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RESUMO

A fabricacdo de medicamentos a partir de moléculas provenientes do metabolismo
secundario das plantas é uma interessante maneira para encontrar a cura ou
amenizar os desconfortos de uma enfermidade. Apesar do estudo de plantas com
finalidades medicinais ser desenvolvido no mundo todo, muitas espécies ainda nao
possuem estudos fitoquimicos e biolégicos. Este trabalho descreve o estudo
morfoanatémico, fitoquimico, propriedades antioxidantes e atividades bioldgicas de
Citronella. gongonha (Mart.) R.A. Howard, uma angiosperma presente em areas
umidas de Floresta Atlantica e regides pan-tropicais pertencente a familia
Cardiopteridaceae. Foi realizada morfoanatomia comparativa entre a espécie
Citronella paniculata notando-se uma diferenca de formato da nervura central e
peciolo entre as espécies. Além disso, observou-se maior quantidade de lignina
envolvendo o feixe vascular da espécie Citronella gongonha. O extrato bruto
etandlico de folhas e caule foi obtido em Soxhlet e particionado com os solventes:
hexano, cloroférmio e acetato de etila. O screening fitoquimico revelou a presenca
de terpenos, flavonoides, compostos fendlicos, cumarinas, saponinas e taninos.
Derivados do acido cinamico, acido clorogénico e catequinas foram identificados por
espectrometria de massas e a presenga do acido diclorogénico foi sugerida por
CLAE e RMN 'H e '8C como composto maijoritario desta espécie. Propriedade
antioxidante foi observada para fracdo acetato de etila e os resultados da atividade
antioxidante (%) de Citronella gongonha foram comparados com a espécie llex
paraguariensis. A fitotoxicidade da espécie foi avaliada por meio dos ensaios de
germinagao e crescimento de Lactuca sativa. Atividade hemolitica foi observada
para a fracdo hexano e toxicidade em Artemia salina foi observada para fracao
acetato de etila. A espécie Citronella gongonha oferece potencial para aplicacbes
farmacéuticas e pode ser considerada fonte dietética de compostos fendlicos.

Palavras-chave: Cardiopteridaceae. Acido clorogénico. Toxicidade. Hemolise.



ABSTRACT

The manufacture of drugs from molecules derived from the secondary metabolism of
plants is an interesting way to find a cure or ease the discomforts of a disease.
Although the study of plants with medicinal purposes is developed worldwide, many
species not have yet got their phytochemical study carried out. This work describes
the phytochemical, morpho-anatomic study so as biological activities and antioxidant
properties of Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard, an angiosperm that belongs
to the Cardiopteridaceae family and present in moist areas of the Atlantic Forest and
pan-tropical regions. A comparative morpho-anatomy between the specie Citronella
paniculata was performed. There was a difference in the shape of the central nerve
and petiole between the species. In addition, a greater amount of lignin was
observed involving the vascular bundle of Citronella gongonha. The crude ethanolic
extract of leaves and branch was obtained in Soxhlet and partitioned with solvents:
hexane, chloroform and ethyl acetate. Phytochemical screening was positive for
presence of terpenes, flavonoids, phenolic compounds, coumarins, saponins and
tannins. Derivatives of cinnamic acid, chlorogenic acid and catechins were identified
by mass spectrometry. The presence of dichlorogenic acid was suggested by HPLC
and NMR ('H and '3C) as the major compound of this species. The antioxidant
property was observed for ethyl acetate fraction and the results of the antioxidant
activity (%) of Citronella gongonha were compared with an llex paraguariensis
species. Citronella gongonha was evaluated for phytotoxicity by germination and
growth assays in Lactuca sativa. Hemolytic activity was observed for hexane fraction
and toxicity in Artemia saline was observed for ethyl acetate fraction. Citronella
gongonha offers a potential for pharmaceutical applications and may be considered a
dietary source for phenolic compounds.

Key-words: Cardiopteridaceae. Chlorogenic acid. Toxicity. Hemolysis.
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1 INTRODUGAO

Os metabdlitos secundarios como os alcaldides, terpenos, quinonas e
compostos fendlicos, produzidos por plantas sao substidncias de extrema
importancia para o desenvolvimento de novos farmacos, pois servem como modelo
molecular para a sintese e aperfeicoamento de novas drogas. Sao muitos os
exemplos de moléculas com acdo farmacolégica provenientes de plantas e
microrganismos, como no caso da morfina (Papaver somniferum) e penicilina
(Penicillium chrysogenum). Para que novas moléculas sejam descobertas e seu
potencial desenvolvido pela industria farmacéutica, a pesquisa fitoquimica de plantas
deve ser estimulada. No Brasil, ha 32 mil espécies nativas de Angiosperma
catalogadas (BFG, 2015), no entanto ainda ha pouco conhecimento associado a
marcadores moleculares e compostos majoritarios para algumas familias, devido a
alta complexidade destas matrizes e auséncia de estudos.

Na literatura publicada recentemente, estudos realizados com extratos de
plantas ou principio ativo isolado sdo comumente encontrados. Suveren et al. (2017)
forneceu evidéncias experimentais de cardioprotecdo, em estudo realizado com
coragao de ratos, com extrato de folhas de Viscum album L.(Loranthaceae) utilizado
na medicina popular turca. Na plataforma digital ClinicalTrials.gov, iniciativa da U.S
National Institute of Health (NIH) estdo contidas informagdes sobre estudos médicos
em voluntarios humanos de 203 paises. Nesta base de dados, estudo clinico de fase
3 realizados com a substancia canabidiol, encontrado em plantas da familia da
Cannabaceae estdo sendo conduzidos, como a publicagcdo de Thiele et al. (2018)
que avaliou a agao do canabidiol em pacientes com epilepsia que nao respondem ao
tratamento medicamentoso disponiveis. O estudo de plantas medicinais e seus
derivados € area da ciéncia que nunca cessa, pois sao muitos os estudos a serem
realizados a fim de comprovar a eficacia e seguranga das plantas medicinais.

O presente trabalho tem como objetivo a contribuicdo ao estudo fitoquimico
e morfoanatdmico, além de avaliar as propriedades antioxidantes, fitotoxica,
hemolitica e toxica do extrato bruto e fracbes das folhas e caule da espécie

Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard, pertencente a familia Cardiopteridaceae.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizacao fitoquimica, morfoanatdmica e avaliagdo das propriedades
antioxidantes, atividade fitotoxica, toxica e hemolitica das folhas e caule da espécie
Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coletar e identificar as espécies Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard e
Citronella paniculata (Mart.) R.A. Howard;

Notificar a pesquisa cientifica no SisGen;

Realizar analise do teor de umidade e cinzas totais das folhas e caule secos;

Realizar estudo morfoanatdmico e testes histoquimicos de comparagao
entre as espécies Citronella gongonha e Citronella paniculata;

Realizar extragdo por Soxhlet e o particionamento do extrato bruto com os
solventes: hexano, cloroférmio e acetato de etila;

Realizar o teor de sélidos do extrato bruto de folhas e caule e o célculo de
rendimento das fragdes;

Realizar analise fitoquimica por cromatrografia de camada delgada (CCD)
identificando as principais classes de metabdlitos secundarios presentes nos
extratos brutos e fracoes;

Identificar os metabdlitos secundarios presentes nas folhas e caule de
Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard;

Verificar a propriedade antioxidante dos extratos brutos e fragdes de folhas e
caule por reducdo do complexo fosfomolibdénio, redugdo do radical DPPH- e
conteudo de fendis totais;

Verificar os efeitos fitotdxicos dos extratos brutos e fragdes de folhas e caule
em sementes de Lactuca sativa por meio de ensaios de germinagao e crescimento;

Verificar a atividade hemolitica dos extratos brutos e fragcdes de folhas e
caule;

Verificar a atividade toxica dos extratos brutos e fragoes de folha e caule em

naupilos de Artemia salina.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 FAMILIA CARDIOPTERIDACEAE

A familia Cardiopteridaceae foi descrita pela primeira vez por Carl Ludwig
Blume no ano de 1847, enquanto exercia a funcado de inspetor de vacinas para a
Companhia das indias Orientais Holandesas. Por meio do contato com a populagéo
local da ilha de Java, coletou numerosas espécies tropicais e informacdes a respeito
do uso tradicionais de algumas delas. Distinguiu oito novas familias entre elas a
familia Cardiopteridaceae (FLORA MALESIANA, 2018).

Atualmente, a familia possui 15 géneros descritos que se apresentam
morfologicamente com as seguintes caracteristicas: arbustos, arvores perenes ou
liana possuem folhas simples, alternadas, inteiras, dentadas ou palmadas,
apresentam inflorescéncias axilares, espigas, fasciculos ou paniculas, flores
bissexuais ou unissexuais, calice persistente, 4-5 sépalas, 4-5 pétalas, frutas na
forma de drupas ou sédmara com apéndice terminal acentuado (SCHORI, 2016). No

QUADRO 1 estao presentes os géneros que compde a familia Cardiopteridaceae:

QUADRO 1 - GENEROS PERTENCENTES A FAMILIA CARDIOPTERIDACEAE

Acrocoelium Baill. Citronella D. Don Pleuropetalon Blume
Briquetina J.F. Macbr. Gonocaryum Miq. Pseudobotrys Moeser
Cardiopteris Wall. ex Royle Leptaulus Benth. Sarcanthidion Baill.
Cardiopteryx Engl. Peripterygium Hassk. Villaresia Ruiz & Pav.
Chariessa Miq. Phlebocalymna Griff. ex Benth. Villaresiopsis Sleumer

FONTE: Adaptado TROPICOS (2018)

A familia Cardiopteridaceae possui escassos estudos sobre o perfil
fitoquimico e atividades bioldgicas, carecendo de mais estudos, a fim de detectar o
perfil metabdlico das espécies que compdem a familia.

Su et al. (2016) isolou da espécie Leptaulus citroides coletada na floresta de
Madasgascar trés novas saponinas triterpénicas denominadas etil-leptaulosideo A, B
e C e o sesquiterpeno cinamosmolideo. Este ultimo € caracterizado como composto
volatil encontrado em plantas da familia Canellaceae, possuindo atividade
antifungica e inibidora da alfa-glicosidase (TORRES et al. 2010; AMIGUET, 2006).

Neste mesmo estudo, Su et al. (2016) verificou citotoxicidade para os compostos
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isolados em células de cancer de ovario humano A2780 e registrou atividade
moderada para estes compostos.

Kaneko et al. (1994) isolou sete flavondides derivados da apigenina, sendo
eles: apigenina 7-O-B-apiofuranosil (1 — 6)-B-d-glucopiranosideo, apigenina,
apigenina-5,7-dimetil éter, apigenina trimetil eter, apigenina 7-O-glucosideo,
apigenina 7-O-neohesperidoside e vitexina. A apegenina € um metabdlito que possui
publicagdes sobre seu efeito antioxidante, anti-inflamatério e propriedades anti-
tumorais (MADUNIC et al., 2018). Da mesma forma, a vitexina substancia
encontrada em plantas empregadas na medicina chinesa, possui estudos sobre
seus efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, anti-hiperalgésica, anti-tumoral e
efeitos neuroprotetores (HE et al., 2016; MANOLESCU et al., 2009). Estes
metabdlitos foram isolados de folhas de Gonocaryum calleryanum, espécie utilizada
na medicina tradicional Filipina para o tratamento de doengas estomacais. Estudo
realizado por Chan et al. (1998) isolou da espécie Gonocaryum calleryanum
secoriddides denominados gonocarosideo. A substancia isolada demostrou
atividade anti-microbiana contra o agente Tricomonas vaginalis, causador de
infeccao sexual transmitida por agente nao viral (BALA; CHHONKER, 2018).

3.1.1 Género Citronella

O género Citronella foi classificado inicialmente na familia lcacinaceae,
porém evidéncias moleculares registradas por meio de estudos de sequenciamento
de DNA (ndhF, rbcL, atpB e 18SrDNA) e analises morfologicas entre os membros da
familia Icacinaceae serviram como embasamento cientifico para mudanca de familia
(KAREHED, 2001). Estudos genéticos adicionais envolvendo DNA cloroplastico e
partes de DNA n&o codificados, apresentados por Bremer et al. (2002) corroboram
com a classificagdo do género Citronella na familia Cardiopteridaceae pertencente a
ordem Aquifoliales (APG, 2016; BYNG et al. 2014). O género Citronella possui 32
espécies espalhadas pelo mundo em regides de clima tropical (TROPICOS, 2018).

O QUADRO 2 resume as espécies pertencentes ao género Citronella.
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QUADRO 2- ESPECIES PERTENCENTES AO GENERO Citronella

Citronella apogon (Griseb.) R.A.
Howard

Citronella brassii R.A. Howard
Citronella chilensis (Molina) R.A.
Howard ex Mufoz
Citronella colombiana Cuatrec.

Citronella costaricensis (Donn.
Sm.) R.A. Howard

Citronella engleriana (Loes.) R.A.

Howard

Citronella gongonha (Mart.) R.A.
Howard

Citronella hirsuta Munzinger

Citronella ilicifolia (Sleumer) R.A.

Howard

Citronella incarum (J.F. Macbr.)
R.A. Howard

Citronella latifolia (Merr.) R.A.
Howard

Citronella lucidula R.A.
Howard

Citronella ramiflora (Miers)
R.A. Howard

Citronella samoensis (A.
Gray) R.A. Howard

Citronella macrocarpa Hurl.

Citronella sarmentosa (Baill.)
R.A. Howard

Citronella macrocarpa
Hurlimann
Citronella megaphylla (Miers) Citronella silvatica Cuatrec.

R.A. Howard

Citronella smythii (F. Muell.)
R.A. Howard

Citronella melliodora (Sleumer)
R.A. Howard

Citronella suaveolens (Blume)
R.A. Howard

Citronella moorei (F. Muell. ex
Benth.) R.A. Howard

Citronella sucumbiensis
Cuatrec.

Citronella mucronata (Ruiz &
Pav.) D. Don
Citronella paniculata (Mart.) Citronella toledoi Hashim.

R.A. Howard

Citronella virescens (Miers)
R.A. Howard

Citronella paraguariensis
(Hassl.) R.A. Howard

Citronella vitiensis R.A.
Howard

Citronella peruviana R.A.
Howard

Citronella philippinensis (Merr.)
R.A. Howard

FONTE: Adaptado TROPICOS (2018)

No Brasil, apenas duas espécies do género Citronella tiveram sua ocorréncia
registrada: Citronella gongonha e Citronela paniculata (MEDRI, 2002; VIANI;
VIEIRA, 2007). A Citronella gongonha ocorre nas regides centro-oeste, sudeste e sul
do pais, podendo habitar areas de Cerrado e Floresta Atlantica. A espécie Citronela
paniculata, conhecida popularmente como carne de vaga ou perobossu ocorre nas
regides sul e sudeste do pais e diferentemente da outra espécie habita também o
nordeste do pais. Além disso, tem sua ocorréncia registrada para os dominios
fitogeograficos: Caatinga, Cerrado e Floresta Atlantica (REFLORA, 2018). Nao ha
publicagdo cientifica do estudo fitoquimico e farmacoldgico para esta espécie,
igualmente ndo ha registros de qualquer estudo cientifico para as outras espécies do
género Citronella que ocorrem nas outras regides do mundo. A FIGURA 1 ilustra a

ocorréncia das duas espécies do género Citronella no Brasil.
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FIGURA 1 - DISTRIBUICAO DE Citronella gongonha e Citronella paniculata NO BRASIL

R 4 s @

FONTE: Adaptada de REFLORA (2018).

LEGENDA: A: distribuicdo de Citronella gongonha nos estados DF, GO, MS, MT, MG, RJ, SP, PR,
SC e RS; B: distribuicdo de Citronella paniculata nos estados AL, BA, PE, PI, SE, ES, RJ, SP, MG,
PR, SC e RS.

3.1.1.1 Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard

A espécie Citronella gongonha se caracteriza morfologicamente por
apresentar apice mucronado, margem da folha dentada, frequentemente acuelada e
ovario glabro (HOWARD, 1942; VIANI; VIEIRA, 2007), como representada na
FIGURA 2.

FIGURA 2 - FLORES E FOLHAS DE Citronella gongonha

FONTE: FLORA SBS (2018).

Em estudo etnobotéanico realizado por Carvalho; Rodrigues (2008) nas doze
areas remanescentes de floresta estacional semidecidual, no sul do estado de Minas
Gerais, foi registrado para espécie Citronella gongonha a utilizagdo medicinal para o
trato urinario com frequéncia de 25% entre os entrevistados. Alguns autores também

descrevem a utilizacdo das folhas desta espécie na forma de cha como bebida



24

substituta da erva-mate (llex paraguariensis) (KAREHED, 2001; MAZINE; SOUZA;
RODRIGUES, 2005). Ainda, a espécie Citronella gongonha apresenta os seguintes
sinbnimos: Cassine gongonha Mart, Myginda gongonha (Mart.) DC, Villaresia
gongonha (Mart.) Miers, llex gongonha (Mart.) D. Don, Villaresia cuspidate Miers e
Villaresia gongonha var. pungens (Miers) Engl (REFLORA, 2018). No QUADRO 3

estdo descritos os niveis de organizagdo taxondmica para espécie:

QUADRO 3 - ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DA ESPECIE Citronella gongonha

HIERARQUIA TAXONOMIA

Reino Plantae

Classe Equisetopsida C. Agardh
Subclasse Magnoliidae Novakex Takht.
Superordem Asteranae Takht

Ordem Aquifoliales Senft

Familia Cardiopteridaceae Blume
Género Citronella D.Don

Espécie Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard

FONTE: TROPICOS (2018).

Damtoft et al. (1993) isolou a partir do extrato aquoso de Citronella
gongonha seis secoridodides glicosideos (acido kingisidico, acido 8-epi-kingisidico,
acido kingisideo, 8-epi kingisideo, swerosideo e secoxyloganina), que s&o
comumente encontrados em plantas da familia Oleaceae como a espécie Syringa
velutina e nos frutos da espécie Fructus Corni, utilizada na medicina tradicional
chinesa promissora no tratamento da osteoporose (FENG et al., 2009; DINDA et al.,
2011).
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3.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos possuem uma grande diversidade de estrutura
molecular, contendo um ou mais anéis aromaticos, no qual pelo menos um
hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila (SIMOES et al., 2001;
ANGELO; JORGE, 2007). Dessa forma, podem ser classificados segundo seu
esqueleto principal, conforme o QUADRO 4:

QUADRO 4- CLASSIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

CLASSE ESTRUTURA
Fendlicos simples, benzoquinonas Cs
Acidos hidroxibenzéicos Cs— C1
Acetofenol, acidos fenilacéticos Ce—C2
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropandides Ce—Cs
Naftoquinonas Cs—Ca4
Xantonas Cs—Ci1—Ces
Estilbenos, antoquinonas Cs—C2—Cs
Flavonoides, isoflavondides Cs—C3—Cs
Lignanas, neolignanas (Ce — C3)2
Biflavonéides (Ce — C3— Ce)2
Ligninas (Ce — C3)n
Taninos condensados (Ce — C3—Ce)n

FONTE: ANGELO; JORGE, 2007

Os compostos fendlicos também podem ser classificados de acordo com a
sua ocorréncia no reino vegetal (RIBEREAU-GAYON; PEYNAUD, 1968; SOARES,
2002). A quantidade de compostos fendlicos em uma espécie de plantas pode variar
de acordo com a temperatura, condicdes do solo, luz, condicdes de crescimento,
predacao, entre outros fatores uma vez que os compostos fendlicos sdo metabdlitos
secundarios dos vegetais e sdo produzidos de acordo com as necessidades para o
desenvolvimento e estdo associados ao mecanismo de defesa dos vegetais (KING;
YOUNG,1999; HECK et a., 2008).

Inimeras sao as fontes de polifendis na dieta entre frutas, legumes, cereais
e chas, podemos ressaltar a importancia das catequinas comumente encontradas
nos chas, as isoflavonas nas preparagdes com soja, os flavondides como o
resveratrol presente em frutas e os acidos fendlicos encontrados em cerca de um
terco dos alimentos (YANG, 2001).



26

3.2.1 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos podem ser divididos em duas classes: os acidos
hidroxibenzoicos e os hidroxicinamicos. Os acidos fendlicos sdo componentes das
estruturas dos taninos que se apresentam na forma de polimeros. Os taninos, por
exemplo, conferem ao alimento a sensagao de adstringéncia e sao classificados em
taninos hidrolisaveis e condensados. Comumente encontrado nas uvas (SOARES,
2002). Os acidos hidroxicinamicos estdo presentes em varios alimentos e bebidas
de origem vegetal, como o café, erva mate, macga, ameixa, cruciferas, cereais, entre
outros (OLIVEIRA; BASTOS, 2011).

FIGURA 3 - ACIDOS FENOLICOS
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FONTE: Adaptado OLIVEIRA; BASTOS, 2011.
LEGENDA: A: acido hidroxicinamico; B: éster de acido hidroxicinamico; C: acido
hidroxibenzdico.

3.2.2 Derivados do acido cinamico (Cs— C3)

Os acidos p-cumarico, caféico, ferulico e sinapico sao derivados do acido
cindmico e estdo amplamente distribuidos nos vegetais. Estas substancias s&o
formadas pela via do chiquimato, na qual o acido chiquimico é intermediario central
desta rota metabdlica. A este intermediario é atribuido uma cadeia de trés carbonos

para formagdo do acido corismico, que por meio de reagdes de transaminacio
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formara os aminoacidos fenilalanina e tirosina. A eliminagdo do nitrogénio da cadeia
lateral destes aminoacidos e uma sequéncia de reac¢des de metilacdo e hidroxilagao
que leva a formagao dos derivados do acido cinamico (DEWICK, 2002). A FIGURA 3

ilustra parte da rota metabdlica dos derivados do acido cinamico.

FIGURA 4 - FRAGMENTO DA ROTA METABOLIQA PARA FORMACAO DOS DERIVADOS DE
ACIDO CINAMICO

CO-H COQ
fenilalanina dcido cinfmico
NADPH
CO.H COQH COZH CO,H Cc:n2 CO,H

P
NADPH SAM NAD PH SAM
OH MeO OMe
OH

tirosina ac1d0 p-cumdrico ac1d0 cafaco cido fenilico dcido sindpico

FONTE: Adaptado Dewick (2002).

Para cada substancia formada pode ocorrer reacdes de esterificacdo e
glicosilagao dando origem a ésteres e heterosideos do acido cinamico, substancias
como o acido clorogénico, acido chicorico, acido rosmarinico, entre outros sao
classificadas neste grupo de compostos. Ha também a possibilidade de
polimerizagdo dos derivados do acido cindmico dando origem a compostos
denominados ligninas. As ligninas constituem a parede celular de tecidos vegetais
de folhas e caules de plantas vasculares (DEWICK, 2002). A presenga de ligninas
em tecido vegetal esta intimamente relacionada com a presenca de acidos fendlicos.
Por exemplo os musgos (briofitas) ndo possuem tecidos lignificados, da mesma

forma que as algas, também n&o produzem &cidos fendlicos (SIMOES, 2001).
3.2.3 Acidos clorogénicos

Os acidos clorogénicos (CGAs) sédo formados pela esterificagdo do acido
quinico com um dos seguintes acidos trans-cinamicos: o acido cafeico, o ferulico,
sinapico ou o p-cumarico. Podem ser classificados de acordo com o tipo, numero e
posicao dos residuos acila (OLIVEIRA; BASTOS, 2011; CLIFFORD, 2000):
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e mono ésteres (acidos cafeiolquinicos, cumaroilquinicos e
feruloilquinicos);
e ésteres mistos dos acidos cafeico e ferulico (acidos cafeiol-

feruloilquinicos).

FIGURA 5 - ACIDO CLOROGENICO
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FONTE: Adaptado Kremr (2016).
LEGENDA: Formulas estruturais. A: acido quinico; B: acido caféico; C: acido ferulico; D: acido
p-cumarico.

Entre as atividades biologicas reconhecidas para o acido clorogénico estao
atividade antioxidante, potencial anti-carcinogénica, anti-inflamatéria, antibactericida,
e propriedades anti-obesidade (NAVEED, 2018; KERMR, 2016). Estudos
demonstram propriedades antidiabéticas e anti-obesidade evidenciando a agéo do
acido clorogénico no metabolismo da glicose, diminuindo sua disponibilidade na
circulagao sanguinea (YUKAWA, 2004). A¢ao antioxidante e antiinflamatéria inibindo
a interleucina 8 (IL-8) e a expressao de RNA mensageiro (SHIN, et al., 2017). Ainda,
estudo em modelo experimental animal evidenciou a alteragdo de niveis de o6xido
nitrico alterando a vasodilatagdo (TOM, et al 2016). Acédo antibactericida foi
comprovada para cepas de Escherichia coli, Helicobacter pylori, Stenotrophomonas
maltophilia, entre outras (FARZAEI, 2015; AYSELI, 2016; KARUNANIDHI, 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BOTANICO

As espécies Citronella gongonha e Citronella paniculata foram coletadas no
Capao do Cifloma, Curitiba-PR no Campus Jardim Botanico da Universidade Federal
do Parana em marco de 2016. O material coletado foi submetido a lavagem com
agua corrente e seco a sombra. Apés secagem do material, 0 mesmo foi triturado
em moinho de facas e martelos e armazenado em local seco e ausente de luz. O
material botanico fresco destinado ao estudo morfoanatémico foi submerso em
solucédo de FAA (JOHANSEN, 1940) e estocado em etanol a 70% (v/v) (BERLYN;
MIKSCHE, 1976). O material boténico foi identificado pelo engenheiro florestal
Marcelo Leandro Brotto do Museu Botanico de Curitiba (ANEXO 1 - 4), conforme
QUADRO 5:

QUADRO 5 - IDENTIFICACAO POR COMPARACAQ DAS ESPECIES DO GENERO Citronella

ESPECIE N° TOMBO EXSICATA
Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard MBM 387516
Citronella paniculata (Mart.) R.A Howard MBM 297713

FONTE: A autora (2018).

A notificagdo para acesso ao patrimbnio genético no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado realizado
pelo Ministério do Meio Ambiente (IBAMA) esta vinculada ao nimero de processo
02001.001165/2013-47 (ANEXO 5).

4.1.1 Controle de qualidade da matéria-prima vegetal
4.1.1.1 Determinagao de umidade

A determinacdo de umidade para as amostras de folha e caule de Citronella
gongonha foi realizado de acordo com o método gravimétrico da Farmacopeia

Brasileira (2010). Em um cadinho de porcelana, previamente dessecado e tarado, foi

pesado aproximadamente 1 g do material vegetal (folhas ou caule) seco e triturado.
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As amostras foram levadas a estufa 100°C por um periodo de 2 a 3 horas, e
pesadas a cada 30 minutos até obtencdo de peso constante. O teste foi realizado
em triplicata e o calculo para determinacao do teor de umidade seguiu a equagao 1
(Eq. 1):
% umidade = (Pa—Ps)x 100 (Eq. 1)
Pa
Considerar:
Pa= Peso do cadinho + peso da amostra

Ps= Peso do cadinho + peso da amostra seca

4.1.1.2 Determinacao de cinzas

A determinacao de cinzas para as amostras de folha e caule de Citronella
gongonha foi realizada de acordo com o método descrito pela Farmacopeia
Brasileira (2010). Os cadinhos e as amostras utilizadas no teste de umidade
(4.1.1.1) foram levados a mufla e incinerados a 600°C por aproximadamente 6
horas. Os cadinhos foram retirados da mufla e colocados em dessecador para
resfriar, as amostras foram pesadas e o teor de cinzas calculado conforme a

equacgao 2 (Eq. 2):

% de cinzas = Pa—-Pix 100 (Eq. 2)
Pa

Considerar:
Pa= Peso do cadinho + peso da amostra

Pi = Peso do cadinho + peso da amostra incinerada

4.2 MORFOANATOMIA COMPARATIVA ENTRE AS ESPECIES CITRONELLA
GONGONHA E CITRONELLA PANICULATA

O material botanico das espécies Citronella gongonha e Citronella paniculata
foi conservado em solugdo FAA (JOHANSEN, 1940) durante 7 dias e armazenado
em etanol 70% (v/v) (BERLYN; MIKSCHE, 1976).
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Para a observagcdo e comparacdo das estruturas morfoanatdmicas das
espécies do género Citronella foram preparadas laminas semipermanentes e
permanentes de cortes transversais e paradérmicos coradas com azul de astra e
fuccina basica das folhas e peciolo de cada espécie (O'BRIEN, FEDER,
McCULLY,1964). Adicionalmente, foram realizados testes histoquimicos com os
reativos: cloreto férrico para presenca de compostos fendélicos (JOHANSEN, 1940),
Sudam Il para presenca de lipidios (SASS, 1951), floroglucina cloridrica para
presenca de lignina (FOSTER, 1949) e lugol para presenga de amido (BERLYN;
MIKSCHE, 1976). Além da utilizagao de acido sulfurico (1%) para reagdo com
cristais de oxalato de calcio (OLIVEIRA; AKISSUE, 1997). As analises foram
realizadas no Laboratério de Farmacognosia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

Para analise estrutural da superficie das folhas de Citronella gongonha e
Citronella paniculata foi realizado microscopia eletrénica de varredura (MEV). As
analises foram realizadas com o microscopio eletrénico de varredura (Jeol JSM 6360

LV) no Centro de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal do Parana.

4.2 .1 Preparo das laminas

As laminas semipermanentes foram confeccionadas com glicerina a 50%
(BERLYN; MIKSCHE, 1976). Cortes transversais e paradérmicos de folhas e peciolo
das duas espécies foram realizados a mao livre com auxilio de uma lamina de ago
inox. Os cortes foram corados com azul de astra e fuccina basica ou reativos para
testes histoquimicos (Cloreto férrico, Sudam Ill, Floroglucina cloridrica e Lugol). Logo
apos, adicionou-se glicerina 50% em uma lamina e realizou-se a inclusdo dos cortes,
separadamente, na glicerina liquida cobrindo com a laminula e apos secagem das
laminas realizou a vedagao das mesmas com esmalte incolor.

As laminas permanentes foram confeccionadas com parafina (CAPUTO;
GINTINARA; MANSO, 2011). Pequenos fragmentos de folha e peciolo das duas
espécies foram colocados em contato com a parafina liquida com auxilio de uma
pinga aquecida, evitando-se a formacao de bolhas de ar em torno dos mesmos. A
parafina foi resfriada, formando-se pequenos blocos contendo os fragmentos. Estes
blocos foram seccionados no plano transversal em micrétomo rotatério Spencer 820,

em seccgdes de 6-9 um. Os cortes foram hidratados e distendidos em Iaminas para
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coloracéo e visualizagdo em microscopio optico. Os resultados foram registrados por

fotografias através de uma camera fotografica acoplada ao microscépio optico.

4.2.2 Microscopia eletrénica de varredura

As amostras de folha e peciolo das espécies do género Citronella foram
submetidas a um pré-preparo antes da analise em microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Pequenos pedagos com cerca de 1 cm de folha e peciolo de cada
espécie foram desidratados em uma série etandlica crescente (80% até grau
analitico) e levados para equipamento de ponto critico (Balzers CPD 030) para
desidratagéo das estruturas (SOUZA, 1998). Os cortes foram colados com auxilio de
fita de carbono dupla face em um suporte circular para metalizagdo em ouro (Balzers
Sputtering SDC 030). Foram registradas imagens da face abaxial e adaxial da folha
e cortes transversais do peciolo das espécies Citronella gongonha e Citronella

paniculata.

4.3 ANALISE QUIMICA

4.3.1 Extracao

Foi realizada extragédo solido-liquido em aparelho de Soxhlet modificado (Pl
0601703-7) de folhas e caule de Citronella gongonha. Uma amostra de 516,1 g de
folhas secas e trituradas foi colocada no cone do Soxhlet e a extragao realizada com
3,5 L de alcool etilico P.A. por cerca de 7 dias. Amostra de 580,3 g de caule secos e
triturados foi extraida em aparelho de Soxhlet com 3L de alcool etilico P.A. durante 5

dias.

4. 3.2 Particionamento

A partir do extrato bruto etanoico de folhas e caule de Citronella gongonha
obtido por extragao sélido-liquido foi realizado um particionamento liquido-liquido em
aparelho de Soxhlet modificado (Pl 0601703-7). Foi utilizado trés diferentes
solventes em grau analitico (hexano, cloroférmio e acetato de etila) em ordem

crescente de polaridade.
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4.3.3 Determinacéao do teor de sélido

A determinacao do teor de sélidos dos extratos brutos de folha e caule de
Citronella gongonha foi realizado de acordo com o método descrito por Miguel
(2003). Em placas de Petri, previamente dessecadas e taradas, foram pipetados 10
mL do extrato bruto de folha e caule obtidos na extragcao realizada por Soxhlet. As
placas foram mantidas em estufa a 100°C até peso constante e o teor de sélidos

calculado conforme equacdes 3 (Eq. 3) e 4 (Eq. 4):

Peso = Peso seco (g) x 10 mL (Eq. 3)

Volume do extrato bruto (mL)

Considerar:

Peso seco (g) = peso da folha (516,1 g) e caule (580,3 g) utilizado para
extracdo em Soxhlet.

Volume do extrato bruto (mL) = quantidade de extrato bruto obtido apos
extragdo em Soxhlet. Volume do extrato de folha (2,8 L) e Volume do extrato de
caule (1,4L).

% Teor de Sdlido = Ts x 100 (Eq. 4)
Peso seco
Considerar:
Ts= Peso placa Petri + amostra seca

Peso seco= valor obtido na equacgao (Eq. 3).

4.3.4 Screening fitoquimico

Foi realizada cromatografia em camada delgada (CCD) em placas de silica
de 4 x 5 cm como ensaio sistematico de analise fitoquimica preliminar, para
identificacdo dos principais grupos do metabolismo secundario das folhas e caule de
Citronella gongonha. Para realizacdo do screening fitoquimico foi utilizado fases

moveis e reveladores, de acordo com o QUADRO 6:
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QUADRO 6 — FASE MOVEL E REVELADORES UTILIZADOS PARA SCREENING FITOQUIMICO

EM CCD
ELUENTES REVELADORES
Hexano: cloroférmio (7:3)
Hexano: cloroférmio (3:7) Vanilina sulfarica
Hexano: acetato de etila (8:2)
Cloroformio: acetato de etila (7:3) Vanilina sulfarica / Dragendorff
Cloroférmio: acetato de etila (3:7) Vanilina sulfarica
Cloroférmio: metanol (9:1) Vanilina sulfurica / Dragendorff
Cloroférmio: metanol (7:3) Dragendorff / NEU /Cloreto férrico
Butanol: acido acético: H20 (4:1: 1)

NEU / Cloreto férrico

Acetato de etila: acido formico: H20 (100:10: 5)

FONTE: Adaptado Wagner; Bladt (1996).

4.3.4.1 Pesquisa de heterosideos saponinicos e taninos

Utilizando a fitoquimica classica para complementar o screening fitoquimico
de folhas e caule de Citronella gongonha, foi realizada pesquisa de heterosideos
saponinicos e taninos de acordo com metodologia descrita por Miguel (2003).

Para a realizacao destes dois ensaios foi preparado extrato aquoso com 40
g do vegetal seco e fragmentado (folhas ou caule) em 200 mL de agua e deixado em
banho-maria a 70°C durante 1 hora.

Para a pesquisa de heterosideos saponinicos foram utilizados 3 tubos de
ensaio e adicionado em cada tubo o volume de 5 mL do extrato aquoso (folhas ou
caule). Os tubos foram agitados energicamente por 5 min medindo-se em seguida o
anel de espuma formado. Apds repouso de 30 min, a presenca de heterosideos
saponinicos € confirmada pela formacao de espuma persistente com altura superior
alcm.

Para pesquisa de taninos foram utilizados 3 tubos de ensaio e adicionado
em cada tubo o volume de 5 mL do extrato aquoso (folhas ou caule) e 5 gotas de

cloreto férrico 1%. Apds formacao de precipitado escuro, 5 mL da solugdo foram
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transferidos para um baldo de fundo chato, adicionados 5 gotas de formaldeido a
37% e 4 mL de acido cloridrico. A mistura foi levada para o refluxo por 1 h. A
solugado foi filtrada e o material retido lavado com &agua destilada e alcool. Ao
material retido no filtro foi acrescido gotas de solugdo aquosa de hidroxido de
potassio 5%. A formacéo de coloracéo indica a presenca de taninos condensados.
Ao filtrado sera adicionado excesso de acetato de sédio e 4 gotas de solugao
aquosa de cloreto férrico 1%. O desenvolvimento de coloragdo azul indica a
presenca de taninos hidrolisaveis.

Em complemento a pesquisa de taninos, foi realizada ensaio de precipitacao
com solugéo de gelatina a 2,5 % em cloreto de sddio a 0,9%: O extrato aquoso foi
transferido para 3 tubos de ensaio nos volumes de 0,5 mL, 1 mL e 2 mL. A cada
tubo foram adicionados 2 mL da solugdo de gelatina (2,5 %). A formacdo de

precipitado nesta fase indica a presencga de taninos.

4.3.5 Cromatografia em coluna

A partir de 6 g da fragcao acetato de etila da folha de Citronella gongonha foi
realizada cromatografia em coluna utilizando-se silica gel 60 Merck (0,063 — 0,200
mm) e 100 mL dos eluentes hexano, acetato de etila e metanol em gradientes de
concentragao variando de 5 mL em 5 mL. A amostra foi empacotada com 14 g de
silica e suspensa com hexano P.A. e papel de filtro do mesmo didmetro da coluna
utilizada. Iniciou-se a cromatografia com hexano - acetato de etila nas
concentracdes de 30: 70 mL de acetato de etila até volume final de 100 mL de
acetato de etila. E novamente, foi eluido acetato de etila - metanol nas
concentracgdes iniciais de 95: 5 mL de metanol até concentragao isocratica dos dois
solventes em 50: 50 mL e finalizando com 200 mL de metanol P.A. Inicialmente, foi
coletado cerca de 200 mL de hexano, correspondente ao volume morto da coluna e
logo em seguida, recolheu-se a amostra em frascos de aproximadamente 7 mL,
numerados crescentemente. O solvente contido nos frascos foi evaporado para

observacao da cristalizagao de substancias purificadas.
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4.3.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Analise cromatografica do isolado FLA 1 foi realizada utilizando
cromatografo a liquido de alta eficiéncia (CLAE-UV) modelo Pro Star (Varian®),
equipado com detector UV/VIS, coluna C18. Agua destilada acidificada com &cido
férmico (0,2%) foi utilizada como eluente A e Acetronitrila/metanol grau CLAE (60:40
v/v) foi utilizada como eluente B. O programa de gradiente seguiu a sequéncia: 20-
30% B (6 min), 30—40% B (10 min), 40-50% B (8 min), 50-90% B (8 min), 90-90% B
(3 min), 90-20% B (3 min), 20-20% B (2 min) em um fluxo constante de 0,8 mL/min.

4.3.7 Espectrometria de massas

Analise do extrato bruto de folhas e caule para pesquisa de compostos
fendlicos foi realizada em espectrdmetro de massas triplo quadrupolo modelo XEVO
TQD (Waters®), fonte ESI, voltagem do capilar e cone foram ajustadas para - 3000
V e — 40V, respectivamente. A temperatura de desovacéo foi de 100°C e a energia
de coliséo variou de 15 a 50 V. A amostra foi dissolvida em metanol grau CLAE
(70%) e agua destilada (50%). A analise foi feita por injecdo direta em modo
negativo utilizando a metodologia adaptada de Bastos (2007). As analises foram
realizadas na Central Analitica do Programa de Po6s-Graduacdo de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do Parana. A identificagdo de compostos
fendlicos foi realizada por comparacdo com dados publicados em literatura,
conforme QUADRO 7 (BASTOS, 2007; AMMAR et al. 2018).

QUADRO 7- LISTA DE COMPOSTOS FENOLICOS PESQUISADO PARA O EXTRATO BRUTO DE
FOLHAS E CAULE DE Citronella gongonha

COMPONENTES lon desprotonado MS/MS ion m/z
[M-H] m/z

Acido caféico 179 135, 179

Acido quinico 191 85,93, 111, 127,173

Acido cafeoilchiquimico 335 135, 161, 179

Acido dicafeoilchiquimico 497 161, 179, 335

Acido dicafeoilquinico 515 173,179, 191, 353
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Acido cafeoilquinico 353 135, 173, 179, 191
Acido feruloiquinico 367 173, 191, 193
Epicatequina galato 441 135, 169, 289

Metil Epicatequina galato 455 375, 407
Epigalocatequina galato 457 69, 305, 331

3-metil Epigalocatequina galato 471 407, 441
Catequina /epicatequina 289 109, 125, 179, 203, 205, 245
Rutina 609 301

FONTE: Adaptado de BASTOS, 2007; AMMAR, 2018.

4.3.8 Ressonancia magneética nuclear (RMN)

Os experimentos de RMN de 'H e '3C foram realizados em espectrémetro
Bruker modelo DPX 200, operando na frequéncia de 200 MHz para 'H e 50,32 MHz
para 13C, tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos
quimicos (d) foram apresentados em ppm e o solvente utilizado foi o dimetil-
sulfoxido deuterado (DMSOQO). As analises foram realizadas na Central de RMN no

Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana.

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.4.1 Formagao do complexo fosfomolibdénio

O teste de formacdo do complexo fosfomolibdénio foi realizado segundo
método de Prieto, Pineda e Aguilar (1999). Foi avaliada a capacidade antioxidante
para o extrato bruto e fracdes de folhas e caule de Citronella gongonha na
concentragdo de 200 ug/mL. Foi utilizado como padrdes positivos hidroxitolueno
butilado (BHT), rutina e Vitamina C na mesma concentragdo de teste e como

controle branco foi utilizado metanol. O teste foi realizado em ftriplicata.
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Em tubo de ensaio com tampa, foi adicionado 300 uL de amostra (extrato,
fragdes ou padrées), 1 mL de solugéo reagente de fosfomolibdénio e 1,5 mL de agua
destilada. Os tubos foram incubados por 90 minutos em banho-maria a 95°C, foi
realizado leitura em espectrofotdmetro de microplaca (Thermo Scientific®) a 540 nm
em um volume de 200 ulL. Os resultados foram expressos como atividade
antioxidante relativa (AAR%) em relagéo aos padroes BHT, rutina e vitamina C, de

acordo com a equacao 5 (Eq. 5):

AAR% = Abs (amostra) — Abs (branco) x 100 (Eq. 5)
Abs (padrao) — Abs (branco)

As diferengas entre os valores foram tratadas estatisticamente utilizando
analise de variancia (ANOVA) e os resultados foram comparados pelo Teste Tukey

com nivel de significancia em 5% pelo programa estatistico SISVAR 5.6.

4.4.2 Reducao do radical 2,2-difenil-1-picrihidrazila (DPPH)

O teste de reducédo do radical DPPH foi realizado com o extrato bruto e
fragbes de folhas e caule de Citronella gongonha, de acordo com a metodologia de
Mensor et al. (2001). O ensaio consiste em avaliar a capacidade dos extratos e
fragbes em sequestrar o radical livre 2,2—difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) de
coloragao purpura, que quando reduzido transforma-se em difenil-picril-hidrazina de
coloragdo amarela. Foram utilizadas as concentragdes de 150; 200; 250; 300; 350;
400; 450; 500; 550 e 600 pg/mL para a fragdo hexano das folhas, as concentragbes
de 150; 250; 300; 350; 400; 450 e 500 ug/mL para a fragdo hexano do caule, as
concentragbes de 55; 65; 70; 75; 80; 85; 90; 95 e 150 pyg/mL para a fragao
cloroféormio das folhas, as concentragbes 50, 55, 60, 65, 85, 90, 100 e 150 pug/mL
para a fragcéo cloroférmio do caule, as concentragdes 6, 8, 12, 13, 14, 15 e 20 ug/mL
para a concentracao acetato de etila da folha, as concentracdes 6, 8, 11, 12, 14 e 15
Mg/mL para a fracdo acetato de etila do caule, as concentragbes 18, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50 e 55 ug/mL para o extrato bruto de folhas e as concentragdes 14, 25, 30,
35, 50, 55, 60 e 65 ug/mL para o extrato bruto do caule. Como controle branco foi

utilizado metanol e como controle positivo foi utilizado vitamina C (4, 5, 6, 7, 8
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pgg/mL), BHT (5, 6, 8, 9, 10 ug/mL) e rutina (5, 6, 8, 9, 10 yg/mL). O teste foi
realizado em triplicata.

Com auxilio de uma pipeta automatica, foram adicionados em microplaca de
98 pocos 142 ulL de amostra ou controle branco ou controles positivos, adicionou-se
58 uL de solucédo de DPPH (0,03 mmol/mL) recém-preparado em metanol. A
microplaca foi mantida ao abrigo de luz por 30 minutos e apods periodo de incubagao
foi realizada leitura em espectrofotbmetro de placa (Thermo Scientific®) no
cumprimento de onde de 540nm. O calculo da atividade antioxidante relativa

(AAR%) foi realizado conforme equacéo 6 (Eq. 6):

AAR% em relagao ao padrao = Abs (amostra) — Abs (branco) x100 (Eq. 6)
Abs (padrao) — Abs (branco)

Os resultados obtidos foram utilizados para o calculo da concentragao dos
extratos e fragbes que inibem 50% do radical DPPH (Cls0) por meio de uma curva
analitica para cada amostra. As diferencas entre os valores foram tratadas
estatisticamente utilizando analise de variancia (ANOVA) e os resultados foram
comparados pelo Teste Tukey com nivel de significancia em 5% pelo programa
estatistico SISVAR 5.6.

4.4 3Fendis totais

A determinagdo de compostos fendlicos totais foi realizada com o extrato
bruto e fragdes de folhas e caule de Citronella gongonha, de acordo com Singleton
et al. (1974). Em um tubo de ensaio, foi adicionado 1 mL do extrato bruto ou fragdes
de Citronella gongonha na concentracao de 1000 ug/mL, 3,4 mL de agua destilada e
0,2 mL de reagente Folin-Ciocalteu. Foi adicionado a reagédo 0,4 mL Na2CO3 (10%) e
a mistura foi incubada por 30 minutos ao abrigo de luz e em temperatura ambiente.
Apds periodo de incubagdo foi realizada leitura em espectrofotdmetro no
cumprimento de onde de 760nm. O conteudo de fendis totais foi expresso em
equivalente de acido galico (EAG) pg/mL, de acordo com curva de calibragcédo para o
acido galico realizado com a seguinte equagao da reta: y=0,0392x — 0,0583. Os

resultados numeéricos foram tratados estatisticamente utilizando analise de variancia
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(ANOVA) e os resultados foram comparados pelo Teste Tukey com nivel de

significancia em 5% pelo programa estatistico SISVAR 5.6.

4.5 ATIVIDADE FITOTOXICA

A avaliagao da atividade fitotdxica foi realizada com o extrato bruto e fragdes
de folhas e caule de Citronella gongonha em sementes de alface (Lactuca sativa) da
marca Feltrin®, com 98% de germinag&o. Nos ensaios de germinagdo e crescimento
foram utilizadas para folhas e caule as seguintes concentragdes: 50; 100; 200; 500;
1000 pg/mL. Foram utilizados como controle negativo agua e metanol. O teste foi
realizado em quadruplicata. Os ensaios ocorreram em estufa (BOD) com

temperatura controlada (20°C £ 0,5°C).

4.5.1 Teste de germinagao

O teste de germinacao foi realizado com o extrato bruto e fragdes de caule e
folha de Citronella gongonha, de acordo com a metodologia de Maguire (1962).

Em placas de Petri de 9,0 cm de didmetro contendo 2 papéis Whatman® n°6
previamente esterilizados, foram colocados 5,0 mL das solugbes de cada extrato
bruto e fracbes nas concentragcbes do teste e para os controles negativos foram
utilizados agua e metanol. As placas de Petri foram deixadas a temperatura
ambiente em fluxo laminar para evaporacao das solugdes. Apos 24 horas, as placas
foram divididas em 4 quadrantes, recebendo em cada quadrante 5 sementes de
alface, totalizando 20 sementes (diaspora) por placa. Foi adicionado 5,0 mL de agua
destilada em cada placa e levadas agrupadas em cinco, para armazenamento
dentro de saco plastico, evitando a perda de umidade dentro da placa.

Durante 7 dias consecutivos foi realizada contagem do numero de sementes
germinadas, utilizando como critério o aparecimento da protuséo radicular de cerca
de 3 mm no tegumento. As sementes germinadas foram retiradas das placas. A
germinagéo foi avaliada por meio do indice de velocidade de germinagdo (IVG)

(Labouriau, 1983). Seguindo a equagao 7 (Eq. 7):

N° de sementes germinadas + ... + N° de sementes germinadas (Eq. 7)

Primeiro dia de contagem Ultimo dia de contagem
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As diferengcas entre os valores foram tratadas estatisticamente utilizando
analise de variancia (ANOVA) e os resultados foram comparados pelo Teste Tukey

com nivel de significancia em 5% pelo programa estatistico SISVAR 5.6.

4 5.2 Teste de crescimento

O teste de crescimento foi realizado com o extrato bruto e fracdes de folhas e
caule de Citronella gongonha, de acordo com a metodologia de Macias, Castellano e
Molinillo, (2000).

Foram utilizadas caixas de germinacdo medindo 11,0 x 11,0 cm? contendo 2
papéis Whatman® n°6 previamente auto clavados. Em cada caixa foram adicionados
6,0 mL das solugdes-teste de folha e caule nas concentracées de 1000, 500, 200,
100 e 50 pg/mL. Foram utilizados agua e metanol para os controles negativos. As
caixas de germinacao foram mantidas a temperatura ambiente em fluxo laminar para
evaporagao dos solventes. Apds 24 horas, as caixas foram divididas em 4
quadrantes, recebendo em cada quadrante 5 sementes de alface, totalizando 20
sementes (diaspora) por caixa. Em cada caixa foram adicionadas 6,0 mL de agua
destilada e armazenadas dentro de saco plastico, evitando a perda de umidade.
Durante o periodo de teste as caixas de germinagao foram hidratadas com agua
destilada.

Durante 7 dias consecutivos foi realizada contagem do crescimento da
radicula e hipocodtilo para cada concentragdo e controle negativo utilizando uma
régua e papel milimetrado. Ao final do periodo de teste as plantulas foram
refrigeradas para interrupcdo do crescimento. O crescimento (cm) da radicula e
hipocotilo foram calculados e expressos nas médias e desvio padrao para cada
concentragao testada e controles negativos agua e metanol.

As diferengas entre os valores foram tratadas estatisticamente utilizando
analise de variancia (ANOVA) e os resultados foram comparados pelo Teste Tukey

com nivel de significancia em 5% pelo programa estatistico SISVAR 5.6.

4.6 ATIVIDADE HEMOLITICA

O teste para atividade hemolitica foi realizado segundo adaptacdo do

método de Banerjee et al. (2008). Foi avaliada agdo hemolitica para o extrato bruto e
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fragbes de caule e folha de Citronella gongonha em sangue de carneiro. As
concentragdes utilizadas para folhas e caule foram 100; 200; 500 e 1000 ug/mL. Foi
utilizado como controle negativo solugdo de PBS e como controle positivo agua.

Em eppendorfs (1,5 mL) foram adicionados, em sextuplicata, o volume de
200 pL de cada concentracédo de folhas e caule ou controles positivo ou negativo.
Em seguida foi adicionada a cada tubo, 200 uL de sangue de carneiro 2%,
previamente lavado com solugdo tampao (PBS). Os tubos foram incubados por 3
horas a uma temperatura de 37°C. Logo apd6s tempo de incubagado, os eppendorfs
foram centrifugados (3000 rpm por 5 minutos) e foi realizado leitura de um volume
de 200 uL do sobrenadante em microplaca de 98 pogos em um espectrofotdmetro
de microplaca (Thermo Scientific®) a 540 nm.

Considerou-se como porcentagem de hemolise a proporgao da leitura da
absorbancia para o extrato bruto e fracées de folhas e caule de Citronella gongonha

sendo calculada conforme equacéo 8 (Eq. 8):

% hemdlise = Abs (final) — Abs (branco) x100 (Eq. 8)
Abs (positivo) — Abs (negativo)

As diferencas entre os valores foram tratadas estatisticamente utilizando
analise de variancia (ANOVA) e os resultados foram comparados pelo Teste Tukey

com nivel de significancia em 5% pelo programa estatistico SISVAR 5.6.

4.7 TOXICIDADE: Artemia salina

O ensaio de toxicidade em Artemia salina foi realizado segundo método
descrito por Meyer et al. (1982). As concentragdes utilizadas para o teste foram
1000; 750; 500; 250 pg/mL de extrato e fracbes de folhas e caule de Citronella
gongonha. Foi utilizado como controle negativo solugdo de salina e DMSO (1%) e
como controle positivo dodecilsulfato de sddio (SDS) nas concentragdes 30; 20; 10 e
5 mg/mL.

A solucéo salina foi preparada com agua destilada e sal marinho (30 g/L). Os
ovos de Artemia salina (200 mg/L) foram incubados durante 48 h em solugéo de
salina, previamente aerados e solugcdo com pH 7-8. Nas primeiras 24 horas foram

removidos da solucdo de salina os ovos néo eclodidos. Apds 48 horas, 10 naupilos
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foram transferidos para eppendorfs (1,5 mL) contendo os extratos e fragées nas
concentracdes citadas acima. As concentracbes de extrato e fragdes e controles
foram realizados em quadruplicata. Apds o periodo de 24 horas de exposi¢ao, foram
contabilizados para cada concentracdo de extrato, fragdo e controles o numero de
naupilos imoveis/mortos. Foram utilizados como critérios para validagao do teste: a
imobilizacdo de até 10% da populagcdo de naupilos para o controle negativo; 100%
dos naupilos devem ser imobilizados na maior concentracao testada e a CEso para o
controle negativo deve estar entre as concentragbes de 13 e 30 mg/mL (Petrobras,
2006).

Os dados foram tratados pelo método Probit com o objetivo de estimar a
concentragdo efetiva que imobiliza 50% dos individuos (CEso) com 95% de

confiabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MATERIAL BOTANICO

5.1.1 Controle de qualidade da matéria prima vegetal

5.1.1.1 Determinagéo do teor de umidade e cinzas

O controle de qualidade da matéria-prima vegetal é realizado com a
determinacdo de parametros fisico-quimico do vegetal, tais como granulometria,
densidade aparente, umidade, pH e cinzas totais. A determinacdo destes
parametros auxilia na identificacdo correta do material vegetal e atua como
sinalizador para contaminantes, indicando a presenca de material estranho ou outras
espécies de plantas (OMS, 1998). De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010),
0 percentual maximo de umidade aceitavel para as drogas vegetais é de 15% e o
teor de cinzas totais variando entre 2 a 20%. Os resultados para determinacao de
umidade e cinzas de folhas e caule de Citronella gongonha estao apresentados na
TABELA 1:

TABELA 1- DETERMINACAO DE UMIDADE E CINZAS PARA AMOSTRA DE FOLHAS E CAULE DE
Citronella gongonha.

AMOSTRA UMIDADE CINZA
FOLHA 8,40 + 0,32% 9,11 £ 0,04%
CAULE 9,98 +0,77% 5,42 + 0,22%

FONTE: A autora (2018).

5.2 MORFOANATOMIA COMPARATIVA ENTRE AS ESPECIES CITRONELLA
GONGONHA E CITRONELLA PANICULATA

A caracterizacdo morfoanatomica de uma espécie vegetal € um dos
aspectos considerados para identificagdo da mesma. O género Citronella possui
cerca de 32 espécies catalogadas (TROPICOS, 2018), no entanto nenhuma espécie
possui estudos morfoanatomicos publicados. No Brasil, em areas umidas de
Floresta Atlantica € comum a presenga de duas espécies deste género: Citronella

gongonha e Citronella paniculata.
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As folhas de Citronella gongonha, medem aproximadamente 5,6 - 9,5 cm de
comprimento e 5,6 de largura e o peciolo com 1,5 cm de comprimento. As folhas sdo
elipticas, apice aculeado, margem denteada com cerca de 6 a 8 dentes, base
atenuada e glabra. A espécie Citronella paniculata apresentou folhas maiores com
cerca de 18 cm de comprimento e 7,1 cm de largura e o peciolo com 1,0 cm, ovais,
apice acuminado, margem inteira, base atenuada e glabra. Essas caracteristicas sdo
condizentes as descritas por Mazine; Souza & Rodrigues (2005).

Em cortes paradermicos das folhas de Citronella gongonha observou-se
células epidérmicas com paredes espessas e levemente onduladas em ambas as
faces, com campos de pontuacgao primarios visiveis (FIGURA 6 - imagens A e B). As
células epidérmicas de Citronella paniculata também apresentou paredes espessas
em ambas as faces, no entanto se diferenciam pelo formato reto na face adaxial e
levemente ondulado na face abaxial (FIGURA 6 — imagem C). Ainda, observou-se
para Citronella paniculata a presenga de numerosas drusas nas células epidérmicas

em vista frontal (FIGURA 6 — imagens D).

FONTE: A autora (2018).

LEGENDA: A, B: Citronella gongonha; C, D: Citronella paniculata; A: Face abaxial; B: Face
adaxial; C: face abaxial; D: face adaxial evidenciando drusas; es: estbmato; dr: drusa.
NOTA: Barra= 50 uym.

A epiderme foliar analisada por microscopia eletrbnica de varredura

possibilitou a observacdo da cuticula estriada em ambas as faces de Citronella
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gongonha (FIGURA 7 - imagem A). A mesma ornamentagéo cuticular foi observada
em Citronella paniculata (FIGURA 7 — imagem C). As folhas das duas espécies s&o
hipoestomaticas e os estdmatos sao classificados como anomociticos (FIGURA 7 -

imagens B e D).

FIGURA 7 - VISTA FRONTAL DA EPIDERME FOLIAR EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA DAS ESPECIES Citronella gononha E Citronella paniculata

FONTE: A autora (2018).

LEGENDA: A, B: Citronella gongonha; C, D: Citronella paniculata; A: Face adaxial; B: Face
abaxial; C: Face adaxial; D: face abaxial; ct. Cuticula; es: estdbmato.

NOTA: Barra= 50 ym (A, C e D) 10um (B).

Em seccao transversal, a epiderme de Citronella gongonha mostrou-se
uniestratificada com células isodiamétricas em ambas as faces as quais sao
recobertas por cuticula que reagiram positivamente a reacdo com Sudam Il para
presenca de compostos lipidicos (FIGURAS 8 — imagens A e B). Em Citronella
paniculata a epiderme também se mostrou uniestratificada, no entanto apresenta
células isodiamétricas mais achadas na face abaxial e retangulares na face adaxial
(FIGURAS 8 — imagens C e D). Para as duas espécies foram observados subjacente
a epiderme a ocorréncia de 3-4 camadas de colénquima angular. As duas espécies
apresentam mesofilo dorsiventral sendo formado por uma camada de parénquima
palicadico. Para a espécie Citronella gongonha foi observado de 8-10 estratos que
compde o0 parénquima esponjoso e para Citronella paniculata foi observado 10-15

estratos na composi¢cado do parénquima esponjoso.
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FIGURA 8 - SECCAO TRANSVERSAL DA NERVURA CENTRAL E MESOFILO DAS ESPECIES
onha E Citronella paniculata

Citronella gong

FONTE: A autora (2018).

LEGENDA: A, B: Citronella gongonha. C, D: Citronella paniculata. A: Nervura central; B:
Detalhes do mesofilo; C: Detalhes do feixe vascular; D: Detalhes do colénquima; co:
colénquima; ct: cuticula; ep: epiderme; fi: fibras; fl: floema; fv: feixe vascular; pe: parénquima
esponjoso; pp: parénquima paligadico: xi: xilema.

NOTA: Barra = 100 um (A, B e C) 200 um (D).

A nervura central da espécie Citronella gongonha possui formato céncavo
convexo, apresentando no parénquima esponjoso feixes vasculares colaterais de
pequeno porte. Ainda, foram observadas bainhas de fibras envolvendo todo o feixe
vascular que reagiram com floroglucina cloridrica indicando a presenga de lignina
(FIGURA 9 — imagem A). Foi observado préximo a bainha de fibras reagéo positiva
para cloreto férrico indicando a presenca de compostos fendlicos, além da presenca
de cristais prismaticos e drusas de oxalato de calcio (FIGURA 9 — imagem B).

A nervura central da espécie Citronella paniculata possui formato plano-
convexo. A reagao com floroglucina cloridrica também foi positiva para esta espécie,
no entanto apresentou menor quantidade de fibras envolvendo o feixe vascular,
principalmente na face abaxial. A espécie ndo apresentou cristais ou drusas de

oxalato de calcio proximos ao feixe vascular (FIGURA 9 —imagem C e D).
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FIGURA 9- TESTES HISTOQUIMICOS DA REGIAO FOLIAR DAS ESPECIES Citronella gongonha E
Citronella paniculata

FONTE: A autora (2018).

LEGENDA: A e B: Citronella gongonha; C e D: Citronella paniculata; A: detalhe do feixe
vascular evidenciado com floroglucina cloridrica; B: discretas substancias fendlicas
evidenciadas por cloreto férrico e cristais de oxalato de calcio; C: feixe vascular evidenciado
com floroglucina cloridrica; D: detalhe do feixe vascular mostrando menor quantidade de
fibras; cf: compostos fendlicos; ct: cuticula; ep: epiderme; fi: fibras; fl: floema; pe:
parénquima esponjoso; pp: parénquima paligadico; xi: xilema.

NOTA: Barra = 100um (C), 200 um (A, B e D).

No corte transversal do peciolo das duas espécies se observou 0 mesmo
padrdao no formato levemente concavo na face adaxial e convexo na abaxial para
Citronella gongonha e formato plano-convexo para Citronella paniculata (FIGURA 9 -
imagens A e C). As epidermes dos peciolos de ambas as espécies sao
uniestratificadas e apresentam uma cuticula espessa que reagiu positivamente a
pesquisa de compostos lipofilicos com o reativo Sudam Ill da mesma forma que a
folha (FIGURA 10 — imagem A e C).
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FIGURA 10- SECCAO TRANSVERSAL DE PECIOLO DAS ESPECIES Citronella gongonha E
Citronella paniculata

FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: A e B: Citronella gongonha; C e D: Citronella paniculata; A: visao geral do
peciolo em microscopia eletrénica de varredura (MEV); B: visdo geral do peciolo em
microscopia oOptica; C: feixe vascular evidenciado com floroglucina cloridrica; D: detalhes do
feixe vascular; ep: epiderme; fi: fibras; fl: floema; pa: parénquima; xi: xilema.

NOTA: Barra = 500um (A), 100 um (B) 200 ym C e D.

O sistema vascular do peciolo em Citronella gongonha € composto por um
feixe uUnico envolvido por bainha de fibra que reage positivamente a floroglucina
cloridrica. Para a espécie Citronella paniculata foi observado uma menor quantidade
de fibras, assim como foi descrito para nervura central, no entanto, algumas células
lignificadas foram evidenciadas dispersas no parénquima (FIGURA 10 — imagens C
e D).

Préximo a bainha de fibras em Citronella gongonha ocorrem drusas e cristais
prismaticos de oxalato de calcio os quais tiveram sua confirmacdo de composigao
com a reagao com acido sulfurico (FIGURA 11 - imagem B). Em Citronella
paniculata, escassos cristais de oxalato sdo observados e drusas sdo ausentes.
Discretos idioblatos fendlicos foram evidenciados junto ao feixe vascular pela reagao

com cloreto férrico em ambas as espécies.
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FIGURA 11 - TESTES HISTOQUIMICOS DO PECIOLO DAS ESPECIES Citronella gongonha E
Citronella paniculata
-

.

FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: A e B: Citronella gongonha; C e D: Citronella paniculata. A: detalhe da cuticula
evidenciada com Sudam lll; B: cristais e drusas de oxalato de calcio e escassos compostos
fendlicos proximos ao feixe vascular; C: parénquima e visdo geral das células lignificadas;
D: detalhe para as células lignificas e cristal prismatico; cf: composto fendlico; cl: célula
lignificada; co: colénquima; cr: cristal; ct: cuticula; dr: drusa; ep: epiderme; fi: fibras; fl:
floema; pa: parénquima.

NOTA: Barra = 200um.

Na TABELA 2 estdo resumidas as principais caracteristicas observadas em
microscopia optica e microscopia eletrénica de varredura para as folhas e peciolo

das duas espécies do género Citronella.

TABELA 2 - RESUMO DAS CARACTERISTICAS OBSERVADAS PARA Citronella gongonha E
Citronella paniculata

ESTRUTURAS Citronella gongonha Citronella paniculata

CELULAS Reta / presenca de drusas de
. ondulada

EPIDERMICAS oxalato de caélcio

CUTICULA estriada em ambas as faces

ESTOMATO anomociticos hipoestomatico

uniestradificada com células

uniestradificada com células
EPIDERME isodiamétricas retangulares

isodiamétricas
(adaxial) achatadas (abaxial)

COLENQUIMA 3-4 camadas



51

ANGULAR
PARENQUIMA
8 — 10 estratos 10 — 15 estratos
ESPONJOSO
NERVURA
cOncavo-convexo plano-convexo
CENTRAL

abundante / presenca de cristais
BAINHA DE FIBRAS e drusas de oxalato de calcio / €scasso
compostos fendlicos
PECIOLO cdncavo-convexo plano-convexo

o escasso / presenca de células
abundante / presenca de cristais

BAINHA DE FIBRAS e drusas de oxalato de calcio /

compostos fenolicos

lignificadas dispersas / cristais de
oxalato de calcio / compostos

fendlicos

FONTE: A autora (2018).

Analisando o perfil morfoanatdmico entre as duas espécies do género
Citronella é possivel observar diferencas no formato das células epidérmicas, no
namero de estratos do parénquima esponjoso, no formato da nervura central e
peciolo e quantidade de lignina que compde a bainha de fibras que envolvem os
feixes vasculares. A principal diferenca observada entre as espécies se da pelo
formato da nervura central e peciolo que se apresenta no formato cbncavo-convexo
para Citronella gongonha, enquanto se apresenta no formato plano-convexo para
Citronella paniculata. Além disso, vale destacar uma maior quantidade de células
lignificadas que compdem a bainha de fibras observada para Citronella gongonha,
quando comparada a Citronella paniculata. Simbes et al., (2001) correlaciona a
presencga de ligninas com as propriedades antioxidantes dos vegetais, dessa forma,
€ possivel sugerir uma maior propriedade antioxidante para Citronella gongonha
quando comparada a Citronella paniculata, pois a primeira espécie apresenta uma
quantidade maior deste metabdlito em sua morfoanatomia.

Os achados apresentados para as duas espécies sao descritos pela primeira
vez em literatura para o género Citronella, sendo um importante parametro para

identificacado entre as espécies e caracterizagao da familia Cardiopteridaceae.
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5.3 ANALISE QUIMICA

5.3.1Teor de sdlidos e rendimento das fracbes

Os resultados referentes a porcentagem do teor de solidos dos extratos
brutos, assim como o calculo do rendimento das fragées obtidas no particionamento
do extrato bruto com os solventes hexano, cloroférmio e acetato de etila de folhas e

caule de Citronella gongonha estao apresentados na TABELA 3.

TABELA 3 - RENDIMENTO DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DE FOLHAS E CAULE DE Citronela

gongonha.
. FRAGAO FRACAO ACETATO
AMOSTRAS EXTRATO BRUTO FRAGAO HEXANO CLOROFORMIO DE ETILA
FOLHA 18,91%3 2,30% 1,34% 1,36%
(11.99)° (6,9 9)° (7,0 g)
CAULE 9.44%a 0,48% 0,52% 0,48%
(2,89) (3,09)° (2,8 9)°

FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: 2 Calculo de rendimento do extrato bruto baseado no teor de sélidos; b Valor do peso seco
das fragdes obtidas apds o particionamento do extrato bruto com os diferentes solventes.

5.3.2 Screening fitoquimico

A cromatografia em camada delgada é uma técnica versatil, de baixo custo e
grande repetitividade. A separacéo de compostos esta fundamentada no fenémeno
fisico relacionado a adsorcao/desadsorgcao, na qual a silica (SiO2) € o adsorvente
mais utilizado nesta técnica. A selecdo da fase moével tem papel fundamental no
sucesso da separacao dos componentes da mistura, considerando a polaridade da
fase movel e a natureza quimica das substancias a serem separadas (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006).

A cromatografia em camada delgada realizada com o extrato bruto e fracées
de folha e caule de Citronella gongonha foram avaliadas de acordo com Wagner e
Bladt (1996) evidenciando a presenca de esterdides e triterpenos para a fragao
hexano (Vanilina sulfurica), presenca de compostos fendlicos (Cloreto férrico) e
flavondides (NEU) para a fragdo acetato de etila. Ainda nesta mesma fragao, foi
observada presenca de bandas azul florescente sugerindo a presenga de cumarinas

(NEU). Nao foi observada reagéo com o revelador Dragendorff. Os extratos aquosos
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de folha e caule foram testados para presenca de saponinas e taninos pelo método
classico e apresentaram reagao positiva para estes grupos de metabdlitos. Os testes
realizados para folhas e caule apresentaram os mesmos resultados, sugerindo que
estes tecidos vegetais apresentam o mesmo perfil metabdlico. A TABELA 4 resume

os resultados obtidos para o screening fitoquimico desta espécie.

TABELA 4- PERFIL FITOQUIMICO DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DE FOLHAS E CAULE DE
Citronella gongonha

Amostras

Esterdides

[Triterpenos

Flavonoides

Compostos

Fendlicos

Cumarinas

Alcaloides

Saponinas

Taninos

Extrato

bruto

+

Fragao

hexano

Fracao

cloroférmio

Fracao
acetato de

etila

Extrato

aquoso

FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: + presenca do metabdlito secundario; - auséncia/nao detecgao do metabdlito secundario.
NOTA: O extrato aquoso foi testado apenas para presencga de saponinas e taninos.

Os resultados obtidos estdo de acordo com as reagdes positivas obtidas na
morfoanatdmia para os reativos Sudam lll e cloreto férrico, confirmando a presenca
de compostos terpénicos e fendlicos, respectivamente. O screening fitoquimico
também corrobora com o perfil de metabdlitos secundarios presente na familia
Cardiopteridaceae, descritos por Kaneko et al (1994), Damtoft et al. (1993) e Su et
al. (2016),

apiofuranosil (1—6)-p-d-glucopiranosideo, apigenina, apigenina-5,7-dimetill eter,

que evidenciaram a presengca de flavondides (apeginina 7-O-B-

apigenina trimetil eter, apigenina 7-O-glucosideo, apigenina 7-O-neoesperidosideo e
vitexina), saponinas (etil-leptaulosideo A, B e C e sesquiterpeno cinamosmolideo) e
acido kingisidico, acido 8-epi-kingisidico, 8-epi

terpendides (gonocarosideos,

kingisideo, swerosideo e secoxiloganina).
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5.3.3ldentificacdo de compostos por espectrometria de massas

A espectrometria de massas com ionizagao por eletrospray (IES-EM) é uma
técnica amplamente difundida para determinacdo do peso molecular, quantificacéo
de substéncias e estudos de determinacdo estrutural. A formagdo dos ions
observados no espectro de massas esta relacionada com as propriedades quimicas
das substancias em analise. Os compostos fendlicos e acidos carboxilicos por
apresentarem caracteristicas acidas s&o analisados no modo negativo,
preferencialmente. A formacao de moléculas desprotonadas (ions moleculares [M-
H]) produzidas por reagdes acido/base no processo de ionizagdo permite a
identificacdo dos compostos fendlicos no espectro gerado. Além da analise em
modo negativo parametros como o pH e a escolha do solvente sdo importantes para
geracao de moléculas desprotonadas (CROTTI et al. 2006).

Foi aplicada a metodologia de Bastos (2007) com adaptacdes para a analise
do extrato bruto etandlico de folhas e caule de Citronella gongonha a fim de
identificar os compostos fendlicos observados no screening fitoquimico (5.3.1). Na
TABELA 5 estdo os compostos identificados por espectrometria de massas dos

extratos brutos de Citronella gongonha.

TABELA 5- [ONS MOLECULARES E FRAGMENTOS ENCONTRADOS PARA AS FOLHAS E CAULE
DE Citronella gongonha EM ESPECTROMETRO DE MASSAS.

) FOLHA ) CAULE
COMPOSTOS lon molecular [M-H] lon molecular [M-H]
(fragmento m/z) (fragmento m/z)
Acido caféico 179 (135) 179 (135)
Acido quinico 191 (85, 111) 191 (85, 93, 111)
Epicatequina (EP) 289 (245) 289 (109, 205)

Cafeoila glicose

Acido cafeoilquinico

Acido feruloilquinico
Epicatequina galato (ECG)

Metil epicatequina galato

341 (179)
353 (191, 179)
367 (191, 193)

441 (135)

341 (119)

353 (135, 191)

367 (191, 173)

455 (407, 375)
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Metil epigalocatequinana galato (EGCG) - 471 (441)

Acido dicafeoilquinico 515 (353) 515 (353)

FONTE: A autora (2018).

A partir das massas e fragmentos obtidos foi possivel identificar os acidos
clorogénicos (acido cafeoilquinico, acido feruloiquinico, acido dicafeoilquinico) as
catequinas (epicatequina, epicatequina galato, metil epicatequina galato, metil
epigalocatequinana galato) e os derivados do acido cindmico (acido caféico, acido
quinico e cafeoil glicose). Foram identificados oito compostos fendlicos para o
extrato bruto das folhas e nove compostos fendlicos para o extrato bruto do caule
(APENDICE 1-5). A presenca destes compostos sugere propriedades antioxidantes
para o extrato bruto de folhas e caule de Citronella gongonha.

No geral, os compostos fendlicos s&o conhecidos por suas propriedades
antioxidantes devido a presenca de anel aromatico e grupamentos hidroxilas
doadores de hidrogénio, que atuam na reducéo dos radicais livres. A publicagcédo de
estudos sobre estas substancias é extensa e demonstra uma série de atividades
biolégicas. Hao et al. (2012) observou atividade hepatoprotetora para o acido
isoclorogénico. Assim como, Wen et al. (2003) demonstrou que os acidos fendlicos
se mostraram ativos contra as cepas de Listeria monocytogenes, além da atividade
anti HIV apresentada no trabalho publicado por Prinsloo et al. (2018). Kulkarni et al.
(2015), isolou glicosideos cefeoila da espécie Nandina domestica e registrou seu
potencial terapéutico para o tratamento de inflamagdes vasculares. Os derivados do
acido cefeoila e cumaroila isolados da espécie Acacia cochiacantha demonstraram
promissoras atividades anti-helminticas (CASTILLO-MITRE et al. 2017), assim como
atividade antifungica contra cepas de Aspergillus (SUAREZ-QUIROZ et al. 2013).
Em publicacbes de Chen et al. (2014) foi possivel observar a reducéo de tumores
em 37% de seu peso quando administrado em linhagem de células cancerigenas os
derivados de acidos cafeoila e feruoila. E por fim, de acordo com revisdao de
literatura realizada por Lamarao; Fialho (2009) catequinas se mostraram muito
eficazes no tratamento de obesidade induzindo a apoptose de células de gordura em

diversos estudos realizados com extrato de cha verde (Camellia sinensis).
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5.3.4 Identificagdo de compostos por cromatografia liquida de alta-eficiéncia

Aplicando-se a técnica de cromatografia em coluna para fracdo acetato de
etila das folhas de Citronella gongonha obteve-se cerca de 0,5 g de um p6é amarelo
denominado FLA 1. A fim de identificar o composto obtido da fracdo acetato de etila
foi utilizada cromatografia de alta eficiéncia segundo metodologia publicada por
Ferracane et al. (2010). O cromatograma da FIGURA 12 revela o perfil

cromatografico da amostra FLA 1.

FIGURA 12- CROMATOGRAMA DA AMOSTRA FLA 1 PURIFICADA DA FRAGCAO ACETATO DE
ETILA DE FOLHA DE Citronella gongonha.
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FONTE: A autora (2018).

LEGENDA: 1: composto n° 1 com tempo de retencéo 4,12 min; 2: composto n° 2 com tempo
de retencdo 5,02 min; 3: composto n° 3 com tempo de retencdo 10,45 min (composto
majoritario da amostra FLA 1).

A analise do cromatograma obtido sugere que a amostra FLA 1 € uma
mistura de trés compostos distribuidos nos tempos de retencéo 4,12; 5,02 e 10,45
minutos, respectivamente. Sendo o composto majoritario desta fragdo numerado
como 3, seguido dos compostos 2 e 1, de acordo com a intensidade dos picos
registrado pelo cromatograma. A analise do perfil UV dos picos 1 e 2 pela base de
dados da biblioteca do cromatografo sugeriu a presenca de acido clorogénico.
Dessa forma, uma co-inje¢do da amostra e padrao acido clorogénico foi realizada na

proporgcao 3:1, a fim de se observar um aumento na intensidade dos picos 1 e 2,



57

resultado do aumento da concentracdo do acido clorogénico. O padrdao acido
clorogénico utilizado nesta analise foi isolado no laboratério de fitoquimica da UFPR.
A FIGURA 13 apresenta o cromatograma obtido apds co-inje¢do das amostras

seguindo a mesma metodologia.

FIGURA 13 - CROMATOGRAMA DA CO-INJEQAQ DAS AMOSTRA FLA 1 E PADRAO DE ACIDO
CLOROGENICO.
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FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: Aumento das intensidades dos picos 1 e 2 apds co-inje¢do com padrao acido
clorogénico.

O aumento da intensidade dos picos n° 1 e n° 2 demonstram a presenca de
acido clorogénico na amostra FLA 1, corroborando com o perfil UV sugerido pelo
cromatégrafo para os picos n°® 1 e n° 2. A FIGURA 14 representa o perfil UV dos

picos n° 1 e n°® 2 da amostra FLA 1 e o perfil UV para o padrao acido clorogénico.
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Figura 14 - PERFIL UV PARA OS PICOS N° 1 E N° 2 DA AMOSTRA FLA 1
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FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: A1: perfil UV para o pico n® 1 (4,12 min); A2: perfil UV para o pico n° 2 (5,02
min); B1 e B2: perfil UV para o padrao acido clorogénico.

O termo acido clorogénico representa um conjunto de substancias, que
incluem os ésteres dos acidos hidroxicinamico, quinico, coumaroilquinico, feruloila,
cafeoila e dicafeoila. Para nomear os compostos n° 1 e n® 2 identificados como
acido clorogénico foi realizado espectroscopia de massa para amostra FLA 1. Do
mesmo modo, utilizou-se essa técnica para identificagdo do composto majoritario n°

3. A FIGURA 15 representa o espectro de massas da amostra FLA 1.
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FIGURA 15 - ESPECTRO DE MASSAS DA AMOSTRA FLA1
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FONTE: A autora (2018).

LEGENDA: A: identificagdo dos compostos acido feruloilquinico (1), acido cafeoilquinico (2)
e acido dicafeoilquinico (3), pertencentes a familia dos acidos clorogénicos; B: Perfil de
fragmentagao do acido dicafeoilquinico, composto majoritario da amostra FLA 1.

O espectro de massas da amostra FLA 1 identificou o composto n° 1 como o
acido feruloilquinico (367,2 m/z), o composto n° 2 como acido cafeoilquinico (353,2
m/z) e o composto majoritario n°® 3 como acido dicafeoilquinico (515,3 m/z). A
presenca destes compostos corrobora com a analise de massas realizada para o
extrato bruto de Citronella gongonha, no qual estes compostos haviam sido
identificados. Adicionalmente, foi realizada analise de 'H e '3C em equipamento de

RMN a fim de adquirir informagdes adicionais sobre a amostra FLA 1.

5.3.5Identificagdo de composto por ressonancia magnética nuclear

A técnica de RMN é uma das mais utilizadas para identificagdo de produtos
naturais, uma vez que a espectroscopia de RMN mede as propriedades de nucleos
("H, 3C entre outros) e ndo de moléculas. A analise do deslocamento quimico (),
multiplicidade dos sinais e integral obtidos no espectro de RMN, possibilita a
elucidacao estrutural da molécula quimica. A FIGURA 16 apresenta o espectro de
RMN 'H para a amostra FLA 1.
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FIGURA 16- ESPECTRO DE RMN 'H (200 MHz) PARA AMOSTRA FLA1.
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FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: A: visdo geral do espectro, referenciado com TMS. B: Regido ampliada do
espectro (6 — 8 ppm), destacando o deslocamento quimico, multiplicidade e constantes de
acoplamentos.

A analise do espectro de RMN 'H foi realizada na regido de deslocamento
quimico entre 5,8 — 8,5, onde € possivel observar a regido, onde estdo contidos os
hidrogénios aromaticos presentes em compostos fendlicos.

Foram observados sinais caracteristicos de uma unidade cafeoila, devido a
presenca de dois dupletos em &1 7,62 e 6,30 referentes a hidrogénios olefinicos em
relagdo ao acoplamento trans (d, J = 15,7 Hz). Nao foi possivel observar as
constantes de acoplamento do duplo dupleto em ©on 6,92 referentes aos
acoplamentos de posi¢des orto e para, por causa da sobreposi¢cao dos picos. Ainda,
a presenca de picos nas regides com deslocamento quimico de 2,0 - 2,6 ppm e 4,2 —
5,8 ppm ndo puderam ser observados, pela baixa definicdo dos picos no espectro e
interferéncia de agua no ultimo caso.

Para complementacdo da analise estrutural desta molécula foi realizado
RMN 13C, conforme FIGURA 17:
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FIGURA 17 - ESPECTRO DE RMN '3C (50,32 MHZ) PARA AMOSTRA FLA 1.
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FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: A: visdo geral do espectro, referenciado com TMS. B: Regido ampliada do espectro (100 -
170 ppm), destacando o deslocamento quimico dos carbonos.

No espectro de RMN '3C foram observados sinal em &c 168 correspondente
ao carbono da carboxila de grupo acido, e sinais em dc 149 e 147 caracteristicos de
carbono aromatico ligados a oxigénio. Além dos sinais &c 146 e 115 referentes aos
carbonos vinilicos ligados ao anel aromatico e ao grupo carboxila.

A partir dos dados coletados para os dois espectros de RMN, é possivel
identificar parte da estrutura molecular do acido diclorogénico (acido
dicafeoilquinico) como sugerido no item 5.3.4. Comparando os dados de literatura
(JEONG, 2011; LIM, 2003) com os espectros gerados € possivel determinar a
estrutura molecular referente ao acido caféico. Considerando que o acido
dicafeoilquinico é ester dos acidos caféico e quinico, a presenga da estrutura do
acido caféico corrobora com os resultados do espectro de massas.

Na TABELA 6 estdo os dados encontrados na literatura e os sinais

correspondentes ao espectro de 'H e '3C realizado com a amostra FLA 1.
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TABELA 6- DESLOCAMENTOS E ACOPLAMENTOS PARA O ESPECTRO DE 'H E '3C PARA A

ESTRUTURA DO ACIDO CAFEICO

~ Lim et al. (2003) AMOSTRA FLA 1
POSICAO
oS¢ Sn &c (Y
C1 128,1 - 127 -
C2 115,2 7,02 (d, J= 2,0 Hz) 114
C3 146,7 - 149 -
C4 149,4 - 147 -
c5 116,6 6,77 (d, J= 8,0 Hz) 116 6,74 (d, J= 8,0 Hz)
cé 122.8 6,92 (dd, J= 8,0; 2,0 Hz) 122
C7 146,9 7,53 (d, J= 16,0 Hz) 146 7,62 (d, J= 15,8 Hz)
C8 116,3 6,21 (d, J= 15,5 Hz) 115 6,30 (d, J= 15,7 Hz)
C9 171,7 - 168 -

FONTE: A autora (2018).

obtidos e a literatura consultada.

A FIGURA 18 sugere a estrutura do acido caféico de acordo com os dados

FIGURA 18- ESTRUTURA SUGERIDA ATRAVES DOS DADOS OBTIDOS COM OS ESPECTROS

DE RMN 'H E '3C.

5. 116,6

FONTE: A autora (2018).

LEGENDA: estrutura sugerida com base nos resultados obtidos;
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A FIGURA 19 sugere a estrutura completa do &acido dicafeoilquinico

composto majoritario das folhas de Citronella gongonha.

FIGURA 19 - FORMULA ESTRUTURAL DO ACIDO DICAFEOILQUINICO
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FONTE: A autora (2018).

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais para a prevengao e 0
tratamento da hipertensdo é alternativa frente ao alto custo do medicamento e a
falha de distribuicdo de medicamentos no sistema unico de saude (SUS)
(VOSGERAU, 2011; BARRETO, 2015). Trabalhos recentes demonstram os efeitos
cardioprotetores da espécie Viscum album utilizada na medicina tradicional turca
(SUVEREN et al. 2017). Dessa forma, a investigacdo da atividade antioxidante é
passo inicial para selegao de plantas com o potencial cardioprotetor. Os compostos
fendlicos sao substancias presentes em abundancia em algumas espécies de
plantas e possuem a capacidade de combater o stress oxidativo causadoras de
doengas cardiovasculares, neurodegenerativas, doencas inflamatérias e cancer
(ULLRICH; KISSNER, 2006; GUO et al, 2014). Possuem acao sobre as células
musculares lisas, endoteliais, ROS e inibi a RAAS (CHRYSANT; CHRYSANT, 2017).

A propriedade antioxidante da complexa mistura de compostos fendlicos
presente no extrato de Citronella gongonha ainda nao foi registrado. Assim, uma
investigacao por meio dos ensaios de formacdo do complexo fosfomolibdenio,

reducdo do radical DPPH e fendis totais foram conduzidos.
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5.4.1 Formagao do complexo fosfomolibdénio

O método de complexacao do fosfomolibdénio, descrito por Prieto, Pineda e
Aguilar (1999), ocorre em meio aquoso pela reagdo colorimétrica da solugao de
fosfomolibdenio. A solugao teste inicial possui coloracdo amarela tornando-se verde
a medida que a solucao de fosfato de molibdénio se reduz. O método € alternativa
simples para avaliar a capacidade antioxidante de componentes lipofilicos e
hidrofilicos. O GRAFICO 1 representa a porcentagem da atividade antioxidante
calculada para extrato e fragdes de Citronella gongonha comparada aos padrdes

BHT, rutina e vitamina C.

GRAFICO 1 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE RELATIVA PARA EXTRATO BRUTO E FRACOES DE
Citronella gongonha COMPARADA AOS PADROES BHT, RUTINA E VITAMINA C.
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FONTE: A autora (2018).
NOTA: Analise de variancia (ANOVA) e resultados comparados pelo Teste Tukey com nivel
de significancia em 5%.

A fragdo acetato de etila de folha e caule apresentou maior atividade
redutora em comparagdo com as outras fragdes e extratos brutos. A atividade
antioxidante relativa (AAR%) da fracdo acetato de etila quando comparada com a
vitamina C alcangou os valores maximos de 31,31 + 0,64 e 30,98 £ 0,19. Para o
BHT, obteve-se atividade superior a 50% apresentando valores de 73,82 + 1,51 e
73,04 £ 0,47 e atividade superiores a 100% quando comparado a rutina 113,76 +

0,72 e 112,56 * 2,32, nao havendo diferenca estatistica entre folha e caule. Os
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valores numéricos da avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante pelo método

de reducao do fosfomolibdénio dos extratos e fracdes de folhas e caule de Citronella

gongonha estao apresentados na TABELA 7:

TABELA 7 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR FORMACAO DO COMPLEXO DO
FOSFOMOLIBDENIO COMPARADA AOS PADROES BHT, RUTINA E VITAMINA C DE EXTRATO
BRUTO E FRACOES DE FOLHAS E CAULE DE Citronella gongonha.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE RELATIVA (AAR%)

AMOSTRAS

BHT RUTINA VITAMINA C
EXTRATO BRUTO FOLHAS 37,92+0,71° 58,45+ 1,10b 16,08 + 0,300
EXTRATO BRUTO CAULE 30,56 + 0,97° 47,10+ 1,50° 12,96 +0,41°
FRAGAO HEXANO FOLHAS 45,77 + 1,629 70,53+2,519 19,41 £ 0,69¢
FRAGAO HEXANO CAULE 40,75 + 1,90° 62,80£2,92° 17,28 + 0,80°
FRAGAO CLOROFORMIO FOLHA 39,97 £ 0,27° 61,59+0,41° 16,95+ 0,11
FRAGAO CLOROFORMIO CAULE 36,83 + 1,69¢ 56,76 +2,61° 15,62+ 0,71
FRAGAO ACETATO DE ETILAFOLHA ~ 7382+1,51¢  11376£0,72¢  31,31+0,64°
FRAGAO ACETATO DE ETILA CAULE 73,04 £0,47¢ 11256 £2,32°  30,98+0,19°

FONTE: A autora (2018).
NOTA: Valores expressos em médiatDP em relagdo aos padrdes BHT, rutina e vitamina C;
valores com diferentes letras s&o significativamente diferentes p< 0,05.

A propriedade antioxidante observada para a fracdo acetato de etila é
justificada pela presengca de compostos fendlicos (acidos fendlicos, catequinas,
cumarinas) e flavonoides. Estes metabdlitos extraidos do extrato bruto pelo solvente
acetato de etila por afinidade sao responsaveis em reduzir a solugdo de
fosfomolibdénio. O fato de estes compostos apresentarem em sua estrutura
molecular dupla ligagdes conjugadas, anel aromatico e grupamentos hidroxilas
contribuem para doagao de hidrogénio, o que faz destas moléculas candidatas
potenciais para formulacdo de novos produtos. Por exemplo, medicamentos
fitoterapicos que atuam na protecdo de macromoléculas como o DNA protegendo-o
de danos oxidativos (SHALINI; SRINIVAS, 1987). Ainda,

propriedades antienvelhecimento e conservante alimentar que retardam o processo

cosmeéticos com
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de fermentacdo e deteriorizacdo mantendo o sabor e valor nutritivo de alimentos
(MANACH et al., 2004).

Para complementagdo do potencial antioxidante do extrato e fracdes de
Citronella gongonha foram realizados os estudos de redugédo do radical DPPH e

doseamento de fendis totais.

5.4.2 Reducéo do radical DPPH e fendis totais

O 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) é um radical livre que age como um
capturador de outros radicais livres ou de substancias neutras capazes de estabiliza-
lo, por meio de uma reacdo colorimétrica de oxi-redu¢do. Em solugcdo o radical
DPPH:- apresenta coloracao violeta, quando reduzido emparelha o elétron cedido por
um radical hidrogénio de um antioxidante, tornando a solugdo amarela pela
formagdo da estrutura DPPH-H, reduzido e estavel (MENSOR et al. 2001). O
GRAFICO 2 representa a Clso calculada para extrato e fracdes obtidos de folha e

caule de Citronella gongonha comparada aos padrées BHT, Rutina e Vitamina C.

GRAFICO 2 - Clso PARA EXTRATO E FRAGOES DE Citronella gongonha COMPARADA AOS
PADROES BHT, RUTINA E VITAMINA C.
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FONTE: A autora (2018).

LEGENDA: Clso: Concentracao de inibicdo 50% do radical DDPH.

NOTA: Analise de variancia (ANOVA) e resultados comparados pelo Teste Tukey com nivel
de significancia em 5%.

Considerando a andlise estatistica dos dados obtidos (Teste Tukey)
verificou-se que as fragdes acetato de etila das folhas e caule possuem atividade

antioxidante semelhante aos padrbes BHT, rutina e vitamina C, pois n&o ha
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diferenca estatistica significativa entre estas amostras. A atividade antioxidante
observada para estas fragdes corrobora com a presenga de acidos fendlicos e
catequinas identificados no extrato bruto de folhas e caule por meio da
espectrometria de massas. Os resultados numéricos obtidos por meio do método do
calculo da Cls0%, assim como o teor de fendis totais equivalente em acido galico
(EAG) pg/mL dos extratos e fragbes de folhas e caule de Citronella gongonha estao
demonstrados na TABELA 8:

TABELA 8- CONCENTRACAO INIBITORIA 50% DO RADICAL DPPH E CONTEUDO DE FENOIS
DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DE FOLHAS E CAULE DE Citronella gongonha.
Fenois totais
Equivalente em

0,
AMOSTRAS Clso% + DP 3cido galico
(pg/mL)
EXTRATO BRUTO FOLHA 34,01 + 0,2562 6,583 + 0,3072

EXTRATO BRUTO CAULE

FRACAO HEXANO FOLHA

FRAGAO HEXANO CAULE

FRACAO CLOROFORMIO FOLHA
FRACAO CLOROFORMIO CAULE
FRAGAO ACETATO DE ETILA FOLHA
FRACAO ACETATO DE ETILA CAULE
BHT

RUTINA

VITAMINA C

42,23 + 0,292

727,75 + 34,48°

546,46 + 24,53°¢

60,81 + 2,346

85,64 + 0,564

10,00 + 0,079¢

6,44 + 0,080¢

9,09 + 0,238¢

8,83 + 0,056¢

5,02 + 0,055¢

3,114 £ 0,5272

1,982 + 0,275

4,184 + 0,212

4,091 + 0,104

3,886 + 0,138

26,492 + 4,520°

24,706 + 3,645°

FONTE: A autora (2018).

LEGENDA: Clso: Concentracéo de inibicao 50% do radical DDPH.
NOTA: Valores expressos em médiatDP; valores com diferentes letras sao
significativamente diferentes p< 0,05.

A avaliacao dos extratos e fracdes pelo método de Folin-Cicalteu demostrou
que as fracbes acetato de etila de folhas e caule sdo ricas em conteudo de
compostos fendlicos em relagdo as demais amostras testadas, apresentando valores
de 26,492 + 4520 e 24,706 + 3,645 mg em equivalentes de acido galico,
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respectivamente. O resultado sugere que a propriedade antioxidante encontrada
pode ser diretamente correlacionada com o conteudo de fendis totais. Rodriguez-
Rojo et al. (2012) e Araujo, et al. (2013) apresentaram resultados semelhantes
quanto a correlacao direta entre o estudo de DPPH e o conteudo de fendis totais em
ensaios com extratos de folhas de Rosmarinum officinalis, corroborando com os
resultados encontrados para Citronella gongonha para estes dois ensaios.

Na TABELA 9 estado as equacdes da reta utilizada para o calculo da Clso dos

padrdes, extratos e fragdes de folhas e caule de Citronella gongonha.

TABELA 9- EQUAGAO DA RETA PARA OS PADROES, EXTRATOS E FRAGOES DE CAULE E
FOLHA DE Citronella gongonha PARA O ENSAIO DE DPPH-

FOLHA CAULE
AMOSTRAS

EQUAGAO DA RETA EQUAGAO DA RETA

EXTRATO BRUTO
FRACAO HEXANO
FRACAO CLOROFORMIO

FRACAO ACETATO DE ETILA

y =1,332x + 4,587; R*> = 0,995
y =0,053x + 11,56; R*> = 0,997
y =0,343x + 29,14; R*= 0,991

y =3,5637x + 14,15; R* = 0,993

y = 0,986x + 8,187; R* = 0,991
y =0,069x + 12,20; R* = 0,994
y =0,277x + 26,28; R*= 0,991

y = 4,941x + 16,42; 0,990

BHT y = 3,792x + 15,55; R? = 0,994
VITAMINA C y =11,12x - 5,824; R? = 0,991
RUTINA y =4,991x + 5,941; R? = 0,996

FONTE: A autora (2018).

Os resultados obtidos nos trés ensaios realizados para a avaliacado das
propriedades antioxidante dos extratos e fragdes de Citronella gongonha sao
coerentes e demonstram que na fragdo acetato de etila estdo concentrados os
compostos fendlicos responsaveis pela atividade antioxidante da espécie em estudo.
Na analise do extrato bruto de folhas e caule em espectrometria de massas foi
observada a presenca de compostos fendlicos derivados do acido cindmico, além da
presenca de catequinas, justificando o potencial antioxidante apresentado pelo
extrato bruto e fragdo acetato de etila de folhas e caule de Citronella gongonha. E
importante considerar que os efeitos observados no teste in vitro nao
necessariamente ocorreram em testes in vivo, uma vez que a biodisponibilidade e a

metabolizagdo destes compostos podem variar.
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Bastos et al. (2007), identificou compostos fendlicos e testou a agéo
antioxidante pelo método de DPPH- para o extrato de illex paraguariensis.
Considerando que Citronella gongonha é conhecida popularmente por falso mate e
muitas vezes utilizada como substituinte da llex paraguariensis (KAREHED, 2001;
MAZINE; SOUZA; RODRIGUES, 2005), na TABELA 10 foram apresentados os
resultados do estudo realizado por este autor comparados aos resultados obtidos

para o extrato bruto de folhas e caule de Citronella gongonha.

TABELA 10- ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE RED,UQAO DO RADICAL DPPH- DE Citronella
gongonha COMPARADA A ESPECIE llex paraguariensis
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DPPH-

EXTRATOS (AA%)

Citronella gongonha - folhas 69,68 + 1,63
Citronella gongonha - caule 57,79 £ 0,32
llex paraguariensis - verde *88,93 £ 0,22
llex paraguariensis - tostado *92,05 + 0,60

FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: * FONTE: Bastos et al., 2007; AA%: atividade antioxidante relativa (porcentagem).
NOTA: Extrato etandlico de concentragdo 50 pg/mL.

A atividade antioxidante (AA%) observada para o extrato bruto de folha e
caule de Citronella gongonha, comparado com os valores registrados para lllex
paraguariensis (BASTOS et al., 2007) sugerem que as concentragdes de compostos
fendlicos sao distintas. Dessa forma, a atividade antioxidante para cada espécie é
variavel, apesar da presenga de compostos fendlicos como os acidos: caféico,
clorogénico, quinico, feruloiquinico, dicafeoilquinico e catequinas para as duas
especies.

E interessante observar que a metodologia empregada ndo considera a
cinética de reacao para o extrato bruto e fragdes, pois 0 ensaio de DPPH- finalizado
no tempo de 30 minutos ndo pondera a possibilidade de a reagcéo de redugdo do
radical ainda estar em progresso. No estudo de Brand-Williams et al. (1995), os
autores discutem sobre a cinética de reacao para diversos compostos fendlicos,
ressaltando que uma reacao de reducao de cinética rapida corresponde ao elevado
numero de grupamentos hidroxilas presentes nas moléculas, porém para alguns

compostos e misturas o mecanismo € mais complexo. O emprego de uma
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metodologia que avalia a cinética de reagdo dos extratos e fragées definiria com
mais precisdo o comportamento da mistura de acidos fendlicos e flavonoides

presentes nas folhas e caule de Citronella gongonha.

5.5 ATIVIDADE FITOTOXICA

A fitotoxidade é um efeito direto ou indireto que uma planta ou
microorganismos exercem sobre outra pela produgdo de substancias quimicas
(denominados aleloquimicos). Os aleloquimicos sao substancias produzidas pelo
metabolismo das plantas e podem atuar inibindo ou estimulando o crescimento das
outras espécies de plantas (CALABRESE; BALDWIN, 2002; UNIVERSIDADE
BRASIL, 2017). Sao diversas as fontes de liberacdo dos compostos aleloquimicos,
sao elas: volateis, serrapilheira, solo, decomposi¢do de partes da planta no solo,
exsudados da raiz e lixiviagao de folhas (FERREIRA; AQUILA, 2000). Por isso a
vegetacdo de uma area pode ter um modelo de sucessdo condicionado as plantas
pré-existentes e as substancias quimicas que elas liberam no meio. Na natureza ha
espécies mais sensiveis que outras como exemplo a alface (Lactuca sativa) e o
tomate (Lycopersicum esculentum). Kalburtji (1999) realizou estudo com extrato de
trigo e demonstrou a interferéncia na germinagao de outras espécies. Assim como o
sorgo (Sorghum bicolor L. J Moench) apresenta potencial aleloquimico relacionada
ao metabdlito sorgolione pertencente a classe das quinonas. Da mesma forma,
Castro et al. (1983) evidenciou que extratos aquosos de 3 espécies de plantas
inibiram a germinacao e o crescimento de sementes de tomate.

Os resultados de crescimento de radicula e hipocétilo de sementes de alface
apos a exposicao aos extratos brutos e fracbes de folha e caule de Citronella

gongonha estéo representados no GRAFICO 4:
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GRAFICO 3- CRESCIMENTO RADICULA E~HIPOCOTILO PARA SEMENTE DE ALFACE
TRATADOS COM EXTRATOS BRUTOS E FRACOES DE FOLHA E CAULE DE Citronella. gongonha
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FONTE: A autora (2018).

NOTA: Valores negativos representam a inibicdo do crescimento do hipocétilo e radicula;

Andlise de varidncia (ANOVA) e resultados comparados pelo Teste Tukey com nivel de

significancia em 5%.

Os valores numeéricos obtidos para os ensaios de germinagao e crescimento
de radicula e hipocétilo estdo apresentados no APENDICE 6-8. Nao foram
observadas diferengas estatisticas significativas relacionadas ao IVG das sementes
de L. sativa quando tratadas com o extrato e fracdes de folha e caule de Citronella
gongonha.

Na avaliacdo de crescimento do hipocétilo quando tratados com o extrato
bruto e fracdes do caule de Citronella gongonha foram observados resultados
estatisticamente significativos (p< 0.05) em relagdo aos controles agua e metanol. A
fracdo acetato de etila na concentracao de 500 ug/mL, a fragdo cloroférmio na
concentracdo 1000 pg/mL inibiu o crescimento do hipocdétilo de alface sugerindo
fitotoxicidade. O extrato bruto na concentracdo de 1000 pg/mL inibiu o crescimento
do hipocdtilo de alface. A concentragédo de 50 pg/mL também inibiu o crescimento do
hipocotilo de alface, porém apresentou valores de desvio padrao alto (34,30+ 8,179),

portanto essa concentragao nao foi considerada como concentragao fitotoxica.
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Na avaliagdo de crescimento da radicula quando tratados com o extrato
bruto e fragbes das folhas de Citronella gongonha foram observados resultados
estatisticamente significativos (p< 0.05) em relacéo aos controles agua e metanol. O
extrato bruto nas concentragdes 1000, 500 e 200 ug/mL, a fragcdo acetato de etila
nas concentragdes 500 e 200 pg/mL, a fragdo cloroformio nas concentragdes 1000 e
50 ug/mL e todas as concentracbes da fracdo hexano exceto a concentragdao 50
Mg/mL inibiram o crescimento da radicula sugerindo fitotoxicidade. A fragéo
cloroféormio nas concentragdes 100 e 50 pg/mL e a fragdo hexano na concentragao
de 50 pg/mL estimularam o crescimento da radicula de alface.

A inibicdo do crescimento vegetal pode ser explicada pela presenca de
compostos fendlicos. A literatura mostra uma variedade de extratos de plantas que
atuam como inibidoras do crescimento vegetal, sendo este fato associada com a
presenca de compostos fendlicos. Scognamiglio et al. (2012) demonstrou o potencial
fitotoxico do acido caféico e seu derivados extraidos de Bellis perennis L
(Asteraceae) na germinagao e crescimento das sementes das espécies Dactylis
hispanica e Aegilops geniculata. Um dos mecanismos de a¢gdo que podem explicar a
atuacdo dos aleloquimicos é o processo de estresse oxidativo que produzem
especies reativas de oxigénio que geram a degradacao celular podendo impedir a
germinacgao, crescimento e fotossintese das plantas (ALMEIDA et al. 2008). Além
desses fatores, no geral, os aleloquimicos podem afetar estruturas celulares,
alteracdo na concentracao de fitoesterois, permeabilidade de membrana, respiracéo,
sintese de pigmentos e proteinas, atividade enzimatica e alteragcbes no material
genético (RIZVI, 1992).

O estimulo ao crescimento vegetal pode estar associado ao conceito de
hormese proposto por Calabrese e Baldwin (2002), na qual uma substancia
considerada toxica, quando aplicada em doses menores que a utilizada pode
estimular o desenvolvimento vegetal. Silva et al. (2012) reforca este conceito
relembrando que alguns herbicidas eram utilizados como reguladores de
crescimento, por exemplo a substancia glifosina, antecessora do glifosato foi
utilizado no Brasil como maturadora de frutos (MESCHEDE et al. 2008).

Observando os valores obtidos para a fracdo hexano e cloroférmio de folhas
de Citronella gongonha na avaliagdo do crescimento da radicula, as duas fragbes

inibiram o crescimento na maior dose testada de 1000 pg/mL e estimularam o
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crescimento na menor dose testada de 50 pug/mL, sugerindo o efeito de hormese
para estas fragdes.

Estudos que avaliem outros parametros da fisiologia vegetal, como a
fotossintese, respiragao, sintese de proteinas e pigmentos, atividade enzimatica se
faz necessario para complementacédo do estudo fitotdxico do extrato bruto e fracbes
de Citronella gongonha, uma vez que os aleloquimicos podem influenciar o vegetal
por diversos mecanismos de acdo. A avaliagdo da alelopatia € uma importante
ferramenta para a prospecc¢ao de plantas que possam ser utilizadas como alternativa

natural ao uso de agrotoxicos.

5.6 ATIVIDADE HEMOLITICA

A avaliagao da toxicidade dos extratos brutos e fragdes compdem uma etapa
importante para a caracterizagdo da espécie em estudo. Extratos de plantas podem
conter substéncias que causam a hemodlise das células sanguinea (SHARMA,;
JAYASHRI, 2001). Inumeras sdo as substéncias que possuem esta atividade
bioldgica, pertencentes as classes de metabdlitos secundarios: saponinas (WANG et
al. 2007; GAUTHIER et al. 2009; OLIVEIRA et al. 2011), antraquinonas (MUNDAY et
al. 1995), entre outras.

O ensaio de hemdlise in vitro avaliou a liberacdo de hemoglobina dos
eritrocitos, indicando a lise celular, apds a exposi¢cao aos extratos e fragcbes da
espécie em estudo. O GRAFICO 3 ilustra a atividade hemolitica dos extratos brutos

e fracdes de folhas e caule de Citronella gongonha.
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GRAFICO 4- ATIVIDADE HEMOLITICA DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES DE FOLHAS E
CAULE DE Citronella gongonha.
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FONTE: A autora (2018).
NOTA: analise de variancia (ANOVA) e resultados comparados pelo Teste Tukey com nivel
de significancia em 5%.

O extrato bruto apresentou valores menores que 5% para as concentragoes
de 100, 200 e 500 pg/mL e o valor maximo de 11,4 £ 0,028 % para a concentragao
de 1000 pg/mL. A fracdo acetato de etila apresentou valores negativos de -0,8 +
0,003 % e -1,2 £ 0,004 % para as concentragbes de 500 e 1000 pg/mL,
respectivamente. Os valores negativos apresentados na fragdo acetato de etila
podem ser interpretados como auséncia de atividade hemolitica. A atividade
hemolitica foi observada para a fragdo hexano que atingiu valores superiores a 50%
(54,01 £ 0,102 %) para a concentragao de 1000 pg/mL. Os valores em porcentagem
expressos em meédia e desvio padrdo do extrato bruto e fracbes da folha de

Citronella gongonha estao apresentados na TABELA 11:
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TABELA 11- ATIVIDADE HEMOLITICA DE EXTRATO BRUTO E FRACOES DE FOLHAS DE
Citronella gongonha

CONCENTRAGOES FRACAO FRAGAO ACFER"I':?I%ODE EXTRATO
ug/mL HEXANO CLOROFORMIO TATO BRUTO
100 9,06 +0,030%°  2,00+0,007%¢  1,1+0,007% 1,5+ 0,002%
200 10,27 £0,021%¢  22+0,015%¢  0,9+0,005%¢ 1,5 0,011%¢
500 40,79+ 0114%"  17,8+0013%°  -0.8+0,003%° 2,2 +0,010%¢
1000 54,01+0102%°  382+0054%  -12+0,004% 11,4 +0,028%

FONTE: A autora (2018).
NOTA: Valores expressos em médiatDP; valores com diferentes letras sao significativamente

diferentes p< 0,05.

As fracOes acetato de etila e extrato bruto do caule de Citronella gongonha
apresentaram na concentragao de 1000 ug/mL os valores maximos de 4,9 £ 0,008 %
e 8,2 £ 0,026 %, respectivamente. A fracdo hexano apresentou atividade hemolitica,
superior a encontrada para a fracdo hexanica da folha, apresentando valores de
103,0 £ 0,054 % e 90,91 + 0,030 % para as concentragdes de 500 e 1000 pg/mL,
respectivamente. Os valores em porcentagem expressos em média e desvio padréo
do extrato bruto e fracbes de caule de Citronella gongonha estdo apresentados na
TABELA 12:

TABELA 12- ATIVIDADE HEMOLITICA DE EXTRATO BRUTO E FRACOES DE CAULE DE
Citronella gongonha.

smL " Hexano  Cloroformio Acetato do etia X0 brto
100 1,05 £ 0,006%? 1,9 £ 0,007 %2 1,2 £ 0,003%2 1,6 £ 0,004%2
200 41,72 + 0,087%° 1,3 £0,001%2 0,7 £ 0,003%2 1,0 £ 0,003%2
500 103,00 = 0,054%:¢ 1,0 £ 0,009%32 0,8 £ 0,005%2 0,5 £ 0,003%>?
1000 90,91 + 0,030%° 46,5 + 0,020%° 4,9 + 0,008%® 8,2 £ 0,026%"

FONTE: A autora (2018).
NOTA: Valores expressos em médiatDP; valores com diferentes letras séo significativamente
diferentes p< 0,05.

A partir dos resultados obtidos, n&o foi observada atividade hemolitica para

os extratos brutos de Citronella gongonha. O extrato bruto de folhas e caule néo



76

causou dano significativo a membrana dos eritrécitos do sangue de carneiro,
evidenciado pela baixa liberacdo de hemoglobina em solu¢do PBS e demonstrado
pela baixa absorbancia registrada pelo espectrofotdmetro de placas e expresso em
% hemolise. Assim, sugere-se auséncia de toxicidade para os extratos brutos desta
especie, corroborando com a utilizacdo desta planta como substituto do mate em
algumas regides (MAZINE; SOUZA; RODRIGUES, 2005). A presenca de atividade
hemolitica encontrada para a fragao hexanica desta planta pode estar relacionada
com a concentracdo de substancias apolares como os terpenos, classe de
metabdlito secundario que possui a capacidade de interagir com a membrana
celular, em alguns casos, potencializando a permeabilidade de absor¢ao de algumas
drogas lipofilicas (MENDANHA, 2013). Além de possuir atividade antitumoral e na
quimioprevengcdo de alguns canceres (RABI, 2008; CROWELL, 1996). A
investigacao desta fragdo para a presenca destas substancias é aconselhavel, uma
vez que os terpenos interagindo com a membrana das células, modificam sua
fluidez, sendo de grande interesse para o desenvolvimento de sistemas de
distribuicdo de farmacos com baixa irritacdo cutdnea para o tratamento de

enfermidades da pele, como por exemplo, a leishmaniose (ARRUDA, 2005).

5.7 TOXICIDADE: ARTEMIA SALINA

Avaliacdo da toxicidade em Artemia salina € um estudo preliminar para
caracterizacdo da toxicidade de produtos naturais. E um método simples e
reprodutivel, podendo ser utilizado no biomonitoramento de substancias ativas
(SIQUEIRA et al. 1998).

A TABELA 13 apresenta os valores da concentracdo letal 50% (CLso) de
Artemia salina quando expostas ao extrato bruto e fracbes de folhas e caule de

Citronella gongonha:
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TABELA 13 - CLso PARA EXTRATO BRUTO E FRACOES DE FOLHA E CAULE DE Citronella
gongonha FRENTE A Artemia salina

AUSENCIA DE BAIXA INTERVALO DE
AMOSTRAS TOXICIDADE TOXICIDADE CONFIANCA DE
(ng/mL) (ng/mL) 95% (ug/mL)

Extrato bruto folha >1000 i i
Extrato bruto caule >1000 - -
Fragao hexano folha >1000 - -
Fragao hexano caule >1000 - -
Fragao cloroféormio folha >1000 - -
Fragao cloroféormio caule >1000 - -
Fracao acetato de etila folha >1000 - -

Fracao acetato de etila caule - 863,95 552,33 — 1351,39

FONTE: a autora (2018).
NOTA: analise de estatisticas Probitos com intervalo de confianga de 95%.

De acordo com os resultados obtidos, todas as amostras testadas
apresentaram CEso superior a 1000 pg/mL, exceto a fragado acetato de etila do caule
que apresentou CEso no valor de 863,950 ug/mL com intervalo de confianga de 95%
entre 552,326 ug/mL e 1351,392 ug/mL de acordo com andlise estatistica de Probit.
O estudo obedeceu aos critérios de validagao estabelecidos para o teste,
apresentou imobilidade < que 10% para o controle negativo salina (1% DMSO) e
controle positivo para SDS apresentou CEso no valor de 12,259 ug/mL com intervalo
de confiangca de 95% entre 9,511 ug/mL e 15,803 pg/mL. Seguindo os critérios de
classificagdo estabelecidos por Meyer et al. (1982), o extrato bruto e fracées de
folhas e caule de Citronella gongonha sao néao téxicas por apresentar CEso > 1000
Mg/mL. Exceto a fragao acetato de etila do caule que apresentou CEso < 1000 pg/mL.
Neste caso, a fracéo foi classificada como sendo de baixa toxicidade, de acordo com
critério estabelecido por Amarante et al. (2011), pois apresentou CEso > 500 pg/mL
(863,95 pyg/mL com intervalo de confianga de 95% entre 552,33 — 1351,39 pug/mL).

Este ensaio serve como ponto de partida para definicdo de doses de um
estudo de toxicidade aguda com camundongos, a fim de observar a toxicidade dos

extratos brutos e fragbes em um modelo in vivo (OECD 243, 2001).
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6 CONCLUSAO

A comparagdao morfoanatdmica entre as espécies Citronella gongonha e
Citronella paniculata deve como principais diferengas o formato da nervura central e
peciolo que se apresentaram no formato cbéncavo-convexo para Citronella
gongonha, enquanto apareceu no formato plano-convexo para Citronella paniculata.
Além disso, a presenga de uma quantidade maior de células lignificadas que
compdem a bainha de fibras foi observada para Citronella gongonha, quando
comparada a Citronella paniculata. Estes achados sao descritos pela primeira vez
para as duas espécies do género Citronella.

Os resultados encontrados no screening fitoquimico de Citronella gongonha
sugerem a presencga de triterpenos / esteroide, flavonoides, compostos fendlicos,
cumarinas, taninos e saponinas. Corroborando com os metabdlitos secundarios
registrados para a familia Cardiopeteridaceae. Além de corroborar com os
resultados das reacdes com Sudam |l para lipidios e Cloreto férrico para compostos
fendlicos observados na morfoanatomia da espécie.

Por meio da analise em espectrofotometro de massas do extrato bruto de
folhas e caule € possivel sugerir pela comparagao entre os ions moleculares e perfil
de fragmentagdo a presenca de compostos como o acido caféico, acido quinico,
acido cafeoilquinico, acido feruloiquinico, acido dicafeoilquinico, epicatequina,
epicatequina galato, metil epicatequina galato e metil epigalocatequina galato. Estes
compostos também estdo presentes em amostras de cha mate (llex paraguariensis)
e cha verde (Camellia sinensis), bebidas utilizadas como fonte de antioxidantes na
dieta, corroborando com a utilizagdo popular desta espécie como alternativa a erva
mate. As andlises realizadas em CLAE e RMN unidimensional 'H e '3C sugeriu a
presencga de acido dicafeoilquinico como composto majoritario na fragdo acetato de
etila das folhas de Citronella gongonha.

A propriedade antioxidante foi evidenciada para fragdo acetato de etila de
folhas e caule, assim como atividade fitotéxica foi observada inibibindo/estimulando
o crescimento de hipocétilo e radicula de sementes de Lactuca sativa.

Observou-se atividade hemolitica para a fracao hexanica das folhas e caule
desta espécie, sugerindo potencial citotoxico para esta fragcdo. O ensaio de

toxicidade frente a Artemia salina reportou auséncia de toxicidades para os extratos
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brutos e fragbes de folha e caule de Citronella gongonha, com exce¢ao da fragéo
acetato de etila do caule que foi classificado como tendo baixa toxicidade.

Estes resultados, reportados pela primeira vez em literatura cientifica,
contribuem para a caracterizagédo fitoquimica e atividades biolégicas da espécie
Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard, encorajando estudos complementares

com o objetivo de identificar substancias com potencial farmacolégico.
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AP’ENDICE 1 - ESPECTRO DE FOLHAS E CAULE DE Citronella gongonha —
IONS MOLECULARES 179 (ACIDO CAFEICO) E 191 (ACIDO QUINICO).
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A’PENDICE 2 - ESPECTRO DE FOLHAS E CAULE DE Citronella gongonha —
IONS MOLECULARES 289 (EPICATEQUINA) E 341 (CAFEOIL GLICOSE).
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APENDICE 3 - ESPECTRO DE FOLHAS E CAULE DE Citronella gongonha —

[ONS MOLECULARES 353 (CAFEOILQUINICO) E 367 (FERULOIQUINICO).
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APENDICE 4 - ESPECTRO DE FOLHAS E CAULE DE Citronella gongonha —

[ONS MOLECULARES 515 (DICAFEOILQUINICO) E 441 (EPICATEQUINA

GALATO).
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APENDICE 5 - ESPECTRO DE CAULE DE Citronella gongonha — lONS
MOLECULARES 455 (METIL EPICATEQUINA GALATO) E 471
(EPIGALOCATEQUINA GALATO).
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APENDICE 6 - RESULTADOS DA AVALIAGAO DO iNDICE DE VELOCIDADE DE
GERMINACAO (IVG) PARA O EXTRATO BRUTO E FRAGCOES DE FOLHA E
CAULE DE Citronella gongonha.

TABELA 14 - ATIVIDADE FITOTOXICA DE EXTRATO BRUTO E FRACOES DA FOLHA DE
Citronella gongonha — AVALIACAO DO IVG PARA Lactuca sativa

CONCENTRAGOES FRAGAO

FRAGAO FRAGAO EXTRATO
Mg/mL HEXANO CLOROFORMIO ACEETT‘?EX DE BRUTO
1000 4,75+ 0,433 4,87+ 0,216 5,00+ 0,000 5,00+ 0,000°
500 4,75+ 0,433 5,00+ 0,000° 4.87+02162 5,00+ 0,002
200 5,00+ 0,000 5,00+ 0,000° 5,00+ 0,000 5,00+ 0,000°
100 5,00+ 0,000 5,00+ 0,000° 48302900 4870216
50 5,00+ 0,000 5,00+ 0,000° 487+02162 500+ 0,002

FONTE: A autora (2018).
NOTA: Controles negativos: metanol: 4,83 £ 0,2162; agua: 4,87+ 0,2902; Valores expressos em média
+ DP; valores com diferentes letras sdo significativamente diferentes p< 0,05. Resultados para o
indice de Velocidade de Germinacdo foram estatisticamente ndo significativos em relacdo aos
controles metanol e agua.

TABELA 15 — ATIVIDADE FITOTOXICA DE EXTRATO BRUTO E FRACOES DO CAULE DE
Citronella gongonha — AVALIACAO DO IVG PARA Lactuca sativa

Colr":liENTRAQOES FRAGAO FRAGAO ACFSI':?I%ODE EXTRATO
Hg HEXANO CLOROFORMIO BRUTO
ETILA

1000 5,00 + 0,000 4,37 + 04782 4,75 + 0,500 4,70 + 0,3442
500 5,00 + 0,000 4,75 + 0,2882 5,00 + 0,000 4,87 + 0,250
200 5,00 + 0,000 4,83 + 0,335 4,81+ 0,375 4,87 + 0,250
100 5,00 + 0,000 4,87 + 0,2502 5,00 + 0,000 5,00 + 0,000
50 5,00 + 0,000 5,00 + 0,000 4,83 + 0,335 4,75 + 0,500

FONTE: A autora (2018).

NOTA: Controles negativos: metanol: 5,00 + 0,000% agua: 5,00 + 0,000?%; Valores expressos em
média = DP; valores com diferentes letras sao significativamente diferentes p< 0,05. Resultados para
o Indice de Velocidade de Germinacdo foram estatisticamente ndo significativos em relacdo aos
controles metanol e agua.
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APENDICE 7 - RESULTADOS DA AVALIAGAO DE CRESCIMENTO EXTRATO
BRUTO E FRACOES DA FOLHA DE Citronella gongonha.

TABELA 16 - ATIVIDADE FITOTOXIQA DE EXTRATO BRUTO E FRAQOES DA FOLHA DE
CITRONELLA GONGONHA — AVALIACAO DO CRESCIMENTO HIPOCOTILO DE Lactuca sativa

CONCENTRAGOES FRACAO FRAGAO Aé:¥fﬁ§LE EXTRATO
ng/mL HEXANO CLOROFORMIO TATO BRUTO
1000 2825+ 12,437°  3475+3645°  3110+5224° 32,75+ 10,2950
500 2025+12,038° 3430442552  3575+42412 3350 %5113
200 3355488747  3180+3515°  3400£3937°  3315%7,058°
100 36,40+ 12,89°  32,00£3301° 31,70+ 4,744° 34,40 + 3,003°
50 3170+2985  32,55:4737°  30,50+8108  33,10%8,135°

FONTE: A autora (2018).

NOTA: Controles negativos: metanol: 30,50 + 8,5352; agua: 33,10 + 5,6642; Valores expressos em
média = DP; valores com diferentes letras s&o significativamente diferentes p< 0,05. Resultados para
crescimento do hipocétilo foram estatisticamente nao significativos em relagdo aos controles metanol

e agua.

TABELA 17 - ATIVIDADE FITOTOXICA DE EXTRATO BRUTO E FRAQOES DA FOLHA DE
CITRONELLA GONGONHA — AVALIACAO DO CRESCIMENTO RADICULA DE Lactuca sativa

FRACAO

somb 0070 LEXANO  CLOROFORMIo  ACETATODE  Sgpipe?

1000 25,15+ 10,2092 39,20+ 4,523¢ 43,90+ 6,441 34,70+ 11,700¢°
500 28,00+ 11,983° 39,60+ 7,213¢ 39,30+ 7,988¢ 41,70+ 8,093¢
200 35,55+ 9,409¢ 42,55+ 8,476 37,45+ 5,800¢ 40,95+ 10,404¢
100 34,85+ 14,008¢ 52,80+ 7,011 44,25+ 6,541 45,00+ 7,321
50 48,50+ 9,436" 47,70+ 10,835¢ 42,65+ 11,774 41,80+ 11,169

FONTE: A autora (2018).

NOTA: Controles negativos: metanol: 42,75+ 11,431¢; agua:42,25+ 8,437¢ ; Valores expressos em

médiatDP; valores com diferentes letras s&o significativamente diferentes p< 0,05.
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APENDICE 8 - RESULTADOS DA AVALIAGAO DE CRESCIMENTO EXTRATO
BRUTO E FRACOES DO CAULE DE Citronella gongonha.

TABELA 18 - ATIVIDADE FITOTOXIC~A DE EXTRATO BRUTO E FRAQOES DO CAULE DE
CITRONELLA GONGONHA — AVALIACAO DO CRESCIMENTO HIPOCOTILO DE Lactuca sativa

CONCENTRAGOES FRAGAO FRACAO ACFSI':?I%ODE EXTRATO
ug/mL HEXANO CLOROFORMIO T ATO BRUTO
1000 2015+ 3902°  2575+7,313° 29,30+ 8497° 34,35+ 47250
500 33,95+ 5,142 30,75+ 5699°  24,85+12,923° 3510 + 3,047
200 31,25+ 5,557 30,35+ 8,742c 27,40+ 12,030 31,15+ 9,350°
100 20,40+ 4,715 28,50+ 11,083  31,85:3,525° 30,10 + 8,251°
50 32,95+ 5,370° 3135+ 7,976° 26,65+ 12,293 34,30+ 8,179¢

FONTE: A autora (2018).

NOTA: Controles negativos: metanol: 30,15 + 6,83¢; agua: 31,55+ 4,22¢; Valores expressos em
meédiatDP; valores com diferentes letras séo significativamente diferentes p< 0,05.

TABELA 19 - ATIVIDADE FITOTOXICA: DE EXTRATO BRUTO E FRAQOES DE CAULE DE
CITRONELLA GONGONHA — AVALIACAO DO CRESCIMENTO RADICULA DE Lactuca sativa

CONCENTRAGOES FRACAO FRAGAO ACF;:%%ODE EXTRATO
ug/mL HEXANO CLOROFORMIO TATO BRUTO
1000 212043203  2320+6500° 26,30 %8961° 2555 + 4,224
500 2285+21279  2955+3800° 2440+ 11,186 2535+ 4,138
200 2550441207  2500+9449°  2275%10,103° 2575 + 8,508
100 2070+41720  2520+9008  2940+3826° 26,30 + 7,5767
50 26,05+50920°  2945+8935° 2415+ 10,5412 23,15+ 8,8167

FONTE: A autora (2018).

NOTA: Controles negativos: metanol: 28,00 + 6,6932; 4gua: 28,25+ 8,1422; Valores expressos em

média + DP; valores com diferentes letras s&o significativamente diferentes p< 0,05. Resultados para
crescimento da radicula foram estatisticamente ndo significativos em relagdo aos controles metanol e
agua.



ANEXO 1 - DECLARAGAO POR COMPARAGAO DA ESPECIE Citronela
gongonha (MART.) R.A. HOWARD

PREFEITURA MUNICIPAL DE CURITIBA
SECRETARIA MUNICIPAL DO MEIO AMBIENTE
DEPARTAMENTO DE PRODUGAO VEGETAL
DIVISAO DO MUSEU BOTANICO MUNICIPAL

DECLARACAO

Declaro, para os fins que se fizerem necessarios, que identifiquei por analise
comparativa uma coleta de Citronella gongonha (Mart) R.A. Howard, planta
pertencente a familia botanica Cardiopteridaceae, material botanico coletado por

Mariana Cardoso Oshiro, no municipio de Curitiba, Universidade Federal do Parana,
Capao do CIFLOMA.

Executei essa identificacdo por compara¢ao com a exsicata de nimero de tombo MBM
387516 da colegédo do Museu Botanico Municipal de Curitiba.

Curitiba, 19 de dezembro de 2016.

Marcelo Leandro Brotto

Engenheiro Florestal
matricula 177474
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ANEXO 2 - EXSICATA MBM 387516 DA ESPECIE Citronela gongonha (MART.)
R.A HOWARD

@razil, Parand, Co

WESsd 26°18'15" S, 52°0030" W
Motta, J.T. 4075; Silva, J.|

Arvoreta de 3m; flores cremes. Mata ciliar.

| Dupticatas. MBM RB,SPICN LUSC BHCB HUEFS UFG MO
\

PMC - DPP 004




ANEXO 3 - DECLARAGAO POR COMPARAGAO DA ESPECIE Citronela
paniculata (MART.) R.A. HOWARD

PREFEITURA MUNICIPAL DE CURITIBA
SECRETARIA MUNICIPAL DO MEIO AMBIENTE
DEPARTAMENTO DE PRODUGAO VEGETAL
DIVISAO DO MUSEU BOTANICO MUNICIPAL

DECLARACAO

Declaro, para os fins que se fizerem necessarios, que identifiquei por analise
comparativa uma coleta de Cifronella paniculata (Mart) R.A. Howard, planta
pertencente a familia botanica Cardiopteridaceae, material boténico coletado por
Mariana Cardoso Oshiro, no municipio de Curitiba, Universidade Federal do Parana,
Capéo do CIFLOMA.

Executei essa identificacdo por comparagéo com a exsicata de nimero de tombo MBM
297713 da colegédo do Museu Botanico Municipal de Curitiba.

Curitiba, 22 de agosto de 2016.

Fi ‘A .. ___;_f-
.fﬂAWM é?/@/{ﬁ

Marcelo Leandro Brotto

Engenheiro Florestal
matricula 177474

98



99

ANEXO 4 - EXSICATA MBM 297713 DA ESPECIE Citronela paniculata (MART.)
R.A. HOWARD
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ANEXO 5- AUTORIZAGAO DE ACESSO AO PATRIMONIO GENETICO CGEN -
IBAMA

SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS

AUTORIZACAO DAS ATIVIDADES DE ACESSO AO PATRIMONIO
GENETICO REALIZADA DE ACORDO COM A RESOLUCAO CGEN N°35,
DE 27 DE ABRIL DE 2011
N°03/2014

O INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEIS, credenciado pelo Conselho de Gestdo do Patriménio Genético
(CGEN/MMA), por meio da Deliberagio CGEN n° 40, de 24 de setembro de 2003, para autorizar
institui¢@io nacional, puiblica ou privada, que exerga atividade de pesquisa e desenvolvimento nas
areas biologicas e afins, a acessar amostras de componente do patrimdnio genético para fins de
pesquisa cientifica sem potencial de uso econdmico, autoriza com amparo na Resolugio CGEN n°
35, de 27 de abril de 2011, que dispde sobre regularizagiio de atividades de acesso ao patriménio
genético efou ao conhecimento tradicional associado e sua exploragfio econdmica realizadas em
desacordo com a Medida Proviséria no 2.186-16, de 23 de agosto de 2001 e demais normas, as
atividades de acesso ao patrimdnio genético desenvolvidas pela:

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, CNPI/MF n°. 75.095.679/0001-49, situada
na Rua XV de Novembro, 1299, Curitiba-PR, CEP: 80060-000, e representada na pessoa do Reitor
Zaki Akel Sobrinho, RG n° 1.439.536-9 SSP/PR, CPF n.° 359.063.759-53, no ambito das
atividades do projeto de pesquisa “Estudo Quimico e Biolégico das Espécies Vegetais”.

Objetivo da Autorizagio: Avaliar sob aspecto morfoanatdémico, quimico e biolégico das
espécies acessadas constantes do projeto de pesquisa.

Periodo das atividades: 2000 a 2019.

Validade da Autorizagiio: Cinco anos, contados da assinatura. Em razfio da continuidade
do projeto de pesquisa, a instituigio detentora desta autorizagfio devera enviar ao Ibama, a partir da
emissdo da licenca, relatério anual sobre a execugfio das atividades de pesquisa, nos termos do
Decreto n.* 4.946/2003 e Resolugio CGEN n° 41/2013. Enderego para envio do relatério:
IBAMA/DBFLO, SCEN L4 Norte, Bloco B, Brasilia-DF, CEP: 70818-900.

Esta autorizacdio das atividades de acesso estd vinculada as informag@es e termos assinados
pelo requerente, constantes do processo n°® 02001.001165/2013-47.

Brasilia, Pﬁe mar¢o de 2014.




