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RESUMO

O Brasil abriga inumeras espécies de plantas, as quais representam uma
promissora fonte de descoberta de moléculas bioativas. A espécie Ocotea
diospyrifolia (Meisn.) Mez. pertence ao género Ocotea Aubl. e a familia Lauraceae,
grupos que tem demonstrado grande potencial farmacolégico. Assim, neste trabalho
objetivou-se estudar a composicao fitoquimica da espécie citada, bem como avaliar
suas caracteristicas morfoanatébmicas e atividades antioxidante e biologicas. Para
este fim, folhas e galhos foram coletados no Capéao do Cifloma (Curitiba-PR), a partir
dos quais foram feitas as analises morfoanatémicas e de teor de cinzas e umidade,
além dos extratos e fracionamentos em aparelho de Soxhlet. Ainda, a partir das
folhas, foi realizada a extragao do oleo essencial por hidrodestilagao, e sua posterior
caracterizagdo por CG-EM. A partir dos extratos brutos e fragdes hexano foi
realizada a quantificacdo de clorofilas totais e carotenoides. Essas amostras,
juntamente com as demais fragdes e 6leo essencial, foram analisadas quanto ao seu
potencial antioxidante pelas metodologias de formacdo do complexo
fosfomolibdénio, redugdo do radical 2,2-difenil-1-pictilhidrazila (DPPHe) e
peroxidacao lipidica. Além disso, as amostras foram avaliadas quanto a sua
toxicidade frente a Artemia salina, capacidade hemolitica e fitotoxicidade. Também
foram aplicadas técnicas de separacdo, no intuito de isolar e/ou identificar
compostos na espécie. Os resultados obtidos evidenciaram caracteristicas
morfoanatdmicas condizentes com o descrito anteriormente para a espécie. O dleo
essencial foi extraido a partir de duas coletas em periodos distintos, revelando a
presenca do espatulenol entre os componentes majoritarios das duas amostras. Os
ensaios antioxidantes demonstraram uma melhor atividade para as fracbes acetato
de etila e etandlica dos galhos, e uma potencial atividade toxica para o dleo
essencial e a fracdo hexano do caule. As técnicas de separagao aplicadas levaram
ao isolamento do aminoacido 4-hidroxi-N-metilprolina da fracdo remanescente dos
galhos. A partir disso, sugere-se que o estudo da O. diospyrifolia seja continuado,
visto a possibilidade de aplicabilidade de seus extratos, fracbes 6Oleo essencial e
possiveis compostos isolados na area da farmacologia.

Palavras-chave: Lauraceae. Oleo essencial. Espatulenol. 4-hidréxi-N-metilprolina.

Toxicidade.



ABSTRACT

Brazil is home to innumerous plant species, which represent a promising
source for finding new bioactive molecules. The species Ocotea diospyrifolia (Meisn.)
Mez. belongs to the Ocotea Aubl. genus and Lauraceae family, groups that have
been demonstrating huge pharmacological potential. Therefore, this work aimed to
evaluate the phytochemical composition of the named species, as well as its
morphoanatomical characteristics, antioxidant and biological activities. To this end,
leaves and stem barks were collected in the Capéo do Cifloma (Curitiba-PR), from
where it was made morphoanatomical, ash and umidity content analysis, as well as
the extracts and fractions in a Soxhlet apparatus. In addition, from the leaves, it was
extracted the essential oils by hydrodistillation, and its further characterization by CG-
MS. From the crude extracts and hexane fractions it was performed the quantification
of total chlorophylls and carotenoids. These samples, together with the remaining
fractions and essential oil were analysed for their antioxidant potential through the
molibdenium complex formation, radical 2,2-diphenyl-1-picrylhnydrazyl (DPPHe)
reduction and lipid peroxidation methods. Moreover, samples were evaluated for their
toxicity against Artemia salina, hemolytic capacity and phytotoxicity. Separation
techniques were also applied, in order to isolate and/or identify compounds in the
species. The results obtained highlighted morphoanatomical characteristics similar to
the ones described previously for the species. The essential oil was extracted from
two collections in distinct periods, revealing the presence of spathulenol as one of the
major constituents in both samples. The antioxidant assays demonstrated a better
activity for ethyl acetate and etanolic fraction from the stem bark, and a potential toxic
activity for the essential oil and stem bark hexane fraction. Separation techniques
applied lead to isolation the aminoacid 4-hydroxy-N-methylproline, from the stem
bark remanescent fraction. From this, it is suggested that the study of O.
disospyrifolia should be continued, since there is a possibility of applicability from its
extracts, fractions, essential oil and possible isolated compounds in the
pharmacology area.

Keywords: Lauraceae. Essential oil. Spathulenol. 4-hydroxy-N-methylproline.

Toxicity.
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1 INTRODUGAO

Os medicamentos usados atualmente para o tratamento de enfermidades
derivam em sua maioria de produtos naturais, os quais incluem fungos e plantas
(HARVEY, 2008). Os individuos pertencentes ao grupo das plantas produzem uma
variedade de substancias, o que as torna foco para a pesquisa de compostos com
propriedades biolégicas (GIORDANI et al., 2008). Tais moléculas produzidas por
plantas sdo conhecidas como metabdlitos secundarios, e podem ser utilizadas como
medicamento por si sO, ou como matéria-prima para a produc¢ao de outras moléculas
(BARREIRO; BOLZANI; 2009).

Nesse contexto, sabe-se que ainda existe uma demanda por novos
compostos bioativos, para acompanhar a evolugao do conhecimento referente as
patologias (BAKER et al., 2007). Além disso, sabe-se que ja existem doengas que
ndao respondem efetivamente aos tratamentos existentes, por conta do
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia (BAKER et al., 2007).

Além disso, devido a sua extensao territorial, heterogeneidade geografica e
climatica, o Brasil abriga aproximadamente 20% da biodiversidade mundial
(equivalente a 55 mil espécies de plantas) (LEWINSOHN; PRADO, 2000), e
hospeda inimeras espécies endémicas (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2010).
Essa diversidade tem destaque principalmente em florestas tropicais, na regido da
Amazonia (LEWINSOHN; PRADO, 2000). Nesse sentido, vale ressaltar que s6 a
Floresta Atlantica abriga em torno de 20.000 espécies vegetais (MINISTERIO DO
MEIO AMBIENTE, 2010). Ainda, sabe-se que essa variedade estende-se a
parasitas, patdogenos e herbivoros, os quais representam um fator estimulante para a
produgao de metabdlitos secundarios (HOWE; WESTLEY, 1988). Sendo assim, é
evidente o potencial de descoberta de novas drogas a partir de espécies vegetais
existentes no pais.

Outro ponto a ser destacado € que, apesar do avango nos métodos
analiticos (HARVEY, 2000) e da diversidade de espécies disponiveis, apenas uma
pequena porcentagem das plantas foi objeto de algum estudo fitoquimico e/ou
farmacoldgico (PINTO et al., 2002).

Ainda, as atividades exploratérias inconsequentes podem levar a perda da

biodiversidade (FEARNSIDE, 2005). Nessa logica, vale enfatizar que 472 espécies
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da flora brasileira ja constam na Lista Oficial de Espécies Ameagadas de Extingao
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2010). Assim, a unido desses fatores pode
levar a uma perda de espécies vegetais e, consequentemente, de um arsenal de
metabdlitos secundarios, os quais poderiam se tornar fontes de novos farmacos.

Entre as familias botanicas existentes, sabe-se que a Lauraceae representa
um grupo de destaque, com aplicagao em diferentes areas de interesse econémico,
incluindo a industria quimica e a medicina popular (MARQUES, 2001).

Dentro da familia Lauraceae, o género Ocotea Aubl. tem mostrado potencial
na area de produtos naturais, visto a quantidade de moléculas ja isoladas (ZANIN;
LORDELLO, 2001; MONTRUCCHIO et al., 2012; RAKOTONDRAIBE et al., 2015) e
patentes registradas (ROUSSEL-UCLAF, 1976, ACP, 2010, UFSC; UFPR; UFSM,
2014). No ambito das agbes biologicas e farmacoldgicas, os extratos, oleos
essenciais e compostos isolados de ocoteas ja demonstraram, entre outras
atividades, potencial citotoxico, antimicrobiano, leishmanicida e antinociceptivo
(SALLEH; AHMAD, 2017).

Nesse contexto, essa pesquisa se justifica por investigar a fitoquimica, as
atividades bioldgicas e propriedades antioxidantes de uma espécie vegetal
pertencente a um género com grande potencial, para a qual foram encontrados
poucos estudos, com o intuito de contribuir e agregar novas descobertas a area da

saude.

1.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo da composi¢ao quimica, caracteristicas morfoanatomicas,
atividades biologicas e propriedades antioxidantes de Ocotea diospyrifolia (Meisn.)

Mez.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Solicitar a autorizacado de acesso ao patriménio genético;
e Coletar e realizar a identificagao botanica da espécie;
e Avaliar a morfoanatomia da folha, peciolo e galho da espécie;

e Proceder as analises fisico-quimicas com as folhas e galhos secos;
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Realizar a analise fitoquimica preliminar das folhas e galhos da espécie;
Proceder a extragao, isolamento e identificacdo de compostos das folhas
e galhos de Ocotea dispyrifolia (Meisn.) Mez;

Quantificar as clorofilas e carotenoides nos extratos brutos e fragcbes
hexano das folhas e galhos;

Extrair o 6leo essencial das folhas e realizar a analise qualitativa;

Avaliar a atividade antioxidante do extrato bruto, fracbes e do dleo
essencial;

Verificar a toxicidade preliminar frente a Artemia salina do extrato bruto,
fragdes e do 6leo essencial;

Verificar o potencial hemolitico do extrato bruto, fracdes e do o6leo
essencial;

Avaliar a atividade fitotoxica do extrato bruto, fracbes e do 6leo essencial.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA LAURACEAE

A familia Lauraceae € reconhecida por ser um dos grupos mais primitivos
dentre as angiospermas (CRONQUIST, 1998) e dicotiledéneas (SHEPHERD, 2003).
Esta familia é considerada uma das mais representativas, pelo numero de individuos
e diversidade de taxons (VATTIMO-GIL; 1959). Estima-se que individuos dessa
familia estejam divididos em 50 géneros e aproximadamente 3000 espécies
(ROHWER, 1993), dentre as quais predominam arvores e arbustos (VAN DER
WERFF; RICHTER, 1996).

Em relagdo a distribuicdo geografica, podem ser encontradas espécies de
Lauraceae na América, Asia, Austrdlia e Africa (VAN DER WERFF; RICHTER,
1996). No Brasil, foi relatada a presenca de 24 géneros e 441 espécies, enquanto no
Parana existem 12 géneros e 66 espécies (QUINET et al., 2016).

Individuos dessa familia tém reconhecida importancia econbmica e
ecologica (SHEPERD et al., 2003), destacando-se o uso de espécies na culinaria,
industria madeireira, industria quimica e na medicina popular (MARQUES; 2001).

Também é evidente o potencial dos 6leos essenciais extraidos de espécies
de Lauraceae, como pode ser visto no QUADRO 1. Tais oleos apresentam grande

importancia na industria farmacéutica e cosmética (RIZZINI; MORS, 1995).
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Do ponto de vista medicinal, alguns estudos relataram a utilizagdo de
espécies de Lauraceae no tratamento de problemas de saude. Na Jordania, as
folhas de Laurus nobilis L. sdo usadas no alivio da artrite, enquanto as cascas de
Cinnamomum ceylanicum sao recomendadas para individuos com diabetes e
complicagdes pos-parto (ABUH-IRMAILEH; AFIFI, 2003). Também pode ser citado o
uso de plantas do género Litsea Lam. na medicina chinesa, para o tratamento de
desordens gastrointestinais, diabetes, desordens inflamatérias e infecg¢des
bacterianas (KONG et al., 2015); e a utilizagdo de Cinnamomum zeylanicum Blume
pela populagdo iraniana para impoténcia, tosse produtiva e ansiedade (MIKAILI;
SHAYEGH; ASGHARI, 2012). Ainda, exitem relatos do uso tradicional de
Cinnamomum camphora (L.) J.Presl| para bronquite, e Laurus azorica (Seub.) Franco
para reumatismo, infecgdes bacterianas e problemas respiratérios nas llhas da
Madeira e de Porto Santo (RIVERA; OBON, 1995). No Brasil, a espécie Aniba
canellila (Kunth) Mez é utilizada no tratamento de diversos problemas, incluindo
artrite, febre, cdlica, dispepsia e malaria (BOTSARIS, 2007).

Nesse sentido, também vem sendo comprovada diversas atividades
farmacologicas de espécies de Lauraceae, dentre as quais podem ser citadas:
atividade anti-inflamatéria (MELO et al.,, 2006), analgésica, antipirética,
imunomoduladora (RAVINDRAN; NIRMAL-BABU; SHYLAJA, 2004), antiviral (KOHN
et al., 2012) e antibacteriana (NABAVI et al., 2015).

Em relacdo a composicdo fitoquimica, os metabdlitos secundarios
frequentemente presentes na familia Lauraceae sao os alcaloides, especialmente os
indolizinicos, benzilisoquinolinicos, triptaminicos e aporfindides (CORDEL; QUIRN-
BEATTIE; FARNSWORTH, 2001).

2.2 GENERO Ocotea Aubl.

O género Ocotea Aubl. é constituido por cerca de 350 espécies (ROHWER,
1993), das quais aproximadamente 170 sado encontradas no Brasil (QUINET et al.,
2016) e 31 no Parana (BROTTO; CERVI; SANTOS, 2013).

Dentre os géneros pertencentes a familia Lauraceae, as ocoteas sao as
mais representativas na medicina popular (MARQUES; 2001). Nesse sentido, vale
citar o uso da Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer em dermatoses, febre, reumatismo,

sifilis, gota, malaria (BOTSARIS, 2007); e da infus&o das folhas ou frutos de Ocotea
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foetens (Ainton) Baill. como anti-hipertensivo (RIVERA; OBON, 1995). Ainda,
estudos da atividade farmacolégica com o género tem comprovado a atividade
larvicida contra o Aedes aegypti (GARCEZ et al.; 2009), anti-trombética (BALLABENI
et al. 2007) e anti-inflamatoria (ZSCHOCKE et al., 2000).

Entre as substancias ja isoladas em plantas do género, ganham destaque as
neolignanas (DIAS; YOSHIDA; GOTTLIEB, 1986; SILVA; BRAZ-FILHO; GOTTLIEB,
1989; ISHIGE, 1991; ZSCHOCKE et al.,, 2000) e os alcaloides (GILBERT et al.,
1964; CAVA et al., 1968; VECCHIETTI; CASAGRANDE; FERRARI, 1977; DIAS et
al., 2003; PABON; CUCA, 2010; GARCEZ et al., 2011).

Em relagdo aos alcaloides, Zanin e Lordello (2001) listaram um total de 54
alcaloides aporfindides isolados de espécies do género Ocotea Aubl. Dentre eles
pode-se citar a oconovina (CAVA et al.,, 1968), a coridina (GARCEZ; YOSHIDA,;
GOTTLIEB, 1995) e a dicentrina (MONTRUCCHIO et al., 2012). Este ultimo foi
isolado da Ocotea puberula (Rich.) Ness, e avaliado quanto a sua atividade
farmacologica por Montrucchio et al. (2012). O estudo revelou que a dicentrina
possui atividade antinociceptiva, atuando na dor neurogénica e inflamatéria, além de
ser o alcaloide majoritario encontrado na planta (MONTRUCCHIO et al., 2012).

O género também é reconhecido pela presencga de 6leo essencial, os quais
possuem composigao variada, dependendo da espécie da qual é extraido (TAKAKU;
HABER; SETZER, 2007). Tal diversidade na composigédo confere ao oleo diferentes
propriedades, incluindo atividade antiplaquetaria (TOGNOLINI et al., 2006), anti-
hipertensiva (BARBOSA-FILHO et al., 2008) e anestésica (SILVA et al., 2013).

Dentre os compostos ja isolados no 6leo essencial de espécies de Ocotea,
pode ser citado o 6xido de caparrapi (FIGURA 1), identificado na Ocotea caparrapi
(BROOKS; CAMPBELL, 1969), e a ascaricina (FIGURA 1), encontrada na Ocotea
opifera (LORENZO et al., 2001).

FIGURA 1 — ESTRUTURA MOLECULAR DO OXIDO DE CAPARRAPI E DA ASCARICINA

~ 3 - H3C
-~ R‘"l TS, |
HE LHac o o]
90t \D: )
e M‘J D
H‘C-‘/)“:\(:H:|
Oxido de caparrapi Ascaricina

FONTE: Adaptado de BROOKS; CAMPBELL, 1969; LORENZO et al., 2001.
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2.3 ESPECIE Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez

A Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez é uma espécie arbdrea que pode chegar
a 20 m de altura, com periodo de floragdo entre agosto e dezembro, e frutificagdo de
outubro a maio (BROTTO; CERVI; SANTOS, 2013). Seu enquadramento

taxondmico pode ser visualizado no QUADRO 2.

QUADRO 2 — ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DA ESPECIE Ocotea diospyrifolia (Meins.) Mez.

Espécie Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez
Género Ocotea Aubl.
Familia Lauraceae Juss.
Ordem Laurales Juss. ex Bercht. & J. Presil.
Superordem Magnolianae Takht.
Subclasse Magnoliidae Novak. ex Takht.
Classe Esquisetopsida C. Agardh.

FONTE: Adaptado de The Plant List (2013).

Essa espécie possui diversos sindnimos, relacionados no QUADRO 3, e é
popularmente conhecida como canela (MARQUES, 2001) ou canela-preta (SANTOS
et al., 2013). Sua principal utilizacdo € na marcenaria e construgcao, especialmente
na confecgéo de postes e tdbuas de assoalho (MARQUES, 2001). Vale ressaltar que
a O. diospyrifolia ndo é considerada uma espécie ameacgada de extingao (BRASIL,
2008).

QUADRO 3 — RELACAO DE SINONIMOS DA ESPECIE Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez.

Sinénimo Ano de publicagéo
Ocotea pseudocorymbosa Hassl. 1919
Ocotea suaveolens (Meisn.) Benth. & Hook.f. ex Hieron. 1881
Ocotea suaveolens var. robusta Hassl. 1919
Oreodaphne diospyrifolia Meisn. 1864
Oreodaphne suaveolens Meisn. 1864
Strychnodaphne suaveolens (Meisn.) Griseb 1879

FONTE: Adaptado de The Plant List (2013).

A espécie é comumente encontrada na Argentina, Paraguai e, no Brasil, sua
ocorréncia € predominantemente no Sul do pais (MARQUES, 2001). Apesar disso,
existem registros de sua presenca em estados das regides Norte, Centro-oeste e
Sudeste (THE PLANT LIST, 2013), como mostra a FIGURA 2. No Parana ocorre
principalmente no segundo e terceiro planaltos (BROTTO; CERVI; SANTOS, 2013).
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FIGURA 2 — ESTADOS BRASILEIROS COM OCORRENCIA CONFIRMADA DA ESPECIE Ocotea
diospyrifolia (Meisn.) Mez.

FONTE: Adaptado de QUINET et al. (2016).

Ainda em relagdao a distribuicdo geografica, a O. diospyrifolia € uma das
espécies predominantes nas margens do Rio Paraguai, no Pantanal brasileiro (Mato
Grosso do Sul) (DAMASCENO-JUNIOR et al.; 2004). Além disso, esta arvore é a
segunda com maior numero de individuos em uma regido de transicdo entre a
floresta ombrofila mista e a floresta estacional, no Alto Uruguai (sul do Brasil)
(LOREGIAN et al., 2012). Nessa regido, foi constatado que a espécie depende de
luz para sua germinacgao, e a dispersdo de suas sementes € dependente de animais
(LOREGIAN et al., 2012).

No que diz respeito a fitoquimica e farmacologia da espécie, poucos estudos
estao disponiveis na literatura. Dentre eles, ha o relato do isolamento do acido 24-
hidroxitorméntico (FIGURA 3), um triterpeno tetraciclico, extraido da casca de
Ocotea suaveolens (Meissn.) Hassler (BEIRITH et al., 1999). Tal espécie é
conhecida como um dos sindnimos da Ocotea diospyrifolia. A substancia isolada foi
testada em ratos, e mostrou ter atividade antinociceptiva, atuando na dor visceral
neurogénica e na dor inflamatéria induzida por formalina (BEIRITH et al., 1999). O
efeito da substancia também foi testado na neurotransmissao glutamatérgica, a fim
de avaliar seu papel nas reagdes adversas causadas por plantas de uso tradicional
(MARTINI et al., 2007). De acordo com o estudo, o acido torméntico gera um
aumento na concentragdo de glutamato no meio extraneuronal, o que pode levar a
um efeito citotoxico (MARTINI et al.; 2007).
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Também foi identificado na Ocotea suaveolens uma mistura dos esteroides -
sitosterol, campesterol e estigmasterol (HESS, 1995), representados na FIGURA 3.

Além disso, o extrato hidroalcodlico de folhas e galhos de Ocotea diospyrifolia
(Meisn.) Mez demonstrou ter atividade larvicida para carrapatos (SANTOS et al.,
2013).

FIGURA 3 — COMPOSTOS IDENTIFICADOS NA CASCA DE Ocotea suaveolens (Meissn.) Hassler

Campesterol Estigmasterol

FONTE: Adaptado de Hess (1995).
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3 METODOLOGIA

A parte experimental do projeto decorreu de acordo com o fluxograma
representado na FIGURA 4.

FIGURA 4 — FLUXOGRAMA DE ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO TRABALHO

Coleta
{folhas e galhos)

X k. 4 h 4
Identificagao Morfoanatomia Processamento
boténica (secagem,moagem)

i
[ PLANTA SECA E MOIDA ]

k k4 h 4 ¥
Analise fisico- Estudo Extracdo : "

guimica fitoquimico hidroalcodlica Extragao do dleo
{umidade cinzas) preliminar {folhas e galhos) (folhas)
EXTRATO & OLEQ

BRUTO ESSENCIAL
t—l_.-
Y X k 4 L 4 ‘r‘
Teor de soiidos | | Fracionamento | |Anaiise por cop| |Quant, clorofiia e Caracterizagio

FRACOES:
Hexanao
Cloroférmio
Acetato de etila
Remanescenie

Atividade antioxidante;
> Alividade toxica in witro;
Atividade fitotdxica

L 4

: ; Quant. Clorofila & Isalamento &
Andlise por CCD carotenoides identificacaa

FONTE: O autor (2018).
NOTA: (1) CCD = cromatografia em camada delgada.

Apoés a coleta do material botanico foi realizada a identificagcdo da espécie.
Deste mesmo material foi retirada uma aliquota para o estudo morfoanatémico. Com
o restante do material, foi feita a separacao das folhas e galhos, e o processamento,
para obter a planta seca e moida. Todas os procedimento realizados em seguida
foram feitos com as folhas e galhos separadamente. A partir do material seco, foi
feita a analise fisico-quimica, estudo fitoquimico preliminar, extragcao alcodlica e
extracao do 6leo essencial.

Por sua vez, a extragdo alcodlica resultou em um extrato bruto, o qual foi

analisado quanto ao seu teor de solidos, composicao fitoquimica (analise por CCD)
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e posteriormente fracionado. A partir das fracbes obtidas, foram aplicadas técnicas
analiticas na tentativa de isolar e caracterizar moléculas do extrato. As fragdes
obtidas também foram analisadas quanto a sua composicéo fitoquimica. Ainda, os
extratos brutos e fragdes hexano foram submetidos a quantificacdo de clorofilas e
carotenoides. Além disso, foram avaliadas as atividades biolégicas e antioxidante do
extrato bruto, fracdes e do 6leo essencial.

As etapas da FIGURA 4 estao descritas nos itens 3.1 a 3.8.
3.1 MATERIAL BOTANICO

3.1.1 Coleta e identificagcao

A autorizagdo de acesso ao patrimdénio genético foi obtida junto ao IBAMA
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), a qual
consta no processo de n° 02001.001165/2013-47 (ANEXO 1).

A coleta das folhas e galhos foi realizada em dois periodos distintos, no
Capao do Cifloma, localizado no Campus Jardim Botanico da Universidade Federal
do Parana (25° 26’ S, 49° 14’ W). Ambas as coletas foram feitas a partir do mesmo

individuo, que esta representado na FIGURA 5.

FIGURA 5 — ESPECIE Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez. NO LOCAL DE COLETA

FONTE: O autor (2018).
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A primeira coleta ocorreu em abril de 2016, e o material obtido foi utilizado
para todas as etapas descritas no fluxograma. A segunda coleta foi realizada em
junho de 2017, a partir da qual apenas as folhas foram aproveitadas para a extragéao
do 6leo essencial.

A partir da amostra coletada foi confeccionada uma exsicata para a correta
identificacdo botanica da espécie. A exsicata foi depositada no Museu Botanico
Municipal de Curitiba (Jardim Botanico), identificada pelo Marcelo L. Brotto, e
tombada sob o numero MBM 385265 (FIGURA 6).

FIGURA 6 — EXSICATA E REGISTRO DE TOMBAMENTO DA ESPECIE Ocotea diospyrifolia
(Meisn.) Mez.

P 1|.nnm PaLLE =
W e )
LLILEE ST
Cleidins dicaprions Pa | ey

Dol oL Besiien oo o Srise

Bimin, P, Cusbing, L
Bulinies Uivatuidaite Fooninl s Pewa, Cangen

T P i, 200 3048

FONTE: O autor (2018).
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3.1.2 Processamento

As partes aéreas coletadas (folhas e galhos) foram separadas e secas a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As folhas foram separadas com o peciolo;
porém, este conjunto de partes sera referido apenas como “folha”.

Em seguida, o material foi processado em um moinho de facas e martelos,

para posteriores analises.

3.2 ESTUDO MORFOANATOMICO

As analises do estudo morfoanatémico foram realizadas no Laboratério de
Farmacognosia, da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Para isso, folhas,
peciolos e galhos frescos foram fixados em FAA 70, o qual foi preparado a partir de
90% (v/v) de etanol 70% (v/v), 5% (v/v) de acido aceético glacial e 5% (v/v) de
formaldeido 37% (v/v) (JOHANSEN, 1940). O material vegetal permaneceu nesta
solugédo por uma semana, e em seguida foi transferido para um recipiente contendo
etanol 70% (v/v), onde foi armazenado até sua anadlise. A partir disso, foram
realizadas a preparagao das laminas (semipermanentes e permanentes), os testes

histoquimicos, e as analises pelas microscopias optica e eletrénica de varredura.

3.2.1 Preparo das laminas

a) Laminas semipermanentes

As folhas, peciolos e galhos foram cortados a mao livre, de forma transversal
(OLIVEIRA; AKISUE, 1997). Os cortes obtidos foram corados com azul de astra,
fucscina basica e azul de toluidina (O’BRIEN; FEDER; McCULLY, 1964), e a
montagem das laminas foi feita utilizando glicerina 50% (v/v) (BERLYN; MIKSCHE,
1976). Em seguida, foi feita a lutagem com esmalte incolor (BECAK; PAULETTE,
1976).

Para obter ldminas da vista frontal, foram feitos cortes longitudinais, a mao
livre (OLIVEIRA; AKISUE, 1997), e o material resultante foi deixado em agua

destilada. Em seguida, houve a clarificagéo, utilizando uma solugdo de hipoclorito de
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sédio 10% (v/v) por um periodo de 24 horas. O cortes foram lavados 6 vezes com
agua destilada, de 15 em 15 minutos, neutralizados com &acido acético 5% (v/v), e
lavados novamente. Como corante foi utilizada a safranina 1% (m/v), e as laminas
foram montadas com glicerina 50% (v/v) (FUCHS, 1963).

b) LAminas permanentes

A montagem das laminas permantentes foi feita no laboratério de Técnicas
Histologicas, da Universidade Federal de Ponta Grossa.

A partir do material fixado foi feita a inclusdo em parafina (CAPUTO;
GINTINARA; MANSO, 2011) seguido de cortes transversais em micrétomo rotatério
Spencer 820. Foram obtidas secgbes de 7 um a 9 um, as quais passaram por um
processo de hidratacdo e secagem em mesa térmica (40°C). Os corantes utilizados
foram o azul de astra e a fucsina basica (ROESER, 1972), e o meio de montagem

empregado foi o Entellan®.

3.2.2 Testes histoquimicos

O material vegetal foi seccionado transversalmente, a mao livre. Em seguida,
foram adicionados os reativos descritos no QUADRO 4 em laminas individuais, para

evidenciar a presenca de substancias quimicas.

QUADRO 4 — RELACAO DE REATIVOS UTILIZADOS NOS TESTES MICROQUIMICOS

Reativo Compostos evidenciados Referéncia
Cloreto férrico Compostos fendlicos JOHANSEN, 1940
Sudam Il Substancias lipidicas SASS, 1951

Floroglucina cloridrica Lignina FOSTER, 1949
Lugol Amido BERLYN; MIKSCHE, 1976
Acido sulfurico Natureza dos cristais OLIVEIRA; AKISUE, 1997

FONTE: O autor (2018).

As laminas obtidas a partir desse procedimento foram observadas em
microscopio optico Olympus CX-31, e as imagens foram registradas em uma camera

digital Olympus C7070, acoplada ao equipamento.
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3.2.3 Microscopia eletrbnica de varredura

As amostras previamente fixadas foram desidratadas em série etandlica
crescente. O material resultante passou pelo processo de desidratagado pelo ponto
critico seguido de metalizagdo com ouro e paladio, no equipamento Quorum Sputter
Coater SC 7620. As amostras foram visualizadas em microscopio eletrénico de
varredura Tescan Vega 3, para analise ultraestrutural de superficie (SOUZA, 2007),
no Complexo de Laboratorios Multiusuarios da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (C-LAMBU).

3.3 ANALISE FiSICO-QUIMICA

3.3.1 Perda por dessecacéao

A determinacao da perda por dessecacao foi realizada com as folhas e galhos
separadamente, pelo método gravimétrico, descrito na Farmacopéia Brasileira 52
edicéo (2010).

Cerca de 1 a 2 g do material seco e moido foi transferido para um cadinho
previamente dessecado. A amostra foi seca em estufa (aproximadamente 105°C)
até peso constante.

O resultado da perda por dessecacao € representado pelo teor de umidade

presente no material, e foi calculado pela formula (1).

Pu—Ps
Pa

(1) U (%) = x 100

Onde: U (%) = teor de umidade, em porcentagem;
Pu = Peso do cadinho com a amostra antes da dessecagéao;
Ps = Peso do cadinho com a amostra apds a dessecacao;
Pa = Peso da amostra

O procedimento foi realizado em ftriplicata e, ao final, calculou-se a média e o

desvio padrao dos teores de umidade obtidos.
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3.3.2 Cinzas totais

As cinzas totais foram quantificadas nas folhas e galhos, pela metodologia
descrita na Farmacopéia Brasileira 52 edi¢cao (2010).

Em um cadinho previamente pesado e calcinado foi colocado cerca de 3 g da
planta moida. Levou-se o material a mufla, onde este foi submetido a um aumento
gradual de temperatura, até o maximo de 600°C. Apds 6h, o cadinho foi retirado da
mufla e esfriado em dessecador. Em seguida, calculou-se a porcentagem de cinzas

totais de acordo com a férmula (2).

P3

(2) Cinzas totais (%) = x100

Onde: P1 = Peso do cadinho;
P2 = Peso do cadinho com a amostra apos a incineragao;
Ps = Peso da amostra inicial.

O ensaio foi realizado em sextuplicata, e o resultado expresso € a média +

desvio padrao dos valores obtidos.

3.4 ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR

A andlise fitoquimica preliminar foi realizada com a intencédo de identificar os
principais grupos quimicos presentes na Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez. Essa
busca foi feita no sentido de auxiliar o direcionamento dos experimentos.

Inicialmente, foram preparados os extratos hidroalcodlico e aquoso das folhas
e galhos separadamente. A partir do extrato hidroalcodlico, foram realizadas as
pesquisas de flavonoides, alcaloides, cumarinas, iridoides, antraquinonas e
naftoquinonas, esteroides e terpenos; e no extrato aquoso foram pesquisadas as
antocianinas, heterosideos saponinicos, heterosideos cianogenéticos, taninos,
amino grupos, acidos fixos e acidos volateis. Para isso, foi seguida a metodologia

descrita por Moreira (1979) e adaptada por Miguel (2003).
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3.4.1 Extrato hidroalcodlico

Cerca de 40 g do vegetal moido foi acrescido de 200 mL de etanol 70% (v/v)
e levado ao banho-maria (70°C) por cerca de uma hora, em um frasco aberto. Em
seguida, o material foi filtrado em papel filtro, e o extrato obtido foi submetido ao

fracionamento.

3.4.1.1 Fracionamento do extrato hidroalcoodlico

O extrato foi concentrado até um terco do seu volume original. O material
obtido foi colocado em funil de separacao, onde foi submetido a um fracionamento
sequencial, sendo inicialmente adicionado de hexano. A particdo com hexano foi
feita em cinco etapas, sendo que em cada uma 40 mL do solvente foi adicionado ao
funil e agitado. Ao final das etapas, as por¢gdes hexanicas foram reunidas.

O processo foi repetido com os solventes cloroféormio e acetato de etila, e a
porcao restante foi denominada fragao hidroalcodlica. Todas as fragcdes tiveram seu

volume completado para 200 mL com o respectivo solvente, quando necessario.

3.4.1.2 Pesquisa de alcaloides

Cerca de 50 mL de cada fracdo foi levada a secura em banho-maria. O
residuo obtido foi dissolvido em 1 mL de etanol, e acrescido de 20 mL de acido
cloridrico 1% (v/v). Em seguida, foi transferido 2 mL da solugédo resultante para
quatro tubos de ensaio. Um dos tubos foi utilizado como controle, enquanto os
outros foram testados com 5 gotas de trés reativos diferentes: Mayer (mercurio
tetraiodeto de potassio), Dragendorff (tetraiodeto bismuto de potassio) e Bouchardat
(iodo-iodeto de potassio).

A presenca de alcaloides foi evidenciada pela formacdao de um precipitado
branco ou leve turvagao branca (reativo de Mayer); ou formagao de um precipitado

alaranjado-tijolo (reativos de Dragendorff e Bouchardat).
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3.4.1.3 Pesquisa de leucoantocianidinas

Aproximadamente 10 mL de cada fragcdo foram transferidos para uma capsula
de porcelana e levados a secura. Em seguida, o residuo foi dissolvido em 5 mL de
etanol, adicionado de 5 gotas de acido cloridrico 37% (v/v) e aquecido até ebuligao.

A presenga de leucoantocianidinas foi detectada pelo desenvolvimento de

coloracao vermelha.

3.4.1.4 Pesquisa de flavonoides

a) Pesquisa de heterosideos flavénicos

Foram transferidos 5 mL de cada fragdo para um tubo de ensaio, onde
adicionou-se 200 mg de limalha de magnésio. Em seguida, foi adicionado 1 mL de
acido cloridrico 37% (v/v) lentamente.

A presenca de heterosideos flavénicos foi evidenciada pelo desenvolvimento

de coloracéo laranja (flavonas), violacea (flavononas) ou vermelha (flavonais).

b) Teste do oxalico bérico ou reagdo de Taubock

Cerca de 10 mL de cada fragdo foram transferidos para uma capsula de
porcelana, onde foram levados a secura. Ao residuo obtido adicionou-se 5 gotas de
acetona e 30 mg de uma mistura de acido borico e acido oxalico (1:1). A solugao
resultante foi novamente levada a secura, e posteriormente foram adicionados 5 mL
de éter etilico. Transferiu-se o material para um tubo de ensaio e verificou-se a
emissao de fluorescéncia na luz UV.

A presenga de heterosideos flavbnicos foi detectada pela emissdo de

fluorescéncia.

3.4.1.5 Pesquisa de cumarinas

Aproximadamente 30 mL de cada fragao foram transferidos para uma capsula

de porcelana, onde foram concentrados até aproximadamente 5 mL. Em seguida,
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ajustou-se o pH com acido cloridrico 2N até pH 1. O volume foi novamente
concentrado até 5 mL, e o liquido resultante foi transferido para um funil de
separacao, onde foi extraido com éter etilico. Esse processo foi feito pela adicao de
10 mL seguidos de agitacéo, repetido duas vezes. As fragdes etéreas obtidas foram
reunidas e concentradas até aproximadamente 5 mL. Do volume final, cerca de 3 mL
foram transferidos para um tubo de ensaio, acrescidos de hidroxido de sédio N e
levados a uma camara de luz UV por 15 minutos. A emissao de fluorescéncia azul
ou verde amarelada indicou a presenca de cumarinas.

O restante da fragao etérea foi depositado em um papel filtro, formando 3
pontos separados de aproximadamente 1 cm de didmetro. O dois primeiros pontos
foram tratados com hidroxido de sodio N, sendo o segundo ponto protegido com
papel aluminio. O papel filtro foi levado a uma camara de luz UV, por 15 minutos. A
presenca de cumarinas foi evidenciada pela emissao de fluorescéncia azul ou verde

amarelada no ponto 2.

3.4.1.6 Pesquisa de iridoides

Foram transferidos cerca de 2 mL de cada fracdo para trés tubos de ensaio.
O primeiro foi acrescido de uma pequena quantidade de floroglucinol e 1 mL de
acido cloridrico 37% (v/v). Nesse caso, a presencga de iridoides foi detectada pelo
aparecimento de uma cor verde escura.

No segundo tubo, foram adicionadas 2 gotas de acido sulfurico concentrado,
sendo a reacao considerada positiva para o desenvolvimento de coloracio violacea.

No ultimo tubo foi adicionado 0,5 mL de solugcédo alcodlica de vanilina 2%
(m/v) e duas gotas de &acido sulfurico concentrado. A presenca de idirdides foi

evidenciada pelo desenvolvimento de cor rosa cereja.

3.4.1.7 Pesquisa de heterosideos antraquindnicos

Aproximadamente 30 mL das fragdes foram transferidas para balbes de
fundo chato, onde foram ascrescidas de 5 mL de solu¢do aquosa de acido sulfurico
10% (v/v). Em seguida, o balao foi acoplado a um condensador e levado ao refluxo

por 30 minutos. Passado esse tempo, a solugao foi filtrada ainda quente e acrescida
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de 30 mL de agua destilada. A solucao obtida foi transferida para um funil de
separagao, e a fragdo organica foi separada e concentrada até aproximadamente 5
mL. Em seguida, a solugdo foi transferida para um tubo de ensaio, onde foram
adicionados 5 mL de hidroxido de amonio.

A presenca heterosideos antraquindnicos foi revelada pelo desenvolvimento

de coloracao vermelha.

3.4.1.8 Pesquisa de esteroides e triterpenos

Cerca de 2 mL de cada fracéo foram transferidos para um tubo de ensaio, e
levados a secura. O residuo foi dissolvido em 2 mL de acido acético glacial e 0,2 mL
de solugado aquosa de cloreto férrico 1% (m/v). A mistura obtida foi transferida para
um tubo de ensaio contendo 2 mL de &cido sulfurico concentrado.

A presenga de esteroides foi evidenciada pelo desenvolvimento de
coloracao azul na zona de contato dos liquidos e na fase acética; a presenca de

triterpeno foi confirmada pelo desenvolvimento de coloragao verde.

3.4.2 Extrato aquoso

Cerca de 40 g do vegetal moido foi acrescido de 200 mL de agua destilada e
levado ao banho-maria (70°C), por aproximadamente uma hora em um frasco

aberto. Em seguida, o material foi filtrado em papel filtro.

3.4.2.1 Pesquisa de heterosideos antocianicos

Cerca de 5mL do extrato aquoso foram transferidos para 3 tubos de ensaio.
Ao primeiro, foi adicionado acido cloridrico 1% (v/v) até pH 4, e a reagéo foi
considerada positiva com o aparecimento de tons avermelhados. O segundo tubo foi
alcalinizado com hidréxido de sodio até pH 10, observando-se tons azulados se
positivo. O terceiro foi neutralizado (com hidréxido de sddio ou acido cloridrico 1%
viv) até pH 7, e o aparecimento de tons violaceos indicou a presenca de

heterosideos antocianicos.



39

3.4.2.2 Pesquisa de heterosideos saponinicos

Os tubos de ensaio utilizados na pesquisa de heterosideos antocianicos
foram agitados por 5 min, com movimentos succionais. O anel de espuma foi medido
logo apds a agitacdo e apos 30 minutos de repouso.

A presengca de saponinas foi evidenciada pela formacdo de espuma

persistente com altura superior a 1 cm.

3.4.2.3 Pesquisa de heterosideos cianogénicos

Aproximadamente 5 mL de cada fragdo foram adicionados a um tubo de
ensaio, evitando umedecer as paredes do tubo. Em seguida, 1ml de acido sulfurico
1N foi adicionado aos tubos, e foi suspendida uma tira de papel picro-sédico, com o
auxilio de rolhas de cortiga. Os tubos foram mantidos em banho-maria (60°C) por 30
minutos.

A deteccdo de heterosideos cianogénicos foi evidenciada pelo

desenvolvimento de coloragdo marrom a vermelho no papel picro-sodico.

3.4.2.4 Pesquisa de taninos

a) Reacao do cloreto férrico

Em um tubo de ensaio foi adicionado 1 mL do extrato aquoso, seguido de 5
gotas de solu¢do aquosa de cloreto férrico a 1% (m/v).
A presenca de taninos foi evidenciada pelo desenvolvimento de coloragéo

azul (taninos hidrolisaveis), verde (taninos condensados) ou marrom (polifenais).

b) Reagdo com formol

Aproximadamente 30 mL do extrato aquoso foram transferidos para um
balao de fundo chato de 250 mL de capacidade, onde foram acrescidos de 6 mL de
formaldeido 40% (v/v) e 4 mL de acido cloridrico 37% (v/v). Em seguida, o balado foi

acoplado a um condensador de bolas e mantido em refluxo por uma hora. Apds o
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resfriamento, o extrato formolcloridrico foi filtrado e reservado para a pesquisa de
taninos hidrolisaveis.

O residuo da filtragao foi lavado com etanol 50% (v/v) e, em seguida, foi
gotejado uma solugédo aquosa de hidroxido de potassio 5% (m/v). A observagao de
coloragcdo verde ao gotejar hidroxido de potassio indicou reacao positiva para
taninos condensados.

Ao filtrado reservado, foi adicionado excesso de acetato de sodio, sem
agitacao, e gotas de cloreto férrico 1% (m/v). A presenca de taninos hidrolisaveis foi

evidenciada pelo desenvolvimento de coloragao azul.

3.4.2.5 Pesquisa de acidos volateis

Cerca de 5 mL do extrato aquoso foram transferidos para um tubo de
ensaio, e foi acrescido 1 mL de acido sulfurico de maneira que a parede do tubo nao
fosse umedecida. Em seguida, uma tira de papel tornasol foi suspendida no tubo,
com o auxilio de uma rolha de cortica. O tubo foi levado ao banho-maria (60°C), por
30 minutos, e o desenvolvimento de coloracdo vermelha no papel tornasol, foi

considerado positivo para a presenca de acidos volateis.

3.4.2.6 Pesquisa de acidos fixos

Em um baldo, foram adicionados 20 mL do extrato aquoso e 2 ml de
hidroxido de sodio 1N, que permaneceram em refluxo por 30 min. Em seguida, a
solucao foi acidificada com acido cloridrico 2N e extraida com éter etilico. A fracao
etérea foi tratada com carvédo ativo, e em seguida filtrada e levada a secura em
banho-maria (50°C). O residuo obtido foi deixado em estufa por 10 min, resfriado e
acrescido de 5 mL de hidroxido de aménio 1N. Em uma tira de papel de filtro foram
feitas duas manchas com a solugao amoniacal. O papel foi deixado em estufa até
secar, e sobre uma das manchas foi gotejado o reativo de Nessler. O
desenvolvimento de coloragdo marrom na por¢cdo acrescida de reativo indicou a

presenca de acidos fixos.



41

3.4.2.7 Pesquisa de grupamento amino

Cerca de 10 mL do extrato aquoso foram concentrados em banho-maria
(60°C) até 5 mL. Em seguida, foram feitas duas manchas em papel de filtro com
cinco gotas do extrato concentrado. Em uma das manchas foi gotejado o reativo de
Ninhidrina 1% (m/v), e a segunda mancha foi usada como controle. O papel filtro foi
levado a estufa (100°C) por 5 min. A reagdo foi considerada positiva com o

desenvolvimento de colorag&o azul violacea.

3.5 ESTUDO FITOQUIMICO

3.5.1 Extrato bruto etandlico

O preparo dos extratos brutos hidroalcodlicos foi realizado em aparelho de
Soxhlet modificado (CARVALHO, 2001).

Uma quantidade adequada do material vegetal seco e moido foi colocado no
aparelho de Soxhlet, o qual foi acoplado a um baldo volumétrico e uma manta
térmica. Em seguida foi adicionado alcool 96 °GL, de acordo com a capacidade
maxima do baldo. Um condensador foi conectado ao Soxhlet, para permitir que o
alcool evaporado durante a extracdo condensasse e voltasse ao aparelho,
propiciando uma extragdo continua. O processo foi mantido até o esgotamento do
material pelo solvente, evidenciado pela coloracédo limpida do etanol presente no
sifao.

Os dados especificos para a produgéo de cada extrato bruto (folhas e galhos)
podem ser vistos na TABELA 1. A extracdo das folhas ocorreu em apenas uma
etapa; a extragcdo dos galhos foi divida em 3 partes, tendo em vista a quantidade de

material seco disponivel.
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TABELA 1 — QUANTIDADE DE MATERIAL SECO, SOLVENTE E TEMPO DE EXTRAGAO
UTILIZADO PARA A PRODUGCAO DOS EXTRATOS BRUTOS DE FOLHA E GALHO

Extrato bruto galhos
Extrato bruto folhas Extracao 1 Extracéo 2 Extracédo 3
Material seco (g) 1.636,75 611,50 595,80 2.111,00
Quantidade de alcool 96 °GL (mL) 7.000 2.690 2.500 8.500
Ciclos de extragao’ 7 ciclos 3 ciclos 3 ciclos 4 ciclos
Total de horas de extracédo 56 horas 24 horas 24 horas 32 horas

FONTE: O autor (2018).
NOTA: (1) Um ciclo de extragdo € o equivalente a um periodo de 8h com o equipamento ligado,
seguido de um repouso de 12h.

Cerca de 30 mL dos extratos brutos obtidos foram separados para a analise
do teor de sdlidos, e o restante foi concentrado em rotavapor até a evaporacao do

solvente. Este material foi destinado ao fracionamento.

3.5.2 Teor de solidos totais do extrato bruto

Para determinar o teor de solidos totais, foi seguida a metodologia descrita na
Farmacopéia Brasileira 52 edicdo (2010). Cerca de 10 mL do extrato bruto foram
colocados em placas de petri previamente dessecadas e pesadas. O material foi
levado a estufa (105 °C) até peso constante. O calculo foi realizado seguindo a

formula (3).

Pu—Ps
Pa

(3) S (%) = x 100

Onde: S (%) = teor de sdlidos totais, em porcentagem;
Pu = Peso do cadinho com amostra antes da dessecacao;
Ps = Peso do cadinho com a amostra apds a dessecacao;
Pa = Peso da amostra

3.5.3 Fracionamento

Os extratos brutos obtidos foram fracionados separadamente em aparelho de
Soxhlet modificado (CARVALHO, 2001). O processo consistiu em uma particado do
tipo liquido-liquido, sendo utilizado inicialmente o solvente hexano. O aparelho foi
acoplado a uma manta aquecedora e um condensador, e o sistema foi aquecido até
o esgotamento do material, evidenciado pela coloragéo limpida do hexano presente

no sifao. Em seguida, a fragdo hexanica foi retirada, e este processo foi repetido
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com os solventes cloroférmio e acetato de etila. A por¢ao restante do extrato foi
denominada fragdo remanescente.

Para o fracionamento do extrato bruto do galho, foi necessario adaptar o
sistema, em decorréncia da formacao de uma porgao insoluvel apdés a adigao do
hexano. Tendo em vista que esta porgcdo impedia o fluxo do solvente, o
fracionamento do extrato bruto do galho foi realizado conforme descrito na FIGURA
7.

FIGURA 7 — FLUXOGRAMA REFERENTE AO FRACIONAMENTO DO GALHO

Extrato bruto galho

Porgao solivel Porgao insoluvel

I I
Particdo normal Particao com papel filtrof

Fragoes 1 Fragoes 1
[Hexano Hexano
IClorafarmio (Cloroférmio
hcetato de etila Acetato de etila
Remanescente [Etandlica

L J
I
Fragoes

- Hexano galho

- Cloroférmio gaiho

- Acetato de etila galho
- Remanescente galho
- Etandlica galho

FONTE: O autor (2018).

A parte soluvel do extrato foi fracionada normalmente, e a porgao insoluvel foi
separada e submetida a particdo envelopada em um papel filtro (FIGURA 8). Apos a
adicdo do acetato de etila, a por¢cao insoluvel foi fracionada com etanol, o qual
acabou solubilizando todo o material, e gerou uma fragdo denominada de etandlica.
Ao final do processo, a fracao hexano proveniente da porc¢ao soluvel foi unida com a
proveniente da porgao insoluvel. O mesmo foi feito com as fragdes cloroformio e
acetato de etila. As fracbes remanescente e etandlica foram mantidas separadas,

sendo assim, a particao do extrato bruto do galho resultou em uma fragao adicional.



44

FIGURA 8 — ADAPTAGAO DO APARELHO DE SOXHLET PARA O FRACIONAMENTO DA
PORCAO INSOLUVEL DO GALHO

_ Amostra envelopada
em papel filtro
.
i

FONTE: O autor (2018).

Os dados especificos para os fracionamentos das folhas e galhos podem ser
vistos nas TABELAS 2 e 3, respectivamente. Para alguns dos solventes, a particao
foi dividida em duas ou mais partes, devido a quantidade de material a ser

fracionado.

TABELA 2 — QUANTIDADE DE MATERIAL DE PARTIDA E DURACAO DO FRACIONAMENTO DO
EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS

Quantidade de extrato bruto seco utilizado (g) 257,25
Ciclos de Total de horas de
Solvente fraci 1 .
racionamento fracionamento
Parte 1 6 ciclos 48 horas
Hexano Parte 2 3 c?clos 24 horas
Parte 3 6 ciclos 48 horas
Parte 4 3 ciclos 24 horas
Clorérmio 3 ciclos 24 horas
Acetato Parte 1 1 ciclo 8 horas
de etila Parte 2 1 ciclo 8 horas

FONTE: O autor (2018).
NOTA: (1) Um ciclo de fracionamento é o equivalente a um periodo de 8h com o equipamento ligado,
seguido de um repouso de 12h.
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TABELA 3 - QUANTIDADE DE MATERIAL DE PARTIDA E DURAGAO DO FRACIONAMENTO DO
EXTRATO BRUTO DOS GALHOS

Quantidade de extrato bruto seco utilizado (g) 153,78
PORGAO SOLUVEL PORGAO INSOLUVEL
Ciclos de Total de horas de Ciclos de Total de horas
Solvente . 1 . . 1 de
fracionamento fracionamento fracionamento fraci
racionamento
Hexano Parte 1 4 ciclos 32 horas 2 ciclos 16 horas
Parte 2 1Y% ciclo 12 horas - -
Clorérmio 2 ciclos 16 horas 2 ciclos 16 horas
Acetato Parte 1 2 ciclos 16 horas 1 ciclo 8 horas
de etila Parte 2 1 ciclo 8 horas - -
Etanol - - 2 ciclos 16 horas

FONTE: O autor (2018).

NOTA: (1) Um ciclo de fracionamento é o equivalente a um periodo de 8h com o equipamento ligado,
seguido de um repouso de 12h.

As fragdes obtidas foram secas em rotavapor até a eliminagao dos solventes

e armazenadas em geladeira.

3.5.4 Analise por cromatografia em camada delgada (CCD)

Para avaliar as principais classes de compostos presentes nos extratos brutos
e fragbes preparados, foi realizada a pesquisa por cromatografia em camada
delgada (CCD).

Foi preparada uma solugdo metandlica das amostras na concentragdo de 10
mg/mL. As solugdes foram aplicadas em cromatoplacas (silica gel 60 Fos4,

espessura 0,25 mm, Syscroma), sendo a fase mével e reveladores os descritos no
QUADRO 5.

QUADRO 5 — FASES MOVEIS E REVELADORES UTILIZADOS NA ANALISE FITOQUIMICA POR
CCD, FEITO COM OS EXTRATOS BRUTOS E FRAGOES OBTIDOS

Cc;nusi:nltiucl:te Fase moével Revelador Metodologia
. — — 5 -
Es_ter0|des e Tolueno:Acetato de etila (93:7) Vanilina sulfarica 1% Wagner; Bladt,
triterpenos (vIv) 1996

. Acetato de etila:acido férmico:acido , 1 Wagner; Bladt,
Flavonoides acético glacial:agua (100:11:11:26) | Reativode NEU 1996

Taninos Acetato de etila:acido férmico:acido Cloreto férrico 1% Wagner; Bladt,
acético glacial:agua (100:11:11:26) (m/v) 1996

. Cloroférmio:metanol (95:5) Valente et al.,
Alcaloides Ambiente amoniacal Dragendorff 2006

Reativo de NEU'
Cumarinas Tolueno:acetato de etila (80:20) seguido de NaOH Miguel, 2003
1N

FONTE: O autor (2018).
NOTA: (1) difenilboriloxietilamino 1% (m/v) em metanol.
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Os resultados foram registrados como presenga (+) ou auséncia (-) dos

grupos de compostos descritos.

3.5.5 Quantificacao de clorofilas e carotenoides

A quantificagdo das clorofilas a e b, B-caroteno e licopeno foi realizada com
os extratos brutos e fragdes hexano, a partir de adaptagées na metodologia descrita
por Nagata e Yamashita (1992).

As amostras foram inicialmente preparadas na concentracdo de 1 mg/mL,
utilizando como solvente uma mistura de acetona e hexano (4:6), em triplicata. Apos
serem sonicadas por 10 minutos, as solugdes foram filtradas e lidas em
espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda 453 nm, 505 nm, 645 nm, 663 nm.

Durante as leituras, foi observado que as absorbancias das amostras
referentes a folha passavam de 1. Logo, foi necessario diluir tais solugbes até a
concentragédo de 0,33 mg/mL e 0,25 mg/mL para o extrato bruto e fragdo hexano,
respectivamente.

A quantidade de clorofila a, clorofila b, -caroteno e licopeno em ug/mg de

amostra foi calculada conforme as formulas (4), (5), (6) e (7), respectivamente.

10 x [(—0,328 X Abs663)+(1,77 X Ab5645)]
Conc

(4) Clorofilaa =

10 x [(—0,328 X Abs663)+(1,77 X Ab5645)]
Conc

(5) Clorofila b =

10 x [(—0,0458 X Ab5663)+(0’204 X Ab5645)+(0,372 X AbS505)—(0,086 X Ab5453)]
Conc

(6) Licopeno =

10 x [(0,216 X Abs663)_(1'22 X Ab5645)—(0,304 X Ab5505)+(0,452 X Ab5453)]
Conc

(7) Beta caroteno =

Onde: Absesz = Absorbancia em 663 nm;
Absess = Absorbancia em 645 nm;
Abssos = Absorbancia em 505 nm;
Absass = Absorbancia em 453 nm;
Conc = Concentragdo da amostra, em mg/mL.
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3.5.6 Isolamento e identificagéo

3.5.6.1 Identificacdo da 4-hidréxi-N-metilprolina

A substancia 4-hidroxi-N-metilprolina foi isolada e identificada a partir da
fragcdo remanescente do galho, de acordo com os processos resumidos na FIGURA
9.

FIGURA 9 — FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE SEPARAGAO E IDENTIFICAGAO DA 4-HIDROXI-
N-METILPROLINA

Fracionamento extrato bruto galho (Soxhlet)

A 1 A
Fracdes: Fracdo remanescente
hexano galho
cloroférmio v
acetato de etila
etanol Geladeira
v
Cristais
v
Purificagao:
- adicdo de metanol
gelado
- sonicador
- retirada do sobrenadante

Difratometria de raio X de
monocristal

A\ 4

FONTE: O autor (2018).

Apés o fracionamento do extrato bruto dos galhos, a fragdo remanescente foi
concentrada em rotavapor e armazenada em geladeira. A partir disso observou-se a
formacao de cristais. A purificagao foi feita pela adicdo de metanol gelado e posterior
agitacdo em sonicador. O metanol sobrenadante foi retirado com o auxilio de uma
pipeta pasteur, e o processo foi repetido até que o solvente estivesse limpido. Apds
a retirada do solvente, o cristal foi seco a temperatura ambiente.

O material foi enviado para analise por difratometria de raio X de monocristal,
para elucidacdo da estrutura. Os dados de difragao, para analise de célula unitaria,

foram coletados empregando um difratbmetro Bruker — D8 Venture equipado com
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detector de area Photon 100 CMOS, duas fontes de radiagdo monocromatica de Mo-
Ka (A =0,7107 A) e Cu-Ka (L = 1,5418 A), e dispositivo Kryoflex Il, para realizagéo
de coletas a baixa temperatura. A analise foi realizada a 300 K utilizando-se a fonte
de molibdénio. Para a realizagao da analise foi selecionado um fragmento cristalino
de uma porgdo de cristais imersos em 6leo mineral, o qual foi transferido
cuidadosamente para um micro-mount que foi fixado no goniémetro do difratdbmetro.
Os dados foram processados utilizando o programa APEX3. Os parédmetros de
célula unitaria encontrados foram comparados com dados da literatura utilizando a

base de dados do CCDC (Cambridge Crystallographic Data Centre).

3.6 OLEO ESSENCIAL

3.6.1 Extracao do d6leo essencial

O dleo essencial das folhas foi extraido por hidrodestilagcédo, em Clevenger
modificado por Wasicky (1963). O processo foi realizado duas vezes, a partir de
folhas coletadas em dois periodos distintos.

Para a primeira extracdo, feita com o material coletado em abril de 2016,
646,1 g de folhas secas e moidas foram colocadas em um baldo de 6000 mL. Em
seguida, foi adicionado 3.500 mL de agua destilada, e o aparelho Clevenger foi
acoplado ao baldo. O sistema foi aquecido por manta térmica durante 6h, a partir do
momento em que a primeira gota de 6leo foi visualizada no tubo com escala
graduada.

A segunda extracdo foi realizada com as folhas coletadas em junho de 2017.
O processo foi semelhante ao descrito para a primeira extracdo, porém nesse caso
foi utilizado 483,78 g de folhas secas.

Os dleos obtidos foram armazenado separadamente em frascos de vidro,
protegidos da luz e sob refrigeragdo. Os rendimentos foram calculados segundo a

formula (8).
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vx 100
m

(8) R (%)(v/m) =

Onde: R (%) (v/m) = rendimento, em porcentagem, expresso em volume por massa;
v = volume de 6leo essencial obtido, em mL;
m = quantidade de material seco utilizado, em gramas.

3.6.2 Caracterizagao do o6leo essencial

A caracterizagdo da composigao quimica dos oOleos essenciais foi feita no
Departamento de Quimica da UFPR. As andlises foram realizadas em um
cromatografo gasoso acoplado a um espectrémetro de massas Shimadzu® CGMS
QP2010 Plus, utilizando uma coluna capilar RTX-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pym).

Foi injetado 1 uL de amostra, no modo split, a uma temperatura de 250°C. A
coluna foi mantida a 60°C, presséo de 59 kPa e fluxo de 1,02 mL/min. Como gas de
arraste foi utilizado o hélio, e o tempo de corrida foi de 65 minutos.

A identificacdo dos compostos foi feita a partir dos indices de retencéo
(determinados usando como referéncia uma série de alcanos homodlogos), e por
comparagao dos espectros de massa obtidos com dados da literatura (ADAMS,
2007).

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante foi avaliada por 3 metodologias distintas: formagéo
do complexo fosfomolibdénio (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999), avaliagdo da
capacidade de reducédo do DPPHe (adaptado de MENSOR et al., 2006) e sistema de
co-oxidagao p-caroteno/acido linoleico (adaptado de RUFINO et al., 2006).

Para as 3 metodologias, as amostras testadas foram os extratos brutos e
fracbes das folhas e galhos, e o 6leo essencial das folhas proveniente da segunda

extracdo. Como controle positivo, foi utilizado o acido ascérbico, rutina e BHT.
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3.7.1 Formagao do complexo fosfomolibdénio

Para a realizacdo deste ensaio, as amostras e controles positivos foram
preparados na concentragéo de 200 ug/mL. O solvente utilizado para as amostras foi
uma mistura de DMSO e metanol (1:1); para os controles positivos foi utilizado
apenas o metanol.

O reativo foi preparado no dia do ensaio, e foi composto de acido sulfurico
(0,6 M), fosfato de sdédio (28 mM) e molibdato de aménio (4 mM).

Para que a reagao ocorresse, em um tubo de ensaio foi adicionado 3 mL do
reativo e 0,3 mL da amostra, controle positivo ou branco. Os tubos foram tampados
e aquecidos em banho-maria (95 °C), por cerca de 90 minutos. Em seguida, as
amostras foram transferidas para uma microplaca de 96 pocgos, a qual foi lida em
espectrofotdbmetro UV (690 nm). O teste foi realizado em triplicata.

Como branco foi usado o metanol acrescido de DMSO e, no caso dos
controles positivos, apenas o metanol.

A capacidade antioxidante foi calculada de acordo com a formula (9).

Abs — Abs x 100
(9) AAR (%) — amostra branco
Abspadrao— APShranco

Onde: AAR (%) = atividade antioxidante relativa ao padréo;
Absamostra = @absorbancia da amostra;
AbSspranco = absorbancia do branco;
Abspadrao = absorbancia do padréo.

A analise estatistica foi feita pelo teste de ANOVA e o teste de Tukey,
considerando um nivel de significancia de 95%. Para realizar essas analises, foi
utilizado o software Sisvar (FERREIRA, 2014).
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3.7.2 Redugéo do 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe)

a) Atividade dos extratos e fragcbes

Foi preparada uma solugdo-mée de cada amostra ou controle positivo, na
concentragcdo de 1 mg/mL, utilizando como solvente o metanol. Para as amostras foi
necessario adicionar Tween 80® na proporcdo de 1:1 em relagdo ao peso da
amostra, para auxiliar na solubilizacdo. A partir da solucdo-mae foram feitas as
diluicbes com metanol, nas oito concentragdes desejadas, escolhidas de modo a
abranger os valores de Clso. As concentracbes testadas para cada amostra e

controle positivo podem ser vista na TABELA 4.

TABELA 4 — CONCENTRACOES DOS CONTROLES POSITIVOS, EXTRATOS BRUTOS E
FRACOES TESTADOS NO ENSAIO DE REDUCAQ DO RADICAL DPPHe

Amostra Concentragdes testadas

Faixa (ng/mL) A’

Acido ascérbico 2-9 1

BHT 6 - 20 2

Rutina 3-10 1
Extrato bruto 100 — 450 50
© Fragcado hexano 150 — 500 50
% Fragéao cloroférmio 25-200 25
L Fragao acetato de etila 25— 200 25
Fracdo remanescente 150 — 500 50
Extrato bruto 25-200 25
o Frag&o hexano 350 - 700 50
2 Frag&o cloroformio 75— 250 25
g Fracg&o acetato de etila 20 -90 10
Fracado remanescente 25-200 25
Fracgao etandlica 20-90 10

FONTE: O autor (2018).
NOTA: (1) variagdo entre as concentracdes testadas

Em seguida, cada concentragdo foi acrescida da solugdo metandlica de
DPPHe (0,3 mmol/L) diretamente na placa de 96 pogos, conforme descrito na
TABELA 5. O ensaio foi realizado em ftriplicata.

O controle negativo utilizado foi o metanol para os padrdes, e metanol
acrescido de Tween 80® para as amostras. Ainda, para cada concentragdo foi
preparado um branco, para eliminar a influéncia da cor das solu¢gées (TABELA 5).

Como controle positivo foi utilizado o acido ascébico, BHT e rutina.
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TABELA 5 — QUANTIDADES USADAS DE CADA COMPONENTE NO PREPARO DA SOLUGCAO DE
REACAO NO ENSAIO DE REDUGAO DO DPPHe

Solugédo de amostra/ Metanol/ = -
controle positivo Metanol + Tween 80° Solugao metanclica DPPHe

Amostras/
controles positivos 140 pL - 60 uL
Controle negativo - 140 pL 60 L
Branco 140 pL 60 uL }

FONTE: O autor (2018).

Ap6s a adigdo da solugdo metandlica de DPPHe, a placa foi mantida ao
abrigo da luz por 30 minutos, e em seguida foi lida em espectrofotdmetro (540 nm).
Com as leituras das absorbancias, foi calculada a capacidade de cada

concentrac&do das amostras em reduzir o radical DPPHe (10).

100—(Absgmostra— AbShranco)x 100

(AbScontrole=AbShranco)

(10) % Inibicdo da oxidagdo do DPPH =

Onde: AbsSamostra = absorbancia da amostra;
Absbranco = absorbancia do branco;
Abscontrole = absorbancia do controle negativo.

A partir dos valores calculados com a formula acima, montou-se uma curva %
de inibicdo da oxidagdo vs concentragdo (ug/mL). O valor de ICso (ug/mL) foi
estimado utilizando a equacéao da reta obtida.

A analise estatistica foi feita pelo teste de ANOVA e o teste de Tukey,
considerando um nivel de significancia de 95%. Para realizar essas analises, foi
utilizado o software Sisvar (FERREIRA, 2014).

b) Atividade do dleo essencial
O dleo essencial e os controles positivos foram preparados na concentragao

de 200 pg/mL. Como solvente foi utilizado o metanol e, no caso do dleo, foi

adicionado Tween 80® na proporcéo de 1:1 em relagdo ao peso da amostra.
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A reacao ocorreu como descrito para os extratos e fragdes, e os resultados
foram expressos em porcentagem de inibi¢cao, calculados pela férmula (10). Nao foi
feita uma curva % de inibicdo da oxidagdo vs concentragdo (ug/mL), visto que
apenas uma concentragao foi testada. Nesse caso os valores de % de inibicao
obtidos para a amostra foram comparados aos valores dos controles positivos, na
mesma concentragao.

A analise estatistica foi feita pelo teste de ANOVA e o teste de Tukey,
considerando um nivel de significancia de 95%. Para realizar essas analises, foi
utilizado o software Sisvar (FERREIRA, 2014).

3.7.3 Sistema de cooxidagao do B-caroteno/acido linoleico

Para avaliar a inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidagao do
acido linoleico, as amostras (extratos, fracées e Oleo essencial) foram preparadas
em metanol, a uma concentragdo de 200 pug/mL. Como padrbes foram utilizados o
acido ascorbico, BHT e rutina, diluidos da forma descrita para as amostras.

Uma emulsdo do sistema p-caroteno/acido linoleico foi preparada em um
erlenmeyer, adicionando 40 puL de acido linoleico, 530 mg de Tween 80®, 50 uL de
uma solugéo de B-caroteno (20 mg/mL em cloroférmio) e 20 mL de agua destilada
previamente tratada com oxigénio por 30 minutos. O tratamento da agua destilada
foi realizado por um oxigenador de aquario.

Para a determinagao da atividade antioxidante, 20 uL da amostra ou padrao
foi colocada em uma microplaca de 96 pogos, seguido de 150 uL da emulsdo do
sistema -caroteno/acido linoleico. Como branco foi utilizado 20 uL de metanol. A
microplaca foi lida em 470 nm, incubada a 50°C e lida novamente a cada 15
minutos, até 120 minutos.

Com as absorbancias obtidas foi realizado o célculo de atividade antioxidante
(%), pela férmula (11).
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. Abs inicial - Abs final
(11) Prote(;ao (%) — [1 _ ( — .amostras : amostras)] x 100
Abs inicialpyrgnco— Abs finalpranco

Onde: Abs inicial amestra = absorbancia do branco em 0 minutos;
Abs final amoestras = absorbancia do branco em 120 minutos;
Abs inicial branco = absorbancia da amostra em 0 minutos;
Abs final branco = @absorbancia da amostra em 120 minutos.

Ainda, os valores de absorbancia obtidos a cada 15 minutos foram plotados
em um grafico, de onde foram obtidas as equag¢des das curvas. A partir disso,
calculou-se a eficiéncia do antioxidante em diferentes etapas da reacao de oxidacao,
pelos valores de F1 (12) e F2 (13) (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

(12) F1 = tg amostra 30

tg controle 30

Onde: tg amostra 30 = tangente da amostra quando x=30 minutos;
tg controle 30 = tangente do controle quando x=30 minutos.

tg amostra 82,5
(13) F2 = Jgmostrases
tg controle 82,5

Onde: tg amostra 82,5 = tangente da amostra quando x=82,5 minutos;
tg controle 82,5 = tangente do controle quando x=82,5 minutos.

Os resultados foram avaliados estatisticamente pelo teste de ANOVA e o
teste de Tukey, considerando um nivel de significancia de 95%. Para realizar essas
analises, foi utilizado o software Sisvar (FERREIRA, 2014).

3.8 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

3.8.1 Avaliacéo da toxicidade frente a Artemia salina

A toxicidade frente a Artemia salina foi avaliada seguindo a metodologia
descrita por Meyer et al. (1982), com algumas adaptagdes. Foram testados os
extratos brutos, fragdes e o Oleo essencial, e como controle positivo foi utilizado o

sulfato de quinidina.



55

a) Preparo da solucao salina

A solugao salina foi preparada com 38 g de sal marinho artificial adquirido da
empresa Blue Treasure® e 1000 mL de agua destilada. O pH foi ajustado para 9 com

carbonato de sdédio.

b) Eclosao dos ovos

Para a eclosdo, 100 mg de ovos de Artemia salina foram colocados em 200
mL de solugao salina (pH 8-9). Os ovos foram mantidos sob agitagao continua, por
48 horas. Durante esse periodo, houve a exposi¢cédo continua a luz, com o auxilio de

uma lampada incandescente (40 W), e o controle da temperatura (27 °C a 30 °C).

c) Preparo das amostras e controle positivo

Para as amostras, foi preparada uma solugdo-mae de 1 mg/mL em metanol,
acrescido de Tween® 80 (1:1).

A partir dessa solucgéao, foram transferidos 0,05; 0,25; 0,5; 1,25; 2,5; 3,75 e 5
mL para frascos de vidro de 10 mL, em quintuplicata. O solvente foi evaporado por
12 h, a 37°C (DALL’STELLA, 2008).

O preparo do sulfato de quinidina foi realizado como descrito para as

amostras, sem a adicdo do Tween 80°.

d) Avaliagao da toxicidade

Para avaliar a toxicidade, dez nauplios de Artemia salina foram transferidos
para os frascos de vidro contendo as amostras ou o controle positivo. Como controle
negativo foi utilizado o metanol e metanol acrescido de Tween 80®. O volume de
todos os frascos foi ajustado com solugdo salina para 5 mL, obtendo-se as
concentragdes de 10, 50, 100, 250, 500, 750 e 1000 ug/mL.

Os frascos foram incubados por 24h, a temperatura ambiente. Apds esse

periodo, foi realizada a contagem das larvas mortas e vivas. Com os resultados
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obtidos, foi realizada a analise estatistica pelo método de Probitos, utilizando o
software IBM SPSS Statistics® (IBM Corporation, 2013), onde foram determinados

os valores de CLso e intervalos de confianga.

3.8.2 Avaliacao da atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por
Banerjee et al. (2008), com algumas modificacbes. Foram testados os extratos,
fragcdes e oOleo essencial. Para um melhor entendimento, o relato da técnica sera
dividido em quatro partes: (a) preparo da solu¢gado tampéo; (b) preparo do sangue; (c)
preparo das amostras e controles positivos; (d) quantificagdo da atividade

hemolitica.

a) Preparo da solugdo tampéo

A solugao tampao utilizada neste ensaio foi o tampao fosfato salino (PBS), o
qual foi composto de cloreto de sédio (8 g/L), cloreto de potassio (0,2 g/L), fosfato
dissédico (1,15 g/L) e fosfato monopotassico (0,2 g/L). Apés homogeneizagéo, o pH
da solugao foi medido (pH ideal: 7,4). O PBS foi armazenado em geladeira e durante

todo o experimento foi utilizado e mantido na temperatura de 4°C.

b) Preparo do sangue

Cerca de 3 mL de sangue de carneiro desfibrinado foi centrifugado em tubo
falcon por 5 minutos, a 3000 rpom. Apds o descarte do sobrenadante, o precipitado
foi lavado com 5 mL de PBS, e o material foi novamente centrifugado nas mesmas
condigdes. O processo de lavagem foi repetido por mais 3 vezes, ou até que o
sobrenadante estivesse limpido. Em seguida, com a papa de hemacias resultante,
foi preparada uma solugdo a 2% (m/v) em PBS. A solugdo foi armazenada em

temperaturas proximas de 4°C, para manter a viabilidade das células.
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c) Preparo das amostras, padréo e controles positivos

Para as amostras, inicialmente foi preparada uma solucdo-mae na
concentracédo de 1 mg/mL. Para a solubilizag&o foi adicionado 0,5% (v/v) de DMSO,
10% (v/v) de metanol, e PBS até completar 10 mL. Em seguida, foram feitas as
diluicbes com PBS, até obter as concentracdes de 100, 250, 500, 750 e 1000 pg/mL.

Também foi avaliada a atividade hemolitica de um padrdo, para a
comparagao com os resultados obtidos. Para isso, foi utilizado a saponina preparada
como descrito acima, porém utilizando como solvente apenas 10% (v/v) de metanol
em PBS.

Como controle positivo foi utilizado o triton e a agua potavel, os quais
serviram como valores de referéncia para os calculos descritos posteriormente. O
triton foi preparado na concentracédo de 10 ug/mL em PBS, e a agua potavel foi

utilizada pura.

d) Quantificagdo da atividade hemolitica

Em um eppendorf, foi adicionado 200 uL de amostra ou controle positivo,
seguido de 200 pL da solugdo de eritrocitos. Também foram feitos controles
negativos (PBS no caso do triton, e PBS acrescido de metanol 10% (v/v) e DMSO
0,5% (v/v) no caso das amostras) e um branco para cada concentragdo, para

descontar a cor dos extratos (TABELA 6). O ensaio foi realizado em quadruplicata.

TABELA 6 - QUANTIDADES USADAS DE CADA COMPONENTE NO PREPARO DA SOLUGAO DE
REACAO NA AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA

Solugao de amostra/ PBS/
padrao/ PBS + Metanol/ Solugao de eritrocitos
controle positivo PBS + Metanol + DMSO
Amostras/

padrao/ 200 pL - 200 pL
controles positivos
Controle negativo - 200 pL 200 pL

Branco 200 pL 200 pL -

FONTE: O autor (2018).
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Os eppendorfs foram mantidos abertos, e as solugdes foram incubadas em
estufa com temperatura controlada de 37°C, por 3 horas. Decorrido esse tempo, os
eppendorfs foram centrifugados e 150 uL do sobrenadante foi transferido para uma
microplaca de 96 pocos. Em seguida foi feita a leitura em espectrofotémetro UV (540
nm).

O calculo da porcentagem de hemdlise para cada concentragéo foi realizado
frente ao triton e a agua potavel, de acordo com as férmulas (14) e (15),

respectivamente.

(14) % hemolise = (Absamostra_ AbScontrole negativo 1~ AbShranco amostra) x 100

(Abstriton—ADbScontrole negativo 2~ AbSbranco triton)

Onde: Absamostra = absorbancia da amostra;
ADbScontrole negativor = absorbancia do PBS acrescido de metanol e DMSO;
AbSbranco amostra = absorbancia do branco da amostra;
Abstiton = absorbancia do triton;
AbScontrole negativo 2 = absorbancia do PBS;
ADbSbranco triton = @absorbancia do branco do triton.

(1 5) % hemolise = (Absamostra_ AbScontrole negativo 1~ AbSpranco amostra) x 100

(Abssgua— AbShranco égua)

Onde: Absamostra = absorbancia da amostra;
ADbScontrole negativor = absorbancia do PBS acrescido de metanol e DMSO;
AbSbranco amostra = absorbancia do branco da amostra;
Abssgua = absorbancia da agua potavel;
ADbSpranco agua = @absorbancia do branco da agua potavel.

A analise estatistica foi feita pelo teste de ANOVA e o teste de Tukey,
considerando um nivel de significancia de 95%. Para realizar essas analises, foi
utilizado o software Sisvar (FERREIRA, 2014).

3.8.3 Avaliacdo da atividade fitotoxica

Os extratos brutos e fragdes foram avaliados de maneira similar, porém com
alguns detalhes diferentes em relagédo ao 6leo essencial. Por esse motivo, tais

técnicas serao descritas separadamente.
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3.8.3.1 Atividade fitotdxica dos extratos brutos e fragdes

A técnica utilizada para avaliar a atividade fitotoxica foi adaptada das
metodologias descritas por Macias, Castellano e Molinillo (2000), Chon et al. (2005)
e Dias et al. (2005).

Inicialmente, foram preparadas solugcdes-mae de cada amostra, na
concentracdo de 1 mg/mL. Como solvente foi utilizado metanol e, para auxiliar na
solubilizagéo, foi adicionado Tween 80® na proporcdo de 1:1 (p/p) em relagédo ao
extrato/fragdo. A partir da solugdo-mae, foram preparadas as diluigdes em metanol,
nas concentracdes de 100, 250, 500, 750 e 1000 pg/mL.

Em caixas gerbox de poliestireno cristal (11 cm x 11 cm x 3,5 cm) foram
colocados dois papéis filtros Whatman n.° 6, de tamanho adequado e previamente
autoclavados. Em seguida foi adicionado 6 mL da amostra, e o solvente foi
evaporado a temperatura ambiente, dentro do fluxo laminar. Foram preparadas duas
caixas para cada concentracdo de cada amostra, referentes a avaliagdo da
germinagao e crescimento. Além disso, foram preparadas caixas para o controle
negativo (agua destilada) e o controle do solvente (metanol acrescido de Tween
80°).

Apoés a evaporagao total do solvente, as amostras foram resuspendidas com
6 mL de agua destilada. Vinte sementes de Lactuca sativa L. cv. Grand Rapids TBR
(Feltrin®) foram alocadas em cada caixa, de maneira a ficar igual e simetricamente
distribuidas em quatro quadrantes (FIGURA 10).

FIGURA 10 — DISPOSICAO DAS SEMENTES DE Lactuca sativa L., VARIEDADE Grand Rapids TBR
NAS CAIXAS GERBOX

o o O o
o O
o (ON®) O
o OGN o
o o
o ON@) O

FONTE: O autor (2018).

Apds a acomodacao das sementes, as caixas gerbox foram envoltas com

filme plastico e levadas a incubadora BOD (20°C + 5°C) por 7 dias. Toda a
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manipulacdo das sementes foi realizada em fluxo laminar devidamente higienizado,
para evitar a contaminacgao.

Para a avaliacdo da germinacgao, foi feita a leitura diaria (durante 7 dias),
sempre no mesmo horario, sendo que as sementes germinadas eram retiradas da
caixa. Foi calculada a porcentagem de germinagéo (16) e indice de velocidade de

germinacgao (IVG) (17).

germinagaogmostra

germinagaocontrole negativo

x 100

(16) % germinagao =

Onde: % germinag&o = germinagéo, em porcentagem;
germinagaoamostra = NUMero de sementes germinadas nas caixas de amostra;
germinagaocontrole = NUMero de sementes germinadas nas caixas de agua destilada.

IS
2 X 7

n;

(17) VG = =+

Onde: IVG = indice de velocidade de germinagao;
n+ = numero de sementes germinadas no dia 1;
n2 = numero de sementes germinadas no dia 2;
Nx = numero de sementes germinadas no dia x;
nz = numero de sementes germinadas no dia 7.

As caixas referentes ao crescimento foram retiradas da BOD apenas no
sétimo dia, quando foram medidos a radicula e o hipocétilo com o auxilio de uma
régua e pinga.

Os resultados de porcentagem de germinagao, IVG e crescimento de radicula
e hipocdtilo foram analisados estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, com o
auxilio do programa Sisvar (FERREIRA, 2014).

3.8.3.2 Atividade fitotdxica do 6leo essencial

Para a avaliagado da atividade alelopatica (adaptado de SILVA; OVERBECK;
SOARES, 2014) do ¢6leo essencial extraido das folhas, foi preparada uma solugao-
méae da amostra na concentracdo de 1% (m/v) em metanol. Para auxiliar na

solubilizagéo foi necessario adicionar Tween 80® (na mesma quantidade do 6leo). A
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partir da solugdo-mae, foram feitas as diluicdes em metanol, até as concentragdes
de 0,001; 0,01; 0,1 e 1% (m/v).

Nas caixas gerbox (poliestireno de cristal, 11 cm x 11 cm x 3,5 cm) foi
colocado um papel filtro Whatman n.° 6 e 5 mL de agua destilada. Em seguida, as
sementes foram posicionadas na caixa, como previamente descrito (FIGURA 10).
Duas folhas de papel filtro foram coladas a tampa da gerbox, onde foi depositado 3
mL da amostra na concentragao desejada.

As caixas foram fechadas, envoltas por filme plastico e levadas a incubadora
BOD (20°C + 5°C) por 7 dias. A contagem da germinagao, a medida do crescimento

e a analise estatistica foi realizada como descrito no item 3.8.3.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO MORFOANATOMICO

As caracteristicas morfolégicas de espécies contidas no género Ocotea Aubl.
sdo bastante similares, o que dificulta a diferenciacdo entre individuos deste grupo
(SANTOS; OLIVEIRA, 1995). Sendo assim, a descricdo das caracteristicas
microscopicas mostra-se de grande valia, uma vez que, aliada a morfologia, auxilia na
confirmacéao da identificacdo taxondmica.

As folhas de Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez. apresentaram caracteristicas
morfoldgicas similares as descritas por Brotto, Cervi e Santos (2013). Como pode ser
observado na FIGURA 8A, as folhas medem cerca de 6 cm de comprimento e 2 cm
de largura; possuem formato eliptico com apice acuminado, margem ondulada, e
auséncia de tricomas em ambas as faces (abaxial e adaxial). Sua base é atenuada
em peciolo, o qual mede 1,5 cm e caracterizou-se como canaliculado.

Nas imagens feitas em microscopia Optica foi possivel observar, em vista
frontal, a presencga de células epidérmicas com paredes anticlinais delgadas e retas
em ambas as faces.

Também foi possivel observar a presenga de estdmatos apenas na face
abaxial, caracterizando a folha como hipoestomatica. A maior parte dos estdmatos
encontrados sao paraciticos, localizados no mesmo nivel das células epidérmicas
(FIGURA 11B), embora também ocorram estématos actinociticos em menor nimero
(FIGURA 11C).

Os estdmatos paraciticos sdo acompanhados, de cada lado, por uma ou mais
células subsidiarias, posicionadas de forma que o seu eixo longitudinal fica paralelo a
fenda estomatica (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2006). Esse
tipo de estbmato &€ amplamente descrito no género Ocotea Aubl. (METCALFE;
CHALK, 1987).
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FIGURA 11 — VISTA FRONTAL DA EPIDERME FOLIAR DA ESPECIE Ocotea diospyrifolia (Meisn.)
Mez.

A

FONTE: O autor (2018).
NOTA: (1) A: Folha em face abaxial; B e C: Face abaxial em microscopia éptica evidenciando
estdbmatos; D: Face adaxial em microscopia Optica; E: Face abaxial em microscopia eletrénica de
varredura (MEV); (2) estbmato (es); cuticula (ct).

Ainda em relagdao as folhas, foi observado na superficie da parede celular
epidérmica uma camada de material lipofilico, denominado cuticula, a qual mostrou-
se espessa e lisa em ambas as faces (FIGURA 12C e D). Além disso, esse material
reagiu positivamente ao Sudam Ill no teste histoquimico, assim como em O. nutans
(Nees) Mez (BETIM, 2016). A cuticula atua na protegédo contra agentes patogénicos,
proporciona protecdo mecanica e evita a perda de agua (CUTTER, 1986, FANINI;
LABBE; COLL, 1999, RIEDERER; SCHEREIBER; 2001).

Ainda que a presenca de tricomas seja comum em Lauraceaes (FAHN, 1990),
como é o caso da O. puberula (Rich.) Nees (FARAGO et al., 2005), a espécie O.
diospyrifolia (Meisn.) Mez. nao apresentou tricomas glandulares ou tectores. A
auséncia dessa estrutura também foi observada para a O. nutans (Nees) Mez.
(BETIM, 2016) e O. gardneri (Meisn.) Mez. (COUTINHO et al., 2006a).

Nas imagens de seccao transversal (FIGURA 12), é possivel observar um
mesofilo dorsiventral, formado por uma camada de parénquima paligadico, seguido de

seis camadas de parénquima esponjoso. Essa descrigdo vai de encontro ao relatado
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para O. bicolor Vattimo-Gil (DAMASCENO, 2017), O. puberula (Rich.) (FARAGO et
al.,2005) e O.duckei Vattimo (COUTINHO et al., 2006b), visto que o mesofilo do tipo
dorsiventral € comumente identificado em espécies de Lauraceae (METCALFE;
CHALK, 1972). Porém, opondo-se ao descrito para a espécie em estudo, O. gardneri
(Meisn.) Mez. evidenciou mesofilo do tipo isobilateral (COUTINHO et al., 2006a).
Diferente do relatado para O. bicolor (DAMASCENO, 2017) e O. nutans (BETIM,
2016), a espécie em estudo ndo apresentou células secretoras de substancias de
natureza mucilaginosa dispersas no mesofilo.

Também pode-se perceber, em seccao transversal, o formato biconvexo da
nervura central (FIGURA 12A), caracteristica ja encontrada em outras ocoteas
(DAMASCENO, 2017, FARAGO et al., 2005, COUTINHO et al., 2006a, COUTINHO et
al., 2006b). O sistema vascular é formado por um feixe unico e colateral, onde o
floema esta voltado para a periferia da folha, e o xilema localiza-se no centro
(FIGURA 12A). Todo o sistema vascular esta envolvido por uma densa bainha de
fibras esclerenquimaticas (FIGURA 12B e E), as quais reagiram positivamente com
floroglucina cloridrica nos testes histoquimicos. Inserido na bainha, observou-se a
presenca de células secretoras de conteudo lipofilico (FIGURA 12B).

Em relacdo a epiderme foliar, observou-se uma estrutura unisseriada com
células de formato regular (isodiamétricas) em ambas as faces (FIGURA 12A, C e D).
Subjacente a epiderme, foi possivel notar camadas de colénquima do tipo angular
(FIGURA 12A e C).
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FIGURA 12 — SECCAO TRANSVERSAL DA FOLHA DA ESPECIE Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez.
EM MICROSCOPIA OPTICA

FONTE: O autor (2018).
NOTA: (1) A: Visao geral da secc¢ao transversal; B: Detalhe para a célula secretora de éleo essencial;
C: Detalhes do colénquima; D: Detalhes do mesofilo; E: Detalhes do feixe vascular; (2)
colénquima (co); cuticula (ct); epiderme (ep); fibras (fi); floema (fl); feixe vascular (fv); 6leo
essencial (oe); parénquima esponjoso (pe); parénquima paligadico (pp); xilema (xi).

As caracteristicas do peciolo em corte transversal podem ser visualizadas na
FIGURA 13. Na imagem, pode-se observar seu formato céncavo-convexo (FIGURA
13A), divergente do descrito para as espécies O. nutans (BETIM, 2016) e O. bicolor
(DAMASCENQO, 2017), que apresentaram um peciolo plano-convexo. Sua epiderme €&
uniestratificada e revestida por cuticula espessa e lisa, a qual reage positivamente
com Sudam Il (FIGURA 13D). Tais caracteristicas também foram verificadas na
epiderme do peciolo de O. gardneri, O. puberula, O. duckei (FARAGO et al., 2005;
COUTINHO et al., 2006a; COUTINHO et al., 2006b).

Ainda, foi relatada a presenca de tricomas tectores uniseriados, porém

escassos, como evidenciado por Santos e Oliveira (1995).
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No parénquima fundamental observou-se a presenca de células irregulares,
destacando-se grupos de células pétreas (FIGURA 13A, B e D) e células oleiferas
(FIGURA 13B). Assim como nas folhas, o feixe vascular apresentou-se colateral,
unico e central. Além disso, tal feixe esta disposto em arco aberto, como ja descrito
por Santos e Oliveira (1995) para algumas espécies de Ocotea, incluindo a O.
diospyrifolia.

FIGURA 13 - SECCAO TRANSVERSAL DO PECIOLO DA,ESPECIE Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez.
EM MICROSCOPIA OPTICA

FONTE: O autor (2018).
NOTA: (1) A: Viséo geral do peciolo; B: Detalhes das células pétreas e célula secretora de 6leo
essencial; C: Cuticula em reagdo com sudam Ill; D: Reagao com floroglucina cloridrica
(2) célula pétrea (cp); epiderme (ep); fibras (fi); floema (fl); 6leo essencial (oe); parénquima (pa); xilema

(xi).

Por sua vez, o galho evidenciou formato circular assim como em O. nutans e
O. bicolor. (FIGURA 14A) (BETIM, 2016, DAMASCENO, 2017). A epiderme também
se mostrou uniestratificada, sendo formada por células alongadas no sentido periclinal
e revestidas por espessa cuticula evidenciada por Sudam Il (FIGURA 14C). Logo

abaixo da epiderme, encontra-se o colénquima do tipo angular.
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No cértex caulinar sdo observadas células esclerenquimaticas isoladas ou em
grupos, as quais reagiram positivamente a floroglucina cloridrica. Diferente do
verificado para O. nutans e O. bicolor (BETIM, 2016, DAMASCENO, 2017), nao foram
visualizadas células contendo substéncias fendlicas.

A zona cambial € evidente, e o cilindro vascular colateral € circundado por uma
bainha esclerenquimatica. N&o foram observadas células pétreas ou
braquiesclereides, diferente do relatado por Santos e Oliveira (1995).

A regidao medular apresenta células grandes com paredes delgadas, no entanto
com maior volume medular quando comparado a O. nutans (BETIM, 2016). Graos de
amido foram observados no cértex e na regidao perimedular. Além disso, cristais de
oxalato de calcio com os mais variados formatos encontram-se na regido perimedular.
Segundo Nakata (2003), essas substancias exercem importantes papéis na espécie
vegetal como protegcdo contra herbivoria, regulador de calcio e podem atuar como

agente desintoxicante.

FIGURA 14 - SECCAO TRANSVERSAL DO GALHO DA ESPECII; Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez.
EM MICROSCOPIA OPTICA (MO) E MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

FONTE: O autor (2018).
NOTA: (1) A: Visao geral do galho em MO; B: Detalhes do feixe vascular em MO; C: Detalhes do
colénquima em MO; D, E, F e G: Cristais de oxalato de calcio na regido medular em MEV; (2) cristais
(cr); cortex (cx); epiderme (ep); fibras (fi); floema (fl); xilema (xi).
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Tendo em vista as caracteristicas observadas no estudo morfolégico, €
possivel preceber que algumas delas auxiliam na diferenciacdo dentro do género
Ocotea, condizendo com o descrito por Brotto, Cervi e Santos (2013). Dentre essas
particularidades, pode-se citar a auséncia de tricomas nas folhas, aliado ao
comprimento do peciolo (aproximadamente 1,5 cm).

Ainda, nas analises microscoépicas das folhas, destacou-se a presencga de raros
estdbmatos actinociticos, células oleiferas, e auséncia de células secretoras de
mucilagem. Para o peciolo, as caracteristicas evidenciadas foram o formato céncavo-
convexo, a presenga de escassos tricomas tectores e de células de dleo essencial. Ja
o galho foi caracterizado principalmente pela auséncia de compostos fendlicos em

ensaios histoquimicos.

4.2 ANALISE FiSICO-QUIMICA

Os resultados dos teores de umidade e cinzas do material utilizado para o
preparo dos extratos podem ser visualizados na TABELA 7. Tais ensaios foram

realizados no intuito de avaliar parametros de qualidade das folhas e galhos secos.

TABELA 7 — RESULTADOS OBTIDOS NA ANALISE DO TEOR DE UMIDADE (%) E CINZAS TOTAIS
(%) NAS FOLHAS E GALHO DE Ocotea diospyrifolia (Meins.) Mez.
Umidade (%) Cinzas (%)

Folhas 14,98+0,16 3,53+0,03
Galho 17,27 +0,29 2,82+0,06

Fonte: O autor (2018).

No ensaio de cinzas totais ocorre a combustdo das substancias organicas,
restando apenas os residuos nao volateis (COSTA; 2001). Tal material pode ser
proveniente dos constituintes minerais e de substancias organo-metalicas presentes
no vegetal (cinzas fisioldgicas), ou de materiais estranhos, especialmente areia e terra
aderida a superficie da droga (cinzas nao fisiolégicas) (COSTA; 2001, ANVISA, 2010).
Tendo isso em vista, os valores obtidos neste ensaio podem fornecem informacgdes
sobre a contaminagao da amostra.

A espécie Ocotea diospyrifolia (Meins.) Mez. ndo possui monografia na
Farmacopeia Brasileira 5% ed. Porém, trés drogas vegetais presentes nesse

compéndio pertencem a familia Lauraceae, sendo elas: Persea americana Mill. (folhas
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secas), Cinnamomum cassia (L.) J. Presl| (casca seca), Cinnamomum verum J. Presl.
(casca seca). Tomando como base tais espécies, o teor de cinzas nao deve
ultrapassar 5% (ANVISA, 2010); sendo assim, os valores de (3,53 + 0,03)% para as
folhas, e (2,82 + 0,06)% para o galho estdo dentro do recomendado para a familia.

Em relagdo a umidade, o uUnico dado sobre a familia encontrado na
Farmacopéia Brasileira 5 ed. foi da Persea americana Mill., onde o valor maximo
permitido é de 12%. A partir disso, pode-se dizer que os teores de umidade obtidos
estdo acima do desejado.

No controle de qualidade de drogas vegetais comercializadas, o excesso de
umidade nas amostras favorece o desenvolvimento de microrganismos, além de
estimular a agdo de enzimas que podem degradar os constituintes quimicos
(OLIVEIRA; AKISUE, 1991, VON HERTWIG, 1991). Como o material coletado foi
seco e logo em seguida moido e colocado no extrator, o teor de umidade
provavelmente ndo alterou a composicao fitoquimica.

E importante ressaltar que as referéncias para os teores de umidade e cinzas
aqui citados nado sao especificos para a Ocotea diospyrifolia (Meins.) Mez., portanto
os resultados obtidos seriam novos. Ainda assim, ndo se deve usar esses resultados
como absolutos para definir parametros de qualidade, mas sim toma-los como base
no sentido de contribuir com a definicdo de um real parametro, o qual deve levar em

consideragao amostras coletadas de diferentes locais e épocas do ano.

4.3 ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR

A andlise fitoquimica preliminar evidenciou a presenga de alcaloides,
cumarinas, iridoides e triterpenos no extrato hidroalcodlico, como pode ser visto na
TABELA 8.

TABELA 8 — RESULTADOS OBTIDOS NA ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS E GALHO DE Ocotea diospyrifolia (Meins.) Mez.

Metabolito Folha Galho
EH FH FC FA|EH FH FC FA
Alcaloides + - + - + R + N
Flavonoides - - - - - - - -
Cumarinas + - + - + - + -
Antraquinonas - - - - - - - -
Esteroides/triterpenos | + + + + +

FONTE: O autor (2018).
NOTA: (+) = positivo; (-) = negativo; EH = Extrato hidroalcodlico; FH = Fracdo hexano; FC = Fracao
cloroférmio; FA = Fracao acetato de etila.
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Além disso, foram detectados metabdlitos como saponinas, polifendis e

substancias com grupo amino no extrato aquoso (TABELA 9).

TABELA 9 — RESULTADOS OBTIDOS NA ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR DO EXTRATO
AQUOSO DAS FOLHAS E GALHO DE Ocotea diospyrifolia (Meins.) Mez.
Metabdlito Folha Galho
Heterosideos antocianicos - -

Heterosideos saponinicos
Heterosideos cianogénicos
Polifendis
Taninos

Substancias com grupo amino
Acidos volateis
Acidos fixos

[ Y T R N
[ T T R N

FONTE: o autor (2018).
NOTA: (+) = positivo; (-) = negativo.

Os resultados obtidos condizem com o descrito na literatura em relagdo a
composicao fitoquimica do género Ocotea Aubl. Foram encontrados relatos da
presengca de alcaloides (ZANIN; LORDELLO, 2007, MONTRUCCHIO et al, 2012,
SALLEH; AHMAD, 2017) esteroides (GARCEZ et al., 2005, SALLEH; AHMAD, 2017)
cumarinas e saponinas (SALLEH; AHMAD, 2017).

4.4 ESTUDO FITOQUIMICO

A partir dos extratos brutos obtidos por Soxhlet, foi calculado o rendimento de
tais materiais em relacdo a quantidade de material seco, com base na quantificagao
de solidos

Para o extrato bruto das folhas, o teor de solidos obtido foi de (2,51 + 0,02)
g/100mL, e o rendimento foi de 8,86%. Na extracéo dos galhos o teor de soélidos foi de
(1,12 £ 0,00) g/100 mL, e o rendimento foi de 3,14%.

Ambos os extratos foram particionados em Soxhlet, e o rendimento de cada
fracdo, em relagcdo a quantidade de planta seca utilizada, pode ser visto na TABELA
10. Tais rendimentos também foram calculados em relagcdo a quantidade de material

seco utilizada.
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TABELA 10 — RENDIMENTO DO FRACIONAMENTO DAS FOLHAS E GALHOS DE Ocotea
diospyrifolia (Meisn.) Mez.

Fracéo Quantidade obtida (g) Rendimento (%)
Hexano 62,85 3,85
e Cloroférmio 12,99 0,80
2 Acetato de etila 3,26 0,20
Remanescente 45,58 2,80
Hexano 11,79 0,36
Q Cloroférmio 27,73 0,84
T Acetato de etila 3,59 0,11
o Remanescente 25,48 0,77
Etanol 8,19 0,25

FONTE: o autor (2018).

Para acompanhar o processo de separacdo dos compostos, foram feitas
cromatografias em camada delgada, onde foi possivel evidenciar a presenga de
determinados grupamentos quimicos. Como pode ser visto na TABELA 11, foram
detectados flavonoides, cumarinas e esteroides/triterpenos em pelo menos duas das
amostras provenientes das folhas, exceto na fragdo remanescente. Nos extratos e
fragbes dos galhos, as substancias foram detectadas em pelo menos trés amostras

cada. Os alcaloides nao foram detectados em nenhuma das amostras testadas.

TABELA 11 — RESULTADOS OBTIDOS NA BUSCA POR ALCALOIDES, FLAVONOIDES,
CUMARINAS E ESTEROIDES E TRITERPENOS NOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES DE Ocotea
diospyrifolia (Meisn.) Mes. UTILIZANDO CCD

Metabolito Folha Galho
EB FH FC FA FR|EB FH FC FA FR FE
Alcaloides - - - - - - R R N N _
Flavonoides + o+ o+ o+ - + O+ o+ o+ O+ o+
Cumarinas + + + - - + + + + . _
Esteroides/ triterpenos | + + - - - + + + - - -

FONTE: o autor (2018).
NOTA: (1) + : positivo; - : negativo; (2) EB: Extrato bruto; FH: Fragdo hexano; FC: Fragéo cloroférmio;
FA: Fragcao acetato; FR: Fracdo remanescente; FE: Fragao etanol.

Comparado com o ensaio fitoquimico preliminar realizado anteriormente, é
possivel observar algumas diferengas em relagdo a composicdo dos extratos. Os
resultados do estudo fitoquimico preliminar ndo evidenciaram a presenca de
flavonoides, e foram positivos para alcaloides. O oposto aconteceu nas
cromatografias em camada delgada, onde nao foram detectados alcaloides, e a
presenca de flavondides foi observada em quase todas as amostras.

Uma das possiveis explicacoes € o fato de que partiu-se de métodos extrativos

diferentes. Os extratos da macha fitoquimica foram obtidos por maceracéo, e o
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fracionamento foi feito a frio, em funil de separagédo. Ja os extratos utilizados na
pesquisa por CCD foram produzidos e fracionados em Soxhlet.

A utilizacdo do Soxhlet traz a vantagem de extrair uma quantidade maior de
material, visto que o vegetal entra em contato com o solvente destilado inumeras
vezes (CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998, CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).
Sendo assim, uma quantidade maior de flavonoides foi extraida pelo Soxhlet, o que
poderia explicar a positividade dos flavonoides na cromatografia.

Por outro lado, sabe-se que no Soxhlet a extragdo ocorre na temperatura de
ebulicdo do solvente por um longo periodo de tempo, o que pode acarretar em
decomposicéo térmica de alguns compostos (CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998,
CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010). Logo, existe a possibilidade de durante o
procedimento parte dos alcaloides ter sido degradado, o que ndo aconteceu na
extracdo por maceragao.

Ainda, deve-se levar em consideragao a diferenga de sensibilidade entre as
metodologias de deteccdo utilizadas (reagcbes colorimétricas ou de precipitagdo em
tubos de ensaio e cromatografia em camada delgada). E possivel que os alcaloides
estivessem presentes em uma baixa concentracédo, a qual foi detectada pelo estudo
fitoquimico preliminar, mas nao pelo analise por CCD.

A diminuicdo na quantidade de alcaloides nas folhas e galhos pode ser
consequéncia de influéncias sazonais, perda por lixiviagdo e estagio de
desenvolvimento da planta (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). No caso do presente
trabalho, é interessante citar que a coleta foi realizada durante a frutificagdo da
espécie, onde foi observada a formagao de galhas nos frutos.

As galhas s&o alteragdes estruturais (hiperplasia e hipertrofia) em
determinados 6gaos vegetais (MANI, 1964), que podem ser induzidas por diversos
organismos como fungos, bactérias, insetos (DARLINGTON; HIRONS, 1975). Essas
modificagdes nos tecidos podem ser acompanhadas de alteragbes na produgao de
metabdlitos, sejam primarios ou secundarios (HARTLEY, 1998), que decorrem de
mecanismos de defesa e adaptagdo desenvolvidos pela planta (OLIVEIRA et al.,
2006). Assim, é possivel que tenha ocorrido uma intensificagcdo na produgdo de
alcaloides nos frutos galhados, diminuindo a sua quantidade nos demais o6rgaos

(folhas e galhos).
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4.5 QUANTIFICAGCAO DE CLOROFILAS E CAROTENOIDES

A concentragao (ug/mg) de clorofila a, clorofila b, licopeno e p-caroteno nos
extratos brutos e fracbes hexano pode ser vista na TABELA 12. Tendo em vista a
atividade antioxidante apresentada por esses compostos (STREIT et al., 2005; SILVA
et al., 2010), suas quantificagbes foram realizadas no intuito de identificar uma

possivel fonte dessas substancias.

TABELA 12 — CONCENTRAGCAO DE CLOROFILA a, CLOROFILA b, LICOPENO E B-CAROTENO EM
AMOSTRAS PROVENIENTES DE Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez.

Clorofila a Clorofila b Licopeno B-caroteno
Amostra
(ng/mg) (ug/mg) (ng/mg) (ng/mg)
Extrato bruto — folhas 24,05+2,14 6,57 + 1,05 2,42 +0,25 2,63+0,35
Fracdo hexano — folhas 30,72 £1,60 4,90 + 0,29 2,95+0,16 4,71+ 0,36
Extrato bruto — galhos 2,99 +0,74 4,52 +1,11 0,69+0,12 Nao detectado
Fracao hexano — galhos 5,54 £ 0,11 0,89 £ 0,07 0,56 £ 0,03 0,74 £ 0,02

FONTE: o autor (2018).

O conteudo de clorofila nas plantas pode variar amplamente, dependento do
seu acesso a luz, estado fisiolégico e condigbes ambientais (BOJOVIC;
STOJANOVIC, 2005), como o nivel de poluicdo (INOUE, 2009).

Tendo em vista que o principal 6rgao fotossintético sao as folhas, é previsivel
que a maior quantidade de clorofila total (a+b) seria encontrado nessa parte da planta,
quando comparado com o galho.

Em comparagdo com a Ocotea puberula, o valor de clorofila total obtido se
mostrou menor. Foi realizada um avaliagdo mensal e, no més de abril (més em que a
Ocotea diospyrifolia foi coletada), a O. puberula apresentou 4,36 ug/mg de planta
(INOUE, 2009). Ja na O. diospyrifolia foi quantificado 2,71 ug de clorofila total por mg
de planta, valor cerca de 1,7 vezes menor. Isso se da, provavelmente, pela diferenca
de condi¢gbes ambientais em que as espécies estao inseridas.

Os carotenos avaliados neste ensaio (-caroteno e licopeno) sao classificados
como carotenoides hidrocarbonetos (SILVA et al., 2010). O licopeno € um isémero
aciclico do B-caroteno (SILVA et al., 2010), e ambos possuem um sistema de 11
ligacbes conjugadas, responsavel pela sua capacidade de absorver a luz
(RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA, 2004). Essas ligacbes conjugadas também
conferem a essas moléculas propriedade antioxidante (UENOJO; JUNIOR;
PASTORE, 2007; SILVA et al., 2010).
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Nas plantas, os carotenos atuam na fotoprotecéo e no auxilio da captura de luz
para a clorofila (DEMMIG-ADAMS; GILMORE; ADAMS III, 1996; STREIT et al., 2005).
Assim, faz sentido que a quantidade mensurada de carotenos tenha acompanhado a

quantidade de clorofila, sendo maior no extrato bruto e fragdo hexano das folhas.

4.6 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS

A partir dos procedimentos de separagao descritos no item 3.4.6.1 obteve-se
um cristal incolor. O material foi enviado para cristalografia, onde a célula unitaria
apresentou as seguintes caracteristicas: sistema cristalino monoclinico P (o e y = 90°;
B =100,87°), com dimensdes de 6,74 A x 5,85 A x 8,88 A, e volume de 343 A3.

A partir da comparagdo com o banco de dados do Cambridge Crystallographic
Data Centre, pode-se propor a estrutura apresentada na FIGURA 15, denominada 4-
hidréxi-N-metilprolina (CeH11O3N).

FIGURA 15 — ESTRUTURA DA 4-HIDROXI-N-METILPROLINA

FONTE: Adaptado de Yapp, Steed e Houghton (2002).

Trata-se de um hidro-aminoacido ciclico, e sua presenca no género Ocotea e
na familia Lauraceae foi relatada, até o momento, apenas para a espécie Ocotea
caudata (Nees) Mez. (ARCHILA; SUAREZ, 2017).

Quanto a sua fungdo nas plantas, algumas espécies haldfitas aparentam
acumular derivados da prolina, entre eles a 4-hidréxi-N-metilprolina, o que parece

contribuir com a resisténcia ao estresse salino (NAIDU et al., 1987).
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Do ponto de vista das atividades bioldgicas, o composto demonstrou ter agao
antibacteriana contra trés cepas, inibindo mais de 70% do crescimento de Escherichia
coli, Bacillus cereus e Lactobacillus lactis, em uma concentragdao de 16 ug/mL (JAIN
et al., 2006).

A substancia também foi testada por Dekebo et al. (2007) quanto a sua
capacidade de inibir a ovoposicao de Liriomyza trifolii (Burgess) em folhas de feijao
cavalo. O inseto em questdo costuma causar danos as folhas de diversos vegetais,
incluindo o tomate, pepino, alface, pimenta e meldo (DOGIMONT et al., 1998).
Quando espalhada sobre as folhas do feijao, a solugao de 4-hidréxi-N-metilprolina
(16,6 png/cm?) diminuiu em aproximadamente 74% a desova do inseto (DEKEBO et
al., 2007).

Ainda, ensaios realizados em modelos animais mostraram que a 4-hidréxi-N-
metilprolina, dentre outros derivados da prolina, é capaz de potencializar a atividade
anticonvulsivante da vigabatrina, e possivelmente de grande parte dos agentes
GABA-miméticos (SARHAN; SEILER 1989).

4.7 OLEO ESSENCIAL

Para a obtengdo do oleo essencial, foram realizadas duas coletas, em
periodos distintos. A primeira delas, feita durante o verdo (marg¢o/2016), gerou 0,35
mL de 6leo essencial, equivalente a um rendimento de 0,05%. O material obtido
(OE1) apresentou um odor forte e coloragao escura.

Como a quantidade de 6leo obtida foi insuficiente para a realizagdo das
atividades biolégicas, foi necessario realizar uma nova coleta e extracdo. Essa
segunda extragao foi feita com o material coletado durante o inverno (julho/2017), e
apresentou um rendimento superior, de 0,21% (OE2). Diferente do OE1, este dleo
apresentou coloragcdo amarela clara e odor mais suave.

A TABELA 13 traz o rendimento da extragdo a partir das folhas de algumas
espécies do género Ocotea. Como pode ser visto, mesmo o OE2 apresentou um

rendimento menor quando comparado a maioria das espécies apresentadas.
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TABELA 13 — RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE ESPECIES DE OCTEA

Espécie Rendimento (m/v) Referéncia
Ocotea nutans (Nees) Mez 0,54% Betim, 2016
Ocotea odorifera (Vell.) Rowher 1,2% Cansian et al., 2010
Ocotea bicolor Vattimo-Gil 3,2% Damasceno, 2017
Ocotea nonata (Nees) Mez 0,12% Garret et al., 2010

FONTE: O autor (2018).

A diferenca de rendimento em diferentes épocas do ano também foi
observada para a Ocotea odorifera Vell.; porém a produgdo nessa espécie foi maior
no verdo quando comparada ao inverno (CASTELLANI et al.,, 2006). Uma detalhe
importante no caso da O. diospyrifolia € a sua época de floragao, que vai de agosto a
dezembro (BROTTO; CERVI; SANTOS, 2013). Como a segunda coleta foi realizada
logo antes desse periodo, essa pode ser uma das razdes para o aumento no
rendimento do 6leo essencial. Inclusive, existem recomendacdes de que a coleta das
folhas seja feita antes da floragao, para otimizar a extragao do 6leo (MARTINS et al.,
1994). Ainda, o rendimento mais baixo obtido durante o verdo pode ser consequéncia
das temperaturas mais altas, que facilitam a evaporagdo dos compostos (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007). Porém, tais fatos sdo apenas hipéteses, ja que a regulagado da
producdo de Oleo essencial € complexa, e depende de diversos fatores ambientais e
da propria planta, os quais muitas vezes atuam em conjunto (SANGWAN et al., 2001,
GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

As duas amostras de 6leo essencial (OE1 e OE2) foram enviadas para analise
por CG-EM, porém as atividades foram avaliadas apenas com o material coletado no
inverno. Os cromatogramas podem ser vistos nas FIGURAS 16 e 17, e a composi¢ao
esta descrita na TABELA 14.

FIGURA 16 — CROMATOGRAMA DE ANALISE POR CG-EM DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS
DE Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez. COLETADAS EM ABRIL/2016
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FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 17 - CROMATOGRAMA DE ANALISE POR CG-EM DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE
Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez. COLETADAS EM JULHO/2017
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FONTE: O autor (2018).

TABELA 14 — IDENTIFICAGAO DOS COMPOSTOS PRESENTES NO OLEO ESSENCIAL DAS
FOLHAS DE Ocotea diospyrifolia (Meins.) Mez. COLETADAS NO VERAO (OE1) E INVERNO (OE2)

(continua)
1A IA teérico Composto [1% Classificagao
OE1 OE2
928 932 a-Pineno - 0,2 Monoterpeno biciclico
967 974 B-Pineno - 0,37 Monoterpeno biciclico
1019 1024 Limoneno - 0,26 Monoterpeno monociclico
1330 1335 6-Elemeno 3,99 25,93 Sesquiterpeno monociclico
1360 1374 Isoledeno - 1,03 Sesquiterpeno biciclico
1363 1373 a-Ylangeno - 0,49 Sesquiterpeno biciclico
1369 1374 a-Copaeno 0,22 1,00 Sesquiterpeno biciclico
1375 1387 B-Bourboneno 0,20 - Sesquiterpeno triciclico
1382 1389 B-Elemeno 2,80 9,49 Sesquiterpeno monociclico
1402 1428 (E)-a-lonona 0,21 - Outro
1407 1408 (Z)-Cariofileno - 1,08 Sesquiterpeno biciclico
1408 1417 (E)-Cariofileno 0,73 - Sesquiterpeno biciclico
1417 1430 B-Copaeno - 0,26 Sesquiterpeno biciclico
1423 1434 v-Elemeno 1,70 2,86 Sesquiterpeno monociclico
1427 1439 Aromadendreno - 0,54 Sesquiterpeno triciclico
1431 1442 6,9-Guaiadieno 0,15 - Sesquiterpeno biciclico
1441 1452 a-Humuleno 0,44 0,92 Sesquiterpeno monociclico
1459 1487 (E)- B-lonona 0,19 - Outro
1461 1489 B-Selineno 0,22 - Sesquiterpeno biciclico
1463 1458 allo-Aromadendreno 0,14 1,92 Sesquiterpeno triciclico
1464 - NI 0,83 - -
1466 1478 y-Muuroleno - 1,70 Sesquiterpeno biciclico
1467 1480 Germacreno D 2,61 - Sesquiterpeno monociclico
1471 - NI 0.68 0,53 -
1472 - NI 0.64 - -
1477 - NI 0.75 - -
1480 1493 Epi-cubebol 2.05 - Alcool sesquiterpénico triciclico
1482 1500 Biciclogermacreno 4. 47 2,19 Sesquiterpeno biciclico
1486 1500 a-Muuroleno 1,18 1,26 Sesquiterpeno biciclico
1489 1506 (Z2)- a-Bisaboleno 0,17 - Sesquiterpeno monociclico
1494 1513 y-Cadineno 0,44 - Sesquiterpeno bibiclico
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TABELA 14 — IDENTIFICAGAO DOS COMPOSTOS PRESENTES NO OLEO ESSENCIAL DAS
FOLHAS DE Ocotea diospyrifolia (Meins.) Mez. COLETADAS NO VERAO (OE1) E INVERNO (OE2)

(continuagao)

. [1% e
1A IA tedrico Composto OEA OE2 Classificagao
1497 1495 y-Amorfeno - 0,39 Sesquiterpeno biciclico
1498 1514 Cubebol 2,26 - Alcool sesquiterpénico triciclico
1503 1521 trans-Calameneno 0,23 - Sesquiterpeno biciclico
1508 1511 3-Amorfeno - 0,49 Sesquiterpeno biciclico
1509 1522 d-Cadineno 1,49 - Sesquiterpeno biciclico
1514 1538 Fulopelargona A 0,37 ; Sesquiterpeno biciclico
oxigenado
1516 - - 0,46 - -
1520 1544 a-Calacoreno 0,98 - Sesquiterpeno biciclico
1526 1546 Hedicariol ; 0,54 Alcool sesquiterpénico
) monociclico
1528 1548 Elemol 146 ; Alcool sesquiterpénico
monociclico
1532 - NI 0,84 - -
1540 1559 Germacreno B 3,60 4,36 Sesquiterpeno monociclico
1553 1577 Espatulenol 16,4 11,4 Alcool sesquiterpénico biciclico
1560 1582 Oxido de cariofileno 6,44 i Sesquiterpeno biciclico
oxigenado
1564 - NI - 0,67 -
1566 - NI 4,01 - -
1569 - NI - 0,75 -
1571 1600 Guaiol 1,40 - Alcool sesquiterpénico biciclico
1573 - NI - 0,99 -
1574 - NI 1,09 - -
1578 - NI 0,73 - -
1584 1608 Humuleno epéxido I 3,54 - Sesquiterpeno monaciclico
oxigenado
1590 - NI 0,51 - -
1594 - NI 0,83 - -
1596 - NI - 0,49 -
1598 - NI 1,74 - ] -
1602 1608 B-Atlantol 06 1535 Alcool sesquiterpénico
moniciclico
1607 1622 Isoespatulenol 14,98 - Alcool sesquiterpenico biciclico
1611 - NI - 1,00 -
1620 - NI - 0,72 -
1626 1639 allo-Aromadendreno epoxido 0,97 0,84 Sesquiterpeno tetraciclico
oxigenado
1631 - NI - 0,59 -
1635 1668 trans-Calamenen-10-ol 1,01 0,54 Alcool sesquiterpenico biciclico
1643 1676 Mustakona 1,54 ; Sesquiterpeno triciclico
oxigenado
1646 - NI 1,14 - -
1648 - NI 0,80 - -
1653 - NI 0,71 - -
1673 1695 Ciperotundona 0,92 ; Sesq“giirg::gcfgc'c"co
1676 - NI 0,45 - -
1677 1668 14-hidroxi-9-epi-(E)-Cariofileno - 1,12 Alcool sesquiterpénico biciclico
1686 - NI 0,45 - -
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TABELA 14 — IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS PRESENTES NO OLEO ESSENCIAL DAS
FOLHAS DE Ocotea diospyrifolia (Meins.) Mez. COLETADAS NO VERAO (OE1) E INVERNO (OE2)
(conclusao)

[1%

1A IA teérico Composto OEA OE2 Classificacao
1690 1685 Eudesma-4(15),7-dien-1-B-ol’ 0,85 - Alcool sesquiterpénico biciclico
1694 - NI 0,6 - -
1709 1740 Sulfeto de menta 0,32 - Sesquiterpeno biciclico
1734 - NI 0,55 -
1753 - NI - 1,55 -
1807 - NI - 0,43 -
1829 1845 Hexahidrofarnesil acetona’ 0,43 - Outro
2098 1942 Fitol 0,49 - Alcool diterpenico alifatico
Total 100,00 94,25

FONTE: O autor (2018).
NOTA: (1) Biblioteca NIST 14; |A = indice aritmético; NI = ndo identificado;

Como pode ser visto, na amostra OE1, foram identificados 39 compostos
(82,19% da amostra), ndo sendo observada a presenga de monoterpenos. A
predominancia dos sesquiterpeno ja foi observada para outras espécies do género
(TAKAKU; HABER; SETZER, 2007). Entre os sesquiterpenos encontrados, a maior
parte (55,28%) é oxigenado, dos quais a maioria pode ser classificado como alcool.

No que se refere aos componentes majoritarios do OE1, pode-se destacar o
espatulenol (16,4%), isoespatulenol (14,98%) e o Oxido de cariofileno (6,44%),
representados na FIGURA 18.

Dos compostos citados, dois ja foram estudados quanto as suas atividades
biolégicas. O espatulenol mostrou-se ativo contra as bactérias Staphylococcus aureus
e Proteus mirabilis (ULUBELEN et al., 1994), e em ensaio alelopatico foi capaz de
inibir o crescimento do coledptilo de trigo (CANDIDO et al., 2016). Esta substancia
também aparentou inibir a bomba de efluxo em células de linfoma multi-resistentes,
gerando uma maior suceptibilidade da célula ao quimioterapico (MARTINS et al.,
2010).

O o6xido de cariofileno também tem demonstrado potencial no ambito das
atividades bioldgicas, uma vez que estudos vem comprovando sua agao redutora da
contragdo cardiaca (SENSCH et al., 2000) e antinociceptiva (CHAVAN; WATKE;
SHINDE, 2010) em modelos animais. Além disso, ensaios in vitro sugerem sua
atividade indutora de apoptose em células de tumor de mama e préstata (PARK et al.,
2011).
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Ja na amostra OE2, foram identificados 26 compostos, totalizando 86,53% da
amostra. Em relagcdo a classificagdo, também houve uma predominancia dos
sesquiterpenos (85,7%). Porém, diferentemente do OE1, os sesquiterpenos
hidrocarbonetos foram encontrados em maior quantidade (55,91%), em comparagao
com o0s oxigenados (29,79%). Ainda, entre os oxigenados pode-se perceber a
preponderancia dos alcoois sesquiterpénicos (28,95% da amostra). Os monoterpenos
representam apenas 0,83% do OE2.

O perfil encontrado no OE2 assemelha-se ao descrito para o 6leo essencial
das folhas de Ocotea brenesii Standl., constituido de 53,4% de sesquiterpenos
hidrocarbonetos e 29,9% de sesquiterpenos oxigenados (CHAVERRI; CICCIO, 2005).

Dentre os 26 compostos identificados, as 3 substancias encontradas em maior
propor¢cdo na amostra OE2 foram o d-elemeno (25,93%), B-atlantol (15,35%) e,
novamente, o espatulenol (11,4%), representados na FIGURA 18. Pode-se perceber
ainda a presencga do 3 e y-elemeno (9,49 e 2,86%, respectivamente), sendo a amostra

composta em cerca de 40% por substancias com o esqueleto do elemeno.

FIGURA 18 — ESTRUTURA MOLECULAR DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS DO OLEO
ESSENCIAL EXTRAIDO DURANTE O (A) VERAO - OE1 E (B) INVERNO - OE2

(A)
H.C He H.G
CH3
CH3
HO HO
o]
CH, CH, CH CH
CH HC a 3
H.C : 3
3
Isoespatulenol Espatulenol Oxido de cariofileno
(B) HC
F]
HC ng =—=0h,
CH OH CH
2 3
H.C
8 )\w;
HO
CH, CH
H.C HC
H3C CH3
d-elemeno Espatulenol B-atlantol

FONTE: Adapatado de PubChem (2018).
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O 54-elemeno demonstrou ter atividade antitumoral pela indugcdo da apoptose
em células de carcinoma cervical (WANG et al., 2006) e adenocarcinoma coloretal
(XIE et al., 2009). Seu isébmero, B-elemeno, apresentou potencial de inibicao in vitro
da metastase de células de tumor mamario (ZHANG et al., 2013) e, associado a
concentragcbes subtdxicas de etoposideo, mostrou ter um efeito citotoxico sinérgico
em linhagens de carcinoma pulmonar (ZHANG et al., 2011). Tendo em vista que 0 6 e
B-elemeno sdo responsaveis por aproximadamente 35% da composicdo do OEZ2,
seria interessante avaliar este 6leo em relagao a sua atividade antitumoral.

Um estudo realizado por Takaku, Haber e Setzer (2007) avaliou e comparou a
composig¢ao quimica dos dOleos essenciais de dez espécies de Ocotea, e encontrou
nove substancias comuns a maioria dos individuos avaliados: a-pineno, B-pineno, -
elemeno, B-cariofileno, a-humuleno, germacreno-D, y-cadineno, w-cadineno e a-
cadinol. Destes, apenas 2 estavam presentes na amostra OE1, e 4 na amostra OE2,
revelando uma composigao diferenciada.

Analisando ambas as amostras, percebe-se que na coleta realizada em margo
(OE1) a concentragdo dos 3 compostos majoritarios foi menos expressiva quando
comparado ao OE2. Ainda, como pode ser visto pelos cromatogramas (FIGURAS 16
e 17), o OE1 apresentou uma maior complexidade na composi¢ao quimica,

evidenciada pela presenga de uma maior quantidade de picos.

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sdo conhecidas por alterarem
estruturas e fungdes celulares e, com isso, sugere-se que estejam relacionadas as
doencas neurodegenerativas, cancer (NIKI, 2012, THANAN et al., 2015, BARRERA et
al., 2016) e aterosclerose (NIKI; 2012). Assim, substancias antioxidantes, ou solugdes
que as contenham, tornam-se de grande importancia, visto que conseguem prevenir
ou retardar a velocidade da oxidacdo através de um ou mais mecanismos (BENZIE;
STRAIN, 1996). A utilizacdo de mais de um ensaio para avaliar a atividade
antioxidante permite observar as amostras frente a esses diferentes modos de agao.

Um dos métodos utilizados foi a redugcdo do complexo fosfomolibdénio. O
principio deste ensaio baseia-se na reacdo apresentada na FIGURA 19. O reativo

utilizado no experimento é composto, dentre outras coisas, de molibdato de aménio, o
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qual ao se dissociar libera molibdénio VI. A presengca de um composto antioxidante

provoca a redugao do molibdénio VI, gerando o molibdénio V. Este elemento, por sua

vez, reage com o fosfato de soédio formando o complexo fosfomolibdénio, que tem um

maximo de absorgéo em 695 nm (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1998).

FIGURA 19 — REACAO DE PRODUCAO DO MOLIBDENIO V DURANTE O ENSAIO DE FORMAGCAO

DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO

Mo

Agente redutor

Mao*®
FONTE: adaptado de PRIETO; PINEDA; AGUILAR (1998).

Os resultados obtidos neste ensaio podem ser vistos na TABELA 15.

TABELA 15 — RESULTADOS OBTIDOS NA AVALIAGAO DA REDUGCAO DO COMPLEXO
FOSFOMOLIBDENIO DAS AMOSTRAS PROVENIENTES DE Ocotea diospyrifolia (Meins.) Mez.
FRENTE A RUTINA, BHT E ACIDO ASCORBICO

AAR%' Rutina

AAR%' BHT

AAR%"' Acido

Amostra ascorbico
Média + DP TTLfIZ:sz Média + DP TTlflfxz Média + DP TTlﬁ(s;;Z
Rutina 100 c/d - - - -
BHT - - 100 g - -
Acido ascérbico - - - - 100 e
Extrato Bruto 81,92 +1,70 b/c 41,11+ 0,85 c/d 25,81 +0,53 b
Fracado Hexano 110,86 + 5,38 d/e 48,55+ 2,35 d/e 25,14 £1,22 b
‘EU Fragéo Cloroférmio 111,99 + 4,23 d/e 52,00 + 1,97 elf 35,78 £ 1,35 c
L Fragéo Acetato de etila 83,46 + 3,31 b/c 34,14 +1,35 b/c 22,48 + 0,89 b
Fragdo Remanescente 31,43 +1,08 a 13,49+ 0,46 a 12,42 +£0,42 a
Oleo essencial 284,62 + 18,31 g 134,10 + 8,63 h 89,17 + 5,74 d
Extrato Bruto 73,65+4,76 b 29,11+ 1,88 b 16,65 + 1,08 a
Fracado Hexano 120,48 + 4,05 elf 60,11 + 2,02 f 37,74 £1,27 c
§ Fracao Cloroférmio 120,34 + 2,69 elf 60,04 +1,34 f 37,69+ 0,84 c
8 Fracao Acetato de etila 134,05 +6,72 f 54,97 + 2,75 elf 36,20 + 1,81 c
Fracdo Remanescente 37,19+ 2,47 a 15,97 £ 1,06 a 14,69 £ 0,98 a
Fracao Etanol 88,20 + 5,35 b/c 37,86 + 2,30 c 34,84 + 2,11 c

FONTE: o autor (2018).

NOTA: (1) AAR%: atividade antioxidante relativa, expressa em porcentagem; (2) grupos iguais, na
mesma coluna, representam resultados sem diferenga significativa; grupos diferentes, na mesma
coluna, representam resultados com diferenca significativa.

Pode-se observar que a amostra com os resultados mais promissores foi o

oleo essencial, com atividade superior a rutina e ao BHT, como evidenciado pela

analise estatistica. Ja dentre os extratos e fracbes, destacou-se a acetato de etila

proveniente do galho, seguido das fragdes hexano e cloroformio (galho e folha), com

resultados estatisticamente similares.
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A segunda técnica utilizada para avaliar a atividade antioxidante foi a reducao
do radical livre DPPHe. Tal molécula apresenta coloragéo violeta devido a presenca
de um elétron desemparelhado (SANTOS et al., 2007). Quando esse radical livre
entra em contato com substéncias antioxidantes (AH) ocorre uma reagao de
oxirredugao (FIGURA 20), dando origem ao DPPH-H, um composto incolor (MENSOR
et al., 2001).

FIGURA 20 — REACAO DE OXI-REDUCAO DO RADICAL DPPHe COM O ANTIOXIDANTE
N o
N- NH

ON NO, + AH ON NO, + A

NO, NO,
DPPH- DPPHH

FONTE: Adaptado de Borges et al. (2011).

Ainda, o DPPHe pode interagir com outros radicais (gerados inclusive pela
perda de um hidrogénio acido do antioxidante), formando compostos mais estaveis
(FOTI; DAQUINO; GERACI, 2004) como representado na FIGURA 21.

FIGURA 21 — REAGAO DO RADICAL DPPHe COM OUTRO RADICAL

a0 Q0

ON._ i _NO, + R ON._ i _NO,

NO, NO,
DPPH+ DPPHH

FONTE: Adaptado de Foti, Daquino e Geraci (2004).

Neste ensaio, para analisar o 6leo essencial das folhas foi necessario adaptar
a metodologia, visto que sua Clso seria acima de 1000 ug/mL. Sendo assim, testou-se
apenas uma unica concentragdo (200 ug/mL), e a atividade antioxidante em
porcentagem resultou em (10,22 + 0,40)%. Os controles positivos (acido ascorbico,

BHT e rutina) também foram testados na mesma concentragao, a partir da qual foram
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capazes de inibir uma média de 95% dos radicais. A analise estatistica evidenciou a
diferenca significativa entre a amostra e os padroes.

Para as demais amostras foram feitas curvas com oito concentragoes,
escolhidas de modo a abranger a Clso. Os dados das curvas e valores de Clso obtidos
podem ser vistos na TABELA 16.

TABELA 16 — RESULTADOS OBTIDOS NA AVALIACAO DA REDUCAO DO DPPHe DAS AMOSTRAS
PROVENIENTES DE Ocotea diospyrifolia (Meins.) Mez.

Clso (ng/mL)’ Dados da curva
Amostra Média + DP TT:;:;Z Equacdo R2
Rutina 7,00 £ 0,16 a y =-0,179x% + 7,2444x + 7,9963 0,9960
BHT 16,38 £ 0,25 a y =0,0137x? + 1,0371x + 29,378 0,9959
Acido ascorbico 5,58 + 0,04 a y =0,0851x2 + 6,1162x + 13,102 0,9965
Extrato Bruto 274,27 + 9,36 g y = 0,00009x? + 0,1806x + 8,3175 0,9989
< Fracéo Hexano 340,40 £ 11,5 h y = 0,00004x? + 0,0837x + 16,423 0,9908
% Fragao Cloroférmio 93,33 +2,54 c/d y =-0,0011x2 + 0,5708x + 6,4943 0,9970
L Fragéo Acetato de etila 98,54 + 2,29 d y =-0,0011x? + 0,5793x + 4,285 0,9982
Fracdo Remanescente 231,29 + 9,64 f y =-0,00005x? + 0,1254x + 22,911 0,9820
Extrato Bruto 81,46 £ 1,75 c y =-0,0011x? + 0,5996x + 8,1328 0,9982
Fracéo Hexano 506,18 + 8,95 i y =-0,00002x? + 0,0869x + 11,194  0,9986
§ Fracéo Cloroférmio 130,44 + 4,39 e y =-0,0003x? + 0,3261x + 13,039 0,9976
8 Fragéo Acetato de etila 50,64 + 0,14 b y =-0,0018x? + 0,8149x + 13,438 0,9976
Fracdo Remanescente 97,79 £ 5,11 c/d y =-0,0003x? + 0,3787x + 10,584 0,9982
Fracédo Etanol 50,63 + 0,74 b y =-0,0029%2 + 1,0632x + 3,6114 0,9970

FONTE: o autor (2018).

NOTA: (1) Clso: concentragéo inibitoria 50%; (2) grupos iguais, na mesma coluna, representam
resultados sem diferenca significativa; grupos diferentes, na mesma coluna, representam resultados
com diferenca significativa.

A partir dos resultados apresentados, pode-se perceber que as fracdes acetato
de etila e etandlica do galho foram as mais expressivas em relacdo a atividade
antioxidante. Porém, os valores de Clso (ug/mL) de tais amostras ainda sé&o cerca de
10 vezes maiores quando comparado ao acido ascorbico, 7 vezes quando comparado
com o BHT, e 3 vezes quando comparado a rutina.

Por se tratar de um radical estavel, o DPPHe reage de maneira estequiométrica
apenas com moléculas que sejam boas doadoras de hidrogénio (SCHWARZ et al;
2001). Dentre essas moléculas podemos citar as que contém grupos hidroxila ativos,
ou seja, capazes de doar o seu hidrogénio, como as vitaminas E e C, polifenois,
flavonois (LU et al., 2010) e moléculas com hidrogénios alilicos (CAl et al., 2002, LU
et al., 2010), como os carotenoides (WISEMAN; HALLIWELL, 1996). Ainda, no caso
de compostos hidroxilados, quanto maior o numero de -OH na estrutura do

antioxidante, maior a quantidade de moléculas de DPPH eliminadas por ele (BRAND-
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WILLIANS; CUVELIER; BERSET, 1995, MENSOR et al., 2001, MAGALHAES et al.,
2008).

Logo, espera-se que as fragcbes mais polares, as quais possuem um maior
numeros de compostos com hidroxilas disponiveis, apresentem os melhores
resultados (MENSOR et al., 2001). Além disso, o meio reacional é considerado polar,
visto que as amostras e o reativo sdo preparados em metanol. Tal fato facilita a
solubilizacdo de moléculas com essa mesma caracteristica fisico-quimica, em
detrimento de moléculas apolares. Assim, os menores valores de ICso para a fragao
etanol e acetato de etila (galho) condizem com o previsto acima, e indicam a possivel
presenca de polifenois em tais amostras. Somado a isso, tem-se os resultados da
cromatografia em camada delgada, com evidéncias de presenca flavonoides.

Por outro lado, a fracdo acetato de etila das folhas apresentou uma ICso
proxima de 100 ug/mL, quase duas vezes o valor descrito para o galho. Apesar de
esta fragdo também ter sido positiva para a presenga de flavonoides, é possivel que
estes possuam uma menor quantidade de hidroxilas disponivel, visto que um dos
fatores que influencia na reagao entre o DPPHe e 0 antioxidante & a acessibilidade
estérica ao sitio reacional (MAGALHAES et al., 2008). Outra justificativa seria a
presenca de flavonoides em menor quantidade, ja que os ensaios por CCD realizados
tem carater qualitativo.

O potencial antioxidante de algumas espécies de Ocofea Aubl. foi avaliado pelo
mesmo meétodo de reducdo do DPPHe utilizado neste trabalho (YAMAGUCHI;
ALCANTARA; JUNIOR, 2012). Os resultados obtidos no estudo podem ser vistos na
TABELA 17. A espécie Ocotea splendens também foi estudada, mas, por nao
demonstrar atividade antioxidante em um ensaio preliminar qualitativo, nao foi
avaliada quantitativamente (YAMAGUCHI; ALCANTARA; JUNIOR, 2012).

TABELA 17 — RESULTADOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE AVALIADA PELA REDUGAO DO
DPPHe DOS EXTRATOS BRUTOS ETANOLICOS DIFERENTES ESPECIES DO GENERO Ocotea
Aubl.

ICso (p,glmL)
Folhas Galhos
Ocotea diospyrifolia’ 274,27 + 9,36 81,46 1,75
Ocotea ceanothifolia® 18,12+ 0,18 15,64 + 0,72
Ocotea leucoxylon? 52,51 + 1,42 50,88 + 0,64
Ocotea minor? 8,21+ 0,66 9,08 + 0,51
Ocotea nigrescens® 168,73 +21,79  Na&o avaliado
FONTE: (1) o autor (2018); (2) Yamaguchi; Alcantara; Junior (2012).

Espécie
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Como pode ser visto, os resultados obtidos com a Ocotea diospyrifolia foram
menos expressivos quando comparado as demais espeécies.

E importante ressaltar que todos os extratos foram feitos utilizando como
solvente o etanol, porém o método de extrag&o diferiu. Yamaguchi, Alcantara e Junior
(2012) empregou a técnica de maceragao a frio, enquanto o extrato bruto da Ocotea
diospyrifolia (Meins.) Mez. foi preparado no aparelho de Soxhlet. Como ja mencionado
anteriormente, a diferenca de técnicas pode influenciar na composi¢cao do extrato
obtido. Ainda assim, pode-se observar uma variacdo na capacidade de eliminar
radicais livres entre as espécies do género Ocotea.

No GRAFICO 1, é possivel comparar os resultados obtidos na capacidade

redutora do DPPHe, e na formagéao do complexo fosfomolibdénio.

GRAFICO 1 - COMPARACAO ENTRE OS RESULTADOS OBTIDOS PELAS METODOLOGIAS DE
REDUCAO DO DPPHe E FORMAGAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO
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FONTE: O autor (2018).

NOTA: AAR% = Atividade antioxidante relativa; C150 = Concentragao inibitéria 50%; FEB = Extrato
bruto da folha; FH = Fragdo hexano da folha; FC = Fragéo cloroférmio da folha; FA = Fragéo acetato de
etila da folha; FR = Fragédo remanescente da folha; GEB = Extrato bruto do galho; GH = Fragao hexano

do galho; GC = Fragéo cloroférmio do galho; GA = Fragao acetato de etila do galho; FR = Fragao
remanescente do galho; GE = Fragao etandlica do galho.

Como o GRAFICO 1 evidencia, o comportamento em relagcdo a capacidade
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resultado obtido com a fragdo hexano do galho, a qual apresentou a maior Clso dentre
as amostras testadas, porém uma das maiores atividades antioxidantes relativas
(AAR%). Um perfil parecido pode ser observado na fracdo hexano das folhas. Os
resultados obtidos com o 6leo essencial, apesar de néo representados no grafico,
também diferiram nas duas técnicas.

Um dos fatores que pode explicar esse comportamento € a diferenga nas
condicbes em que o experimento foi realizado. Apesar de ambos estarem inseridos
em um meio reacional polar, no ensaio de formagao do complexo fosfomolibdénio a
solugao é submetida a uma temperatura de 90°C, o que auxilia a solubilizacdo dos
compostos apolares, como os carotenoides.

Tal diferenca de resposta diante de técnicas distintas evidencia a importancia
do uso de mais de uma metodologia para a avaliagdo da atividade antioxidante. Isso
porque as amostras testadas possuem uma diversidade de compostos, com
caracteristicas fisico-quimicas e mecanismos de agao variados. Ainda, sabe-se que a
atividade resultante deriva ndo apenas do desempenho de cada molécula, mas do
sinergismo e/ou antagonismo entre as substancias (ROGINSKY; LISSI, 2005).

Os extratos brutos, fragdes e o 6leo essencial também foram avaliados quanto
a capacidade de proteger um substrato lipidico da oxidagdo, no sistema J3-
caroteno/acido linoleico. Essa técnica tem como principio a degradagao oxidativa do
acido linoleico, a partir da qual séo liberados produtos capazes de oxidar o f3-
caroteno, causando sua descoloracao (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Ao final do tempo de reacgéo (120 minutos), a maior parte das amostras nao foi
capaz de evitar a oxidagcao do B-caroteno, com exceg¢ao da fragdo etandlica dos
galhos (protegao = 8,69 + 2,58%). Entre os padrdes, o BHT e a rutina apresentaram
valores de protecéo de (55,79 + 1,10)% e (7,76 + 1,33)%, respectivamente. O acido
ascorbico ndo se mostrou capaz de proteger o B-caroteno, fato ja evidenciado por
Duarte-Almeida (2006).

O calculo de F1 e F2 (TABELA 18) permite avaliar se as amostras causaram
alguma alteragao na velocidade de reagéo, apesar de ndo terem impedido a oxidagao
do substrato. Tal observacéao é feita pela comparagao entre a curva de cinética obtida
para o controle negativo e a curva proveniente de cada amostra, em duas etapas

distintas da oxidacéo.
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O valor de F1 diz respeito a eficiéncia em bloquear a formagao dos radicais
peroxidos, mensurado na primeira parte da curva; ja F2 traz informagbes sobre a
possibilidade das amostras agirem em outras rea¢des do processo oxidativo, onde os
radicais formados passam a degradar o substrato lipidico (DUARTE-ALMEIDA et al.,
2006). E importante notar que valores de F1 e F2 proximos de 1 indicam auséncia de
atividade; abaixo de 1 indicam aumento na velocidade de reagdao comparado ao

controle; e acima de 1 indicam diminuigao da velocidade.

TABELA 18 - VALORES DE F1 E F2 PARA O CONTROLE, PADROES E AMOSTRAS
PROVENIENTES DE Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez.

Amostra F1 F2
Média+ DP  Teste Tukey' Média+ DP  Teste Tukey'
Controle 1,00 b 1,00 a/b
Acido ascérbico 0.67 £0.09 a 0,53+0,23 a
BHT 1,06 + 0,01 b/c/d 2,31 +0,08 e
Rutina 1,06 + 0,03 b/c/d 1,50 + 0,20 b/c/d
Extrato bruto 1,12+ 0,03 c/d 1,55+ 0,07 b/c/d
Fracdo hexano 1,17 + 0,03 d 1,82 +0,25 d/e
P Fracao cloroférmio 1,13 +0,02 c/d 1,68 +0,17 cl/d/e
L Fragéo acetato de etila 1,11 £0,03 c/d 1,60 £ 0,16 b/c/d
Fragdo remanescente 1,11+ 0,03 b/c/d 1,57 +0,16 b/c/d
Oleo essencial 1,02 + 0,03 blc 1,08 +0,13 alblc
Extrato bruto 1,14 £ 0,02 d 1,82 + 0,03 d/e
Fragao hexano 1,14 + 0,04 d 1,72 +0,17 c/dle
§ Fracéao cloroférmio 1,09 £ 0,06 b/c/d 1,74 £ 0,21 c/d/e
8 Fracdo acetato de etila 1,11 £ 0,05 b/c/d 1,69 +£0,13 c/d/e
Fracao remanescente 1,10 £ 0,02 b/c/d 1,40 £ 0,16 b/c/d
Fracao etandlica 1,12+ 0,02 c/d 2,05+ 0,25 d/e

FONTE: o autor (2018).
NOTA: (1) grupos iguais, na mesma coluna, representam resultados sem diferenca significativa; grupos
diferentes, na mesma coluna, representam resultados com diferenca significativa.

Pela analise dos resultados descritos na TABELA 18, nota-se que para o acido
ascorbico, o valor de F1 foi abaixo de 1 e diferiu estatisticamente do controle,
indicando que a substancia em questdo acelerou a oxidagdo do B-caroteno. Tal fato
pode ser justificado pela formagdo de um radical instavel (ascorbila), apés o acido
ascorbico doar seus hidrogénios redutores (BORS; BUETTNER, 1997).

Ainda, é possivel inferir que a atividade protetora obtida para o BHT e rutina se
deu pela acdo na segunda etapa cinética (F2), visto que os valores de F1 nao
diferiram significativamente do controle. Ja a fragdo etandlica dos galhos interferiu em

ambas as etapas cinéticas, porém com maior eficiéncia na segunda (F2>F1).
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Para as demais amostras provenientes de O. diospyrifolia, observa-se que
algumas delas influenciaram na velocidade de reagao, apesar de, no geral, ndo terem
protegido o B-caroteno. As fragdes hexano (folha e galho), por exemplo, diminuiram a
velocidade de reacdo tanto na formagao dos radicais, quanto na segunda etapa. Em
ambas as amostras foi constatada a presenga do p-caroteno (4,71 + 0,36 ug/mg para
a folha, 0,74 + 0,02 ng/mg para os galhos), o que pode ter contribuido com a
diminuicdo da velocidade, visto que a quantidade de substrato a ser oxidado se
tornou maior.

Algumas das amostras influenciaram apenas em uma das etapas, como foi o
caso do extrato bruto (folha e galho) e fragdes cloroféormio e acetato de etila da folha
(F1>1); e fracdo clorofémio da folha, extrato bruto e fragcdes cloroférmio e acetato de
etila dos galhos (F2>1).

Apesar de, na maioria dos casos, a influéncia na velocidade nao ter sido tao
expressiva a ponto de proteger o -caroteno, os resultados apontam para a presenca
de compostos com capacidade de interagir com os produtos de degradagao do acido
linoleico.

A partir das diferentes metodologias testadas, observou-se que as amostras
com maior destaque em relagao a atividade antioxidante foram as fragdes acetato de
etila e etandlica dos galhos. Essa acdo se da, provavelmente, pela presenca de
flavonoides, o que torna essas amostras interessantes para estudos relacionados as

suas atividades antioxidantes in vivo.

4.9 AVALIACAO DA TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

Na avaliagdo da toxicidade frente a Artemia salina, apenas o 6leo essencial
das folhas e a fragdo hexano do galho apresentaram CLso abaixo de 1000 ug/mL.

De acordo com Amarante et al. (2011), a toxicidade pode ser estratificada em
trés niveis: baixa (CLso superior a 500 pg/mL), moderada (CLso entre 100 e 500
ug/mL) e muito téxico (CLso inferior a 100 ung/mL). Baseado nisso, e tendo em vista os
resultados expostos na TABELA 19, pode-se dizer que o 6leo das folhas e a fracao

hexano do galho apresentaram baixa toxicidade.
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Para as demais amostras testadas, a concentragdo que matou 50% dos
individuos ficou acima de 1000 ug/mL, e portanto ndo foram consideradas toxicas
(MEYER et al., 1982).

TABELA 19 — RESULTADOS OBTIDOS NA AVALIAGAO DA TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

DAS AMOSTRAS PROVENIENTES DE Ocotea diospyrifolia (Meins.) Mez. QUE APRESENTARAM
ATIVIDADE

Teste de qui-quadrado

CLso Intervalo de - -
Amostra . Qui Grau de Nivel de
(ng/mL)’ confianca quadrado liberdade significancia
Sulfato de quinidina 101,03 59,52 — 154,92 14,78 5 0.01
Oleo essencial — Folhas 602,81 524,09 — 744,06 3,38 6 0,76
Fracdo Hexano - Galho 529,97 457,84 — 614,75 3,55 5 0,62

FONTE: O autor (2018).
NOTA: (1) CLso: Concentragao letal 50%.

A importancia deste ensaio no estudo de produtos naturais se da pela relacéo
de resultados de toxicidade com um potencial para atividades biologicas e,
consequentemente, com a presenga de moléculas bioativas (AMARANTE et al.,
2011). Logo, partindo dos valores de CLso obtidos, é possivel assumir que as duas
amostras téxicas apresentam compostos de interesse farmacoldgico, com aplicagcao
na area de medicamento anticancer, por exemplo.

Nesse sentido, podemos observar que a fragdo hexano do galho teve a
presenca de esteroides e triterpenos confirmada. Os esteroides tem sido estudados
como alternativas para o combate a células malignas multi-resistentes (ZEINO et al.,
2015). Da mesma forma, os triterpenos ja demonstraram ter atividade citotoxica em
diversas linhagens celulares cancerigenas, incluindo leucemia, melanoma, carcinoma
pulmonar e ovariano (CHUDZIK; KORZONEK-SZLACHETA; KROL, 2015). Além
disso, essa classe de compostos também apresenta um potencial anti-inflamatério
(LIAW et al., 2013) e antiviral (BALTINA et al., 2003).

Em relagdo ao Oleo essencial, sabe-se que seus compostos majoritarios
possuem atividade citotéxica conhecida, como descrito no item 4.7. A toxicidade
frente a Artemia salina foi observada para o 6leo de outras espécies do género, como
na Ocotea floribunda (ICso: 3,7 ug/mL) (WERKA; BOEHME; SETZER, 2007). Essa
mesma espécie também apresentou-se téxica para células da linhagem Hep G2 e a
bactéria S. aureus (WERKA; BOEHME; SETZER, 2007).

Por outro lado, a auséncia de toxicidade em Artemia salina pode ser um
indicativo de seguranga no uso de amostras com boa atividade antioxidante, como as

fracOes acetato de etila e etanol dos galhos.
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4.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA

Na avaliagcdo da atividade hemolitica, apenas o Oleo essencial das folhas e as

fracdes hexano e cloroférmio do galho foram capazes de lisar as hemaceas (TABELA
20).

TABELA 20 — RESULTADOS OBTIDOS NA AVALIAGAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DO PADRAO
E DE AMOSTRAS PROVENIENTES DE Ocotea diospyrifolia (Meins.) Mez. QUE APRESENTARAM
ATIVIDADE

% hemolise
Concentragio Triton 1% Agua potavel
Amostra (ng/mL) Média + DP 'rTlf|Z:§1 Média + DP Tij;;
100 20,55+ 2,26 b/c 19,04 + 2,09 d/e
250 67,45+ 4,94 g 62,51 +4,58 i
Saponina 500 87,05 + 3,23 h 80,68 + 2,99 j
750 90,96 + 1,4 h 84,30 + 1,30 j
1000 89,4 + 6,58 h 82,86 + 6,10 j
100 14,00 + 1,33 a/b 13,73+ 1,30 b/c/d
Oleo essencial — 250 34,58 + 8,21 d/e 33,90 + 8,05 flg
folhas 500 4417 £ 1,91 elf 43,29+ 1,88 g/h
750 45,42 +£1,71 elf 44,53 + 1,68 g/h
1000 50,70 + 8,68 f 49,70 + 8,51 a8
100 1,61 +£0,63 a 1,42 + 0,56 a
Fracao hexano - 250 3,03 +2,25 a 2,67 £1,98 a/blc
galho 500 18,04 + 5,40 b/c 15,92 +4,76 d/e
750 30,35+ 7,83 c/d 26,78 + 6,91 elf
1000 42,88 + 9,37 elf 37,83 + 8,27 f/g/h
100 2,23+0,38 a 1,95+ 0,34 a/b
Fragéo cloroférmio 250 2,08 £0,44 a 1,82+ 0,38 a/b
- galho 500 3,32+ 1,06 2,90 £ 0,92 a/blc
750 10,66 + 3,92 a/b 9,31+3,43 a/b/c/d
1000 16,47 + 3,55 b 14,39 + 3,10 c/d

FONTE: O autor (2018).

Nota: (1) grupos iguais, na mesma coluna, representam resultados sem diferenca significativa; grupos

diferentes, na mesma coluna, representam resultados com diferenca significativa

Como pode ser observado na TABELA 20, e melhor evidenciado no GRAFICO
2, o oleo essencial foi o que demonstrou a maior atividade hemolitica. Porém a
amostra parece ter atingido um plateau préximo de 50%, visto que o aumento na
concentracdo nao elevou significativamente a porcentagem de células hemolisadas.
Uma possivel explicagdo seria a limitagdo na solubilidade da amostra, que é
composta majoritariamente por sesquiterpenos hidrocarbonetos.

A hemdlise causada pela fragdo hexano dos galhos, na concentragao de 1000

ug/mL, foi estatisticamente similar ao resultado obtido com o 6leo essencial, na

mesma concentragao.
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GRAFICO 2 — RESULTADOS DE HEMOLISE EM RELACAO AO TRITON 1% (A) E A AGUA (B) DA
SAPONINA E AMOSTRAS DE Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez. QUE APRESENTARAM ATIVIDADE
(A)
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FONTE: O autor (2018).

Assim como a toxicidade frente a Artemia salina, o ensaio de atividade
hemolitica € um indicador de citotoxicidade, e o resultado €& dependente das
propriedades fisicas e estruturais das moléculas presentes na amostra (SHARMA,;
SHARMA, 2001). Portanto, o dleo essencial e a fragdo hexano do galho, assim como
compostos isolados dos mesmos, seriam as primeiras escolhas para futuros ensaios

de toxicidade em cultura celular.
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No ensaio de atividade fitotoxica foi avaliada a influéncia dos extratos e fracdes

na germinagéo e crescimento de sementes de Lactuca sativa cv. Grand Rapids TBR

(TABELA 21).
De acordo com a analise estatistica, os p valores obtidos no teste de ANOVA

para a % de germinagao e indice de velocidade de germinagdo (IVG) ndo foram

significativos. Sendo assim, pode-se dizer que nenhuma das amostras testadas

influenciou na germinagao.

TABELA 21 - RESULTADOS DE GERMINACAO E CRESCIMENTO DE SEMENTES DE Lactuca
sativa cv. Grand Rapids TRATADAS COM CONTROLES E AMOSTRAS PROVENIENTES DE Ocotea
diospyrifolia (Meisn.) Mez.

(continua)
o LI IVG Hipocétilo Radicula
erminacao

Concentragdo  Média + DP . Média+DP  Scot-  Média+DP  Scot-

Amostra (ug/mL)g (%) Média + DP (mm) Knott' (mm) Knott'
Controle agua - - 4,80+0,40 27,80+ 11,90 b 35,90 + 13,89 e
Controle Tween 80® - 100+ 0 4,25+0,25 27,90 + 4,63 b 35,60 +£ 8,14 e
100 100 + 0 4,80+0,40 27,40+ 3,50 b 36,8 + 10,00 e
250 100 + 0 4,58 +0,40 23,50 + 6,40 a 32,00 + 7,97 d
Extrato bruto 500 95+ 10 419+0,24 2530+ 3,20 b 31,00 + 8,43 d
750 95+ 10 4,50+0,71 39,50 + 3,00 c 35,70 + 4,52 e
1000 100 + 0 4,87+025 26,20 +2,70 b 29,50 + 7,00 d
100 100 + 0 487+0,25 28,30 +2,30 b 35,50 + 6,07 d
250 100 + 0 4,58+0,50 26,40 + 3,07 b 35,80 + 6,59 e
Fragéo hexano 500 100 + 0 5,00+0,00 22,90+ 7,47 a 31,60 + 10,19 d
750 100 + 0 471+0,34 26,20+ 6,87 b 30,40 + 8,43 d
1000 100 + 0 4,87+025 27,90 + 2,65 b 29,10 + 4,14 d
100 100 + 0 487+0,25  26,10+8,12 b 25,90 + 10,15 c
© oo 250 100 + 0 456+0,31  24,20+5,87 a 24,50 + 6,88 c
= Clorﬁgfr?ﬂo 500 100 + 0 4,87£025 26,00+ 3,24 b 16,60 + 2,85 b
L 750 100 + 0 5,00+0,00 22,40+ 7,67 a 13,40 + 5,18 a
1000 100 + 0 4,87+025 21,70 +5,43 a 10,00 + 3,05 a
100 100+ 0 475+0,29  24,00+86,73 a 25,20 + 8,13 c
Fracio acetato 250 100 + 0 437+0,48 24,60 +543 a 21,20 + 4,17 c
i ot 500 100 + 0 475+0,29  2510+3,13 b 13,00 + 5,95 a
750 100 + 0 475+0,29 21,90+ 5,52 a 9,90 + 4,74 a
1000 100 + 0 475+05 21,90+ 3,63 a 8,60 + 3,35 a
100 100 + 0 471+0,34  30,05+7,32 b 44,10 + 6,00 f
) 250 100 + 0 4,75+0,29 26,90 + 5,38 b 33,40 + 8,77 d
rem';ae%i‘;me 500 95 + 10 4,46+042 28,55+ 3,33 b 30,60 + 3,65 d
750 100 + 0 5,00+0,00 29,40 +7,87 b 30,10 + 8,28 d
1000 100 + 0 4,87+0,25  27,55+325 b 21,80 + 4,72 c
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TABELA 21 - RESULTADOS DE GERMINAGAO E CRESCIMENTO DE SEMENTES DE Lactuca
sativa cv. Grand Rapids TRATADAS COM CONTROLES E AMOSTRAS PROVENIENTES DE Ocotea
diospyrifolia (Meisn.) Mez.

(concluséo)

%

G . o IVG Hipocétilo Radicula
erminagao
Concentracéao Média + DP - Média = DP Scot- Média + DP Scot-
Amostra (pg/mL)g (%) Média + DP (mm) Knott' (mm) Knott'
100 95+ 10 475+050 30,20 +7,65 b 37.50 + 11,11 e
250 95+ 10 4,62+048 27,30 +9,86 b 30,60 + 11,86 d
Extrato bruto 500 100 + 0 4,87+025 20,40 +7,49 a 27,70 + 10,76 d
750 100+ 0 5,00+0,00 23,00+ 12,22 a 16,50 + 8,89 b
1000 100 + 0 4,46+0,65  23,40+5,86 a 16,60 + 5,14 b
100 100+ 0 500+0,00 19,60 + 5,55 a 33,60 + 11,33 d
250 95+ 10 475+0,50  23,60+7,20 a 39,00 + 11,11 e
Fragéo hexano 500 95 + 10 419+055 19,20 + 10,76 a 30,30 + 16,06 d
750 100+ 0 4,55+0,33 14,90 + 10,64 a 2250 + 14,98 c
1000 100 + 0 4,52+0,33 16,50 + 10,32 a 23,90 + 8,48 b
100 100+ 0 4,83+0,33 17,20+ 11,11 a 19,70 + 12,69 c
— 250 100+ 0 500+0,00 28,60 +7,59 b 29,30 + 6,95 d
Clorﬁgfr‘;io 500 95 + 10 475+0,50 24,10 +9,33 a 21,90 + 8,73 c
750 95+ 10 4,46+0,79 21,10+ 11,06 a 17,30 + 9,49 b
2 1000 100 + 0 471+0,58 21,70 +9,92 a 17,30 + 8,48 b
S 100 100 + 0 500+0,00 29,10 + 5,79 b 27,00 + 6,56 d
Fracio acetato 250 100+ 0 4,83+0,33 25,80 +9,54 b 25,10 + 10,08 c
o ot 500 100+ 0 4,68+0,37 16,00 + 12,26 a 12,90 + 9,52 a
750 95+ 10 4,62+075 19,50 +9,12 a 15,50 + 8,60 b
1000 100 + 0 4,69+0,37 19,80 + 7,41 a 20,60 + 8,71 c
100 100+ 0 4,87 +0,25  26,15+9,21 b 30,70 + 11,49 d
— 250 95+ 10 475+050 26,95+ 7,51 b 41,20 + 5,90 f
remaigsa::?ente 500 100 + 0 4,87+025 26,85+10,74 b 25,90 + 11,06 c
750 100 + 0 500+0,00 30,15+ 4,51 b 31,60 + 6,05 d
1000 95 + 10 475+050 26,60 + 6,94 b 23,20 + 7,11 c
100 100 + 0 500+0,00  281+367 b 31,60 + 4,44 d
250 100+ 0 487+025  23,8+3,33 a 31,60 + 3,13 d
Fracao etandlica 500 100+0 4,87 + 0,25 39,4 +£2,52 C 24,60 + 3,91 c
750 100+ 0 500+0,00 26,3 +4,99 b 23,90 + 8,07 c
1000 100+ 0 5004000  26,1+4,19 b 22,50 + 5,21 c

FONTE: O autor (2018).
NOTA: (1) grupos iguais, na mesma coluna, representam resultados sem diferenca significativa; grupos
diferentes, na mesma coluna, representam resultados com diferencga significativa; (2) os grupamentos
estatisticos foram colocados apenas para os testes com diferenca entre as médias.

A influéncia causada pelos extratos e fragdes no crescimento do hipocétilo e da

radicula pode ser vista no GRAFICO 3. A fracdo remanescente ndo foi incluida no

grafico referente ao crescimento do hipocétilo, pois ndo apresentou atividade.

A partir dos resultados é possivel observar que na maioria dos casos, quando

houve

influéncia, esta foi de

inibicdo do crescimento. Essa

influéncia no

desenvolvimento das sementes de Lactuca sativa pode indicar a presenca de
metabdlitos secundarios bioativos (REGIOSA et al., 2013).
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Dentre os resultados obtidos para o hipocoétilo, merece destaque a fragao
hexano dos galhos, a qual inibiu o crescimento em todas as concentragdes. Essa
mesma fragdo também diminuiu o crescimento da radicula, exceto na concentragao
de 250 ug/mL. Tais resultados corroboram com os descritos anteriormente para esta
fracao (toxicidade frente a Artemia salina e hemolise), e evidenciam seu potencial
para futuros ensaios de citotoxicidade.

As fragdes cloroférmio e acetato de etila (folhas e galhos) inibiram o
hipocétilo na maior parte das concentragdes, e a radicula em todas as concentragdes
testadas. O efeito de estimulo do crescimento foi pouco observado. Duas amostras
(extrato bruto folha 750 ug/mL; etanol galho 500 pg/mL) estimularam o crescimento
do hipocdtilo. Para a radicula, pode ser visto que a fragdo remanescente (folha)
estimulou o crescimento em 100 ug/mL, e a partir de 250 pg/mL passou a inibir o
crescimento, de maneira dose-dependente. Esse perfil pode ser descrito como efeito
hormético, onde doses subinibitérias de uma amostra fitotéxica apresentam efeito
estimulatério em organismos (VIATOR et al.,, 2006). A hormese é vista como uma
resposta adaptativa do organismo a um stress moderado e geralmente continuo
(MATTSON, 2008).

A capacidade de influenciar o desenvolvimento de outra espécie em laboratorio
indica que a planta produz compostos bioativos e que, sob condigdes naturais, esses
compostos podem ter algum efeito no crescimento de espécies vizinhas (REGIOSA et
al., 2013). Esse efeito é conhecido como atividade alelopatica (MOLISCH, 1973).

Dentre as substancias responsaveis pela atividade alelopatica, tem-se os
compostos fendlicos (MALHEIROS; PERES, 2001; COUTINHO et al., 2006b),
esteroides, acidos graxos de cadeia longa e lactonas insaturadas (MALHEIROS;
PERES, 2001). Tais compostos, ao inibir ou estimular o crescimento da plantula,
mostram-se capazes de influenciar no desenvolvimento de sistemas bioldgicos
(PINTO et al., 2002).

Os compostos fendlicos estdo entre os principais agentes alelopaticos
encontrados em plantas, e podem exercer sua influéncia no desenvolvimento de
espécies de diferentes maneiras: aumento da permeabilidade da membrana, inibicdo
da divisdo celular, diminuicdo da capacidade respiratéria, interferéncia no
funcionamento de enzimas, diminuicdo ou inativacdo de horménios e inibicdo da

sintese de proteinas (LI et al., 2010). Assim, pode-se sugerir que a atividade inibitoria
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observada para as amostras positivas para flavonoides no analise por CCD (extratos
brutos, fragcées cloroférmio e acetato das folhas e galhos, e fragcbes remanescente e
etandlica do galho) tenha sido, entre outras coisas, consequéncia da presenga de tais
substancias.

A partir da comparacao dos resultados, é possivel ver que a radicula teve uma
sensibilidade maior aos extratos e fragdes. Isso justifica-se pelo fato de esta ser a
primeira parte da plantula a emergir da semente, além de ficar diretamente em
contato com as amostras (TANVEER et al., 2012). No caso do dleo essencial, a
amostra foi aplicada a tampa da gerbox, ficando mais préxima do hipocétilo. Logo, os
ensaios de crescimento realizados com o 6leo mostraram uma influéncia apenas no
crescimento do hipocdétilo, que ocorreu na maior concentragao testada (1% m/v)
(TABELA 22). Além disso, o papel filtro onde as sementes sdo dispostas &€ embebido

em agua, o que dificulta o contato do 6leo no ambiente da gerbox com a radicula.

TABELA 22 - RESULTADOS DE GERMINAGAO E CRESCIMENTO DE SEMENTES DE Lactuca
sativa cv. Grand Rapids TRATADAS COM CONTROLES E OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE
Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez.

%

~ . ~ IVG Hipocétilo Radicula
Amostra Concentragdo germinacéao
(% mlv) Média + DP Média + DP Média + DP Scot- Média + DP
(%) - (mm) Knott' (mm)
Controle agua - - 4,81 +0,37 29,87 +7,43 b 43,32 + 12,52
Controle Tween 80° - 100+ 0 4,83 +0,33 29,90 + 9,84 b 46,60 + 17,3
0,001 100+ 0 4,71 +0,34 32,15+9,73 b 45,80 + 15,02
Oleo essencial - 0,01 95+10 4,50 + 0,71 30,35+ 10,32 b 47,60 £ 17,91
folhas 0,1 100+ 0 4,62 +0,48 29,75+ 2,86 b 53,70 +7,34
1 100+ 0 4,25+ 0,87 16,00 + 6,21 a 39,05 + 15,55

FONTE: O autor (2018).

NOTA: (1) grupos iguais, na mesma coluna, representam resultados sem diferenga significativa; grupos
diferentes, na mesma coluna, representam resultados com diferenga significativa; (2) os grupamentos
estatisticos foram colocados apenas para os testes com diferenca entre as médias.

O aumento na busca por herbicidas alternativos, aliado as evidéncias de que
alguns metabdlitos secundarios agem como herbicidas naturais (REGIOSA et al.,
2013), apontam para o aprofundamento no estudo das amostras que se mostraram
ativas no ensaio fitotdxico.

Assim, pode-se dizer que as fragdes acetato de etila e cloroférmio das folhas e
galhos, e a fragdo hexano dos galhos constituem amostras com potencial de atividade
herbicida, visto que se destacaram na inibigédo do crescimento de sementes de alface.
Ainda, seria interessante aprofundar os estudos fitotdxicos com a fracéo

remanescente das folhas, tendo em vista o efeito hormético apresentado por ela.
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5. CONCLUSAO

Os dados obtidos nas analises morfoanatémicas evidenciaram estruturas
condizentes com o previsto para a familia e género. Porém, algumas caracteristicas
se destacaram, no sentido de auxiliar na diferenciacdo da espécie. Nesse sentido
pode-se citar a presenca de raros estdbmatos actinociticos, células oleiferas, e
auséncia de células secretoras de mucilagem nas folhas. Ainda, destacou-se o
formato formato céncavo-convexo do peciolo, e a presenga de escassos tricomas
tectores e de células de dOleo essencial; e auséncia de compostos fendlicos nos
galhos em ensaios histoquimicos.

O estudo da composigao fitoquimica preliminar e o analise por CCD sugerem
a presenga de esteroides e triterpenos, flavonoides, cumarinas, alcaloides e
saponinas. Ainda, foi possivel isolar e identificar por cristalografia o aminoacido 4-
hidréxi-N-metilprolina, da fragdo remanescente dos galhos.

A quantificagdo de clorofilas e carotenoides revelou uma maior concentragéo
dessas substancias nas folhas.

A extracdo do Oleo essencial a partir de duas coletas em periodos distintos
evidenciou a diferenca no rendimento e na complexidade de composicao. Por outro
lado, a julgar pelos compostos majoritarios, as duas amostras constituem
interessantes alvos para estudos de citotoxicidade in vivo.

Em relagdo as atividades antioxidantes, avaliada por 3 metodologias distintas
(formagao do complexo fosfomolibdénio, redugdo do DPPHe e co-oxidagao do f-
caroteno/acido linoleico), os melhores resultados foram obtidos para a fragao acetato
de etila e etandlica dos galhos.

A toxicidade preliminar frente a Artemia salina e o ensaio de hemodlise
apontam para um potencial citotoxico da fragdo hexano do galho e do dleo
essencial.

O resultado de atividade fitotoxica corrobora com o descrito para a toxicidade
em Artemia salina e hemodlise, onde evidencia o potencial téxico da fragdo hexano
do galho. Além disso, 0 ensaio sugere a presenga de compostos bioativos nas

fracdes cloroférmio e acetato de etila das folhas e galho.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Por tratar-se de um trabalho realizado com uma espécie pouco estudada, os
resultados obtidos contribuem com a caracterizagdo da Ocotea diospyrifolia (Meisn.)
Mez. e auxiliam no direcionamento de estudos futuros.

Tendo em vista os resultados obtidos, sugere-se a continuagao dos estudos
com a espeécie, a fim de avaliar seu real potencial de aplicabilidade. Nesse sentido,
seria interessante avaliar as amostras, especialmente as que se destacaram neste
trabalho, em relagéo a toxicidade em células tumorais, aplicabilidade como herbicida
natural e atividade antimicrobiana e antiprotozoaria.

Vale ressaltar que o uso das folhas e galhos de Ocotea diospyrifolia (Meisn.)
Mez. caracterizam um reaproveitamento de tais partes aéreas, que geralmente sao

descartadas pelas industrias madeireiras.
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ANEXO 1 — AUTORIZAGAO DE ACESSO AO PATRIMONIO GENETICO

SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIQ AMBIENTE E DOS RECURS0S MATURAIS RENOVAVEIS

AUTORIZACAD DAS ATIVIDADES DE ACES50 AQ PATRIMONIO
GENETICO REALIZADA DE ACORDO COM A RESOLUCAO CGEN N'35,
DE 17 DE ABRIL DE 2011
N" 0372014

O INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMEIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENCI\"AVEIS, credenciado pelo Conselho de Gestiio do Patriminio Genético
(CGEN/MMA), por meio da Deliberaglio CGEN n® 40, de 24 de setembro de 2003, para autorizar
instituiciio nacional, pdblica ou privada, que exerga atividade de pesquisa e desenvolvimento nas
ireas biologicas e afins, a acessar amostras de componente do patriménio genético para fins de
pesquisa cientifica sem potencial de uso econdmico, auteriza com amparo na Resolugfio CGEN n®
35, de 27 de abril de 2011, que dispde sobre regularizagho de atividades de acesso ao patrimbnio
genético efou ao conhecimento tradicional associado e sua exploragio econdmica realizadas em
desacordo com a Medida Proviséria no 2.186-16, de 23 de agosto de 2001 ¢ demais normas, as
atividades de acesso ao patriménio 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, ¢ representada na pessoa do Reitor
Zaki Akel Sobrinho, RG n® 1.439.536-9 SSP/PR, CPF n® 359.063.759-33, no dmbito das
atividades do projeto de pesquisa “Estudo Onimico e Biologico day Expécies Vepetais”,

Objetive da Autorizagiio: Avaliar sob aspeclo morfoanatimico, quimice ¢ bioldgico das
espéeies 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 instituicio detentora desta aulorizagiio deverd enviar ao Ibama, a partir da
emissio da imenq'.&. relatério anual sobre a execuglio das atividades de pesquisa, nos termos do
Decreto n® 4.946/2003 ¢ Resolugio CGEM n® 41/2013, Enderego para envio do relatdrio;
IBAMA/DBFLO, SCEN L4 Morte, Bloco B, Brasilie-DF, CEP: 70818-900,

Esta amtorizagiio das atividades de acesso estd vinculada as informagies ¢ termos assinados
pelo réquerente, constantes do processo n® 02001.001165/2013-47.

Brasilia, Hﬂe marco de 2014.




