato bruto (EB); fragao hexano (FH); fragao cloroférmio (FC); fragao acetato de etila
(FAE); fracao residual (FR).
(2): Amostras classificadas no mesmo grupo néo diferem estatisticamente.

Para a atividade hemolitica da folha as fragdes hexano e cloroférmio
apresentaram a maior porcentagem de hemdlise em comparagédo com o controle.

Os resultados demonstraram que a fracdo hexano na concentracido de 1000
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Mg/mL possui hemolise superior ao controle, seguidos pela fragdo cloroférmio na
concentragdo de 1000 pg/mL. Demonstrando que a FH da folha e a FC da folha
possuem alta atividade hemolitica. Pode-se observar essa atividade no GRAFICO
1.

GRAFICO 1 - COMPARACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DO EXTRATO BRUTO E FRACOES
DA FOLHA DE Ocotea nutans
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FONTE: O Autor (2016)

NOTA: Controle (CTL); Extrato bruto (EB); Fracdo Hexanica (FH), Fragdo Cloroféormio (FC),
Fracdo Acetato de Etila (FAE), Fracao residual (FR). Considere o controle como hemdlise total,
sendo 100%.

Para a atividade hemolitica do caule o extrato bruto e a fragdo hexano

apresentaram a maior porcentagem de hemolise em comparagédo com o controle.
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Os resultados demonstraram que o extrato bruto na concentragdo de 1000 ug/mL
possui hemdlise superior ao controle, seguidos pela fragdo hexano na
concentragado de 1000 pg/mL. Demonstrando que a EB do caule e a FH do caule
possuem alta atividade hemolitica. Pode-se observar essa atividade no GRAFICO
2.

GRAFICO 2 - COMPARACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DO EXTRATO BRUTO E FRACOES
DO CAULE DE Ocotea nutans
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FONTE: O autor (2016)

NOTA: Controle (CTL); Extrato Bruto (EB), Fragdo Hexéanica (FH), Fragdo Cloroférmio (FC),
Fracdo Acetato de Etila (FAE), Fracao residual (FR). Considere o controle como hemdlise total,
sendo 100%.
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Para o 6leo essencial foi observado a presenca de atividade hemolitica
acima do controle de hemodlise. O d6leo essencial da espécie Ocotea nutans é
composto de derivados de terpendides. Os terpenos abrangem uma grande
variedade de susbtancias de origem vegetal e tem comprovada importancia como
defensivos das plantas e estdo relacionados com toxicidade. A concentracédo de
1000 pg/mL apresentou-se de maior atividade hemolitica, possivelmente pela
maior concentracado de oleo na solugdo. Em comparagao com o controle, pode-se
afirmar que todas as concentragbes do Oleo essencial da espécie foram
consideradas hemoliticas. Pode-se observar a comparagdo da atividade no
GRAFICO 3.

GRAFICO 3 - COMPARACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DO OLEO ESSENCIAL (OE) DE
Ocotea nutans.
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FONTE: O Autor (2016)
NOTA: Oleo essencial (OE). Considere o controle como hemdlise total, sendo 100%.

As plantas contém principios ativos responsaveis pelas propriedades
terapéuticas e a acado tdéxica de alguns metabdlitos secundarios é bem

evidenciada. A atividade téxica da fracao cloroférmio da folha pode ter correlagao
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com alguns alcaloides, que mesmo em pequenas quantidades, sdo substancias
potencialmente toxicas (DEWICK, 2002). A presenca de taninos conferem a
planta atividades toxicas e aglutinantes (MONTEIRO et al., 2005; SILVA, 1999).

4.8.2 Determinagdo da concentracao inibitoria minima (CIM)

Conforme observado na TABELA 11, ao avaliar a atividade antibacteriana
dos extratos e fragcdes e também do 6leo essencial, foi observado que ha um
potencial inibitério contra micro-organismos gram-positivos, e uma baixa atividade
frente a bactérias gram-negativas, com excecédo a E. coli. Ha sugestao que os
compostos terpenoides e seus derivados oxigenados apresentem uma inibigao
mais efetiva sobre os micro-organismos gram-positivos que em gram-negativos
(TIWARI et al., 2009)

A FHC foi a mais efetiva na inibicdo bacteriana chegando a uma CIM de
125 yg/mL para E. faecalis e E. coli, valor também da CIM do EBC para E.
faecalis.

A CIM de extratos brutos, fracdes do caule e folhas e do 6leo essencial da
espécie Ocotea nutans estao representados na TABELA 11.

Os valores obtidos das CIMs foram classificados em bom potencial
inibitério (até 100 pg/mL); moderada atividade inibitoria (entre 100-500 ug/mL);
fraca atividade inibitoria (entre 500-1000 pg/mL) e inativos (maiores que 1000
pug/mL) (TANAKA et al., 2005; AYRES et al.,, 2008; SANTOS et al.,, 2008).
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TABELA 11 - CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA(CIM) DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS, FRACOES E DO OLEO
ESSENCIAL DE Ocotea nutans

Extratos e fragdes da folha (ug/mL) Extratos e fragoes do caule (ug/mL) OE

Micro-organismo EB FH FC FAE FR EB FH FC FAE FR  OE
Gram-positivo
E. faecalis ATCC 29212 500 500 500 250 1000 125 125 1000 250 500 500
S. aureus ATCC 25923 1000 1000 500 1000 - 250 250 1000 250 - 1000
S. epidermidis ATCC 12228 1000 500 1000 500 - 500 500 1000 250 1000 1000
Gram-negativo
E. coli ATCC 25922 500 500 500 1000 1000 250 125 1000 250 1000 -
K. pneumoniae ATCC 700603 - - - - - - - - - 1000 -
P. aeruginosa ATCC 27853 - - 1000 1000 - - - 1000 1000 1000 1000

FONTE: O autor (2016)
NOTA: (EB) Extrato Bruto, (FH) Fragéo Hexano, (FC) Fragdo Cloroférmio, (FAE) Fragdo Acetato de Etila, (FR) Fragdo Residual, (OE) Oleo

essencial, (-) CIM superior a 1000 yg/mL para o extrato bruto e fragdes.
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A atividade antimicrobiana de extratos e 6leos essenciais de plantas
medicinais foi comprovada em varios estudos realizados em paises que possuem
uma flora diversificada (HOLETZ et al.,, 2002; ADWAN et al, 2008;
MULYANINGSIH et al.,, 2011). Segundo Michelin et al. (2005) os antibiéticos
vegetais possuem uma estrutura quimica que difere daquela dos antibidticos
derivados de micro-organismos ou sintéticos, podendo interferir no metabolismo
de patégenos, ativando ou bloqueando reagbes e a sintese enzimatica, na
alteracao de estruturas das membranas ou em outras estruturas celulares. Porém,
desde o advento dos antibioticos, o uso de derivados de plantas como
antimicrobianos tem sido incipiente (COWAN, 1999).

O género Ocotea representa um grupo de plantas que apresentam em
sua composicdo compostos bioativos com atividade antimicrobiana, sendo que a
espécie Ocotea nutans nao foi a Unica a ser estudada. Estudos realizados com a
espécie Ocotea odorifera, também utilizando o método de CIM para os extratos
brutos da folha e da casca (ROGATTO et al., 2014), demonstraram sensibilidade
antibacteriana frente as bactérias E. faecalis, S. aureus, P. aeruginosa e
auséncias da atividade para E. coli e de atividade fungicida para C. albicans.
Estudo realizado com o o6leo essencial de Ocotea odorifera (CANSIAN et al.,
2010) apresentou atividade antibacteriana contra E. faecalis, S. aureus, S.
epidermidis, E. coli e K. pneumoniae, sendo considerado pelo autor como mais
efetivo as bactérias gram-negativas comparando as concentragdes de inibig&o.

Outra espécie utilizada em ensaio antibacteriano foi a Ocotea notata
(GARRETT et al., 2007), onde atividade do 6leo essencial da espécie apresentou
um poder de inibigao para E. faecalis, S. aureus, S. epidermidis.

Cowan, em 1999, numa revisdo sistematica enumerou os principais
elementos antimicrobianos encontrados na natureza e a sua agado contra
diferentes micro-organismos. Observou que os fenois e polifenois, flavonoides e
terpenos sao eficazes ativos contra micro-organismos, especialmente bactérias, ja
que seus efeitos, ainda nao totalmente descritos, podem ativar ou inativar
compostos rompendo ou até desestruturando as membranas e agindo sobre

compostos lipofilicos causando a perda de enzimas e nutrientes da membrana
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celular bacteriana por sua capacidade de agir na parede celular dos mesmos
dissolvendo a parte lipofilica.



84

5. CONCLUSOES

A espécie Ocotea nutans, pertencente a familia Lauraceae, ndo apresenta
descricdo na literatura sobre sua composicdo fitoquimica ou qualquer outro
estudo descritivo desse cunho. Em uma pesquisa fitoquimica preliminar por CCD,
esta espécie evidenciou a presencga de grupos de metabdlitos secundarios como:
alcaloides, flavonoides, esteroides, terpenos, cumarinas e taninos.

A descricdo morfoanatdémica e testes histoquimicos de Ocotea nutans
foram importantes para a caracterizagdo e correta identificacdo desta, sendo
descritos pela primeira vez nesta espécie.

Em analise cromatogréafica (CG/EM) do 6leo essencial extraido das folhas
de Ocotea nutans identificou-se a presenga majoritaria dos componentes
biciclogermacreno, D-germacreno, bisabol-11-ol, estabelecendo também o
rendimento do 6leo essencial da espécie.

O ensaio de toxicidade sobre Artemia salina apresentou niveis de
toxicidade significativos nos extratos brutos cetbnicos, fracbes e oleo essencial,
ficando somente as fracbes residuais fora da classificacdo de toxicidade.
Merecem destaque o extrato bruto da folha, fragcdo hexanica do caule e o 6leo
essencial por se enquadrarem em altamente toxica e por possivelmente
possuirem potencial para atividades biolégicas que demandem componentes
toxicos.

O ensaio hemolitico in vitro evidenciou maiores niveis de hemolise nas
concentracdes de 1000 pL do extrato bruto da folha e fracdo hexanica da folha. E
um nivel de hemodlise acima do controle no 6leo essencial, onde todas as
concentracdes apresentaram potencial hemolitico.

A avaliagdo do perfil de susceptibilidade antimicrobiana indicou que a
fracao hexano do caule apresentou o maior potencial inibitério sobre a bactéria E.
faecalis e E. coli, e o extrato bruto do caule apresentou menor CIM para a
bactéria E. faecalis por meio da metodologia de microdiluigdo em caldo.

Tendo em vista os resultados obtidos nos ensaios realizados, mostra-se
de suma importancia a continuidade dos estudos para o isolamento e
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identificagcdo dos compostos responsaveis por tais atividades nos extratos, com
destaque para as fragbes que mostraram um desempenho significativo toxico e
também as fragdes que nao apresentaram potencial téxico que podem possuir
outra atividade bioldgica ou farmacoldgica relevante.

Este trabalho contribuiu para o enriquecimento dos dados a respeito da
espécie Ocotea nutans (Nees) Mez que anteriormente se limitava ao
levantamento botanico, além de revelar atividades interessantes que necessitam

de estudos complementares.
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ANEXO 1

AUTORIZAGAO DAS ATIVIDADES DE ACESSO AO PATRIMONIO GENETICO

.

SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERID D MEIO AMBIENTE :
INSTITUTO BRASILEIRD DO MEID AMBIENTE E DOS RECURSDS MATURAIS RENOVAVEIS

AUTORIZACAD DAS ATIVIDADES DE ACESS0 AQ PATRIMONIO
GENETICO REALIZADA DE ACORDO COM A RESOLUCAOQ CGEN N385,
DE 27 DE ABRIL DE 2011
N 032014

O INSTITUTO BRASILEIRC DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEIS, credenciedo pelo Conselho de Gest#o do Patriménio Gendtico
{CGEN/MMA), por meio da Deliberagiio CGEMN n® 40, de 24 de setembro de 2003, [uTE BUiOTIZAT
instituigio nacional, publica ou privada, que exerga atividade de pesquiza & desenvolvimento nas
dreas bioldgicas e afins, a acessar  amostras de componente do patrimonio genético para fins de
pesquisa cientifica sem potencial de uso econdmico, autoriza com amparo na Resolugho CGEN a®
35, de 27 de abril de 2011, que dispde sobre regularizagiio de atividades de acesso ao patrimdnio
gendtico efou ao conhecimento tradicional associado ¢ sua exploragio econtmica realizadas em
desacordo com a Medida Proviséria no 2.186-16, de 23 de agosto de 2001 & demais normas, as
atividades de acesso ao patriminie gendético desenvalvidas pela:

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, CNPIMF n® 75.095.679/0001-49, situada
na Fua XV de Novembro, 1299, Curitiba-PR, CEP: 80060-000, ¢ representada na pessoa do Reitor
Zaki Akel Sobrinho, RG n®. 14395369 SS5F/PR, CPF n® 359.063.759-53, no &mbitc das
atividades do projeto de pesquiza “Estude Chfmiico ¢ Bisldgico das Espédcies Vegetais ™,

Objetivo da Autorizaciio: Avaliar sob aspecto morfoanatimico, quimico e bioldgico das
espécies acessadas constantes do projeto de pesquisa.

Periodo das atividades: 2000 a 2009,

Validade da Auvilorizacio: Cinco anos, contados da assinatura. Em razio da continuidade
do projeto de pesquisa, o institui¢fio detentora desta autorizagiio deverd enviar ao lbama, a partir da
emissio da licenga, relatdrio anual sobre a execugdio das atividades de pesguisa, nos termos do
Decreto n.” 494672003 e Resolugiio COGEM n* 41/2013. Endercpo para envie do relatdrio:
IBAMA/DBFLO, SCEN L4 Morte, Bloco B, Brasilia-DF, CEFP: 708 1 B-300,

Esta autorizagéio das atividedes de acesso estd vinculada ds informagies e termos assinados
pelo requerente, constantes do processe n® 02000001 165/2013-47.

i - Brasilia, I|f"|'l'ﬂ|: marco de 2014,



	1. INTRODUÇÃO

	2. REVISÃO DE LITERATURA

	 

	AYRES, M. C. B. et al. Atividade antibacteriana de plantas úteis e constituintes químicos da raiz de Copernicia prunifera. Revista Brasileira de Farmacognosia, São Paulo, v. 18, n. 1, p. 90-97, Jan/Mar 2008.

	BALLABENI, V.; TOGNOLINI, M.; BERTONI, S.; BRUNI, R.; GUERRINI, A.; RUEDA, G. M.; BAROCELLI,E. Antiplatelet and antithrombotic activities of essential oil from wild Ocotea quixos (Lam.) Kosterm. (Lauraceae) calices from Amazonian Ecuador. Pharmacological Research, v.55, n.1, p. 23-30, 2007.

	BALLABENI, V.; TOGNOLINI, M.; GIORGIO, C.; BERTONI, C.; BRUNI, R.; BAROCELLI,E. Ocotea quixos Lam. essential oil: In vitro and in vivo investigation on its anti-inflammatory properties. Fitoterapia, Volume 81, n.4, p.289-295, 2010.

	BARBOSA-FILHO, J. M.; MORAIS, L. C. S. L.; ALMEIDA, R. N.; CUNHA, E. V. L.; SILVA, M. S. Ocotea duckei: Exceptional Source of Yangambin and Other Furofuran Lignans Anais Acadademia Brasileira Ciências, v. 71, n. 2, p. 231, 1999.

	GARCEZ, W. S.; YOSHIDA, M.; GOTTLIEB, O. R. Benzylisoquinoline alkaloids and flavonols from Ocotea vellosiana. Phytochemistry, v.39, n.4, p.815-816, 1995.

	GARCEZ, W. S.; GARCEZ, F. R.; SILVA, L. M. G. E.; SHIMABUKURO, A. A. Indole alkaloid and other constituents from Ocotea minarum. Journal of the Brazilian Chemical Society, vol.16, n.6b, pp.1382-1386, 2005.

	GARCEZ, F. R.; SILVA, A. G. F.; GARCEZ, W. S.; LINCK, G.; MATOS, M. C. F.; SANTOS, E. C. S.; QUEIROZ, L. M. M. Cytotoxic Aporphine Alkaloids from Ocotea acutifólia. Planta Médica, v.77, n.4, p. 383-387, 2011

	GARRETT, R.; CRUZ, A. S. R.; ROCHA, L.; SANTOS, M. G; SILVA, A. J. S. Chemical Composition and Toxicity of Ocotea notata (Nees) Mez Essential Oil. Journal of Essential Oil Bearing Plants, v. 13, n.4, p. 455-459, 2013.


	ZHOU, B. N.; JOHNSON, R. K.; MATTERN, M. R; WANG, X.; HECHT, S. M.; BECK, H. T.; ORTIZ, A; KINGSTON, D. G. Isolation and biochemical characterization of a new topoisomerase I inhibitor from Ocotea leucoxylon. Journal of Natural Products., vol.63, n.2, p.217-21, 2000.


