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RESUMO

O género Ocotea (Lauraceae) apresenta o maior numero de espécies
medicinais em sua familia, sendo fonte de alcaloides, lignanas e neolignanas,
flavonoides e 6leos essenciais. Ocotea bicolor Vattimo-Gil espécie nativa do Brasil
ocorre na regiao Sul e Sudeste, com ampla distribuicdo no estado do Parana. O
objetivo deste trabalho foi aprofundar o estudo fitoquimico, antioxidante e biolégico
da espécie, dando continuidade aos estudos preévios. A partir do material coletado na
cidade de Curitiba, Parana, Brasil foi obtido o extrato bruto cetdnico e posteriormente
as fracbes hexano, cloroférmio, acetato de etila e remanescente, com os quais as
demais analises foram realizadas. O flavonoide astilbina (3-O-a-ramnosideo de
taxifolina ou diidroquercetina-3-O-a-ramnosideo) foi isolado da Fragdao Acetato de
Etila do Solido (FAES) sendo identificada por técnicas de RMN de 'H e '3C. O éleo
essencial obtido das folhas e galhos por hidrodestilagdo apresentaram
predominancia de sesquiterpenos e alcoois sesquiterpénicos, respectivamente. Os
compostos majoritarios em ambas as amostras foram o 5-hidroxicalameneno, trans —
calameneno, a-Copaeno e trans-Muurola-4(14),5-dieno. Verificou-se o teor de
compostos fendlicos totais e a capacidade antioxidante total pelo método de reducéao
do ferro — FRAP, e pelos métodos ABTS e ORAC. As fragcbes acetato de etila do
sélido (FAES), fragdo acetato de etila (FAE) e a fragdo remanescente do sodlido
(FRS) apresentaram os melhores resultados nesses ensaios. Na atividade
alelopatica, foi verificado que o extrato e fragdes influenciaram no processo de
germinagao e crescimento da Lactuca sativa e Allium cepa. O potencial hemolitico
da espécie foi baixo quando comparado ao controle positivo e o isolado astilbina ndo
foi considerado ativador de neutréfilos. Em relagédo a atividade larvicida sobre Aedes
aegypti o 6leo essencial das folhas e galhos foram efetivos, inclusive induzindo
alteragdes morfolégicas externas nas larvas expostas, sendo classificados como
altamente téxico aos organismos em questdo. Os resultados obtidos nesse estudo
evidenciam o potencial dessa espécie vegetal, podendo ser ampliado em estudos
posteriores.

Palavras-chave: astilbina; 6leo essencial; sesquiterpenos; antioxidante; alelopatia;
Aedes aegypti.



ABSTRAT

The genus Ocotea (Lauraceae) has the largest number of medicinal species
in its family, being a source of alkaloids, lignans and neolignans, flavonoids and
essential oils. Ocotea bicolor Vattimo-Gil species native to Brazil occurs in the South
and Southeast, with wide distribution in the state of Parana. The objective of this
work was to deepen the phytochemical, antioxidant and biological study of the
species, continuing the previous studies. From the material collected in the city of
Curitiba, Parana, Brazil, the crude ketone extract was obtained and, subsequently,
the hexane, chloroform, ethyl acetate and remaining fractions, with which the other
analyzes were performed. The flavonoid astilbine (3-O-a-ramnoside from taxifoline or
dihydroquercetin-3-O-a-ramnoside) was isolated from the Solid Ethyl Acetate
Fraction (FAES) and was identified by 'H and "3C NMR techniques. The essential oil
obtained from leaves and branches by hydrodistillation showed a predominance of
sesquiterpenes and sesquiterpene alcohols, respectively. The major compounds in
both samples were 5-hydroxyicalamenene, trans-calamenene, a-Copaene and trans-
Muurola-4 (14), 5-diene. The content of total phenolic compounds and the total
antioxidant capacity were verified by the iron reduction method - FRAP, and by the
ABTS and ORAC methods. The ethyl acetate fractions of the solid (FAES), ethyl
acetate fraction (FAE) and the remaining fraction of the solid (FRS) showed the best
results in these tests. In allelopathic activity, it was found that the extract and
fractions influenced the germination and growth process of Lactuca sativa and Allium
cepa. The hemolytic potential of the species it was low when compared to the
positive control and the isolated astilbine was not considered a neutrophil activator.
Regarding the larvicidal activity on Aedes aegypti, the essential oil of the leaves and
branches were effective, including inducing external morphological changes in the
exposed larvae, being classified as highly toxic to the organisms in question. The
results obtained in this study show the potential of this plant species, which can be
expanded in further studies.

Keywords: astilbina; essential oil; sesquiterpenes; antioxidante; allelopathy; Aedes
aegypti.
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1 INTRODUGAO

O emprego de plantas com fins medicinais, seja na cura, tratamento ou
prevencdo de enfermidades é tdo antigo quanto a prépria civilizagdo humana
(MACIEL et al., 2002; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005; FOWLER, 2006).
Esse uso tem em comum tanto bases histéricas e culturais como quimicas, sendo
esta ultima fundamentada na obtencdo de moléculas a serem utilizadas
terapeuticamente (DEVIENNE; RADDI; POZETTI, 2004).

O processo de descoberta de novos compostos bioativos advindos de
plantas esta em constante expansdo. Um dos fatores que contribuem para essa
expansao € o aperfeicoamento das técnicas que permitem o isolamento e
elucidacdo de suas estruturas moleculares (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998;
FOGLIO et al., 2006; PILON et al.,, 2020). Uma vez estando os metabdlitos
secundarios isolados e identificados, podem servir como fitofarmacos ou como
protétipo a industria farmacéutica no desenvolvimento de novos medicamentos
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

No entanto, para que ocorra um melhor aproveitamento do potencial
medicinal das plantas ha necessidade de um enfoque multidisciplinar, onde o estudo
fitoquimico esteja interligado com os aspectos agrotecnolégico, microbiolégico,
farmacolégico e biotecnolégico, de tal forma que esta integragcdo propicie uma
ampliagdo das possibilidades na busca de novas moléculas ativas (FOGLIO et al.,
2006).

A prospeccao e os relatos cientificos sobre as agdes antioxidante, anti-
inflamatdria e inseticida das plantas, geralmente servem como parametros para
eleger uma espécie vegetal a ser estudada (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).
O interesse pela descoberta de antioxidantes novos e seguros de fontes naturais
tem aumentado, representando uma nova abordagem na inibicdo dos danos
provocados pelo excesso de radicais livres. O papel de antioxidantes obtidos pela
dieta, especialmente aqueles extraidos de plantas, tem atraido a atengdo dos
pesquisadores (ZHENG; WANG, 2001; FORBES-HERNANDEZ et al., 2020;
MATALLANA-GONZALEZ et al., 2020).

Levando-se em consideragao que o estresse oxidativo € um desencadeador
de muitas patologias, principalmente cancer e desordens cardiovasculares, como

arterioesclerose, a procura de novos compostos que inibam esse processo é de
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grande relevancia (VALENTOVA, et. al., 2003; EBRAHIMI; REIISI; SHAREEF, 2020;
SANTOS et al, 2020). Entre as substancias com ag&o antioxidante de origem vegetal
destacam-se os compostos fendlicos, sobretudo por inibirem a peroxidacéo lipidica e
a lipooxigenase in vitro, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagag¢ao do
processo oxidativo. Os flavonoides constituem o grupo mais importante dentro dos
compostos fendlicos e com acao antioxidante comprovada pela ciéncia (SOARES,
2002; BEHLING et al., 2004).

A obteng¢ao de compostos bioativos com acgao larvicida e inseticida tem sido
alvo de varios estudos. Os efeitos indesejaveis de inseticidas sintéticos sobre o
ecossistema tém motivado a busca por novas substancias no controle de pragas,
que nao acarretem danos ao ambiente, efeitos danosos em organismos nao-alvo,
residuos em alimentos e que minimizem o surgimento de resisténcia, aspectos
observados em substancias sintéticas (VENDRAMIM; CASTIGLIONI, 2000; PINTO
et al., 2002; LAKSHMI; SUDHIKUMAR; ANEESH, 2018; SENTHIL-NATHAN, 2020).
Os compostos ativos provenientes do metabolismo secundario das plantas agem
sinergicamente, apresentando caracteristicas atraentes, desalojantes ou repelentes,
podendo ser empregados em sistemas de manejo integrado de pragas, e também
no controle e monitoramento das populacdes de insetos (ISMAN, 2006; NAVARRO-
SILVA; MARQUES; DUQUE, 2009; YANKANCHI; YADAV; JADHAV, 2014).

Ainda nesse contexto, substancias naturais que apresentem efeitos
alelopaticos podem servir de instrumento em manejos ecolégicos (CASIMIRO et al.,
2017). Essa estratégia oportuniza a descoberta de novos bio-herbicidas,
despertando a atencdo de muitos pesquisadores ao redor do mundo (ABD EL-
GAWAD; EL-AMIER; BONANOMI, 2018). Os aleloquimicos (substancias com
potencial alelopatico) podem direcionar ou restringir a germinagdo e o0
desenvolvimento da planta. Isso representa um aumento da produtividade, aliado a
um menor acumulo de fitotéxicos na agua e no solo (MACIAS et al., 2003).

Neste cenario o Brasil figura-se como detentor de uma biodiversidade com
inumeras aplicabilidades, dentre as quais se podem encontrar plantas com potencial
medicinal (BRASIL, 2006). A familia Lauraceae compde esse arsenal com
representatividade de 24 géneros no territério brasileiro (QUINET et al., 2015), cujo
género Ocotea Aubl. € o mais promissor em numero de espécies medicinais nessa

familia (MARQUES, 2001) com atividades antioxidante, antimicrobiana, antifungica,
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anti-inflamatéria, alelopatica, entre outras, reportadas na literatura (BRUNI et al.,
2004; SOUZA et al., 2004; CHAO et al., 2005; CANDIDO et al, 2016).

Uma das espécies desse género € a Ocotea bicolor Vattimo-Gil, planta
nativa brasileira cuja escassez de estudos motivou essa pesquisa, sendo esta
pioneira na busca e comprovacdo do potencial antioxidante e biolégico além do
estudo fitoquimico visando assegurar sua utilizacao e servir de parametros para o

desenvolvimento de novos medicamentos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Aprofundar o estudo fitoquimico, antioxidante e biolégico de Ocotea bicolor

Vattimo-Gil pertencente a familia Lauraceae.

1.1.2 Objetivos Especificos

. Isolar e identificar os componentes fitoquimicos nas fragoes;
. Caracterizar quimicamente o 6leo essencial;
. Verificar a capacidade antioxidante do extrato e fracbes, por meio de técnicas

colorimétricas;

. Avaliar a atividade hemolitica do extrato e fragdes;
. Avaliar a atividade alelopatica do extrato e fracoes;
. Avaliar a atividade do composto isolado astilbina sobre neutréfilos humanos;

. Avaliar a atividade téxica do Oleo essencial sobre larvas de Aedes aegyptfi,
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FAMILIA LAURACEAE

A familia Lauraceae possui distribuicdo pantropical, compreendendo 68
géneros com 2.978 espécies (THE PLANT LIST, 2013). Prevalente nas regides
tropicais das Américas e da Asia, apresenta também grande nimero de espécies na
Australia e Madagascar, porém com numero insignificante de espécies na Africa
(VAN DER WERFF, RITCHER, 1996; MADRINAN, 2004). No Brasil, ocorrem 24
géneros e cerca de 441 espécies com ocorréncias confirmadas em todas as regides
do pais, sendo seus dominios fitogeograficos na Amazénia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica e Pantanal (QUINET et al., 2015).

Esta familia € composta essencialmente por arvores e arbustos, com
excecao do género Cassytha cujas plantas sao herbaceas parasitas (VAN DER
WERFF, 1991). Pertencem a familia espécies com grande interesse econémico
como produtoras de madeira de lei, frutos comestiveis, além dos déleos aromaticos
usados em cosmetologia, perfumaria e medicamentos (BAITELLO, 2016).

O estudo com espécies da familia Lauraceae é afetado por diversos fatores,
tais com: a grande variacao morfologica dentro de uma mesma espécie, populacéo e
até mesmo em individuos; dificuldade na coleta e observagéo na natureza ja que
normalmente sdo arvores altas com flores pequenas e discretas; numero reduzido
de colecbes disponiveis nos herbarios, principalmente contendo flores e frutos; e,
por fim, o grande numero de espécies pertencentes a familia (BAITELLO, 2016;
BURGER, 1988).

No ambito etnofarmacoldgico, Lauraceae apresenta utilizagdo variada,
desempenhando diferentes fungdes contra as mais diversas doengas (MARQUES
2001). A infusdo das folhas de Persea americana Mill (abacateiro) é utilizada para
reumatismo e artrite (ALBUQUERQUE, 2001) e o cha da semente para infec¢des
dos rins (LIMA; PIRES; VIEIRA, 2014); Cinnamomum zeylanicum (canela) como
anti-séptica e anti-inflamatéria (CABRAL; MACIEL, 2011) e a casca para digestao
(LIMA; PIRES; VIEIRA, 2014); infusdo de folhas e frutos de Laurus nobilis L.
utilizados contra reumatismo (LIMA; PIRES; VIEIRA, 2014); frutos e folhas de

Nectandra pichurim (Kunth) Mez. sdo odoriferos e usados contra célicas e
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problemas gastricos e o lenho de Nectandra rodiei Schomb. é reconhecido como

ténico, antipirético, relaxante vascular e antimalarico (MARQUES, 2001).

2.2 GENERO Ocotea Aubl.

Ocotea é o maior género no Neotrépico com pelo menos 300 espécies
distribuidas do México e Sul da Flérida até a Argentina (VAN DER WERFF 1991;
ROHWER 1993). No Brasil aproximadamente 172 espécies pertencem a este
género, apresentando ampla distribuicdo, com ocorréncias confirmadas em todo o
territério nacional (QUINET et al., 2015). No estado do Parana foi confirmada a
presenga de 31 espécies, cuja maioria encontra-se na Floresta Atlantica (BROTTO;
CERVI; SANTOS, 2013).

Este género é composto por arvores ou arbustos, monoicos ou dioicos, cujas
caracteristicas morfolégicas sao: folhas em geral alternas, raro opostas ou
subopostas. Inflorescéncia panicula, tirso, tirsoide ou botrioide. Flores monoclinas ou
diclinas, tépalas 6. Estames 9 férteis, filetes mais delgados que as anteras, anteras
4-locelos, locelos dispostos em pares sobrepostos; estaminddios da série IV
filiformes ou ausentes. Ovario globoso, elipsoide, obovado ou ovado. Fruto bacaceo,
sobre ou parcialmente envolvido pelo hipanto modificado em cupula; tépalas
deciduas ou persistentes (SANTOS; ALVES, 2013).

No aspecto econdbmico o género Ocotea se sobressai pela sua ampla
utilizacdo no comércio madeireiro. Como exemplo, refere-se as espécies O. porosa
(imbuia), O. odorifera, (sassafras), O. puberula (Rich.) Nees, O. organensis (Meisn.)
Mez, O. diospyrifolia (Meisn.) Mez, O. guianensis Aubl. e O. acutifolia (Nees) Mez, O.
aciphylla (Nees & Mart.) Mez, O. catharinensis Mez, O. canaliculata (Rich.) Mez., O.
spectabilis (Meisn.) Mez, O. divaricata (Nees) Mez e O. elegans Mez utilizadas para
diversos fins como fabricacdo de papel, obras internas e carpintaria, constru¢des de
postes e tabuas de assoalho, marcenaria e na construgao civii (MARQUES, 2001;
LORENZI, 2002).

Em relagdo ao uso etnofarmacoloégico deste género, destacam-se as
seguintes espécies: folhas de O. aciphylla utilizadas como tdénico e estomaquico e
sua casca como anti-reumatica e depurativa; casca e as folhas de O. pulchella foram
relatadas como sendo estomaquicas, emenagogas e tdnicas do utero; O. teleiandra,

contra “dores no peito”; O. indecora como sudorifica e anti-reumatica e até
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antisifilitica (MARQUES, 2001); O. bullata utilizada no tratamento de dor de cabega,
desordens urinarias e problemas estomacais (RAKOTONDRAIBE et al., 2015); O.
duckei no tratamento de enfermidades como neuralgia, dispepsia e anorexia
(VILLAMIZAR, 2010); O. quixos usada como desinfetante, anestésico local e a
infusdo como antidiarreico (BALLABENI et al., 2007) e O. caparrapi no tratamento de

picadas de insetos e cobra, bronquite e como antitumoral (FOURNET et al., 2007).

2.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS E FARMACOLOGICAS DO GENERO Ocotea Aubl.

O género Ocotea apresenta o maior numero de espécies medicinais em sua
familia, exibindo capacidade antioxidante, antimicrobiana, antifungica, anti-
inflamatoria, leishmanicida, atividade inibitéria de agregacao plaquetaria entre outras
(MORAIS; BARBOSA-FILHO; ALMEIDA, 1998; ZSCHOCKE et al., 2000; BRUNI et
al., 2004; SOUZA et al., 2004; CHAO et al., 2005; MONTE NETO et al., 2007;
FOURNET et al., 2007; VILLAMIZAR, 2010). A (TABELA 1) apresenta algumas

atividades bioldgicas presentes neste género.

TABELA 1 - ATIVIDADES BIOLOGICAS EM DIFERENTES ESPECIES DE Ocotea

(continua)

Espécies Atividades Referéncias

WERKA; BOEHME; SETZER,

O. floribunda Toxicidade em Artemia salina 2007

Efeitos hipotensivos e

O. duckei R BARBOSA FILHO et al., 2008
bradicardicos

O. duckei Atividade leishmanicida MONTE NETO et al., 2007

O. comoriensis Atividade antimalarica MENUT et al., 2002

0. caudata Atividade antimicrobiana e SILVA et al., 2017a
citotéxica

O. cujumary Atividade _antl’m_|crob|ana € SILVA et al., 2017a
citotoxica

Atividade antimicrobiana e

O. caniculata e
citotéxica

SILVA et al., 2017a

Capacidade antioxidante e

O. odorifera . )
antimicrobiana

CANSIAN et al., 2010

Capacidade antioxidante,

O. odorifera : . ; N
antibacteriana e antimutagénica

GONTIJO et al, 2017
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TABELA 1 - ATIVIDADES BIOLOGICAS EM DIFERENTES ESPECIES DE Ocotea
(concluséo)

Espécies Atividades Referéncias

O. odorifera Atividade alelopatica CARMT%KIX“}éIﬁé%(37R GES;
O. pulchella Atividade alelopatica CANDIDO et al., 2016
O. odorifera Atividade antifungica CASTRO: LIMA, 2011
O. puberula Atividade antinociceptiva MONTRUCHIO et al., 2012
O. nigrescens Atividade anti-inflamatéria YAMAGUCH)I et al., 2013
O. splendens Atividade anti-inflamatéria YAMAGUCHI et al., 2013

Atividade anti-inflamatoria e

) o BALLABENI et al., 2010
antitrombotica

O. quixos

FONTE: A autora (2018).
2.4 METABOLITOS SECUNDARIOS NO GENERO Ocotea Aubl.

Os metabdlitos secundarios também podem ser denominados de produtos
secundarios. Sdo agrupados em quatro grandes grupos: terpenos, compostos
fendlicos, glicosideos e alcaloides. Os terpenos constituem o grupo mais numeroso
e sao sintetizados a partir do acido mevalénico (no citoplasma) ou do piruvato e 3-
fosfoglicerato (no cloroplasto). Os compostos fendlicos sao originarios do acido
chiquimico ou acido mevalbnico. Os glicosideos sao formados pela condensacéao de
uma molécula de agucar com outra que contém um grupamento hidroxila. Por fim, os
alcaloides sdo derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais
séo derivados do &cido chiquimico e de aminodacidos alifaticos (ornitina, lisina)
(CARRIL; GARCIA; 2009).

Neste contexto o género Ocotea € conhecido por ser fonte de alcaloides,
sobretudo os isoquinolinicos e aporfinicos (GOTTLIEB, 1972; TAKAKU; HABER,;
SETZER, 2007), de lignanas e neolignanas (SILVA; BRAZ-FILHO; GOTTLIEB, 1989)
e Oleos essenciais constituidos por monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoides (BRUNI et al., 2004). Os flavonoides também estdo presentes,

embora menos descritos neste género se comparado aos alcaloides.
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2.4 1 Alcaloides

Os alcaloides compreendem um enorme grupo de produtos naturais, com
uma grande diversidade de estruturas. Sdo definidos como um composto organico,
ciclico que contém nitrogénio em um estado de oxidacdo negativo, o qual é de
distribuicdo limitada entre os organismos vivos (DOSTAL, 2000). Esta classe de
metabdlitos apresenta grande importancia em face das atividades farmacologicas a
ela atribuidas, as quais se devem principalmente aos efeitos antagbnicos da
dopamina (KAMETANI; HONDA, 1985; OSCAR, 1987).

Os alcaloides podem ser classificados de acordo com sua origem
biossintética, ou seja, de acordo com a estrutura que contém nitrogénio em
pirrolidino, piperidino, quinolino, indol, entre outros (DEWICK, 2002). A familia
Lauraceae caracteriza-se quimicamente pela ocorréncia frequente de alcaloides,
sendo predominante a ocorréncia de alcaloides indolizinico, benzilisoquinolinico,
triptaminico e aporfinoides (CORDELL; QUIRN-BEATTIE; FARNSWORTH, 2001).
No género Ocotea os alcaloides isoquinolinicos apresentam predominancia, dentre
0s quais os aporfinoides representam um grupo grande e ainda em expansao
(TAKAKU; HABER; SETZER, 2007).

Os alcaloides isoquinolinicos tem sua origem biossintética pela rota do acido
chiquimico, o qual & responsavel pela formacdo dos aminoacidos como a L-
fenilananina e L-tirosina, precursores dessa classe de alcaloides. A maioria dos
alcaloides isoquinolinicos resulta da condensagcdo de duas unidades fendlicas
derivadas do aminoacido L-tirosina, a dopamina e o p-hidroxi-fenilacetaldeido, o qual
esta presente junto com a dopamina nas plantas. A ciclizagdo com este aldeido leva
a 1- benziltetraidroisoquinolina também conhecida como (N) ou (S) norcoclaurina
conforme mostra a (FIGURA 1), a qual é a unidade basica para a formacao de uma
série variada e extremamente extensa de alcaloides (GUINAUDEAU; LEBOEUF,;
CAVE, 1994).

Os alcaloides aporfinicos sao derivados dos isoquinolinicos, sendo que em
Ocotea ja foram encontrados os aporfinicos sensu stricto, oxoaporfinicos,
diidroaporfinicos,  dideidroaporfinico, = C-3-O-aporfinico, = C-4-O-aporfinico e
fenantrenos, dos quais os aporfinicos sensu stricto s&o 0s mais comuns no género
(FIGURA 2) (ZANIN; LORDELLO, 2007).
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FIGURA 1 - FORMACAO DA ESTRUTURA BENZILISOQUINOLINICA A PARTIR DA L-TIROSINA
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L-tirosina kel
\ CHO ‘
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p-hidroxi-fenilacetaldeido (N) ou (S) norcoclaurina

FONTE: Adaptado de DEWICK, 1997.

FIGURA 2 - ESQUELETOS BASICOS DE ALCALOIDES APORFINICOS EM Ocotea
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FONTE: Adapatado de GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVE, 1994

NOTA: 1-Aporfinico strictu sensu; 2-Oxoaporfinico; 3-Dihidroaporfinico, 4-Didehidroaporfinico; 5- C-3-
aporfinico; 6- C-4-aporfinico; 7-Fenantreno

Varias atividades de alcaloides isolados de Ocotea foram comprovadas, tais
como bloqueador de contragdo muscular e translocagdo de Ca?* (nantenina)
(RIBEIRO et al., 2003), antagonista a 1- adrenoreceptor (derivados da nantenina)
(INDRA et al., 2002), atividade antituberculosa (ocoteina) (ALBARRACIN et al.,
2017), atividade antinociceptiva (dicentrina) (MONTRUCCHIO; CORDOVA;
SANTOS, 2013), propriedades tranquilizantes e ansioliticas (glaziovina) (PEREZ;
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SAEZ; CASSELS, 2005), atividade depressora do sistema nervoso central
(reticulina) (MORAIS; BARBOSA-FILHO; ALMEIDA, 1998) entre outras.

Varias espécies de Ocotea sao reportadas na literatura como fonte de

alcaloides dos quais alguns estao listados na (TABELA 2).

TABELA 2 - ALCALOIDES ENCONTRADOS EM DIFERENTES ESPECIES DE Ocotea

Espécies Alcaloides Classe Referéncias
Ocoxilonina aporfinico stricto sensu
' O_cotema aporf[n!co str!cto sensu ALBARRACIN et al..
O. discolor Dicentrina aporfinico stricto sensu
. - i X 2017
1,2-metilendioxi-3 aporfinico stricto sensu
10,11-trimetoxiaporfina aporfinico stricto sensu
Coclaurina Isoquinolinicos
O. duckei Coclaurina + Isoquinolinicos DIAS et al., 2003

O. lancifolia

O. acutifolia

O. puberula

O. puberula

O. glaziovii

N-metilcoclaurina

(-)-N-Metilcoclaurina
Crostparine
Glaziovina
(-)-Caaverina
(+)-Laurotetanina
(+)-Nordomesticina
(+)-Norisoboldina
(+)-Norantenina
(+)-Domesticina
(+)-Isoboldina
(S)-Palidina
(+)-Norjuzifina
(+)-Reticulina

Talicminina
(+)-dicentrina
(+)-ocoteina
(+)-6S-ocoteina N-oxido
(+)-leucoxina

(+)-Dicentrina

Boldina
Isodomesticina
Dicentrina
Leucoxina

Glaziovina
Assimilobina
Caaverina
Liridinina

Isoquinolinicos

Isoquinolinicos
Isoquinolinicos
Isoquinolinicos
Isoquinolinicos
Isoquinolinicos
Isoquinolinicos
Isoquinolinicos
Isoquinolinicos
Isoquinolinicos
Isoquinolinicos
isoquinolinicos
isoquinolinicos
isoquinolinicos

oxoaporfinico
aporfinico stricto sensu
aporfinico stricto sensu
aporfinico stricto sensu
aporfinico stricto sensu

aporfinico stricto sensu

aporfinico stricto sensu
aporfinico stricto sensu
aporfinico stricto sensu
aporfinico stricto sensu

Isoquinolinicos
Isoquinolinicos
Isoquinolinicos
Isoquinolinicos

FOURNET et al., 2007

GUTERRES et al., 2013

MONTRUCCHIO et al.,
2012

ZANIN et al., 2011

SILVA et al., 2002

FONTE: A autora (2018).
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2.4.2 Lignanas e neolignanas

As lignanas sao metabdlitos secundarios localizados em todas as partes das
plantas e se depositam nas paredes das células vegetais, conferindo a estas,
notavel rigidez (BARBOSA FILHO, 2004). Assumem muitas vezes a fungédo de
fitoalexinas e agem na protecdo das plantas contra doencas e pestes, também
podem participar no controle do crescimento da planta (RAFFAELLI et al., 2002).
Sao derivados de fendlicos cuja estrutura basica € formada pelo acoplamento
oxidativo de duas unidades fenilpropanoidicas (do tipo CsC3) nas posicoes 8 e 8'.
Quando este acoplamento ocorre entre outros carbonos destas unidades, estes
compostos recebem o nome de neolignanas (FIGURA 3) (GOTTLIEB, 1972; MOSS,
2000).

FIGURA 3 - ESTRUTURA BASICA DE LIGNANA E NEOLIGNANAS

8 8'

Lignana 3,3’ - neolignana

8,3’ - neolignana

FONTE: Adaptado de MOSS, 2000.

Lignanas e neolignanas tem ampla ocorréncia na natureza e extensa gama
de atividades biologicas (AGRAWAL; THAKUR, 1985), destacando-se atividade
inseticida, antibacteriana, antitumoral e antiviral (GREEN; GALINIS; WIEMER, 1991;
LEE et al., 1998; SOLIS et al., 2005; LI et al., 2007; BOZINIS et al., 2010).

Uma das lignanas com pronunciada finalidade terapéutica é a podofilotoxina
cuja agao antitumoral tem despertado o interesse de grupos de pesquisa e de
industrias farmacéuticas, sendo utilizada como composto inicial para produgao do
etoposideo (VEPESID®), o etopofos (ETOPOPHOS®) e o teniposideo (VUMON®),
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medicamentos utilizados no tratamento de alguns tipos de cancer. Esses resultados
colocaram essa substadncia em posicdo de destaque na pesquisa em produtos
naturais (KOULMAN, 2003; SELLARS; STEEL, 2007; DE LUCA et al., 2012).

Os beneficios da ingestdo de lignanas na dieta humana também é muito
relatada, destacando-se a linhagca (Linum usitatissimum) como fonte desse
metabdlito. A acdo da linhaca sobre o metabolismo do tecido adiposo e diminui¢cao
de gordura visceral sdo atribuidos a presenga das lignanas nesta espécie
(CARDOSO-CARRARO et al., 2012).

A rota biossintética das lignanas e neolignanas origina-se pela via do acido
chiquimico que utliza como precursores o fosfoenolpiruvato (PEP), oriundo da
glicdlise, e a eritrose 4-P proveniente da rota das pentoses monofosfatadas e do
ciclo de Calvin, resultando na biossintese dos aminoacidos fenilalanina, tirosina e
triptofano (DEWICK, 2002). Os aminoacidos fenilalanina ou a tirosina, uma vez
formados, podem entrar na chamada rota geral dos fenilpropanoides, que daréo
origem a diversos tipos de compostos fendlicos entre os quais estao as lignanas. A
rota dos fenilpropanoides inicia com a frans-desaminac&o da fenilalanina ou tirosina
ao acido trans-cinamico ou p-cumarico, respectivamente, numa reacao catalisada
pela fenilalanina amoénia liase (PAL) em dicotiledéneas, e pela tirosina aménia liase
(TAL) em monocotiledoneas (DIAS et al., 2001).

Etapas posteriores de redugéao resultam finalmente em alil - e fenilpropanais,
0s quais, por acoplamentos oxidativos iniciados pelas peroxidases ou lacases,
formam os chamados intermediarios quinona-metideos que, posteriormente, entram
em ressonancia. In vitro, os radicais livres se dimerizam para produzir uma mistura
racémica. No entanto, na planta, a dimerizacdo é controlada e a formagdao de um
estereoisébmero € favorecida. Esses radicais sofrerao entdo acoplamentos oxidativos
posteriores e dardo origem aos diferentes esqueletos basicos das lignanas e
neolignanas (DAVIN; LEWIS, 2000).

As lignanas e neolignanas constituem um grupo de substancias bastante
frequente em espécies de Ocotea (SEHLAPELO; DREWES; SANDOR, 1993). A

(TABELA 3) sumariza alguns desse compostos isolados no género Ocotea.
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TABELA 3 - LIGNANAS E NEOLIGNANAS PRESENTES EM DIFERENTES ESPECIES DE Ocotea

Espécies Lignanas/neolignanas Referéncias

Cymosalignan A

Cymosalignan B

Cymosalignan C
3',4'-Methylenedioxy-3,4,5-trimethoxy-A8'-8.0.6'-

neolignan
Ococymosin
O. cymosa Didymochlaenone B RAKOTO'\%%‘\'BE etal,

Didymochlaenone C
3,4,5,3',5"-Pentamethoxy-1"-allyl-8.0.4"-neolignan
3,4,5,3-Tetramethoxy-1'-allyl-8.0.4"-neolignan
Virolongin B
Ocobullenone

Yangambin
Epiyangambin

O. duckei Episesartemin

MORAIS et al, 1999

Yangambin
Epiyangambin
4’- O-demethylepiyangambin
O. duckei Sesartemin
episesartemin
4”-0O-demethylepimagnolin

BARBOSA-FILHO et al,,
1999

2-(2’,5 *-dimetoxifenil 1) - 3 ,4 -dimetil1 -5 - (3", 4", 5
[trimetoxifenil1)-tetrahidrofurano
2-(2’,5- dimetoxifenil) - 3,4-dimetil-
O. foetens 5-(3”, 4”- dimetoxifenil)-tetrahidrofurano LOPEZ; VALERA, 1995
3’,4'- acido- dimetoxibenzoico-( 3, 4”- dimetoxifenil 2-
metil-3-oxobutil éster

Ferrearin E
Ferrearin G
Armenin B
5'-Methoxyporosin
(7S,8S,1'R,3'R)-3,4,5,3',5'-Pentamethoxy-4'-oxo-
A1,3,5,5',8'-8.1",7.0.6"-neolignan
rel- (7S,8S,I'R,2'S)-2'-Hydroxy-3,4-dimethoxy-3'-oxo-
A1,3,5,4',8'-8.1',7.0.2"-neolignan
rel- (7R,8S,1'R,2'S)-2'-Hydroxy-3,4,5'-trimethoxy-3"-oxo-
A1,3,5,4',8'-8.1',7.0.2"-neolignan
rel- (8S,1'R,5'R)-3,4,3',5"-Tetramethoxy-7,2"-dioxo-
A1,3,5,3',8'-8.1"-neolignan rel- (7R,8S,1'R,2'S)-2'-
Hydroxy-3,4-methylenedioxy-5,3',5'-trimethoxy-
A1,3,5,3',8-8.1",7.0.2"-neolignan
rel- (7S,8R,1'R,3'R)-4"-Hydroxy-3,4-methylenedioxy-
3',5"-dimethoxy-2',4"-dioxo-A1,3,5,5',8'-8.1',7.3"-
neolignan
(7S,8R,1'R,3'R)-4"-Hydroxy-3,4-methylenedioxy-3',5',5-
trimethoxy-2',4'-dioxo-A1,3,5,5',8'-8.1',7.3"-neolignan
rel- (7S,8R,1'R,3'R)-4"-Hydroxy-3,4-methylenedioxy-
3',5"-dimethoxy-2',4'-dioxo-A1,3,5,5',8"-8.1',7.3"-
neolignan dimer

O. catharinensis FUNASAKI et al., 2009

FONTE: A autora (2018).
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2.4.3 Oleos essenciais

Os oleos essenciais, também denominados de oOleos volateis, constituem-se
de uma mistura complexa de substancias volateis de viscosidade semelhante a dos
Oleos, insoluveis em agua e soluveis em solventes organicos. Sao extraidos de
especies vegetais por meio de destilagdo por vapor de agua. De acordo com sua
origem biossintética os Oleos essenciais podem ser divididos em duas grandes
classes: derivados de terpenoides (unidades de isopreno), formados pela via acido
mevaldnico e os fenilpropanoides (aromaticos) formados na via do acido chiquimico
(SIMOES; SPITZER, 2004).

O interesse no estudo de Oleos essenciais esta relacionado a sua
importancia econbmica. Devido as suas acdes terapéuticas, flavorizantes e
aromatizantes eles podem ser utilizados na industria para a producao de perfumes,
cosmeéticos, produtos alimentares, farmacéuticos e de higiene (SILVA et al., 2003).

Entre as aplicagdes industriais de Oleos essenciais destaca-se a
antimicrobiana, fator que torna seu uso viavel tanto na industria farmacéutica quanto
na alimenticia, como aditivos nos alimentos e na ragdo animal (WALACE, 2004).
Essa acdo representa uma extensdo do proprio papel que exercem nas plantas,
defendendo-as das bactérias e fungos fitopatogénicos (SIANI et al., 2000). Também
estdo relacionadas aos Oleos essenciais as atividades inseticidas
(SAMARASEKERA; KALHARI; WEERASINGHE, 2006), anti-inflamatéria e
analgésica (SILVA et al., 2003), antioxidante (SACCHETTI, 2005), entre outras.

A familia Lauraceae tem muitas espécies aromaticas cujos 6leos essenciais
tém sido usados em diversas aplicagdes industriais, como € o caso do 6leo de pau-
rosa, obtido a partir de Aniba rosaeodora, que tem o alcool terpénico linalol como
constituinte majoritario, amplamente utilizado em fragrancias de perfumes. Da
mesma forma a canfora, extraida de Cinnamomum camphora, e o safrol, extraido de
Ocotea pretiosa e Sassafras albidum, sado amplamente utilizados na industria de
cosméticos (RIZZINI; MORS, 1995; SHARMEEN et al., 2021).

Os terpenoides constituem uma grande variedade de moléculas, sendo esse
termo empregado para designar todas as substancias cuja origem biossintética
deriva de unidades do isopreno (SIMOES; SPITZER, 2004). S&o classificados
conforme o numero de unidades de isopreno em sua estrutura em: isoprenos ou

hemiterpenos (5C), monoterpenos (10C), sesquiterpenos (15C), diterpenos (20C),
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sesterpenos (25C), triterpenos (30C), tetraterpenos (35C) e polisoprenoides quando
possuem mais de 35 carbonos (BAKKALI et al., 2008).

O grupo dos terpenoides € derivado do 3-isopentenil pirofosfato (IPP),
conhecido como isopreno, que pode ser originado por duas rotas biossintéticas
distintas: via do acido mevaldnico e rota da desoxi-xilulose fosfato, ambas oriundas
da glicose (DEWICK, 2002). A polimerizacdo dessa unidade vai originar moléculas
de cadeias carbonadas multiplas de cinco em cinco atomos de carbono por meio da
unido cabega-cauda. A molécula do 3-isopentenil pirofosfato (IPP) e seu isbmero
3,3'-dimetilalil pirofosfato (DMAPP) formam trans-geranilpirofosfato, a partir do qual
se formam os demais terpenos. Novas ligagdes cabeca-cauda entre trans-
geranilpirofosfato e isopentenilpirofosfato resultardao em sesquiterpenos (C15), e
diterpenos (C20) (FIGURA 4). Ja a ligacédo cabeca-cauda entre duas moléculas de
farnesilpirofosfato (C15) dard origem ao esqualeno. As diferentes formas de
ciclizacao do esqualeno e rearranjos de metilas originam os diferentes esqueletos
triterpénicos e esteroides (DEWICK, 2002; SIMOES; SPITZER, 2004; DUDAREVA;
PICHERSKY; GERSHENZON, 2004).

FIGURA 4 - FORMACAO DE TERPENOS POR CONDENSAGAO DO IPP COM DMAPP
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FONTE: Adaptado de DEWICK, 2002.
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Os fenilpropanoides se formam pela via do acido chiquimico que reage com
o acido fosfoenolpiruvico, produzindo o acido prefénico. A descarboxilacdo deste,
seguida de aromatizagdo e aminagao redutiva produz a fenilalanina, que pela agao
da enzima fenilalanina amoliase (PAL) perde uma molécula de ambnia originando
unidades basicas dos acidos cinamico e p-cumarico. Estes ultimos por reducao
enzimatica produzem propenilbenzenos ou alilbenzenos; por meio de oxidagdo com
degradacgédo de cadeias laterais, aldeidos aromaticos; e por meio das ciclizagbes
enzimaticas produzem cumarinas (SIMOES; SPITZER, 2004) conforme a (FIGURA
5).

FIGURA 5 - FORMAGCAO DE COMPOSTOS FENILPROPANOIDES
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FONTE: Adaptado de SIMOES; SPITZER, 2004

Estudos demonstram que os 6leos essenciais do género Ocotea possuem
atividades bioldgicas diversas entre elas atividade larvicida, antimalarica (MENUT et
al, 2002), antitrombotica, anticoagulante, vasodilatadora (BALLABENI et al, 2007),
antioxidante, antibacteriana e antifungica (BRUNI et al, 2004), antitripanossémica
(SETZER et al, 2006) e efeitos hipotensores e bradicardicos (BARBOSA FILHO et
al., 2008).
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Na (TABELA 4) estdo descritas algumas espécies de Ocofea e seus

componentes majoritarios identificados no 6leo essencial.

TABELA 4 - COMPOSTOS MAJORITARIOS PRESENTES EM OLEO ESSENCIAL DE Ocotea

(continua)

Espécies

Componentes majoritarios

Referéncias

O. caniculata
(folhas)

O. caniculata
(galho)

O. caudata
(folhas)

O. caudata
(galho)

O. comoriensis
(casca)

O. cujumary
(folhas)

O. cujumary
(galho)

O. diospyrifolia
(folhas)

O. duckey (fruto)

O. duckey
(folha)

O. duckey
(casca)

B -selineno (20,3%)
B- cariofileno (18,9%)
7-epi-a-selineno (14,3%)
Biciclogermacreno (10,4%)

Selin-11-en-4-a-ol (20,6%)
B-selineno (12,1%)
7-epi-a-selineno (9%)
B- cariofileno (7,1%)
Biciclogermacreno (29,6%)
Germacreno D(19,9%)
a-pineno (9,8%)
B-pineno (9,7%)

3 —cariofileno (9,6%)

0-Cadineno (13,8%)
Germacreno D(8,9%)
a-muurulol (7,8%)

Canfeno (18,1%)
Bornilacetato (13,8%)
a-pineno (13,7%)

B — cariofileno (22,2%)
oxido de cariofileno (12,4%)
2-tridecanono (7,3%)
0-Cadineno (6,6%)
2-tridecanono (30%)
Limoneno (20,5%)

3 — cariofileno (8,1%)

0-elemeno (25,93%)
B-atlantol (15,35%)

espatulenol (11,4%)

dl-limoneno (30,12%)
a-pineno (12,25%)
B-pineno (9,89%)

trans- cariofileno
(60,54%)

-Eudesmol (27,51%
B (27,51%)

SILVA et al., 2017a

SILVA et al., 2017a

SILVA et al., 2017a

SILVA et al., 2017a

MENUT et al., 2002

SILVA et al., 2017a

SILVA et al., 2017a

FABRI et al., 2019

BARBOSA FILHO et al.,
2008

BARBOSA FILHO et al.,
2008

BARBOSA-FILHO et al.,
1999
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TABELA 4 - COMPOSTOS MAJORITARIOS PRESENTES EM OLEO ESSENCIAL DE Ocotea
(concluséo)

Espécies Componentes majoritarios Referéncias

Elemol (24,31%)

(Orégggl)(ey B-elemeno (16,69%) BARBOS,:\-QFQIIéHO etal,
B-Eudesmol (13,44%)
Pentan-2-ol (12,5%)
O. gomezii epi-a-cadinol (9,8%)
(folhas) 5-cadineno (7,7%) CHAVERRI et al., 2011
1,8-cineol (6,0%)
O. gomezii 6-Cadineno (14,5%)
(C'aica) 1,10-diepi-cubenol (7,7%) CHAVERRI et al., 2011
a-muuroleno (6,9%)
O. gomezii epi-a-Muurolol (15,0%)
(n;g?deira) epi-a-cadinol (10,0%) CHAVERRI et al., 2011
&-cadineno (7,7%)
B-pineno (17,5%)
a-pineno (10,4%)
O. morae biciclogermacreno (8,8%)
(folhas) germacreno D (7,5%) CHAVERRI et al., 2011
1,8-cineol (7,3%)
B- cariofileno (7,1%)
O. morae 1,8-cineol (12,8%)
(madeira) B- cariofileno (6,1%) CHAVERRI et al., 2011
E)-Nerolidol (11,4%)
O. morae 1,8-cineol (7,1%)
(n&adeira) epi-a-muurolol (6,3%) CHAVERRI et al., 2011
0-cadineno (6,2%)
a-cadinol (6,0%)
biciclogermacreno(11,41%)
O. nutans germacreno-D (4,89%)
(folhas) bisabolol11-01(3,73%) BETIM et al., 2019

espatulenol (3,71%)
Z-nerolidol (19,16%)

O. paranaensis germacreno D (12,92%) GRIBNER et al., 2020a

(9alhos) a-bulneseno (8,47%)
0. quixos trans-cinnamaldeido (27,9%)
) metilcinamato (21,7%)
1£rcl?tlcl)css dos 1, 8-cineole (8,0%) BRUNI et al., 2004

FONTE: A autora (2020).
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2.4 .4 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos amplamente distribuidos no
reino vegetal. Estdo presentes em todas as partes das plantas, desde raizes até as
flores e frutos. Ocorrem de forma livre (aglicona) ou ligados a agucares (glicosideos)
(YAO et al., 2004).

Os compostos fendlicos apresentam como caracteristica comum a presenga
do anel aromatico ligado a um componente hidroxila, podem ser classificados
segundo suas cadeias carbbnicas, magnitude de suas massas moleculares,
distribuicdo na natureza, entre outras formas, das quais os flavonoides sdo a mais
numerosa (HERNANDEZ; PRIETO GONZALES, 1999; ANGELO; JORGE, 2007;
DAI; MUMPER, 2010). Estruturalmente os flavonoides caracterizam-se por um
nucleo flavanico e um esqueleto carbonado de configuragdo C6-C3-C6. Sua
estrutura basica consiste em dois anéis de benzeno (A e B) sendo o anel aromatico
A derivado do ciclo acetato-polimalato, e o anel B derivado da fenilalanina, ambos
ligados por um anel pirano que contém oxigénio (anel C). A (FIGURA 6) traz a
representagéo do esqueleto basico de flavonoide (MARTENS; MITHOFER, 2005;
BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

FIGURA 6 - ESQUELETO BASICO DE FLAVONOIDE
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FONTE: BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006

Grande numero de estudos atestam as acdes que flavonoides exibem sobre
sistemas biolégicos demonstrando efeitos antimicrobiano (CUSHNIE; LAMB, 2005),
antiviral (CARVALHO et al, 2013), antitumoral (BRITO et al. 2015; CHEN et al., 2018
a), antioxidante (MISHRA; KUMAR; PANDEY, 2013; XU et al, 2013),
hepatoprotetores (ZHU et al., 2012), anti-hipertensivo (LARSON; SYMONS; JALILI,
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2012), cardioprotetores (PATEL et al., 2018), neuroprotetores (WANG et al., 2016)
entre outros.

Entre as classes de metabdlitos secundarios presentes em Ocotea o0s
flavonoides sdo os que apresentam menor numero de registros. Na (TABELA 5)

estdo descritos alguns dos flavonoides encontrados nesse género.

TABELA 5 - FLAVONOIDES PRESENTES EM DIFERENTES ESPECIES DE Ocotea

(continua)
Espécies Flavonoides Referéncias
O. acutifolia kaempferol GARCEZ et al., 2011

Quercetina-3-0O-B-D-glicose
O. corymbosa Quercetina-3-0O-f3-Dgalactose BATISTA et al., 2010
Quercetina-3-O-B-D-xilose

rel- (2R,3R) - diidroquercetina-3-O-a-ramnosideo

(astilbina) BATISTA et al., 2010

O. elegans

Taxifolina
Quercetina-7-O-3-D-glucopiranosideo
O. minarum Eriodictyol-3'-O-B-D-glucopiranosideo GARCEZ et al., 2005
Naringenina-7-0O-f3-D-glucopiranosideo

Afzelina
O. notata Isoquercitrina COSTA et al., 2015

Proantocianidina
Isoquercitrina
Quercitrina
Afzelina
Catequina
Epicatequina
kaempferol
quercetina-3-0O-B-D-xilose
quercetina O-B-D-glicopiranosideo

O. notata GARRET et al., 2012

Miquelianina
Isoquercitrina
Quercitrina
Kaempferol- PEREIRA et al.,
3-O-pentose 2019
Afzelina
Isoramnetina-glicuronideo

O. notata

Apigenina 6,8-di-
C-glucosideo (vicenina-2)

Apigenina
O. odorifera o 7-O-rutin_osideo . GONTIJO et al.,
' Apigenina 6-C-pentosideo-8-C-hexosideo 2017
Apigenina

6-C-hexosideo-8-C-pentosideo.
Epicatequina
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TABELA 5 — FLAVONOIDES PRESENTES EM DIFERENTES ESPECIES DE Ocotea

(concluséo)

Espécies Flavonoides Referéncias

(-) - epicatequina
O. porosa 413 e 4a da epicatequina (7,8-bc) + hidroxifenila) di-hidro-2
(3H) -piranona.

DAVID; YOSHIDA;
GOTTLIEB, 1994

FONTE: A autora (2019).

2.5 Ocotea bicolor Vattimo-Gil

Ocotea bicolor Vattimo-Gil € uma espécie nativa do Brasil cujo niveis

hierarquicos de organizagao taxonémica estao descritos no (QUADRO 1).

QUADRO 1 - ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DE Ocotea bicolor

Hierarquia Taxonomia
Espécie Ocotea bicolor
Género Ocotea Aubl.
Familia Lauraceae Juss
Ordem Laurales Juss. ex Bercht. & J. Presl|
Superordem Magnolianae Takht.
Subclasse Magnoliidae Novak ex Takht.
Classe Equisetopsida C. Agardh

FONTE: TROPICOS (2018).

2.5.1 Ocorréncia e sinonimia

Ocorre na regiao Sudeste, nos estados de Minas Gerais e Sao Paulo e na
regidao Sul, nos estados do Parana e Santa Catarina, sendo a Floresta Atlantica seu
dominio fitogeografico conforme apresentado na (FIGURA 7) (QUINET et al., 2015).
De acordo com Brotto e colaboradores (2013) a espécie é amplamente distribuida
no estado do Parana com excecéao do terceiro planalto, sendo frequente na Floresta
Ombréfila Densa e Floresta Ombrofila Mista e rara na Floresta Estacional

Semidecidual.
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FIGURA 7 - OCORRENCIA DE Ocotea bicolor NO BRASIL

FONTE: Lista de Espécies da Flora do Brasil,
QUINET et al. (2015).

Tem como sinonimia O. gurgelii (VATTIMO-GIL, 1956), O. paulensis
(VATTIMO-GIL, 1962) e O. camanducaiensis (COE-TEIXEIRA, 1980). Popularmente
esta espécie é conhecida como canela-merda ou canela-fedida, justificado pelo odor
desagradavel que a madeira apresenta (BROTTO, CERVI; SANTOS, 2013).

Caracteristicas morfoldégicas muito proximas levaram Rohwer (1986) a
considerar O. bicolor como sindbnima de O. corymbosa (Mesin.) Mez, porém de
acordo com Brotto, Cervi e Santos (2013), as principais caracteristicas que diferem
as duas espécies sao flores e inflorescéncias pilosas, pistilo com estilete maior e
peciolos com 0,8-2,0 cm de comprimento em O. corymbosa. A O. bicolor tem flores
e inflorescéncias glabras, pistilo com estilete muito curto ou ausente e peciolos

menores.
2.5.2 Dados fitoquimicos de Ocotea bicolor Vattimo-Gil
Por meio do estudo de Damasceno (2017) com O. bicolor foi possivel a

deteccdo em pesquisa preliminar por cromatografia em camada delgada (CCD) das

seguintes classes de metabdlitos secundarios na espécie: alcaloides, flavonoides,
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esteroides, terpenos e cumarinas. Na fragdo remanescente do solido (FRS) foi
identificada o flavonoide astilbina por técnicas de Ressonéncia Magnetica Nuclear
(RMN).

O dleo essencial de O. bicolor revelou a predominancia de sesquiterpenos
(48,21%) e os constituintes majoritarios: &-cadineno (7,39%), B-sesquifelandreno
(6,67%), B-elemeno (5,41%) e o alcool a-cadinol (5,23%) (DAMASCENO, 2017).

2.5.3 Capacidade antioxidante e atividades biolégicas de Ocotea bicolor

A fracdo remanescente do solido (FRS) e fracdo hexano do sélido (FHS) de
O. bicolor foram as que apresentaram os melhores resultados de capacidade
antioxidante respectivamente para os ensaios de Redug¢do do Radical DPPH e
formacao do complexo fosfomolibdénio (DAMASCENO, 2017).

Com relagao a bioatividade em Artemia salina o 6leo essencial de O. bicolor
foi classificado como altamente téxico aos organismos em questdo com ClLso de
40,10 ug/mL. Na atividade antibacteriana a espécie O. bicolor apresentou-se com
fraca atividade ou inativa sobre os microrganismos Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus epidermidis e Salmonella typhimurium (DAMASCENO,
2017).

2.6 ANTIOXIDANTES

2.6.1 Aspectos gerais

O conceito de antioxidante proposto por Halliwell e Gutteridge (1995) o
descreve como substancias que presentes em baixas concentragdes, quando
comparadas ao substrato oxidavel (proteinas, lipidios, DNA e carboidratos),
retardam de forma significativa ou inibem a oxidacdo desse substrato.
Posteriormente essa definicdo foi redefinida para “qualquer substancia que atrasa,
previne ou remove o dano oxidativo de uma molécula alvo" (HALLIWELL, 2007).

Em condigcbes fisiolégicas normais, como resultado do metabolismo
oxidativo, o organismo humano produz constantemente radicais livres. Fatores

enddgenos como produgao de energia, fagocitose, regulagéo do crescimento celular,
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sinalizagao intercelular, sintese de substancias bioldgicas importantes e exposigéao a
fatores exdgenos, tais como: ozbnio, radiagdo gama e ultravioleta, dieta, uso de
medicamentos e tabagismo sao responsaveis por essa formacédo (HALLIWELL,
1996; BARROS; CAMPOS; MOREIRA, 2010). Nos sistemas biolégicos, os radicais
livres sado frequentemente derivados de moléculas de oxigénio, nitrogénio e enxofre
e fazem parte do grupo de moléculas conhecidas como espécies reativas de
oxigénio (ROS), espécies reativas de nitrogénio (RNS) e espécies reativas de
enxofre (RSS) (QUADRO 2) (LU ET AL., 2010).

Fisiologicamente ha um equilibrio entre a produgao de radicais livres e sua
neutralizacdo pelos sistemas antioxidantes. No entanto, quando ocorre um
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, surge a
condicdo de estresse oxidativo, acarretando potenciais danos celulares e ao
organismo como um todo (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

QUADRO 2 - ESPECIES REATIVAS EM SISTEMAS BIOLOGICOS
Espécies reativas de oxigénio

02"~ (radical superéxido)
RO’ (radical alcoxila)
ROO' (radical peroxila)
OH" (radical hidroxila)
ROOH (peréxidos derivados de lipideos)
HOCI (acido hipocloroso)
Oz singleto

H20: (perdxido de hidrogénio)

Espécies reativas de nitrogénio

NO* (6xido nitrico)
N20s3 (6xido nitroso)
HNO:2 (acido nitroso)

NOz2 ~ (nitritos)
NOs ~ (nitratos)
ONOO™ (peroxinitritos)

Espécies reativas de enxofre

RS® (Radical tiila)
FONTE: A autora (2018).
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Os principais meios de defesa antioxidante no organismo podem ser
divididos em dois grupos: enzimaticos e ndo-enzimaticos. Os sistemas enzimaticos
envolvem as enzimas do ciclo redox da glutationa, particularmente a glutationa
redutase e a glutationa peroxidase. Outros sistemas enzimaticos incluem a
superoxido dismutase, que catalisa conversao do anion superdoxido em perdxido de
hidrogénio, bem como a catalase, que converte o peroxido de hidrogénio em agua e
oxigénio (JUNIOR et al., 2001). Entre as defesas antioxidantes ndo enzimaticas
destacam-se compostos como a glutationa, o a-tocoferol (vitamina E), o acido
ascorbico (vitamina C), o acido lipdico, os carotenoides, os flavonoides, entre outros
(FERREIRA; ABREU, 2007; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A defesa inata do corpo humano pode nao ser suficiente para neutralizar os
danos oxidativos, sendo bem estabelecido que antioxidantes obtidos da dieta séo
indispensaveis para a defesa apropriada contra oxidagao e, portanto, tém importante
papel na manutengcdo da saude. Compostos antioxidantes exdgenos, sejam de
origem natural ou sintética, podem promover maior sintese de defesas antioxidantes
endogenas ou agir diretamente como antioxidantes (LUXIMON-RAMMA et al, 2002;
REYNERTSON et al., 2008).

Estudos clinicos e epidemioldgicos tém atestado que os antioxidantes sao
eficazes na prevencdo de doencas crbnicas associadas ao estresse oxidativo
quando administrados a grupos que apresentem concentragdes plasmaticas
inadequadas destas substancias. Vale lembrar que os antioxidantes ndo atuam
sozinhos, agem em sinergia, sendo reciclados por outros antioxidantes. Dai a
importancia da presenca de varias classes de antioxidantes no plasma, na bicamada
lipidica e no meio intracelular (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

No entanto existem controvérsias sobre a eficacia de antioxidantes
exogenos contra danos celulares, sobretudo quando administrados em doses
elevadas por meio de suplementos (HALLIWELL, 2012). Alguns autores defendem a
teoria de que o consumo excessivo de antioxidantes podera, ao longo da evolugao,
remover a pressao que modela sistemas endogenos, levando a uma sub-regulacéo
ou nao expressao de genes envolvidos com a defesa antioxidante endégena. Outros
atestam que um excesso de antioxidantes redutores pode acarretar inibicdo da
proliferacdo celular, por prevenir o estado transitério de oxidagdo e diminuir a
adaptacao ao estresse oxidativo (AUGUSTO, 2006; FENECH, 2002).
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2.6.2 Métodos de avaliacdo da capacidade antioxidante

A viabilidade de um extrato ou composto exercer efeitos antioxidantes pode
ser avaliada por testes in vitro que investigam como o antioxidante pode ou nao
reagir com radicais livres (LUXIMON-RAMMA et al, 2002). No entanto, devido a
complexidade da composi¢cdo dos extratos de plantas e aos diversos tipos de
radicais e aos diferentes sitios de agao, a atividade e mecanismo dos compostos
antioxidantes ali presentes, dependem em grande parte de sua composigao e das
condicdes do sistema de teste. Deste modo, a capacidade antioxidante ndo pode ser
totalmente descrita com um unico método, justificando assim o emprego de duas ou
mais técnicas para essa avaliacdo (WONG; LEONG; KOH, 2006; SUCUPIRA et al.,
2012).

2.6.2.1 Método FRAP (poder antioxidante de redugao do ion Fe 3*)

O ensaio FRAP (poder antioxidante de redugdo do ion Fe 3*) é caracterizado
pela redugdo do complexo férrico-tripiridiltriazina [Fe (ll1)-TPTZ], ao complexo ferroso
[Fe(I)-TPTZ], na presenga de um antioxidante e em meio acido. O aumento da
absorbancia é proporcional ao conteudo antioxidante, provocando uma mudanca da
coloragao verde para a coloragao azul intensa e pode ser monitorado, a 593 nm, em
espectrofotdmetro (BENZIE; STRAIN, 1996; STRATIL; KLEJDUS; KUBAN, 2006).

Quantitativamente o poder redutor €& determinado comparando-se a
absorvancia da solugao, com a absorvancia de uma solucéo padrao de ions ferrosos
ou com solugbes padrédo de antioxidantes, como o Trolox (ALAM; BRISTI;
RAFIQUZZAMAN, 2013).

Apesar de ser um método barato, reagentes de facil preparo e o
procedimento relativamente simples e rapido (LI et al.,, 2008), a medida da
capacidade de reducdo do ferro n&o reflete necessariamente a capacidade
antioxidante. Isso ocorre porque nem toda substancia redutora do ferro é
antioxidante, assim como nem todo antioxidante é capaz de reduzir o ferro, como

por exemplo a glutationa (PRIOR et al., 2003).
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2.6.2.2 Método ABTS'* [2,2-azono-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfanato)]

Este método pode ser aplicado no estudo de antioxidantes hidrossoluveis e
lipossoluveis entre os quais se destacam os compostos fendlicos, carotenoides e
antioxidantes plasmaticos. Este teste avalia a capacidade antioxidantes total de
substancias, compostos puros e extratos (RE et al., 1999; PRIOR; WU; SCHAICH,
2005).

Essencialmente, esta metodologia baseia-se na capacidade dos compostos
antioxidantes para captar o ABTS™* [2,2-azono-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfanato)].
Esse radical monocatiénico pode ser gerado por reagdo enzimatica ou quimica,
neste ultimo caso é utilizado o persulfato de potassio (K2SOs) para promover a
oxidacdo. E um composto croméforo quimicamente estavel, apresenta alta
solubilidade em agua e um maximo de absorbéncia a 414 nm, e de medidas
secundarias de absorbancia a 645, 734 e 815 nm. O ABTS'™ de coloragédo azul
esverdeado é reduzido a ABTS na presenca de um antioxidante o que provoca a
descoloragao da mistura, cujo decréscimo € monitorado espectrofotometricamente,
sendo que as medidas de 415 e 734 nm sdo comumente mais adotadas para o
acompanhamento espectrofotométrico da reagao. Quanto menor for a absorbancia,
maior € a quantidade de ABTS* reduzidos pelos compostos antioxidantes (MILLER
et al, 1993; RE et al., 1999; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Em termos quantitativos, o percentual de inibicdo de ABTS*™ é determinado
em fungdo da concentracdo e do tempo. Quando a medida é relativa a reatividade
do trolox, como padrao, sob as mesmas condicdes, o teste € denominado TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) expresso como unidades equivalentes de
trolox (RE et al., 1999).

2.6.2.3 Método ORAC (Capacidade de Absorgéo de Radicais de Oxigénio)

Este método € amplamente aplicado para avaliar a atividade antioxidante de
diversas amostras como o plasma humano, proteinas, DNA, substancias isoladas,
extratos de plantas e alimentos (DAVALOS; GOMEZ-CORDOVES; BARTOLOME,
2004).

Originalmente desenvolvido por Cao, Alessio e Cutler (1993) este método,

relativamente simples e sensivel, consiste em medir a diminuigdo da fluorescéncia
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de uma proteina como resultado da perda de sua conformacédo quando sofre dano
oxidativo causado por uma fonte de radicais peroxil (ROO). Estes radicais sao
gerados por uma fonte radicalar, AAPH (2,2 -azobis(2-amidinopropano)
dihidroclorado) (ALARCON et al., 2008).

A proteina usada no método original era a (B-ficoeritrina, mas por apresentar
varias desvantagens, tais como: inconsisténcia entre lotes, fotossensibilidade e
interagdo com compostos fendlicos devido a ligagado proteica ndo especifica, foi
substituida. Ou, Hampsch-Woodill e Prior (2001) propuseram o uso de fluoresceina
como proteina alvo. Em comparagao com a B-ficoeritrina a fluoresceina nao interage
com antioxidantes, mostra uma excelente fotoestabilidade, e reduz o custo dos
experimentos.

Por meio desse método é possivel medir a capacidade antioxidante dos
componentes hidrofilicos e lipofilicos de uma amostra, usando ciclodextrina
metilada, como potencializador da solubilidade em agua (OU; HAMPSCH-WOODILL;
PRIOR, 2001).

Os valores gerados por esse teste sdo mais comumente relatados como
equivalentes de Trolox. Uma curva padrao utilizando trolox como padréo é gerada, e
0s equivalentes da amostra sdo calculados usando regressao linear entre a
concentracdo de Trolox e a area sob a curva de decaimento da fluoresceina
(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

2.7 ATIVIDADE ALELOPATICA

Alelopatia, definida por Molisch (1937), é a interagdo quimica entre plantas,
incluindo efeitos estimulatdrias ou inibitérios de uma planta sobre outras presentes
no ecossistema. Molisch (1937) foi o primeiro a utilizar este termo sob uma
perspectiva fisioldgica, para descrever o efeito do etileno na maturagdo dos frutos
(INDERJIT; STEPHEN, 2005).

A alelopatia desempenha um papel importante nos ecossistemas naturais e
agro-ecossistemas. As substancias com efeito alelopatico sdo produzidas em
especial pelo metabolismo secundario de espécies vegetais. Este fendmeno natural
tem ganhado atengdo proeminente no intuito de descobrir novos agroquimicos
baseados em produtos naturais capazes de controlar a presenga de plantas

daninhas e, posteriormente, reduzir e/ou substituir o uso de herbicidas, inseticidas e
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nematicidas (defensivos agricolas) por herbicidas naturais (eco-friendly) (CHON;
KIM; LEE, 2005).

Os aleloquimicos estdo presentes em diversas partes da planta. Podem ser
encontrados em folhas, caules, raizes, flores, frutos, sementes, pdlen, rizomas e
caule. Eles também podem estar presentes no solo circundante, uma vez que a
dispersdo desses aleloquimicos para a rizosfera costuma ocorrer por meio da
lixiviagao foliar, volatilizagdo, exsudacao de raiz, decomposigcéo de residuos vegetais
e incorporagdo dos compostos no solo (WEIR; PARK; VIVANCO, 2004; BHAMINI;
KUMAR., 2019).

Quando liberadas no ambiente estas substancias podem interferir na
germinagao, crescimento e desenvolvimento de plantas vizinhas por agdes em
processos fisiolégicos (CHON; KIM; LEE, 2005). O modo de agdo de um
aleloquimico pode ser agrupado em acao direta e indireta. A acéo indireta
representa os efeitos por meio da alternancia das propriedades do solo, estado
nutricional e alteragdo na populagdo ou atividade de microrganismos e nematoides.
A acao direta do composto alelopatico envolve a bioquimica e os efeitos fisiologicos
em varios tipos de processos importantes no crescimento e metabolismo das plantas
(BHAMINI; KUMAR., 2019).

Nos bioensaios para avaliagdo da acao dos aleloquimicos é freqlente o uso
de sementes sensiveis, com destaque para a Lactuca sativa (alface) e Allium cepa
(cebola) (GATTI et al., 2004; ALVES et al., 2004; KNOLL et al., 2006; MARASCHIN-
SILVA; AQUILA, 2006). Entre as vantagens do uso de Lactuca sativa em estudos
alelopaticos esta a sensibilidade das sementes da espécie, pois mesmo em baixas
concentragcdes de aleloquimicos o processo de germinagcédo pode ser comprometido.
Aliado a isso, a germinacéo é rapida, em aproximadamente 24 h, o crescimento &
linear, e ha baixa sensibilidade as diferengcas de pH em ampla faixa de variacdo e
aos potenciais osmoticos do meio (COELHO et al., 2011).

A inibicdo ou o estimulo da germinacédo ou o crescimento de plantulas sao
evidéncias da atividade alelopatica. A germinagdo € menos sensivel aos
aleloquimicos quando comparada ao crescimento da pléantula, haja visto que
substancias alelopaticas podem induzir o aparecimento de plantulas anormais,
sendo a necrose da radicula um dos sintomas mais comuns. Dessa forma, um
instrumento valioso nesse ensaio é a avaliagdo da normalidade das plantulas
(FERREIRA; AQUILA, 2000).
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2.8 ATIVIDADE HEMOLITICA

A estabilidade mecéanica da membrana eritrocitaria € um bom indicador dos
efeitos produzidos por varios compostos para a triagem da citotoxicidade e
bioatividade geral (SHARMA, SHARMA, 2001). Na investigagdo da acado dos
extratos vegetais, o teste de hemdlise in vitro tem sido empregado como screening
na avaliagdo toxicolégica de diferentes plantas (PEQUENO; SOTO-BLANCO, 2006;
OLIVEIRA et al., 2009).

Ensaios hemoliticos in vitro por método espectroscopico constituem-se em
um método facil e eficaz para a verificagado quantitativa da hemdalise. Por intermédio
desse método pode-se avaliar o efeito de diferentes concentragdes de biomoléculas
nos eritrocitos humanos (KUMAR; KARTHIK; RAO, 2011).

O efeito hemolitico dos diferentes agentes toxicos se deve a varios
mecanismos inespecificos. Geralmente, as saponinas (um grupo de fitoquimicos)
presentes nas plantas apresentam atividade hemolitica criando mudancas na
membrana eritrocitaria (KUMAR; KARTHIK; RAO, 2011). Kaiser e colaboradores
(2010), em um estudo onde relacionou estrutura-atividade de saponinas hemoliticas
chegaram a conclusao de que a presenga de agucares na posi¢cao C-3 € importante
para a atividade hemolitica. No entanto o efeito causado pela presenca de uma
hidroxila em C-16, de CH20H em C-17, de uma acetila em C-22 e de um

grupamento acila em C-21 parece acentuar essa atividade.

2.9 ATIVAGCAO DE NEUTROFILOS

Os neutrdéfilos sao os primeiros componentes celulares a migrarem para o
local de inflamagao e se apresentam com um vasto armamento de defesa contra os
patogenos (KRUGER et al., 2015).

A acado fagocitica dos neutrofilos ocorre por meio de mecanismos
microbicidas, liberacdo de enzimas proteoliticas dos granulos citosélicos, das
chamadas redes extracelulares de neutréfilos (NETs) e pela produgédo de espécies
reativas de Oxigénio (EROs) (LELIEFELD et al., 2017).

A producao de EROs como o anion superoxido (O2-), peroxido de Hidrogénio

(H202) e acido hipocloroso (HCIO) é caracteristica do processo denominado
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explosdo respiratoria ou burst oxidativo, um dos mecanismos microbicidas e
inflamatorios mais conhecido (WINTERBOURN; ANTHONY; MARK, 2016).

A importancia desse sistema é evidente na doenga granulomatosa crénica
(DGC), na qual a producéo do O2- € ausente ou reduzida. Portadores dessa doenga
sdo mais susceptiveis a infecgbes, reforcando a importancia dos EROs como
mecanismo de eliminagao de patégenos (TSUJI; KANEKO, 2014).

No ensaio qualitativo de ativagao de neutrofilos a redugdo do NBT (Cloreto
de tetrazodlio-nitroazul) é utilizada como marcador indireto da produ¢cdo de EROs
pelos neutrdfilos, a qual pode ser visualizada por meio de precipitados insoluveis de
coloracao azulada ou enegrecida, conhecidos como depdsitos de formazan. Essa
avaliacao é realizada por meio de microscopia optica, sendo que, a localizagdo do
formazan é muito heterogénea, podendo estar presente na membrana da célula ou
no interior dos fagocitos (FONTEQUE et al., 2015).

O PMA (Forbol-12-miristato-13-acetato), um éster de forbol conhecido
também como TPA (O-tetradeconoilforbol-13-acetato), € utilizado como controle
positivo por estimular neutréfilos. Essa ativacdo néo € realizada pelas vias classicas
de receptores de membrana, pois o PMA atua na bicamada lipidica da célula, como
intermediario para a proteina cinase C (PCK) (YOUSEFI et al., 2009).

2.10 Aedes aegypti L.

2.10.1 Aspectos gerais

O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) € uma espécie de mosquito pertencente a
familia Culicidae. No Brasil a dengue, uma doencga viral, transmitida por esse
mosquito configura-se em um problema de saude publica. Este também é vetor para
zika, febre amarela e chikungunya (SOUZA, 2016).

De acordo com Boletim Epidemiolégico emitido pela Secretaria de Vigilancia
em Saude até a Semana Epidemioldgica (SE) 38 do ano de 2020, foram notificados
931.903 casos provaveis (0 que representa uma taxa de incidéncia de 443,5 casos
por 100 mil habitantes) de dengue no pais. Até a SE11, o numero de casos
provaveis no ano de 2020 superou o do ano de 2019 no mesmo periodo (BRASIL,
2020a).
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Percebe-se um aumento de quase 19% nos casos de dengue quando
comparado o inicio de 2019 e 2020, passando de 79.131 entre 29 de dezembro e 01
de fevereiro de 2019 para 94.149 no mesmo periodo de 2020 (LORENS; AZEVEDO;
CHIARAVALLOTTI-NETO, 2020).

No entanto, a partir da SE12, observa-se uma diminuicdo dos casos
provaveis em relacdo ao ano de 2019. Esta redugao coincide com o periodo de
enfrentamento da pandemia do coronavirus (COVID -19). Dessa forma, essa
mudanga nos dados epidemiolégicos da dengue a partir da SE12 sustenta a
hipotese de um possivel atraso ou subnotificagdo das arboviroses no pais,
decorrente da pandemia da COVID-19. Aliado a esse fator o contexto da pandemia
imp&e o receio da populagédo de procurar atendimento em uma unidade de saude, o
que acarreta um maior descréscimo na notificagdo dos casos (BRASIL, 2020a).

Vale lembrar que a sobreposicdo da COVID - 19 a outras doencgas
endémicas em nosso pais, como € o caso das arboviroses ocasionados pelo vetor
A. aegypti, nao pode ser ignorada. No caso da dengue, o desfecho clinico também
pode levar a resultados fatais, principalmente em pacientes com doengas cronicas
(CARDONA-OSPINA et al., 2021).

A distribuicao espacial, facilidade de proliferacdo do mosquito em ambientes
criados pelos humanos, aliado ao aumento da temperatura, variagdes na
pluviosidade e na umidade relativa do ar contribuem para o aumento da incidéncia
desse vetor (VIENNET et al., 2014). Nesse contexto, embora a utilizagdo da vacina
contra a dengue tenha sido estudada atualmente (DANS et al., 2018), o controle
vetorial ainda é o instrumento mais utilizado no combate a essa doenca.

Devido ao distanciamento social imposto pelo cenario da pandemia da
COVID-19, novas recomendacgdes aos Agentes de Combate a Endemias (ACE) para
o controle de zoonoses foram elaboradas, conforme nota informativa n° 08/2020 do
Ministério da Saude, culminando com a redugdo das acgdes de controle do A.
aegypti. Visitas intradomiciliares e em domicilios onde o responsavel tenha mais que
60 anos de idade, realizadas por esses profissionais, foram interrompidas
temporariamente (BRASIL, 2020b).
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2.10.2 Toxicidade

Entre os métodos utilizados no controle de vetores, a utilizacdo de
inseticidas € uma ferramenta importante que interrompe a transmissao da doenca.
As principais classes de inseticidas sintéticos utilizados nesse controle s&o os
organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides (BISSET, 2002).

Os organoclorados sao inseticidas que em sua composigdo apresentam
carbono, hidrogénio e cloro. A essa classe pertence o diclorodifeniltricloroetano
(DDT), provavelmente a substancia quimica mais notéria do século XX (BRAGA,;
VALLE, 2007). O DDT é um composto altamente estavel e que persiste no ambiente,
resistindo a degradacéo, é clasificado pela Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC) no grupo 2A, ou seja, grupo de substancias provavelmente
cancerigenas para humanos (IARC, 2015). No Brasil, essa substancia foi proibida
em 1985, sendo que, seu uso foi permitido apenas em campanhas de saude publica
como no combate a vetores de agentes etioldgicos até o ano de 1997 quando teve
restricdo de uso também para este propdsito. No ano de 2009, o DDT teve seu
banimento definitivo em todo territério nacional (TORRES et al., 2009; FERREIRA;
OLIVEIRA; PAUMGARTTEN, 2011).

De forma geral os organofosforados sdo aqueles que contém fésforo em sua
composi¢cdo. A atividade inseticida dessa classe ocorre pela inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE), importante enzima do sistema nervoso central. A agao
neurotoxica ocorre mediante a inibicdo irreversivel dessa enzima resultando no
acumulo de acetilcolina nas jungdes nervosas (ou sinapses), o que impede a
interrupcao da propagacdo do impulso elétrico. Dessa forma, como o sistema
nervoso central continuara sendo estimulado, ocasionara o processo de paralisia
que pode culminar com a morte do inseto. O temefds € o unico desse grupo com uso
generalizado no controle de larvas de mosquitos (BRAGA; VALLE, 2007; BARBOZA
et al., 2018).

Os carbamatos sao inseticidas derivados do acido carbamico e entre os
mais utilizados, esta o carbaril. Os piretroides sintéticos, sdo produzidos a partir do
piretro, uma substancia natural extraida de crisantemos. Apresentam mecanismo de
acao similar ao do DDT, ao manter abertos os canais de sédio das membranas dos
neurénios, entretanto o efeito estimulante dos piretroides € muito mais pronunciado
que o do DDT (BRAGA; VALLE, 2007).



54

Embora o controle vetorial por substéncias quimicas ainda seja bastante
utilizado, a resisténcia do vetor a inseticidas como organoclorados, organofosforados
e inicio de resisténcia aos piretroides aliado a um amplo espectro de agdo e um
efeito residual prolongado desses compostos, ocasiona uma série de problemas
ambientais e toxicologicos (TAUIL, 2006; MACORIS et al., 2014).

A OMS define resisténcia como a habilidade de uma linhagem de algum
organismo tolerar uma dose de inseticida que € letal para a maioria dos individuos
em uma populacdo normal da mesma espécie. Quando utilizamos um mesmo
produto por diversas geragdes no controle de uma determinada espécie, pode
ocorrer uma resposta a essa intensa pressao seletiva, ocasionando a sobrevivéncia
dos individuos que possuem alelos que conferem resisténcia. O proprio inseticida
nao produz uma mudanga genética. No entanto, seu uso continuo pode selecionar
individuos resistentes (BRAGA; VALLE, 2007).

Dessa forma, com vistas a reducdo do desenvolvimento de resisténcia aos
inseticidas disponiveis, a recomendacdo da OMS ¢é que, seja viabilizado a
combinagdo de produtos com diferentes mecanismos de agdo, € que possuam,
como alvo, diferentes fases de desenvolvimento do mosquito (MAGALHAES; SILVA;
ESPINDOLA, 2020).

Nesse contexto, estudos de compostos de origem vegetal, incluindo 6leos
essenciais, com propriedades inseticidas e larvicidas s&o viaveis e se tornam
promissores no combate a doengas transmitidas por vetores (SANTANA et al.,
2015).
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3 MATERIAL E METODOS

As etapas da pesquisa com O. bicolor estao representadas no fluxograma

apresentado na (FIGURA 8).

FIGURA 8 - FLUXOGRAMA DO ESTUDO DE Ocotea bicolor
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FONTE: A autora (2019)

NOTA: extrato bruto (EB); fracdo hexano (FH), fragéo cloroférmio (FC), fragdo acetato de etila (FAE),
fracdo remanescente (FR), fragdo hexano do sélido (FHS), fragao cloroférmio do sélido (FCS), fragéo
acetato de etila do sélido (FAES), fragdo remanescente do sélido (FRS); cromatografia em camada
delgada (CCD); cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa (CG/EM); 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH); capacidade antioxidante por meio da reducéao do ferro (FRAP); Capacidade de
Absorgao de Radicais de Oxigénio (ORAC); 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico
(ABTS).

3.1 OBTENCAO DO MATERIAL BOTANICO

A coleta do material botanico foi realizada em 12 de agosto de 2015 no

capao do CIFLOMA no Campus Botanico da Universidade Federal do Parana,
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municipio de Curitiba, estado do Parana, Brasil, nas coordenadas aproximadas de
25°26'50.0"S 49°14'24.4"W. Uma segunda coleta, no mesmo local e da mesma
espécime, a fim de obter material para extragao de 6leo essencial, foi realizada em
11 de julho de 2019.

A identificacdo da espécie vegetal foi realizada pelo Engenheiro Florestal
Marcelo Leandro Brotto, especialista em Ocotea, do Museu Botanico Municipal
(MBM) de Curitiba—PR. A exsicata da espécie foi depositada no Herbario do
Departamento de Botanica da Universidade Federal do Parana (UPCB), sob numero
88118.

O estudo com esta espécie possui autorizagao do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente (IBAMA) para o acesso de amostras do patrimdnio genético para fins de
pesquisa cientifica sem potencial de uso econdmico, constantes no Processo
02001.001165/2013-47 (ANEXO 1) e autorizacédo do Sistema Nacional de Gestao do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) n°
A80029B.

O material coletado, apds separagao das folhas foi seco em temperatura
ambiente, em local fresco, arejado e protegido de umidade. Apds esse material foi
submetido a fragmentagcdo em moinho de facas e martelos. O extrato bruto cétonico
(EB) foi obtido por meio do aparato de Soxleht, e o particionameno pelo sistema de
particao liquido-liquido. No momento da ressuspensao do extrato bruto (EB) para o
particionamento, uma parcela n&o foi soluvel em solvente orgénico metanol e agua,
formando uma massa soélida a qual foi separada da parcela que foi soluvel. Deste
modo o particionamento foi realizado a partir dessas duas parcelas separadamente,
obtendo-se ao todo oito fragdes: fragdo hexano (FH), fragao cloroféormio (FC), fragcao
acetato de etila (FAE), fragdo remanescente (FR), fracdo hexano do sélido (FHS),
fracédo cloroférmio do solido (FCS), fracdo acetato de etila do sdélido (FAES), fracéo

remanescente do solido (FRS)

3.2 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

3.2.1 Isolamento

A purificagdo da fragao foi efetuada por meio de cromatografia em coluna. A

fracdo acetato de etila do solido (FAES) foi solubilizada em metanol e apods
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incorporada a silica-gel 60 (0,063-0,200 mm / 70-230 mesh ASTM), formando a
pastilha de silica a qual foi submetida a evaporacdo até secura, sob constante
homogeneizagéo. A coluna foi empacotada com a silica, sobre a qual foi colocada a
pastilha, sendo que esta foi isolada entre camadas de papel de filtro. Para eluigdo da
amostra utilizou-se um sistema de passagem de solventes com gradientes de
polaridades crescentes.

Foi utilizada 100 mL de cada fase mével, com uma vazédo de
aproximadamente 1 mL/minuto iniciando com hexano 50% e 50% de acetato de
etila, com acréscimo de 5% de acetato de etila, num gradiente de polaridade
crescente, aumentando-se a proporcao de acetato de etila até 100% e
acrescentando metanol na ordem de 5% até metanol 100%. Foram recolhidos 215
frascos de vidro com capacidade média de 18 mL.

Os eluatos coletados foram submetidos a secura, em temperatura ambiente

para a cristalizagao dos compostos.

3.2.2 Identificagao

A substancia isolada foi submetida a analise espectrométrica para
determinacao da estrutura, para isso foi realizada Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de "*C e 'H, utilizando o aparelho, Bruker AVANCE 11l 400 RMN, operando a
9,5 T e observando 'H a 400,13 MHz e '3C a 100,61 MHz, equipado com uma sonda
de detecgédo inversa multinuclear de 5 mm com gradiente z. Esse procedimento foi

realizado no departamento de Bioquimica (UFPR).

3.3 EXTRAGCAO DO OLEO ESSENCIAL

A técnica utilizada para extracao do 6leo essencial foi a hidrodestilacdo, por
meio de aparelho de Clevenger modificado por WASICKY (1963), baseando-se na
metodologia apontada pela Farmacopeia Brasileira - 6° edicado (BRASIL, 2019).

A extragcdo foi realizada com as folhas e galhos de O. bicolor
separadamente, coletadas em 11 de julho de 2019. Em um baldo volumétrico foi
colocado 100g do material vegetal, juntamente com pedagos de porcelana para

evitar uma superebulicdo. Acrescentou-se agua destilada até 20 vezes o volume do
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material seco. O bal&do foi acoplado ao aparelho de Clevenger e mantido sobre uma
manta térmica a 95°C, aproximadamente por um periodo de 6 horas.

Decorrido o tempo da extracdo, foi realizada a leitura do volume do dleo
essencial diretamente na escala volumétrica do tubo separador do aparelho de
Clevenger e, posteriormente calculado o resultado em mililitros (mL/%) de dleo
essencial por 100 g da droga. O ¢6leo resultante foi coletado e acondicionado em

frasco de vidro ambar sendo armazenado a -18 °C para uso posterior.

3.3.1 Caracterizagao quimica do 6leo essencial

A caracterizagao dos constituintes quimicos presentes no 6leo essencial das
folnas e galhos de O. bicolor foi realizada no laboratério do Departamento de
Quimica da Universidade Federal do Parana, cujo sistema empregado foi composto
de cromatdégrafo gasoso acoplado a um espectrdbmetro de massa
Shimadzu® CG/EM — QP 2010 Plus equipado com coluna capilar Rtx-5MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 um). Injetor em modo splitless a 250 °C, interface e fonte de ions a
300°C. A janela de massas analisada foi entre m/z 40 e m/z 350, utilizando Hélio
como gas de arraste. Rampa de injecéo para analise com temperatura do injetor em
250° C, pressao da coluna de 20 psi, iniciando-se com temperatura de 50° C por 5
minutos elevando-se para 200°C a uma razédo de 5° C/minutos. Para o calculo do
indice Aritmético foi utilizado o padrdo de alcanos saturados (C6-C30). Os
componentes quimicos do éleo foram identificados comparando o IA (indice
Aritmético) com a bibliografia (ADAMS, 2017) e Biblioteca NIST14.

3.4 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo do teor de fendlicos totais foi realizada pelo método de
Folin-Ciocalteau descrito por Zielinski e Kozlowska (2000) com algumas
adapatacgdes.

A solugao estoque das amostras foi preparada na concentragdo de 1mg/mL
utilizando-se metanol como solvente cujas diluicdes variaram de 5 - 350 pg/mL. O
acido galico foi utilizado para compor a curva padrao sendo solubilizado em agua e
nas diluicées de 2 — 90 pg/mL. Em eppendorfs de 2 mL adicionou-se 600 uL de agua

destilada, 200 pyL da amostra, padrao ou branco (agua/metanol), 100 uL de reagente
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Folin 1N e 100 uyL de Carbonato de sédio 25%. Deixou-se em repouso por 30
minutos. no escuro e posteriormente, uma aliquota de 200 uL foi transferida para
microplaca de fundo chato de 96 pocos e a leitura realizada em espectrofotdbmetro
Multiskan FC, Thermo Scientific® a 700 nm. O conteudo de fendis totais foi
determinado por interpolagcdo da absorbancia das amostras frente a curva de
calibracdo construida com o padrdo acido galico e os resultados expressos em
equivalente de acido galico (mg EAG/g). Todas as determinagdes foram realizadas

em triplicata.

3.5 ESTUDOS DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

3.5.1 Capacidade antioxidante total pelo método de reducéo do ferro - FRAP

(capacidade antioxidante por meio da redugao do ferro)

Para a determinagcdo da capacidade antioxidante por meio da reducao do
ferro (FRAP) foi utilizado procedimento descrito por Benzie e Strain (1996),
modificado por Pulido; Bravo; Saura-Calixto (2000), e adaptado para microplacas. O
reagente FRAP foi preparado no momento da analise, por meio da mistura de 50 mL
de tampao acetato (0,3 M, pH 3,6), 5 mL de solugao 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina
(TPTZ) (10 mM TPTZ em 40 mM HCI) e 2,5 mL de FeCls (20 mM) em solugao
aquosa.

Para preparo das amostras foi utilizado solucdes estoques em metanol
(1Tmg/mL), e as diluigdes variaram de 20-1400 ug/mL. Em ambiente escuro, foi
colocado 30 uL de agua destilada, 10 pyL de amostra e 300 yL do reagente FRAP,
em microplacas de fundo chato, de 96 pocos. O mesmo procedimento foi realizado
para o branco (agua/metanol) e o padrao fitoquimico (rutina e vitamina C) e sulfato
ferroso. A microplaca foi incubada por 30 minutos em leitor de microplaca em
espectrofotometro Multiskan FC, Thermo Scientific®, em uma temperatura de 37°C.
A leitura foi realizada em comprimento de onda de 595 nm. A curva padrao foi
realizada com sulfato ferroso (100-1800ug/mL) cujos resultados de absorbéancias
foram plotados para obtencao da equacéao da reta. A confec¢ao da curva padrao das
amostras foi confeccionada plotando as concentragdes x absorbancias. Os

resultados foram expressos em capacidade antioxidante equivalente ao pM de
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sulfato ferroso por g de amostra (UM sulfato ferroso/g). Todo o ensaio foi realizado

em triplicata.

3.5.2 Capacidade antioxidante pelo método ABTS™*

A capacidade antioxidante pelo método ABTS™ [2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico] foi realizada conforme descricdo de Re e
colaboradores (1999), modificado por Payet e colaboradores (2005), com
adaptacgdes. O radical ABTS foi formado pela reagédo da solugdo ABTS 7 mM com a
solucao de persulfato de potassio 140 mM, ao abrigo de luz e temperatura ambiente
por 16 horas. Uma vez formado o radical, pipetou-se 1 mL da solugdo diluido em
alcool etilico P.A., para ajustar a leitura da absorbancia a 0,700 no comprimento de
onda de 734 nm. A diluicéo foi realizada em local com abrigo de luz, e utilizada em
seguida. Para realizagao da curva padrao foi preparada a solugao estoque de trolox
2000 uM, (0,025 g de trolox em 40 mL de alcool etilico, completando o volume em
baldo volumétrico de 50 mL) o qual foi testado nas concentra¢des de 100 — 500 pM.
As concentracbes das amostras testadas variaram de 10 — 800 pg/mL. Em
ambiente escuro foi transferida uma aliquota de 20uL de amostra ou trolox, padréo
fitoquimico (rutina) e branco (metanol) para microplaca de fundo chato, de 96 pogos,
e acrescentado 280 pL de do reagente de ABTS. A microplaca foi incubada em leitor
de microplaca em espectrofotbmetro Multiskan FC, Thermo Scientific®, por 5
minutos a 30 °C, onde a leitura foi realizada em comprimento de onda de 734 nm.

Apods a leitura, foi plotada as concentracées e absorbancias do Trolox para
obtencao da equacgao da reta, da curva padrao. Para confec¢do da curva padrao das
amostras, foi plotada as concentragdes x absorbancias. Os resultados foram
expressos em capacidade antioxidante equivalente ao uyM de Trolox por g de

amostra (UM Trolox/g).

3.5.3 Capacidade antioxidante pelo método ORAC (Capacidade de Absor¢ao de
Radicais de Oxigénio)

O teste por ORAC foi realizado conforme metodologia proposta por Zulueta;
Esteve; Frigola (2009). Em microplacas foram adicionados 20 yL de amostra e

homogeneizados com 120 pL de fluoresceina (61,2 nM). O extrato e fracbes foram
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testados nas concentragdes de 50 a 500 pyg/mL. O trolox foi utilizado como padrao e
PBS (Salina tamponada com fosfato) como branco. Apds a microplaca foi incubada
por 10 minutos a 37°C com 3 minutos de agitagdo. Decorrido 10 minutos, foram
adicionados as microplacas 60 pL de solugdo AAPH (19 mM) para dar inicio a
reacao. A intensidade de fluorescéncia (excitagdo = 485 nm/20 nm e emissao=
528/20 nm) foi verificada em modo cinético, com leitura em intervalos de 1 minuto,
até que o valor da fluorescéncia atingisse valor igual ou inferior a 0,5% da
fluorescéncia inicial. Todos os reagentes foram preparados em tampao fosfato 75
mM, pH 7,4. A capacidade antioxidante foi expressa em umol de equivalente trolox

por 100g de extrato (umol TE 100g™' de amostra).

3.5.4 Analise estatistica

Em todos os ensaios de capacidade antioxidante foi utilizado o teste ANOVA
para a verificagdo das diferencas entre as médias, seguido de Tukey p<0,05,
utilizando-se o programa estatistico Sisvar versao 5.6 (FERREIRA, 2011). A fim de
investigar as relagbes entre as variaveis capacidade antioxidante e o teor de
compostos fendlicos foi adotado o teste de correlacao de Pearson, o qual indica a
existéncia positiva ou negativa entre duas variaveis. Para tanto, foi utilizado o

programa estatistico SPSS verséao 23.0.

3.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS

3.6.1 Atividade alelopatica

Este teste foi realizado conforme Macias, Castelhano e Molinillo (2000),
Chon e colaboradores (2005) e Dias e colaboradores (2005), utilizando-se sementes
de Lactuca sativa (alface - variedade baba de verdo, da empresa Isla®) e Allium cepa
(Isla®). Em caixas gerbox previamente higienizada com hipoclorito de sodio 10% e
posteriormente com alcool 70° GL, foi colocado papéis de filtro Whatman n° 6
previamente autoclavados a 120 °C por 20 minutos sobre os quais foi adicionado 6,0
mL de cada amostra (EB e fragdes), preparadas nas concentragbes de 100, 250,
500, 750 e 1000 pg/mL.
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As caixas foram mantidas em temperatura ambiente, por 24 horas para
evaporagao do solvente. Apds esse periodo foi acrescentado 6,0 mL de agua
destilada para ressuspensao da amostra e cada caixa foi dividida em 4 quadrantes
que representaram a quadruplicata do teste. Foram depositadas 5 sementes em
cada quadrante, totalizando 20 por caixa. As caixas foram envolvidas em sacos de
polietileno e colocadas em uma Camara Climatica/Incubadora M.S. Mistura ®, com
temperatura controlada em 20 °C. Como controle do solvente foi utilizado 6,0 mL de
metanol e como controle positivo 6,0 mL de agua destilada, sob as mesmas
condi¢cdes acima descritas para as amostras.

Para analise estatistica foi utilizado o programa estatistico Sisvar versao 5.6
(FERREIRA, 2011), utilizando-se ANOVA e o teste de Scott-Knott em nivel de 5% de
probabilidade para a verificacdo das diferencas das médias estatisticamente

significativas.

3.6.1.1 Teste de Germinagao

Esta analise foi realizada conforme preconizado por Macias e colaboradores
(2000), na qual foram realizadas contagens diarias (em um periodo de 7 dias para
Lactuca sativa e 14 dias para Allium cepa) e no mesmo horario do numero de
sementes germinadas, tendo como critério a protrusdo radicular com no minimo 2,0
mm de comprimento. A germinacdo foi avaliada por meio do IVG (indice de
velocidade de germinagcdo) (MAGUIRE, 1962) cujo caélculo foi levado em
consideragao a quantidade de sementes germinadas em cada repeticdo de cada
tratamento, dividindo-a pelo dia da germinacdo e somando-se até o ultimo dia de

germinacgao, de acordo com equacao (1):

IVG = (G1/N1)+ (G2/N2) + ... + (Gn /Nn )

onde:

G = numero de sementes germinadas

N = numero de dias da semeadura.

As médias dos IVGs foram submetidas a analise estatistica.
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3.6.1.2 Teste de Crescimento

Este ensaio foi realizado segundo metodologia descrita por Barnes e Putnam
(1987) e Macias e colaboradores (2000). As caixas destinadas ao teste de
crescimento foram mantidas em Camara Climatica / Incubadora M.S. Mistura ® por 7
dias quando testadas as sementes de Lactuca sativa e por 14 dias para Allium cepa.
Apds esse periodo foi medido o alongamento da raiz (radicula) e do hipocétilo com
auxilio de paquimetro digital. Os resultados das leituras de crescimento foram

submetidos a analise estatistica.

3.6.2 Atividade hemolitica

O ensaio da atividade hemolitica foi realizado conforme descrito por Aslam
et al (2011), com algumas adaptagdes. Foi utilizado sangue de carneiro desfibrilado
(Newprov®), do qual 3 mL foi transferido para um tubo de falcon e centrifugado
durante 5 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e a solugcdo de
hemacias ressuspensa em 5 mL de PBS (NaCl 8,0 g/L, KCI 0,2 g/L, Na2HPO4 1,15
g/L, KH2PO4 0,2 g/L, H20 1000 mL, Ph 7,4) a 4°C e centrifugado por 5 minutos a
3000 rpm. Esse processo foi repetido por 3 vezes. A papa de hemacias resultante foi
diluida em PBS (4 °C) até a concentracao de 2,5%. As amostras foram preparadas
nas concentragbes de 100, 250, 500, 750 e 1000 pg/mL solubilizadas em 1% de
metanol, Triton 0,1% como controle positivo, PBS como controle negativo e metanol
1% como controle do solvente. Em microtubos de centrifugagdo (Eppendorf®),
adicionou-se 20 pL da amostra ou controles e 180 pL da solugdo de hemacia (2,5%),
os quais foram incubados em estufa com temperatura controlada de 37 °C 0,5, por
30 minutos. Apos resfriamento em banho de gelo por 5 minutos os tubos foram
centrifugados por 5 minutos em 3000 rpm. Apos centrifugacéo, foi retirado 100 pL do
sobrenadante e diluido em 900 pL de PBS gelado. Posteriormente foi transferido 200
ML dessa diluicdo para uma placa de 96 pocos e feita a leitura da absorbancia a 576
nm em espectrofotdmetro Multiskan FC, Thermo Scientific®.

Os resultados foram expressos como porcentagem de hemdlise em relagéo

ao controle, sendo calculada de acordo com equacgao (2):

% hemolise = (Absa/ Abst) *100
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onde:

Absa = Absorbancia da amostra

AbsTt = absorbancia do triton.

A diferenca entre as médias foi verificada por meio do teste ANOVA, seguido
de Scoft-Knoft p<0,05, utilizando-se o programa estatistico Sisvar versdo 5.6
(FERREIRA, 2011).

3.6.3 Ensaio de NBT sobre neutréfilos humanos

Este estudo foi submetido e realizado apés aprovacdo do Comité de Etica
para Pesquisas em Humanos da UFPR (Numero de registro CEP/SD:
1033.158.10.11) (ANEXO 2). Para a analise de ativagao dos neutroéfilos, foi utilizada
a técnica adaptada e modificada de Park, Fikrig e Smithwick (1968), Park e Good
(1970), Levinsky e colaboradores (1983), Markert, Andrews e Babior (1984) e Abreu
e colaboradores (2009).

Para a separagao dos neutrdfilos a partir de sangue de individuos saudaveis,
foram utilizados tubos de falcon, onde foi adicionado 36 mL de agua destilada e 3
mL de sangue, homogeneizando delicadamente por 30 segundos. Em seguida, foi
adicionado 12 mL de tampéao PBS (4 vezes mais concentrado) homogeneizando por
15 segundos, seguido de centrifugagao a 2000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
foi desprezado e ao sedimento foi adicionado 3 mL de PBS na concentracdo normal,
ressuspendendo, delicadamente, com auxilio de uma pipeta de pasteur.

Em outro tubo de falcon, foi colocado 3 mL de ficol Histopaque®-1077 (Ficoll
PM400, diatrizoato de sédio e de calcio dissodico de EDTA). A suspenséo de células
foi adicionada pela parede do tubo, formando uma solugao bifasica. Essa solugao foi
centrifugada por 25 minutos a 1500 rpm e ressuspendida em 3 mL de PBS normal. A
suspensao foi novamente centrifugada por 10 minutos a 2000 rpm. Por fim, o
sobrenadante foi retirado e o sedimento foi ressuspendido com 200 pL de PBS
normal.

A suspensao de células (50 pL) foi adicionada as laminas limpas e secas
previamente tratadas com 20 pL de astilbina (10 pg/mL) ou 20 yL de PMA (Forbol-

12-miristato-13-acetato) como controle positivo (10 ug/mL). O PMA tem a capicidade
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de ativagao de neutrofilos. Como controle negativo foram preparadas duas laminas
contendo somente neutréfilos humanos.

Apods adigao das células as laminas foram incubadas a 36,8 °C, em camara
umida por 20 minutos. Apds a incubacdo, as laminas foram lavadas com PBS
delicadamente por trés vezes, com o auxilio de pipeta de pasteur. Foi adicionado
NBT (Cloreto de tetrazolio-nitroazul) nas laminas com astilbina, PMA e em uma das
laminas com neutréfilos humanos.

As laminas foram levadas a estufa por mais 15 minutos. Em seguida,
procedeu-se a lavagem das laminas conforme procedimento acima descrito. Foram
adicionadas 2 gotas de safranina 0,25% e, decorridos 10 minutos, as Iaminas foram
lavadas novamente e analisadas microscopicamente com lentes de imerséo
(aumento de 100x). As laminas que apresentaram a presenga de granulos azuis no

interior dos neutréfilos foram considerada como ativadas.

3.6.4 Atividade larvicida sobre Aedes aegypti (CULICIDAE)

As larvas utilizadas nesse experimento pertencem a linhagem “Rockfeller” de
Aedes aegypti Linneaus 1762 (Diptera: Culicidae), cedido pelo Instituto Oswaldo
Cruz (Estado do Rio de Janeiro, Brasil) da colegao original no CDC (Centro de
Controle de Doengas, Porto Rico, EUA), conforme metodologia descrita pela WHO
(2009) e por Grzybowski, et al. (2012). As coldénias do mosquito foram mantidas em
sala isolada no Laboratério de Morfologia e Fisiologia de Culicidae e
Chironomidaenos (LAMFIC) do Departamento de Zoologia da Universidade Federal
do Parana — UFPR. O teste foi aprovado pelo comité de ética em experimentagao
animal do setor de Ciéncias bioldgicas, sob o numero 719 (ANEXO 3).

Para estimular a oviposicdo, as fémeas adultas dos mosquitos foram
alimentadas com sangue de ratos; os ovos depositados em pedagos de papel de
filtro, foram colocados em recipiente de plastico com agua desclorada. As larvas
foram criadas em bandejas plasticas com aproximadamente 3.000 mL de agua
desclorada em camara (BOD) com temperatura de 26 °C (x 2 °C), umidade relativa
de 80% (+ 5%) e fotoperiodo de 12:12 h (claro-escuro). As larvas foram alimentadas
com ragdo para peixe (Tetramin®), finamente triturada, desde a ecloséo até

atingirem o 3° estagio larval.
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Para cada tratamento foram utilizadas 15 larvas em 100 mL de agua mineral
(Ouro fino®). em copos de plastico descartaveis de 300 mL. Uma vez colocadas as
larvas em cada recipiente, foi adicionado a amostra (6leo essencial solubilizado em
metanol e diluido em agua desclorada nas concentragbes de 4-30 pg/mL) e
completado com agua mineral para um volume final de 200 mL por tratamento. Um
grupo controle de larvas foi exposto a uma solugdo aquosa de metanol nas mesmas
concentragdes da amostra, enquanto outro grupo controle foi exposto apenas a agua
desclorada. Os copos com as larvas foram mantidos nas condi¢cdes descritas para a
criagcao das larvas, durante 24 horas. Todo o ensaio foi realizado em quadruplicata.

Apos esse periodo foi realizada a contagem das larvas, considerando como
larvas mortas as que estavam paralisadas totalmente ou com dificuldade de subir a
superficie quando tocadas. A determinacao dos valores de CLso € CLos e 95% de
intervalos de confianga foram calculadas por meio da regressao Probit, utilizando o
programa R (v.3.0.1) (R Core Team, 2017) e o pacote “ecotoxicologia” (GAMA,
2015). As larvas foram analisadas e fotografadas por meio do Estereomicroscopio

Discovery.V12 (Zeiss) camera Axiocam 503 (Zeiss) software Zen pro 2.6 (Zeiss).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL BOTANICO

A partir da coleta realizada em 11 de julho de 2019 houve um rendimento de
413,99 (folhas secas) e 618,1g (galhos secos) apds fragmentagcdo em moinho de

facas e martelos. Esse material foi utilizado para obtencéo do 6leo essencial.

4.2 ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DOS CONTITUINTES QUIMICOS

4.2.1 Composto FAES 91

Dos 215 frascos dos eluatos obtidos por meio de cromatografia em coluna, o
frasco 91 apds evaporacédo do solvente apresentou uma substancia cristalizada de
cor amarelo claro, a qual apés analise em RMN permitiu a elucidagao estrutural de
um composto denominado astilbina.

Para melhor entendimento a (FIGURA 9) demonstra a numeragao dos
atomos adotada na discussdo dos espectros de RMN de 'H e '®C da referida
substancia.

Conforme pode ser visualizado na (FIGURA 10), no espectro de RMN de 'H
percebe-se a presenca de cinco dubletos, com integral para 1H cada, nas regides de
0 4,58 ppm (J = 10,7 Hz; H-3), & 5,08 ppm (J = 10,8 Hz; H-2), & 5,89 ppm (J = 2,1
Hz; H-6), & 5,92 ppm (J = 2,1 Hz; H-8) e 6 6,96 ppm (J = 1,6 H-2’). Os dubletos
presentes em © 5,08 ppm e 4,58 & ppm sao referentes a uma ligagéo trans que é
comprovada pela constante de acoplamento. A presenca do dubleto & 6,96
juntamente com & 6,85 ppm (J=m, H-5") e 6 6,85 ppm (J = m, H-6"), caracterizam o
anel B presente na estrutura do composto, comprovando assim a presenca de OH
nas posicoes 3" e 4" para formar o padrao de substituicdo 1,3,4 — tri-substituido para
esse anel.

Sinais na regidao de d 3,31 a 4,26 ppm sao caracteristicos de agucares,
sendo que o dubleto em & 4,06 ppm (J = 1,3 Hz) foi atribuido ao carbono anomérico
(H 17), sugerindo uma conformacédo em a, confirmando assim ser um flavonoide a

glicosidico.
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FIGURA 9 - NUMERAGAO DOS ATOMOS DE CARBONO ADOTADA NA DISCUSSAO DO
ESPECTROS DE RMN DE 'H E DE 3C DA SUBSTANCIA ISOLADA.

FONTE: A autora (2019).

O espectro de RMN de "°C (FIGURA 11) apresentou sinais correspondentes
a 21 atomos de carbono, confirmando ser um flavonoide monoglicosilado. Foi
observada a presenca do sinal da carbonila em C-4 em & 195,9 que juntamente com
os sinais ® 83,9 em C-2 e 78,6 em C-3, demonstram que a substancia possui a
estrutura de um diidroflavonol. Além disso, os sinais em 6 17,9 (C-6") , e & 102,1 (C-
1”) que correspondem respectivamente ao grupo metilico e ao carbono anomérico
do acucar, aliado ao conjunto de sinais na regido de 6C 71,8 (C-27), 72,2 (C-3"), 73,8
(C-4”) e 70,6 (C-5”), permitem caracterizar que a unidade monosidica trata-se de
uma ramnose (REGASINI et al., 2008).

Apds atribuicdo dos sinais de RMN de 'H e '3C, os valores de deslocamento
quimico obtidos foram comparados com dados da literatura para a astilbina e
apresentaram grande similaridade, conforme pode ser observado na (TABELA 6).

Essa substancia ja foi identificada no estudo com O. bicolor na Fragao
Remasnescente do Sdélido (FRS) (DAMASCENO, 2017). A astilbina (3-O-o-
ramnosideo de taxifolina ou diidroquercetina-3-O-a-ramnosideo) € um flavonoide
glicosilado da classe dos diidroflavondis, sendo que a aglicona deste é a taxifolina.
Os diidroflavonois tem como caracteristica uma ligagao simples entre os carbonos 2
e 3 do anel C, e por isso, apresentam centro de assimetria em suas moléculas. Sao

biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides (ZUANAZZI, 2001).
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Essa substadncia muito utilizada na medicina tradicional chinesa no
tratamento de doencgas inflamatérias e autoimunes (THUAN et al., 2017; ZHANG et
al., 2017a) tem sido amplamente estudada por apresentar potencial anti-inflamatorio
(RUANGNOQO et al.,, 2012; DIAO et al.,, 2014; KONG et al., 2016); antioxidante
(PETACCI et al., 2010; XU et al., 2013); antibacteriano (MOULARI et al., 2007) entre
outras. No género Ocotea a astilbina ja foi identificada nas espécies O. elegans e O.
corymbosa (BATISTA et al, 2010) e em O. minarum foi detectada a presenga de
taxifolina (GARCEZ et al., 2005).
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FIGURA 10 - ESPECTRO DE RMN DE '"H DO COMPOSTO FAES 91
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FIGURA 11 - ESPECTRO DE RMN DE 3C DO COMPOSTO FAES 91
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TABELA 6 - DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE RMN DE 3C E 'H DO COMPOSTO FAES91 EM
COMPARACAO COM DADOS DA LITERATURA PARA ASTILBINA

Posicdo RMN.de 3C RM.N de 13C* RMN. de 'H RMN de 1H*da
experimental da literatura experimental literatura

2 83,9 83,9 5,08d (10,6) 5,08d (10,8)
3 78,6 78,5 4,58d (10,7) 4,58d (10,4)
4 195,9 196,0
5 165,5 165,5
6 97,4 97,3 5,89d (2,1) 5,89d (2,0)
7 168,6 168,6
8 96,3 96,2 5,92d (2,1) 5,91d (2,0)
9 164,1 164,1
10 102,1 102,4
1 129,2 129,1
2 116,3 116,3 6,96d (1,6) 6,95d (1,6)
3 146,5 146,5
4 147,3 147,3
5 115,5 115,4 6,83m 6,85m
6’ 120,5 120,4 6,83m 6,85m
1” 102,1 102,1 4,06d (1,3) 4,04d (1,6)
2” 71,8 71,7 4,26m 4,28m
3” 72,2 72,1 3,68dd (9,5; 3,3) 3,67dd (9,6; 3,2)
4” 73,8 73,7 3,55dd (3,2; 1,6) 3,53dd (3,2;1,6)
5” 70,5 70,5 3,31sl 3,32sl
6” 17,8 17,8 1,19d (6,1) 1,18d (6,0)

FONTE: A autora (2019)

NOTA:* HUANG et al. (2011). CD30D. Valores sdo dados em ppm relativos ao sinal doTMS como
padrao interno. Numeros em paréntese demonstram constantes de acoplamento (J) em
Hertz (Hz). Sinais: sl=simpleto, d=dubleto, dd=duplo dubleto, m=multipleto
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Na (TABELA 7) estdo demonstrados os estudos mais recentes evidenciando

as diversas bioatividades exercidas pela astilbina.

TABELA 7 - ATIVIDADES BIQLOGICAS / FARMACOLOGICAS DA ASTILBINA ISOLADA DE
DIVERSAS ESPECIES

(continua)

Atividades

Acao

Referéncias

Anti nociceptiva

Anti-inflamatoria

Anti-inflamatéria

Anti-inflamatéria

Anti-inflamatadria

Anti-inflamatdria
e antioxidante

Toxicidade in
vivo

Interagdo com
albumina

Neuroprotetora

Suprimiu os sintomas de contorgdo induzida por acido acético,
prolongou o periodo de laténcia em placa quente e reduziu a
resposta de lamber e morder em camundongos injetados com
formalina, sugerindo sua eficacia analgésica no sistema nervoso
central.

Diminuigao da inflamacéao e acumulagao de matriz extracelular
em células mesangiais glomerulares de ratos induzidas por
glicose inibindo a via TLR4 / MyD88 / NF-kB, sugerindo potencial
na terapia de nefropatia diabética.

Modulacao da producéo de citocinas pré-inflamatérias e inibicao
da expressao de elementos-chave na via de sinalizagao NF-xB
mediada por receptores do tipo Toll (TLR) na atenuagao da
resposta inflamatdria de artrite rematoide induzida por CFA em
ratos.

A terapia combinada de astilbina e metotrexato contribuiram para
uma eficacia sinérgica onde baixas doses de metotrexato foram
eficazes na terapia de Artrite reumatoide por intermédio do
aumento do sistema A2AAR / adenosina e diminuigdo dos sinais
ERK/NFkB / STATSs.

Efeito protetor contra lesdo pulmonar aguda induzida por sepse,
atuando na expressao e produgao de fator inibidor de
macrofagos (MIF), que inibe a resposta inflamatdria.

Reduz o estresse oxidativo e a inflamagao na nefrotoxicidade
induzida por cisplatina. Isso ocorre pela ativagao dependente de
ERO da p53, MAPKs e cascatas de sinalizagao AKT e inibigao
da expresséo de TNF-a e a ativacédo da via NF-kB

Toxicidade oral em ratos superior a 500 mg / kg de peso corporal
/ dia, independentemente do sexo. Auséncia de genotoxicidade
quando testadas em ensaio de anomalia cromossdmica (usando
células de ovario de hamster chinés) e teste de micronucleo de
mamiferos (em camundongos).

Interacao da astilbina com a albumina sérica bovina por meio de
ligacdes espontaneas mediante forcas de van der Waals e
ligagdes de hidrogénio. Os resultados apresentam beneficios
para pesquisas sobre transporte, distribuicdo e algumas
bioatividades importantes dessa substancia no corpo humano.

Efeitos neuroprotetores em camundongos com doencga de
Parkinson induzidos por MPTP suprimindo gliose, super
expressao da a-sinucleina e estresse oxidativo. Isso sugere que
a astilbina pode servir como uma droga terapéutica para doenca
de Parkinson.

Bl et al.,
2019

CHEN et al.,
2018 b

DONG et
al., 2017

MA et al.,
2018

ZHANG et
al., 2017b

WANG et
al., 2018

GAO et al.,
2017

LIU etal.,
2018

ZHU et al.,
2019
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TABELA 7 - ATIVIDADES BIOLOGICAS / FARMACOLOGICAS DA ASTILBINA ISOLADAS DE DIVERSAS

ESPECIES
(concluséao)
Atividades Acao Referéncias
Inibicio Inibicdo da atividade da a-glucosidase com um valor de ICso de I?EREZ-
piga 12,30 ug / mL, de maneira ndo competitiva. NAJERA et
enzimatica al. 2018
Atividade pré-angiogénica em células endoteliais de veia
umbilical humana e em modelo de insuficiéncia vascular induzida
por VRI em zebra fish, possivelmente por meio da ativagédo da
Proé- sinalizacao dependente de PI3K / Akt e MAPK / ERK. Esses LV et al.,
angiogénica achados sugerem que a astilbina pode ser desenvolvida como 2019
um potencial agente na prevengéao ou tratamento de doengas
relacionadas a angiogénese.
Melhora das expressbes de moléculas relacionadas a jung¢ao
comunicante, levando a regulagéo positiva das fungdes de
Regulagcdo da  barreira nas células intestinais. Por meio do aumento do valor de
) Coa I f NAKAHARA
barreira resisténcia elétrica transepitelial nas células Caco-2 co- ctal 2017
intestinal estimuladas com TNF-a mais IFN-y, e regulac&o positiva da v
expressao proteica de moléculas relacionadas a juncéo
comunicante em células Caco-2 tratadas com TNF-a plus IFN-y.
Inibe o crescimento de queratinécitos HaCaT por paralizar a
~ fase S do ciclo celular por indugao de p53 e p21 e ativagao
Ri%ﬂ?:fo AMPK e regular a expressao do Fator de Crescimento do §I|-|A2I\(l)(1372t

Endotélio Vascular. Esses achados sugerem que a astilbina
pode ser um agente promissor para o tratamento da psoriase.

FONTE: A autora (2019)

Além das atividades farmacoldgicas que a astilbina vem apresentando em

diversos estudos, sua aplicagao utilizando nanotecnologia tem sido investigada.

Wang e colaboradores (2019) pesquisaram o impacto do tamanho da particula no

comportamento in vitro e in vivo de nanossuspensdes, sendo que, em relagao a

dissolucdo, farmacocinética e distribui¢cao tecidual de nanossuspensdes de astilbina

o tamanho ideal de particula foi de 496,51 nm para a administracéo oral.

Um outro estudo avaliou a eficiéncia de encapsulamento de astilbina em

nanoparticulas de zeina-caseinato realizado pelo método anti-solvente. Uma

melhora discreta da estabilidade foi obtida pelo nanoencapsulamento de astilbina e

também um aumento da biodisponibilidade absoluta dessa substancia de 0,32 para
4,40% em ratos, atestada pelo ensaio farmacocinético (ZHENG; ZHANG, 2019).
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4.3 OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS E GALHOS DE Ocotea bicolor Vattimo-Gil

4.3.1 Rendimento do 6leo essencial

O rendimento obtido a partir de 100g de folhas secas e galhos secos de O.
bicolor foram respectivamente de 1,7% e 0,7%.

Conforme resultados obtidos observa-se que o rendimento do OE das folhas
€ maior que o dos galhos. Quando comparado, o rendimento do OE de O. bicolor foi
maior que outras espécies do mesmo género: O. indecora 0,09% nas folhas e 0,2%
nos galhos (SILVA et al., 2019); O. nutans 0,54% nas folhas (BETIM et al., 2019); O.
paranaenses 0,1% nas folhas (GRIBNER et al., 2020a); O. porosa 1,03% nas folhas
(BRUSTULIM et al., 2020).

Em estudo prévio (DAMASCENO, 2017), o rendimento do OE das folhas
secas de O. bicolor foi de 3,2%. Em comparacdo ao rendimento apresentado no
presente estudo, houve uma diminui¢cao de 46,9%. Essa variacdo no rendimento do
OE também foi encontrada em estudos com O. odorifera onde houve um menor
rendimento (1,2%) (CANSIAN et al., 2010), em comparagao ao estudo de SILVA e
colaboradores (2019) onde o rendimento foi de 2,79%. Em outro estudo com O.
odorifera foi observado uma acentuada queda nos teores de o6leo nas folhas
coletadas no outono em relagdo as demais estagbes sugerindo que essa queda
pode estar associada a radiagdo luminosa e a pluviosidade (CASTELLANI et al.,
2006).

A justificativa para esses achados é decorrente dos fatores ambientais sobre
as espeécies vegetais tais como a localizagdo geografica, época da coleta, forma de
cultivo, condigbes climaticas, idade do material vegetal, periodo e condigbes de
armazenamento, o que pode interferir no rendimento e composi¢cao quimica de dleos
essenciais (SIMOES; SPITZER, 2004).

4.3.2 Analise cromatografica do 6leo essencial
Representados nas (FIGURAS 12 e 13) se encontram os graficos dos

espectros, resultantes da analise por CG/EM da amostra do 6leo essencial das

folhas e galhos de O. bicolor. Os componentes quimicos identificados incluindo seus
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respectivos tempos de retencdo, indices de retengdo e porcentagens, estdo

sumarizados na (TABELA 8).

FIGURA 12 - CROMATOGRAFIA GASOSA DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE
Ocotea bicolor.
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FONTE: A autora (2019)

FIGURA 13 - CROMATOGRAFIA GASOSA DO OLEO ESSENCIAL DOS GALHOS DE
Ocotea bicolor.
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TABELA 8 - COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS E GALHOS DE Ocotea

bicolor
(continua)
Folhas Galhos
Grupos quimicos Compostos TR IRc IRt % TR IRc IRt %
a-Cubebeno 23,245 1343 1348 4,76 |23,240 1343 1348 1,79
a-Copaeno 24,445 1371 1374 7,25 |24,440 1371 1374 3,17
a-Gurjuneno 25,760 1401 1409 0,11
B-Cubebeno 24,980 1383 1387 0,22 |24,980 1383 1387 0,09
(E)-Cariofileno | 26,250 1413 1417 3,63 [26,250 1413 1417 1,70
B-Copaeno 26,695 1424 1430 0,03 | - - - ;
a-Guaieno 27,020 1432 1437 008 | - - - ;
a-trans- - ; ; - 126,910 1429 1432 0,09
Bergamoteno
CieMUIOa5.5" 1 27490 1443 1448 0,84 |27.490 1443 1448 043
Sesquiterpenos a-Humuleno 27,735 1449 1452 3,10 |27,730 1449 1452 145
allo-Aromadendreno | 27,910 1453 1458 0,57 |27,910 1453 1458 0,39
Dauca-5,8-dieno | 28,460 1467 1471 136 | - - - ;
y-Muuroleno 28,585 1470 1478 0,62 - - - -
Germacreno D 28,795 1475 1480 0,47 - - - -
y-Himachaleno 28,865 1476 1477 0,31 - - - -
B-Selineno 20125 1483 1489 007 | - - - ;
trans-Cadina-1(6)4-| ~ _ . |28455 1467 1475 110
dieno
trans-Muuroleno - - - - 28,580 1470 1478 0,44
trans- Muurola-
4(14) 5-dienc 2022 1485 1493 6,54 (29,215 1485 1493 2,65
a-Bulneseno 29,665 1496 1509 0,08 - - - -
a-Muuroleno 29,560 1493 1500 0,45 |29,555 1493 1500 0,36
y-Cadineno 30,115 1507 1513 0,23 |30,110 1507 1513 0,15
5-Cadineno 30,360 1513 1522 1,86
trans - Cadina-14 | S _ |30885 1527 1533 0,31
- dieno
5-Amorfeno - ; ; - 130,350 1513 1511 148
trans-Calameneno | 30,460 1516 1521 23,56 | 30,455 1516 1521 17,53
trans'giae‘:]'ga'““' 30,880 1526 1533 141 |30.885 1527 1533 0,31
a-Calacoreno | 31,200 1535 1544 0,18 |31,195 1534 1544 0,64
B-Calacoreno  |32,000 1555 1564 0,09 |32,005 1555 1564 0,15
SesqUIterpenos | 5 iy qe Cariofileno | 32,735 1574 1582 117 |32.735 1574 1582 2,34
oxigenados
Epoxidode | 45 555 1601 1608 058 [33810 1601 1608 1,19
Humuleno I
Globulol 32,900 1578 1590 0,14 | - - - ]
Alcoois 1,10-di-epi-Cubenol | 34,540 1621 1627 0,53 |33,965 1605 1618 0,19
Sesquiterpénicos 1-epi-cubenol - - - - 134,545 1621 1627 0,79
Cubenol 35140 1637 1645 0,33 |35100 1636 1645 1,28
a-Muurolol 35100 1636 1644 0,72 |35270 1640 1644 0,72
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TABELA 8 - COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS E GALHOS DE Ocotea

bicolor
(continuacao)
Folhas Galhos
Grupos quimicos Compostos TR IRc IRt % TR IRc IRt %
Eudesma-4(15),7- | - - - |36835 1682 - 0,08
dien-13-ol
oidroxials- 137,770 1708 1713 0,22 37,770 1708 1713 030
. . 5 40,765 1792 - 28,98 40,765 1792 1801 49,19
feois | itroXcmemeneno

Sesquiterpénicos ol 35,920 1658 1660 0,06 - - - -
epi-Cubebol - - - - 29,410 1490 1493 0,48

Cubebol 30,195 1509 1514 0,38 [30,195 1509 1514 0,44

Espatulenol 32,555 1569 1577 3,22 [32,555 1569 1577 1,15

Ledol 33,615 1596 1602 0,39 [33,615 1596 1602 0,48

23,505 1349 - 0,08 [ 25,695 1400 - 0,06

25,045 1385 - 0,04 (25,755 1401 - 0,05

28,985 1479 - 0,04 28,860 1476 - 0,21

29,395 1489 - 1,01 {28,975 1479 - 0,07

32,655 1572 - 0,31 {29,095 1482 - 0,13

33,025 1581 - 0,19 (29,670 1496 - 0,05

33,060 1582 - 0,13 |30,975 1529 - 0,18

33,225 1586 - 0,11 {31,510 1542 - 0,18

33,405 1591 - 0,06 {32,905 1578 - 0,12

34,205 1612 - 0,03 {33,025 1581 - 0,25

33,975 1605 - 0,15 |33,055 1582 - 0,23

34,100 1609 - 0,07 {33,210 1586 - 0,17

34,715 1625 - 0,26 | 33,400 1591 - 0,6

35,255 1640 - 0,37 {34,095 1609 - 0,15

N3o identificados 35,465 1645 - 0,10 [ 34,200 1612 - 0,07
35,5675 1648 - 0,79 | 34,700 1625 - 0,15

35,675 1651 - 0,12 | 35,460 1645 - 0,15

36,240 1666 - 0,15 |35,575 1648 - 1,36

36,380 1670 - 0,22 |35,690 1651 - 0,45

36,940 1685 - 0,07 [35,915 1658 - 0,26

37,185 1692 - 0,09 {36,210 1665 - 0,55

37,395 1697 - 0,06 {36,380 1670 - 0,28

37,490 1700 - 0,09 (36,945 1685 - 0,05

37,885 1711 - 0,12 |37,190 1692 - 0,19

38,040 1715 - 0,17 {37,400 1697 - 0,11

38,590 1731 - 0,04 |37,495 1700 - 0,8

39,700 1762 - 0,04 (37,880 1711 - 0,16

40,620 1788 - 0,12 |38,040 1715 - 0,62

41,565 1815 - 0,09 (39,695 1762 - 0,11

45100 1920 - 0,29 |39,910 1768 - 0,07

48,565 2029 - 0,05 {40,040 1772 - 0,09
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TABELA 8 - COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS E GALHOS DE Ocotea

bicolor
(conclusao)
Folhas Galhos
Grupos quimicos Compostos TR IRc IRt % | TR IRc IRt %
40,620 1788 - 0,19
N&o identificados
| N 41,570 1815 - 0,40
Compostos
dentificados (%) 94,54 92,55
Compostos Nao
Identificados (%) 5,46 7,45
Total (%) 100 100

FONTE: A autora (2019)
NOTA: TR= tempo de retengdo (minutos), IRt = indice de retencédo (Adams, 2017), IRc = indice de
retencéo calculado, %= porcentagem do componente.

A partir do oleo essencial das folhas foi possivel identificar 94,54% dos
componentes, sendo que a classe dos sesquiterpenos foram predominantes,
perfazendo 58,83%, seguido de alcoois sesquiterpénicos (34,97%) e sesquiterpenos
oxigenados (1,75%). No 6leo essencial obtido dos galhos dos 92,55% identificados
55,10% pertence a classe dos alcoois sesquiterpénicos, 33,92% a sesquiterpenos e
3,53% a sesquiterpenos oxigenados.

Os constituintes quimicos majoritarios foram o alcool sesquiterpeno 5-
hidroxicalameneno e os sequiterpenos trans — calameneno, a-Copaeno e trans-
Muurola-4(14),5-dieno, tanto para o OE das folhas quanto para os galhos, diferindo
apenas na quantidade expressa, conforme indicado na (FIGURA 14).

A predominancia de sesquiterpenos esta de acordo com o reportado na
literatura para a familia Lauraceae (CICCIO; CHAVERRI, 2008). N&o foi encontrado
na literatura referéncia do constituinte 5-hidroxicalameneno no género Ocotea, no
entanto o 7-hidroxicalameneno esta presente no 6leo essencial de O. elegans e O.
corymbosa (BATISTA et al., 2010). O trans-calameneno ja foi identificado no OE de
O. quixos (PINO et al., 2018) e em O. indecora (SILVA et al., 2019). O cis-
calameneno também esta presente em O. auriculiformis (RIGOBERT et al., 2017).

A composicdo quimica do 6leo essencial de O. bicolor nao apresentou os
mesmos constituintes majoritarios do estudo de Damasceno (2017), embora
componentes calamenenos tenham apresentado uma porcentagem bem pequena.
Diversos fatores podem influenciar a composicdo dos oOleos essenciais, entre os
quais estdo época da coleta, forma de cultivo, condicbes climaticas, idade do

material vegetal, periodo e condicbes de armazenamento, temperatura, irradiancia,
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fotoperiodo, regime de ventos e micronutrientes presentes no solo (BRUNETON,
2001; SIMOES; SPITZER, 2004).

FIGURA 14 - COMPONENTES MAJORITARIOS DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS E GALHOS
DE Ocotea bicolor

5-hidroxicalameneno Trans - calameneno
(28,98% - folhas/49,19% - galhos) (23,56% - folhas/ 17,53% - galhos)

A\

trans-Muurola-4(14),5-dieno
(6,54% - folhas/ 2,65% - galhos)

FONTE: A autora (2019)

a-Copaeno
(7,25% - folhas/ 3,17% - galhos)

Além desses fatores a existéncia de quimiotipos, ou ragas quimicas em uma
mesma espécie, sdo muito frequentes em plantas aromaticas (THOMPSON et al.,
2003). Nesse sentido, diversos estudos tém sido conduzidos na tentativa de
estabelecer diferentes quimiotipos baseada na composi¢ao diferenciada do 6leo
essencial, sendo estes identificados por seu composto majoritario. Algumas
especies de Lauraceae apresentam quimiotipos relatados na literatura, como por
exemplo a Cinnamomum zeylanicum com o0s seguintes quimiotipos identificados:
eugenol (THOMAS; GREETHA; SHYLARA 1987), (E)-cinamaldeido (MOLLENBECK
et al., 1997), benzoato de metila (RAO; PAUL; DUTTA, 1988), linalol (JIROVETZ et
al., 2001) e canfora (SENANAYAKE; LEE; WILLS, 1978).

Os compostos majoritarios 5-hidroxicalameneno e trans-calameneno
derivam da mesma rota biossintética que o composto majoritario d-cadineno
identificado no estudo de Damasceno (2017), tendo em comum o esqueleto
cadinano como precursor (NAKASHIMA et al., 2002; RUIZ-REYES; SUAREZ, 2015).
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O sesquiterpeno calameneno € um composto presente em uma série de
Oleos essenciais, sendo que suas formas oxigenadas apresentam uma ampla gama
de atividades biolégicas (SERRA; FUGANTI, 2005).

4.4 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS
A (TABELA 9) apresenta o teor de fendlicos totais encontrado no extrato e
fragdes de O. bicolor. Os resultados foram expressos em mg de acido galico em g de

amostra (mg EAG/Q).

TABELA 9 - TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS DOS EXTRATOS E FRACOES DE Ocotea

bicolor
Amostra mg EAG/g
FH 82,7437
FC 241,2410,3 9°
FAE 1063,0£10,2 2
FR 410,3+11,8 ¢
FHS 127,3+19,08
FCS 285,4+1,0 %4
FAES 836,946,0 °
FRS 842,246,4 °
EB 966,0+4,7 2P

FONTE: A autora (2018)

NOTA: fracdo hexano (FH), fracdo cloroférmio (FC), fracdo acetato de etila (FAE), fracdo
remanescente (FR), fracdo hexano do sdlido (FHS), fragdo cloroférmio do sélido (FCS),
fracado acetato de etila do sélido (FAES), fragdo remanescente do solido (FRS), extrato bruto
(EB).

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrao relativo. Médias seguidas de letras
diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Tukey.

A partir dos dados obtidos foi observado que a fragdo acetato de etila (FAE)
apresentou o maior conteudo de fendlicos totais, seguido do extrato bruto (EB) e das
fracoes remanescente do solido (FRS) e acetato de etila do solido (FAES). No
entanto, se levarmos em consideracdo a classificacdo proposta por Chew e
colaboradores (2011) onde a quantidade de fendlicos totais das plantas é
considerada alta quando maior que 50 mg EAG/g, média-alta: 30-50 mg EAG/qg,
médio baixa: 10-30 mg EAG/g e baixa: <10 mg EAG/g, todas as fracbes testadas

apresentam alto conteudo desses metabalitos.
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No estudo com O. lancifolia, Silva et al. (2017b) também encontraram alto
teor de compostos fendlicos, estimados pelo mesmo método, nas fragdes acetato de
etila e butandlica com valores de 360,04 mg EAG/g e 405.09 mg EAG/g
respectivamente.

Compostos fendlicos oriundos de plantas incluem fendis simples, acidos
fendlicos (derivados do acido benzdéico e cinédmico), cumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (NACZKA,;
SHAHIDIB, 2004).

4.5 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1 Capacidade antioxidante total pelo método de reducgao do ferro - FRAP

Por meio da (TABELA 10) pode ser observado os resultados referentes ao

teste da capacidade antioxidante realizado pela metodologia de FRAP.

TABELA 10 - CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELA REDUCAO DO FERRO (FRAP) DOS
EXTRATOS E FRACOES DE Ocotea bicolor

Amostra A.A. (UM sulfato ferrosol/g).
VitC 12469,9+1,22 @
Rut 12038,1+4,40 @
FH 490,11,02°
FC 2172,81,00 ©
FAE 8937,8£1,90
FR 2392,80,50 ©
FHS 496,9+0,37
FCS 574,6+0,68"
FAES 9490,8+2,06
FRS 7853,6+1,93 ©
EB 5308,4+1,36 ¢

FONTE: A autora (2018)

NOTA: vitamina C (Vit C); rutina (Rut); fragdo hexano (FH), fracao cloroférmio (FC), fragdo acetato de
etila (FAE), fracdo remanescente (FR), fragdo hexano do sélido (FHS), fracéo cloroférmio do
solido (FCS), fragao acetato de etila do solido (FAES), fragdo remanescente do sélido (FRS),
extrato bruto (EB).

*Valores das médias das triplicatas + desvio padréao relativo. Médias seguidas de letras
diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Tukey.
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Ao analisar os resultados € possivel verificar que a fragao acetato de etila do
solido (FAES) foi a que apresentou melhor resultado (estatisticamente significativo)
comparada aos padrdes fitoquimicos Vitamina C e Rutina. A fragdo acetato de etila
(FAE) e fragdo remanescente do sélido (FRS) também apresentaram significativo
poder redutor de ions férricos. Todas essas fracbes tém em comum a presencga de
flavonoides evidenciada por meio de cromatografia de camada delgada no estudo de
Damasceno (2017) e maior teor de compostos fendlico (TABELA 10). Cabe ressaltar
a presenca do flavonoide astilbina na FRS e FAES.

Nesse sentido, estudos evidenciam a correlagao entre compostos fendlicos e
flavonoides e o método FRAP, levando ao entendimento de que o conteludo desses
metabdlitos € um fator importante na determinacdo da capacidade antioxidante por
meio de redugdo do Fe 3* em Fe ?* (ZHENG; WANG, 2001; LUXIMON-RAMMA et
al., 2002; OLSZEWSKA; MICHEL, 2009).

Resultado semelhante foi encontrado no estudo de Ogundajo, Adeniran,
Ashafa (2018), onde o extrato acetato de etila de O. bullata apresentou o melhor

poder redutor de ions férricos dentre os extratos testados.

4.5.2 Capacidade antioxidante total pelo método ABTS

Os resultados obtidos pelo método ABTS para avaliagdo da capacidade
antioxidante dos extratos e fragdes de O. bicolor estao sumarizados na (TABELA
11).

Por meio dos resultados, € possivel perceber que nas amostras testadas os
resultados que mais se aproximaram estatisticamente do padrao rutina foram as
fracOes acetato de etila do solido (FAES) e a fragdo remanescente do sélido (FRS),
fracbes nas quais foi identificado o flavonoide astilbina. A Fragcdo Acetato de Etila
(FAE) também apresentou resultado significativo, seguido das outras fragdes, cuja
capacidade antioxidante frente ao método testado, apresentou menor intensidade. A
Fragdo Hexano do Sdlido (FHS) foi a que mais se distanciou do padrao fitoquimico

rutina.
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TABELA 11 - CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO (ABTS) DOS EXTRATOS E
FRACOES DE Ocotea bicolor

Amostra A.A. (UM Trolox/g).
Rut 3620,83£3,75
FH 264,3£1,27¢
FC 780,146,34°
FAE 2314,6£8,49°
FR 693,40,50°

FHS 86,9+0,30°
FCS 293,5+15,8¢
FAES 3052,0+1,66°
FRS 2807,4+0,22°
EB 977,8+0,59°

FONTE: A autora (2018)

NOTA: rutina (Rut); fragdo hexano (FH), fracéo cloroférmio (FC), fracao acetato de etila (FAE), fragao
remanescente (FR), fracdo hexano do sdlido (FHS), fragdo cloroférmio do solido (FCS),
fracao acetato de etila do sdlido (FAES), fracdo remanescente do sélido (FRS), extrato bruto
(EB).

*Valores das médias das triplicatas + desvio padréao relativo. Médias seguidas de letras
diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Tukey.

Estudos com o0 mesmo género apresentaram resultados semelhantes. Em O.
paranaensis a capacidade antioxidante por meio desse método na fragao acetato de
etila foi de 3440 uM Trolox/g (GRIBNER et al., 2020b). E no estudo com O. bullata, o
valor de ICso para o extrato de acetato de etila foi menor do que o controle de acido
galico (OGUNDAJO; ADENIRAN; ASHAFA, 2018). Para O. lancifolia a fragao
acetato de etila também exibiu maior capacidade de eliminacdo ABTS dentre as
amostras testadas (SILVA et al., 2017b).

4.5.3 Capacidade antioxidante total pelo método ORAC

Os resultados obtidos nesse ensaio antioxidante encontram-se expresso na
(TABELA 12).
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TABELA 12 - CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO (ORAC) DOS EXTRATOS E
FRACOES DE Ocotea bicolor

Amostra A.A. (UM Trolox/g).
FH 604,4+10,5
FC 605,7+7,1 ¢
FAE 825,8+4,7 °
FR 299,4+14,9 ©
FHS 660,8+8,0 9°
FCS 194,540,52 ©
FAES 1134,846,5°
FRS 798,5£1,6 o
EB 586,3£12,2

FONTE: A autora (2019)

NOTA: fracdo hexano (FH), fracdo cloroférmio (FC), fracdo acetato de etila (FAE), fracao
remanescente (FR), fracdo hexano do sdlido (FHS), fragdo cloroférmio do sélido (FCS),
fracado acetato de etila do sélido (FAES), fragdo remanescente do soélido (FRS), extrato bruto
(EB).

*Valores das médias das triplicatas + desvio padréao relativo. Médias seguidas de letras
diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Tukey.

De modo semelhante ao ocorrido nos ensaios de FRAP e ABTS a fragao
acetato de etila do sélido (FAES) apresentou os melhores resultados. Abaixo desta,
estdo as fragbes acetato de etila (FAE) e fragdo remanescente do sélido (FRS) com
resultados promissores. As demais fragdes apresentaram um menor poder
antioxidante frente a esse teste, sendo que a fragao cloroférmio do sélido foi a que
apresentou o menor resultado.

Cabe destacar que a astilbina identificada nas fracbes acetato de etila do
sélido (FAES) e fragdo remanescente do solido (FRS) apresenta elevado poder
antioxidante (PETACCI et al., 2010; XU et al., 2013).

Em um estudo de revisdo sobre as atividades fisioldgicas e farmacoldgicas
da astilbina, dos artigos elencados, 2,70% reportaram propriedades antioxidantes.
Alguns desses estudos avaliaram a capacidade antioxidante por meio de atividade
sequestrante de radical DPPH, atividade sequestrante de cation radical ABTS,
atividade de eliminagao no radical anion superoxido e atividade antioxidante pelo
método de co-oxidagdo do [B-caroteno/acido linoleico. A atividade antioxidante da
astilbina foi comparavel a estabelecida por antioxidantes usados com frequéncia

como Trolox, hidroxitolueno butilado (BHT) e hidroxianisol butilado (BHA). Nestes
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estudos, também foi indicado que o0 mecanismo de acéo antioxidante da astilbina é a
eliminacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) de forma direta ou indireta.
Diretamente, essa substancia usa a via de transporte de elétrons para gerar sua
acao antioxidante (SHARMA et al., 2020).

Dessa forma os resultados para essas fracbes podem estar relacionados
diretamente com a presenca dessa substancia e com outros compostos fendlicos
que estejam agindo em sinergismo.

Os estudos da aplicacdo desse ensaio antioxidante em espécies de Ocotea
ainda sao escassos. Pereira e colaboradores (2019), a semelhanga do presente
estudo, detectaram um melhor desempenho na fracdo acetato de etila de O. notata

gquando comparada as outras fragdes testadas.

4.5.4 Correlacao entre capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos

Na (TABELA 13) esta expressa a correlagao entre a capacidade antioxidante
testada por diversos métodos e o teor de compostos fendlicos nas amostras

testadas.

TABELA 13 - CORRELAGCAO DE PEARSON ENTRE CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E TEOR DE
COMPOSTOS FENOLICOS (TPC) DO EXTRATO E FRACOES DE Ocotea bicolor

(continua)
ABTS FRAP ORAC TPC
Amostra
MM Trolox/g MM sulfato ferroso/g MM Trolox/g mg EAG/g

FH 264,3+1,274 490,1+1,02f 604,4+10,5¢ 78,03+15,1¢
r=0,998 r=0,995 r=0,940 -

FC 780,146,34° 2172,8+1,00¢ 605,7+7,1¢ 184,05+16,2¢4
r=0,967 r=0,976 r =0,91 -

FAE 2314,6+8,49° 8937,8+1,90° 825,8+4,7° 1109,9+10,0?
r =0,961 r =0,961 r=0,930 -

FR 693,4+0,50° 2392,8+0,50¢° 299,4+14,9° 265,7+32,1°
r=0,887 r=0,932 r=0,990 -

FHS 86,910,301 496,9+0,37" 660,8+8,09° 139,045,874
r=0,990 r=0,997 r=0,98
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TABELA 13 - CORRELACAO DE PEARSON ENTRE CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E TEOR DE
COMPOSTOS FENOLICOS (TPC) DO EXTRATO E FRACOES DE Ocotea bicolor

(conclusao)

ABTS FRAP ORAC TPC
Amostra
UM Trolox/g MM sulfato ferrosol/g MM Trolox/g mg EAG/g
FCS 293,5+15,8¢ 574,6+0,68" 194,5+0,52¢ 175,1+42,5¢°4
r=0,940 r=0,955 r=0,990 -
FAES 3052,0+1,66° 9490,8+2,06° 1134,846,5° 1144,8+12,182
r=0,974 r=0,974 r=0,880 -
FRS 2807,4+0,222 7853,6+1,93¢° 798,5+1,6%° 660,7+9,94°
r=0,934 r =0,955 r=0,930 -
EB 977,8+0,59¢ 5308,4+1,36¢ 586,3+12,2¢ 731,1£24,7°
r=0,969 r=0,969 r=1,00 -
RUT 3082,7+9,232 12038,1+4,402 N.a N.a

FONTE: A autora (2020)

NOTA: fracdo hexano (FH), fracdo cloroférmio (FC), fracao acetato de etila (FAE), fracao
remanescente (FR), fracdo hexano do sdlido (FHS), fragdo cloroférmio do sélido (FCS),
fracao acetato de etila do sélido (FAES), fragdo remanescente do soélido (FRS), extrato bruto
(EB), rutina (RUT); capacidade antioxidante por meio da redugdo do ferro (FRAP);
capacidade de absorgao de radicais de oxigénio (ORAC); 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6-
acido sulfénico (ABTS); teor de compostos fendlicos (TPC).

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo relativo. Médias seguidas de letras
diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Tukey.
r = Coeficiente de correlagdo de Pearson.N.a. = Nao se aplica ou nao foi realizado o teste.

Pelos resultados obtidos na correlagdo de Pearson e através da
classificagao proposta por Rowntree (1981) onde os coeficientes (r) sdo: muito fraco
(0,0 - 0,2), fraco (0,2 — 0,4), moderado (0,4 — 0,7), forte (0,7 — 0,9) e muito forte (0,9
—1,0), podemos verificar que ha uma correlagao positiva muito forte (maior que 0,9)
entre a capacidade antioxidante e o teor de compostos fendlicos em praticamente
todas as amostras e métodos analisados, com excecdo da Fracdo Remanescente
(FR) no ensaio de ABTS e na Frac&o Acetato de Etila do Solido (FAES) no teste de
ORAC, onde essa correlagao positiva foi apenas forte (entre 0,7 e 0,9).

A correlacdo de Pearson é utilizada em varias areas da pesquisa cientifica
com o objetivo de medir associagdo linear entre variaveis quantitativas. Seu
coeficiente varia entre -1 e 1. O valor indica a magnitude e o sinal aponta a dire¢gao
da correlagao (negativa ou positiva). Quanto mais perto de 1 mais forte sera o nivel

de associagao linear entre as variaveis. Quanto mais perto de zero, menor o nivel de
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associagao. Dessa forma, uma correlagédo positiva indica que quando x aumenta, y
também aumenta, ou seja, valores altos de x estdo associados a valores altos de y
(FIGUEIREDO FILHO et al., 2014).

De acordo com Dudonne et al. (2009), o teor de compostos fendlicos de
extratos vegetais impacta fortemente sua capacidade antioxidante, o que vai ao

encontro dos achados no presente estudo.
4.6 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS
4.6.1 Atividade alelopatica
4.6.1.1 Teste de Germinagao
A analise dos efeitos alelopaticos do extrato e fracbes de O. bicolor sobre a
germinagcao de sementes de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola) se

(TABELA 14). Foi

estatisticamente significativa no processo de germinagéao, quando as sementes de L.

encontram sumarizados na observado uma interferéncia
sativa estiveram em contato com a fragdo cloroférmio (FC) nas concentragbes de
250 e 750 pg/mL e no indice de velocidade de germinacéao (IVG) nas concentragbes
de 250-1000 pg/mL. A fracdo hexano do solido (FHS) interferiu em ambos os

parametros analisados a 500 pg/mL.

TABELA 14 - EFEITO DO EXTRATO E FRACOES DE Ocotea bicolor SOBRE A GERMINACAO E
O INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGCAO (IVG) DE Lactuca sativa E Allium cepa

(continua)
L. sativa A. cepa
Concentragao
Amostra da amostra Germinagao IVG Germinagao IVG
(ug/mL)
100 5,00£0,00 ¢ 4,75+0,28 ¢ 4,25+0,052 0,99+0,072
250 4,75+0,50 ¢ 4,75+0,28 ¢ 5,00£0,002 1,080,052
EB 500 5,00£0,00 ¢ 4,75+0,28 ¢ 4,50+£1,00 @ 0,92+0,232
750 5,00£0,00 ¢ 4,87+0,25 ¢ 4,001,412 0,78+0,42°
1000 4,88+0,25 ¢ 4,87+0,25 ¢ 4,750,502 0,91+0,172
100 5,00£0,00 ¢ 4,83+0,33 ¢ 4,50+£1,00° 0,86+0,26 °
250 5,00£0,00 ¢ 4,70£0,34 ¢ 4,001,412 0,82+0,36°
FH 500 4,75+0,50 ¢ 4,31+0,62 ¢ 4,25+0,96 2 0,73%0,36°
750 5,00£0,00 © 4,43+0,51 ¢ 5,00£0,002 0,86+0,17°
1000 4,75+0,50 © 4,37+0,62 ¢ 4,25+0,96 2 0,67+0,34°
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TABELA 14 - EFEITO DO EXTRATO E FRACOES DE Ocotea bicolor SOBRE A GERMINAGAO E
O INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO (IVG) DE Lactuca sativa E Allium

cepa
(continuacao)
L. sativa A. cepa
Concentragao
Amostra da amostra Germinagao IVG Germinagao IVG
(ug/mL)

100 5,00+0,00 © 5,00+0,00 ¢ 5,00+0,002 1,080,172

250 5,00+0,00 © 5,00+0,00 ¢ 4,25+0,96 2 0,66+0,30°

FHS 500 3,75%0,952 0,82+0,21 2 4,75+0,50° 0,83%0,16°
750 5,00+0,00 © 5,00£0,00 ¢ 4,25+0,96 2 0,79+0,18"

1000 5,00+0,00 °© 5,00+0,00 ¢ 5,000,002 0,96+0,062

100 5,00+0,00 © 5,00+0,00 ¢ 4,75+0,502 1,05+0,23°

250 3,50%+1,29 2 0,68+0,21 2 5,00+0,002 1,17+0,082

FC 500 5,00+0,00 © 2,39%0,20 © 5,00+0,002 0,95+0,212
750 4,25+1,50 ® 1,54+0,67 © 4,50+1,002 0,93+0,282

1000 4,50+1,00 © 1,22+0,29 P 4,50+1,002 0,84+0,27°

100 5,00+0,00 © 5,00£0,00 ¢ 5,00+0,002 1,020,082

250 5,00+0,00 °© 4,87+0,25 ¢ 4,75+0,50° 0,79+0,24"

FCS 500 5,00+0,00 © 4,87+0,25 ¢ 4,00+1,152 0,67+0,18"
750 5,00+0,00 © 5,00+0,00 ¢ 5,00+0,002 0,82+0,20°"

1000 5,00+0,00 © 4,87+0,25¢ 5,00+0,002 1,12+0,122

100 5,00+0,00 © 4,87+0,25 ¢ 4,50+1,002 1,05+0,24 2

250 5,00+0,00 © 4,50+0,70 ¢ 4,50+0,582 0,98+0,162

EAE 500 4,75+0,50 © 4,62+0,48 ¢ 4,500,582 0,910,222
750 5,00+0,00 © 4,75+0,28 ¢ 4,25+0,96 2 0,75+0,36 °

1000 5,00+0,00 © 5,00£0,00 ¢ 4,50+0,582 1,00£0,17 @

100 5,00+0,00 © 4,87+0,25 ¢ 5,000,002 1,12+0,172

250 5,00+0,00 © 5,00+0,00 ¢ 4,00+1,152 0,81+0,14°

FAES 500 5,00+0,00 © 4,56+0,31 ¢ 4,75+0,502 1,0040,28°
750 5,00+0,00 © 4,75+0,28 ¢ 5,00+0,002 1,200,162

1000 4,75+0,50 © 4,62+0,48 ¢ 4,75+0,502 0,95+0,132




TABELA 14 - EFEITO DO EXTRATO E FRACOES DE Ocotea bicolor SOBRE A GERMINAGAO E
O INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO (IVG) DE Lactuca sativa E Allium
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cepa
(concluséo)
L. sativa A. cepa
Concentragao
Amostra da amostra Germinagao IVG Germinagao IVG
(pg/mL)
100 5,00£0,00 © 5,00+0,00 ¢ 5,00£0,002 1,0440,29°
250 4,75+0,50 ¢ 4,62+0,48 ¢ 4,50£1,002 1,030,112
FR 500 5,00£0,00 © 4,87+0,25 ¢ 5,000,002 1,02+0,11°
750 5,00£0,00 ¢ 5,00+£0,00 ¢ 4,00£0,822 0,79%0,15°
1000 5,00£0,00 ¢ 4,87+0,25 ¢ 4,750,502 0,89+0,29°
100 5,00£0,00 ¢ 5,00+0,00 ¢ 4,75+0,50° 1,03+0,24
250 5,00£0,00 ¢ 4,52+0,33 ¢ 4,750,502 0,89+0,24°
FRS 500 5,00£0,00 °© 4,87+0,25 ¢ 4,500,582 1,00+0,11°
750 5,00£0,00 ¢ 4,87+0,25 ¢ 4,00+1,152 0,91+0,312
1000 5,00£0,00 © 4,87+0,25 ¢ 3,50+0,582 0,65+0,12°
CONTROLE - 5,00£0,00 ¢ 5,00+£0,00 ¢ 4,750,502 0,94+0,302
AGUA
CONTROLE - 5,00£0,00 ¢ 5,00+£0,00 ¢ 4,750,502 1,02+0,20°
METANOL

FONTE: A autora (2019)
NOTA: extrato bruto (EB), fragdo hexano (FH), fragao cloroférmio (FC), fragao acetato de etila (FAE),
fracdo remanescente (FR), fragdo hexano do sdlido (FHS), fragdo cloroférmio do sélido
(FCS), fracao acetato de etila do solido (FAES), fragdo remanescente do sélido (FRS).
*Valores das médias das quadruplicatas * desvio padrdo. Médias seguidas de letras
diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Scoft-
Knott.

A capacidade de germinagdo na fragdo cloroformio ndo foi afetada

similarmente ao indice de velocidade de germinagdo. Foi observado nas mesmas

concentragdes, onde ndo ocorreu redugao na germinagéo, um atraso no processo

germinativo. Apesar da germinabilidade ser um indice muito utilizado em estudos

alelopaticos, na maioria das vezes nao demonstra um resultado expressivo.
(UHLMANN; OLIVEIRA; SANTOS, 2018). Ainda, segundo Carvalho et al. (2015) a

germinagao € mais resistente a substancias alelopaticas do que o crescimento das

plantulas.

A concentragdo de 250 upg/mL dessa fracdo afetou a velocidade de

germinagao e inibiu a germinacdo com mais intensidade (até 30% de inibicdo)
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quando comparada ao controle. O aumento da concentragcdo dessa fragdo nao
acarretou aumento da inibicdo, portanto, ndo pode ser considerada como
dose/dependente. Na fragdo hexano do sélido houve influéncia em ambos os
parametros analisados na concentragcao de 500 pg/mL, com inibicdo de até 25% da
capacidade de germinagéo em relagéo ao controle.

Quando testadas em sementes de A. cepa as fragdes nao apresentaram
nenhuma interferéncia no processo de germinagédo quando comparadas ao controle.
Quanto ao indice de velocidade de germinacéo a fragdo hexano (FH) em todas as
concentragbes testadas; fragdo hexano do sélido (FHS) de 250-750 ug/mL; fragcéo
cloroférmio (FC) 1000 pg/mL; fracdo cloroférmio do sdlido (FCS) 250-750 pg/mL;
fracao acetato de etila (FAE) 750 pug/mL; fragdo acetato de etila do solido (FAES)
250 pg/mL; fragdo remanescente (FR) 750-1000 pg/mL; fracdo remanescente do
sélido (FRS) 250 e 1000 uyg/mL e extrato bruto na concentracdo de 750 pg/mL
ocasionaram diminuicdo dessa velocidade comparadas ao controle. As demais
fracdes e concentragdes nao interferiram nesse indice. Para melhor visualizagao dos
dados desse experimento, as fragcbes com diferenca estatistica dos controles foram
expressas graficamente (FIGURAS 15 e 16), respectivamente para L. sativa e A.

cepa.

FIGURA 15 - GERMINACAO E iNDJCE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO (IVG) DE Lactuca
sativa FRENTE A FRACOES DE Ocotea bicolor.
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A A — IVG
—A— %G

- 100

%G

350

0

FONTE: A autora (2019)

NOTA: fragcdo hexano do sélido (FHS), fragao cloroférmio (FC), *Letras minusculas diferentes
representam diferenga estatistica a nivel de 5% de significancia para o IVG pelo teste de Scoft-
Knott.Letras maiusculas diferentes representam diferenga estatistica a nivel de 5% de significancia
para na germinagdo pelo teste de Scoft-Knott.
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FIGURA 16 - GERMINAGAO E INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO (IVG) DE Alium cepa
FRENTE A FRAGOES DE Ocotea bicolor.
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FONTE: A autora (2019)
NOTA: extrato bruto (EB), fracdo hexano (FH), fragao cloroférmio (FC), fragdo acetato de etila (FAE),
fracdo remanescente (FR), fracdo hexano do solido (FHS), fragao cloroférmio do soélido (FCS), fragcao
acetato de etila do sélido (FAES), fragdo remanescente do sélido (FRS).*Letras minusculas diferentes
representam diferenca estatistica a nivel de 5% de significancia para o IVG pelo teste de Scott-Knott.
(*) demonstra que nao houve diferenca estatistica a nivel de 5% de significancia para a germinagao
pelo teste de Scott-Knott.

Diferente dos achados no presente estudo, Araujo (2012) ao testar os efeitos
alelopaticos das fragbes de O. pulchella em L. sativa, observou em todas as fragbes
testadas, exceto a fragdo hexénica, uma interferéncia na porcentagem final de
germinagao das sementes com valores de inibigdo superiores a 50%, em todas as
concentragbes ensaiadas, sendo que essas mesmas amostras nao interferiram na
velocidade de germinacado de maneira significativa.

Outros estudos atestaram o potencial alelopatico de espécies de Ocotea,
como o de Prichoa e colaboradores (2013), utilizando extrato aquoso de O.
odorifera, o qual evidenciou diminui¢do da porcentagem de germinagao de sementes
de alface em relagédo ao controle, mesmo na menor concentragao testada (0,1%).
Em pesquisa similar com a mesma espécie, também com extrato aquoso (folhas,
raizes e caule) foi observada redugéo significativa da germinagcdo de sementes de
sorgo (CARMO; LIMA-BORGES; TAKAKI, 2007).

As mudancas no padrao de germinagao sao decorrentes das interagdes que
ocorrem em niveis celulares e moleculares como: alteragdes na permeabilidade de
membranas, transcricdo e tradugdo do DNA, absor¢cdo de minerais, funcionamento
de mensageiros secundarios, respiragdo, conformagdo de enzimas e receptores
entre outros (FERREIRA; AQUILA, 2000; MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2006).
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4.6.1.2 Teste de Crescimento

Nessa analise foram calculadas as médias de crescimento (mm) da radicula
e do hipocdtilo de plantulas de L. sativa e A. cepa submetidas ao extrato e fragdes
de O. bicolor. Os dados foram compilados e expressos na (TABELA 15), e para uma
melhor visualizagdo também foram expressos de forma grafica nas (FIGURAS 17-
20), onde as amostras que foram dispostas acima do eixo X demonstraram efeito
estimulatério e as que se encontram abaixo desse eixo apresentaram efeito

inibitério, quando comparadas ao grupo controle.

TABELA 15 - ENSAIO DE CRESCIMENTO DA RADICULA E HIEOCOTILO DE Lactuca sativa E
Allium cepa SUBMETIDAS AO EXTRATO E FRACOES DE Ocotea bicolor

(continua)
L. sativa A. cepa
Amostra ng(;enr‘\(t)rsatgzo Radicula Hipocaétilo Radicula Hipocaétilo
(ng/mL) (mm) (mm) (mm) (mm)

100 30,45+9,33 f 18,7445,08 ¢ 11,169,162 | 24,94+20,90°

250 33,91%£10,38°¢ 16,83+5,02¢ 10,32+6,602 | 24,28+19,882

EB 500 35,8846,63 9 23,5045,58 © 10,1746,892 | 29,99+14,61°
750 32,42+10,13f 19,2346,69 ¢ 10,755,642 | 27,47+12,312

1000 32,0045,86 f 18,68+4,74 ¢ 9,68+6,87 2 23,93+13,87°

100 18,4716,10° 21,3045,70¢ | 20,05+16,23° | 40,97+21,44°

250 20,87+5,34°¢ 17,84+4,83 ¢ 12,20+8,092 | 34,03+21,95°

FH 500 17,0546,52° 17,99+5,15¢ 8,675,862 28,07+18,38°
750 17,8846,00° 15,8814,82° 10,115,162 | 23,47+14,162

1000 15,29+3,45° 15,50+1,82° 8,795,262 16,15£12,57°

100 24,09+6,06 ¢ 24,24+4,42° | 13,53+11,602 | 30,36+22,40°

250 23,78+10,62¢ | 25,85+9,93 ¢ 14,60+9,48° | 28,81+19,16°

FHS 500 23,35+4,08¢ 21,95+4,34 ¢ 10,6946,932 | 24,36+15,422
750 24,01+2,86¢ 20,14+4,21 © 7,985,542 21,02+13,88°

1000 16,7946,97° 12,8515,44 © 6,31+4,132 15,679,992

100 5,33+2,502 20,7449,29 ¢ 10,50+7,62@ | 20,91+13,752

250 3,712,982 13,21+6,77 © 8,105,402 20,18+12,90°

FC 500 4,18+5,03° 10,5046,76 ° 7,134,312 22,37+12,64°
750 1,011,672 3,4246,04 @ 5,804,932 18,03+15,20°

1000 0,972,672 1,233,422 6,3314,232 12,45+11,39°




TABELA 15 - ENSAIO DE CRESCIMENTO DA RADICULA E HIPOCOTILO DE Lactuca sativa E

Allium cepa SUBMETIDAS AO EXTRATO E FRAGCOES DE Ocotea bicolor

(continuacao)

L. sativa A. cepa
Amostra Cg:‘;er::;%:o Radicula Hipocatilo Radicula Hipocatilo
(ng/mL) (mm) (mm) (mm) (mm)

100 18,09+3,35¢ 20,61+4,05 ¢ 10,4046,30° 22,78+15,46°

250 16,64+3,68° 17,94+4,40¢ 9,7616,742 20,88+14,822

FCS 500 15,09+4,45° 21,58+4,79 ¢ 8,4415,542 22,23+14,69°

750 16,04+4,32° 20,76+4,60 © 8,78+4,282 16,398,712

1000 14,21+£2,70° 16,93+2,23¢ 6,645,012 12,359,422

100 14,39+5,80° 23,86+8,06 © 8,876,722 29,97+19,47°

250 13,86+7,50° 22,87+4,01 ¢ 8,046,962 27,13+21,80°

FAE 500 18,75+9,01¢ 14,3314,81°¢ 10,286,382 34,30+20,82°

750 23,587,704 8,9914,45° 12,624,172 41,79+£13,75°¢

1000 19,27+7,34 ¢ 6,51+£3,52° 11,51+7,79° 31,78+17,34°

100 20,25+10,41°¢ 9,59+3,82° 12,23+7,50° 32,88+17,37°

250 25,50+8,90¢ 15,40+5,12 © 11,5848,652 36,91+23,77°¢

FAES 34,10%£10,019 16,54+6,06 ¢ 11,747,442 30,35+20,56 °
500

750 36,51+8,24 9 22,86+5,50 © 9,255,992 29,61+16,76°

1000 36,56+8,92 9 21,1314,67 © 8,285,292 24,74+16,582

100 28,29+8,67 © 30,31+8,06 f 10,1246,742 25,98+12,332

250 27,84+9,32¢ 29,4949 21f 11,11+12,652 | 21,25+£16,92°

R 500 32,38+10,55" | 35,45%4,93 9 10,87+5,992 28,13+12,132

750 22,90+8,14 ¢ 29,56+9,10f 10,458,572 23,20+16,412

1000 22,495,969 31,72+8,43f 8,63+5,022 35,75+18,43°

100 32,39+11,527 | 32,49+11,68F 12,44+7,63° 33,34+19,86°

250 28,17+11,13¢ 14,43+6,53 ¢ 10,94+6,20° 39,29+17,99°¢

FRS 500 35,07+10,389 10,59+5,51° 11,4646,17 2 39,43+19,14°¢

750 35,51£10,809 11,00+5,29° 13,98+7,30° 35,11+18,38°

1000 32,29+10,93 15,52+5,18°¢ 8,745,382 25,54+15,612
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TABELA 15 - ENSAIO DE CRESCIMENTO DA RADICULA E HIEOCOTILO DE Lactuca sativa E
Allium cepa SUBMETIDAS AO EXTRATO E FRACOES DE Ocotea bicolor

(concluséo)

L. sativa A. cepa
Concentracao Radicula Hipocatilo Radicula Hipocatilo
Amostra da amostra (mm) (mm) (mm) (mm)
(pg/mL)

CONTROLE ) 29,29+11,08 31,13+4,47f 19,02+8,96°¢ | 40,68+15,99 ¢
AGUA

CONTROLE ) 29,52+4,00 30,05+5,31f 19,91+11,56°¢ | 47,97+23,57 ¢
METANOL

FONTE: A autora (2019)

NOTA: extrato bruto (EB), fragdo hexano (FH), fragao cloroférmio (FC), fragao acetato de etila (FAE),
fracdo remanescente (FR), fragdo hexano do sdlido (FHS), fragdo cloroférmio do sdlido
(FCS), fracao acetato de etila do sélido (FAES), fragdo remanescente do sélido (FRS).
*Valores das médias das quadruplicatas * desvio padrdo. Médias seguidas de letras

diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Scoft-
Knott.

Ao comparar os resultados obtidos para o crescimento da radicula de L.
sativa com o controle, foi observado um efeito estimulatério, estatisticamente
significativo, nas concentracdes de 250 e 500 pg/mL do extrato bruto (EB).

Na fracdo acetato de etila do sdlido (FAES) esse efeito ocorreu nas
concentragbes de 500 ug/mL — 1000 pyg/mL e na fracdo remanescente (FR) na
concentracdo de 500 e 750 pg/mL. Nas demais fragbes houve inibicdo do
crescimento em menor ou maior intensidade, com destaque para a fracéo
cloroférmio (FC) onde ocorreu dose dependéncia e a maior porcentagem de inibi¢ao.
Estatisticamente, essa fragao foi a mais distante do controle.

Os resultados para o crescimento da radicula em sementes de A. cepa
demonstram inibicdo em praticamente todas as fragdes testadas, com excecao para
a fracdo hexano (FH) na menor concentracdo, a qual se assemelhou
estatisticamente ao controle.

Foi observado no cresimento do hipocétilo de L. sativa a inibigao frente a
todos os extratos testados, exceto a concentragdo de 500 pg/mL da fragéo
remanescente (FR), na qual ocorreu estimulo. A fragdo cloroformio apresentou dose
dependéncia na inibicdo, sendo esta mais expressiva nas maiores concentragoes
testadas.

Em A. cepa somente as fragdes hexano (FH) 100 pg/mL, fragdo acetato de
etila (FAE) 750 ug/mL, fragdo acetato de etila do sélido (FAES) 250 ug/mL e fragcéo

remanescente do solido (FRS) 250 e 500 ug/mL se assemelharam estatisticamente
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no crescimento do hipocdtilo. O restante das fracdes provocou inibicdo e as fracdes
hexanos (FH e FHS) apresentaram dose-dependéncia.

A acgao inibitoria do crescimento do hipocdtilo, de forma mais acentuada em
relacéo a inibigcdo da radicula € um efeito pouco relatado na literatura. Varios autores
afirmam uma maior interferéncia no sistema de crescimento radicular em relagédo ao
hipocotilo, pois os tecidos da raiz sdo mais permeaveis a aleloquimicos. Aliado a
isso, 0 maior contato deste 6rgdo com a superficie onde foi depositada a amostra,
pode alterar o crescimento inicial dos tecidos por interferir nas atividades
metabdlicas da raiz e divisdo celular nas extremidades das mesmas (CRUZ-
ORTEGA et al., 1998; CHUNG; AHN; YUN, 2001; NISHIDA et al., 2005).



FIGURA 17 - ENSAIO DE CRESCIMENTO DA RADICULA DE Lactuca sativa SUBMETIDAS AO
EXTRATO E FRACOES DE Ocotea bicolor
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FONTE: A autora (2019)

NOTA: A: extrato bruto (EB); B: fragdo hexano (FH); C: fracao hexano do sélido (FHS); D: fragédo
E: fragéo cloroférmio do solido (FCS); F: fragdo acetato de etila (FAE); G: fragcao

cloroférmio (FC);
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acetato de etila do sélido (FAES); H: fracdo remanescente (FR); I: fracdo remanescente do sdlido
(FRS); MET: metanol. *Letras minusculas diferentes representam diferenca estatistica a nivel de 5%
de significancia pelo teste de Scott-Knott.



FIGURA 18 - ENSAIO DE CRESCIMENTO DA RADICULA DE Allium cepa SUBMETIDAS AO
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FONTE: A autora (2019)
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cloroférmio (FC); E: fragéo cloroférmio do solido (FCS); F: fracdo acetato de etila (FAE); G: fragéao

acetato de etila do sélido (FAES); H: fracdo remanescente (FR); I: fracdo remanescente do sdlido

(FRS); MET: metanol. *Letras minusculas diferentes representam diferenca estatistica a nivel de 5%
de significancia pelo teste de Scott-Knott.
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FIGURA 19 - ENSAIO DE CRESCIMENTO DO HIPOCOTILO DE Lactuca sativa SUBMETIDAS AO
EXTRATO E FRACOES DE Ocotea bicolor
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FONTE: A autora (2019)
NOTA: A: extrato bruto (EB); B: fragdo hexano (FH); C: fragdo hexano do sélido (FHS); D: fragéo
cloroférmio (FC); E: fragéo cloroférmio do sélido (FCS); F: fracdo acetato de etila (FAE); G: fragéao
acetato de etila do sélido (FAES); H: fracdo remanescente (FR); I: fracdo remanescente do sélido
(FRS); MET: metanol. *Letras minusculas diferentes representam diferenga estatistica a nivel de 5%
de significancia pelo teste de Scott-Knott.
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FIGURA 20 - ENSAIO DE CRESCIMENTO DO HIPOCOTILO DE Allium cepa SUBMETIDAS AO
EXTRATO E FRACOES DE Ocotea bicolor
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FONTE: A autora (2019)

NOTA: A: extrato bruto (EB); B: fragdo hexano (FH); C: fragao hexano do solido (FHS); D: fragao
cloroférmio (FC); E: fragéo cloroférmio do solido (FCS); F: fracdo acetato de etila (FAE); G: fragéao
acetato de etila do sélido (FAES); H: fracdo remanescente (FR); I: fracdo remanescente do sdlido

(FRS); MET: metanol. *Letras minusculas diferentes representam diferenca estatistica a nivel de 5%
de significancia pelo teste de Scott-Knott.
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4.6.2 Avaliagao da atividade hemolitica

A atividade hemolitica reflete a capacidade dos extratos e fragdes de O.
bicolor de promover a lise de células sanguineas. Os resultados dessa atividade
estdo expressos na (TABELA 16) e evidenciado por meio da (FIGURA 21).

TABELA 16 - ENSAIO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DO EXTRATO BRUTO E FRAGOES DE Ocotea

bicolor
(continua)
Amostra Concentragédo da amostra (ug/mL) % de Hemdlise

100 1,497+0,327 ©

250 2,012+0,047 ¢

EB 500 3,041+0,000°¢
750 3,493+0,054 ¢

1000 5,380+0,846 °©

100 5,281+0,773°

250 5,188+0,822°¢

FH 500 4,881+0,941°¢
750 4,308+0,879¢

1000 4,214+0,284 ¢

100 1,987+0,162 ¢

250 1,427+0,122°

FHS 500 1,147+0,516°
750 0,453+0,234°

1000 0,427+0,7052

100 0,440+£0,2232

250 0,520+0,212°2

FC 500 0,707+0,3212
750 0,827+0,469°

1000 2,334+0,510°¢

100 0,773+0,162°

250 1,387+0,411°

FCS 500 1,387+0,266 b
750 1,414+0,311°

1000 1,454+0,284°

100 1,279+0,216°

250 1,528+0,097 °

FAE 500 1,731£0,124°
750 2,027+0,054 ¢

1000 2,963+0,258 ©

100 3,707+0,1014

FAES 250 4,241+0,454 d
500 4,308+0,824 ¢

750 4,348+0,046 ¢

1000 4,388+0,257 ©




TABELA 16— ENSAIO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DO EXTRATO BRUTO E FRAGOES DE

O. bicolor
(concluséo)
Amostra Amostra Amostra
100 3,057+0,929°¢
250 2,698+0,135¢
FR 500 2,635+0,258 ©
750 2,464+0,704 ¢
1000 2,292+0,000°¢
100 2,620+0,162 ©
250 2,807+0,353°¢
FRS 500 3,025+0,378°¢
750 3,072+0,656 ¢
1000 3,181+0,597 ©
100 8,802+0,204 ¢
250 20,490+0,8895 "
SAP 500 50,793+1,079'
750 77,922+2,5488
1000 95,093+0,889
CONTROLE TRITON - 100 %
CONTROLE PBS - 7,641+0,270°F
CONTROLE 6,803+0,521

METANOL

FONTE: A autora (2019)
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NOTA: extrato bruto (EB), fragdo hexano (FH), fracao cloroférmio (FC), fragdo acetato de etila (FAE),
fracdo remanescente (FR), fragdo hexano do sdlido (FHS), fragdo cloroférmio do sdlido
(FCS), fracédo acetato de etila do soélido (FAES), fragdo remanescente do sélido (FRS), SAP:

Controle positivo Saponina, PBS: Controle Tamp&o Fosfato.

*Valores das médias * desvio padrao. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Scott-Knotft.

Os resultados obtidos permitem verificar que a taxa de hemalise ocasionada

pelos extratos e fragcdes de O. bicolor nao ultrapassou os 5% quando comparada ao

Triton 0,1% considerado como 100% de hemodlise. Na maioria das amostras houve

uma resposta dose dependente, no entanto, nas fracdes hexanos (FH e FHS) e

fracdo remanescente (FR) ocorreu o contrario, onde as concentragdes maiores

apresentaram menor porcentagem de hemolise. Dentre as amostras testadas as

fragbes hexano (FH) e fracdo acetato de etila do solido (FAES) apresentaram maior

atividade hemolitica. As menores taxas, préximas de 0%, resultaram da fragao

cloroférmio (FC).



FIGURA 21 - COMPARACAO DA PORCENTAGEM DE HEMOLISE DO EXTRATO BRUTO E

FRACOES DE Ocotea bicolor COM O CONTROLE POSITIVO
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FONTE: A autora (2019)
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NOTA: PBS: Controle Tampao Fosfato; MET: Controle metanol; A: extrato bruto (EB); B: fragdo
hexano (FH); C: fragdo hexano do solido (FHS); D: fragao cloroférmio (FC); E: fragao cloroférmio do
soélido (FCS); F: fragado acetato de etila (FAE); G: fragcao acetato de etila do solido (FAES); H: fragéao

remanescente (FR); I: fragdo remanescente do sélido (FRS); SAP: Controle positivo Saponina.
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Todas as fracbes demonstraram capacidade hemolitica, estatisticamente
inferior aos controles negativos (PBS e Metanol). Apesar do mecanismo de agao da
capacidade hemolitica ndo ser um dos objetivos do presente estudo, podemos inferir
que a baixa capacidade hemolitica do extrato e fragcdes testadas, pode estar
relacionada a presenca de substancias atuantes como antioxidantes naturais,
prevenindo o rompimento de eritrocitos.

De acordo com Ahmed e colaboradores (2019) a presenca de antioxidantes
em extratos vegetais, como os compostos fendlicos e flavonoides, pode prevenir a
hemolise nos eritrécitos pelo fato de estabilizarem a membrana eritrocitica e
capturarem os radicais livres.

Na literatura, os relatos sobre atividade hemolitica do género Ocofea sao
escassos. Rodrigues e colaboradores (2019) ao analisarem os efeitos do extrato
etandlico de cascas e folhas de O. minarum em eritrécitos humanos apés 4 h de
incubacao perceberam indugdo de hemdlise em concentracbes maiores que 25
Mg/mL no extrato etandlico de casca e maiores que 100 ug/mL no extrato etandlico
de folha. Nas maiores concentragdes testadas (100 e 125 ug/mL) houve altas taxas

de hemolise.

4.6.3 Avaliacao do ensaio de NBT sobre neutréfilos humanos

Ao contrario do controle positivo PMA, a astilbina ndo foi capaz de ativar os
neutréfilos na concentracdo de 10 pg/mL, fato evidenciado pela ndo formagao dos
depositos de formazan, como pode ser visualizado na (FIGURA 22).

Alguns estudos tém apontado o efeito imunossupressor da astilbina, o que
pode ser uma ferramenta util em transplantes de 6rgaos, com menores efeitos
adversos (ZHAO et al., 2009). Essa substdncia também causa supressdao do
desenvolvimento e funcionamento das células dendriticas que desempenham uma
funcdo fundamental no inicio do resposta imune (ZOU et al., 2010). No estudo de
Zheng e colaboradores (2013) a astilbina inibiu a adesdo e migragdo de macréfagos

de células endoteliais da veia umbilical humana.
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FIGURA 22 - ATIVA(;AO QUALITATIVA DE NEUTROFILOS HUMANOS
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FONTE: A autora (2021)
NOTA: A: Nao ativagao de neutrofilos humanos pela astilbina; B: Neutréfilos humanos normais; C:
Neutréfilos humanos em NBT; D: Ativagédo de neutréfilos humanos pelo PMA.

4.6.4 Avaliagao da atividade larvicida sobre Aedes aegypti (CULICIDAE)

A escolha do dleo essencial de O. bicolor para a realizagdo dessa técnica,
recaiu no resultado promissor (CLso de 40ug/mL) em estudo preliminar de toxicidade
em Artemia salina (DAMASCENO, 2017). Os resultados obtidos encontram-se
sumarizados na (TABELA 17).

TABELA 17 - CONCENTRAGAO-RESPOSTA DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS E GALHOS DE
Ocotea bicolor EM LARVAS DE Aedes aegypti DE 4° ESTAGIO LARVAL APOS 24H DE

EXPOSICAO
Amostra N Inclinagéo CLso (IC95) CLss (1C95) X2 GL p-value
dareta Hg/mL Mg/mL

OEfolhas 360 5,5+0,75 23,88 (22,33;25,67) 39,41 (34,58;49,2) 35,56 4 0,99

OE galhos 420 6,4+074  185(17,14;19,8)  33,22(29,61:39,14) 9,18 5 0,89

FONTE: A autora (2019)

NOTA: OE: dleo essencial, N: numero de larvas avaliadas, CLso: concentracdo capaz de matar 50%
dos organismos expostos ao tratamento, Cles: concentragdo capaz de matar 95% dos
organismos expostos ao tratamento, IC: intervalo de confianga, X2: Qui-quadrado, GL: graus
de liberdade.

Nao foi encontrada uma faixa de concentracao padrdo para a determinagao
da eficiéncia da atividade larvicida de produtos naturais pela OMS, dessa forma
considerou-se o padrao proposto por Komalamisra et al. (2005), onde: CLso < 50

Mg/mL: altamente ativo; CLso < 100 pg/mL: moderadamente ativo; CLso < 750 pg/mL:
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efetivo; CLso > 750 pg/mL: inativo. Dessa forma, por meio dos resultados obtidos, o
OE de folhas e galhos de O. bicolor foram altamente ativos, por apresentarem CLso
bem abaixo da concentracdo de 50 pg/mL.

Embora os resultados expressos na (TABELA 18) apresentem uma resposta
mais efetiva do 6leo essencial dos galhos (OEG) sobre as larvas de Aedes aegypti,
o coeficiente de inclinagdo da reta do OE galhos foi apenas 1,1 maior que o
coeficiente observado no 6leo essencial das folhas (OEF). Isto indica uma resposta
de mortalidade mais rapida apenas em pequenas variagdes das concentragcdes do
OEG, se comparado com o OEF.

Podemos verificar a semelhanca entre as inclinagdes das curvas pela
(FIGURA 23), onde o intervalo superior da CLgs do OEF se sobrepde ao intervalo
inferior da CL 95 do OEG. Essa sobreposi¢cao esta melhor evidenciado na (FIGURA
24) onde os intervalos de confianga nas ClLgs foram expressos de forma grafica.
Dessa forma, estatisticamente, ambas amostras testadas apresentam similar
efetividade.

FIGURA 23 - CURVAS DE CONCENTRAQAO-MORTALIDADE DAS LARVAS DE Aedes aegypti
EXPOSTAS DURANTE 24H AO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS E GALHOS DE
Ocotea bicolor.
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FONTE: A autora (2020)
NOTA: CLso: concentracéo capaz de matar 50% dos organismos expostos ao tratamento, CLos:
concentragao capaz de matar 95% dos organismos expostos ao tratamento, IC: intervalo de
confianga.



107

FIGURA 24 - COMPARAGCAOQ DA CLso E CLss CONSIDERANDO OS INTERVALOS DE CONFIANCA,
MOSTRANDO A PRESENCA DE SOBREPOSICAO DOS INTERVALOS DE
CONFIANGCA NAS ClLuos.
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FONTE: A autora (2020)
NOTA: CLso: concentragdo capaz de matar 50% dos organismos expostos ao tratamento, CLogs:
concentragao capaz de matar 95% dos organismos expostos ao tratamento, IC: intervalo de
confianga.

Oleos essenciais oriundos das plantas sdo tipicamente constituidos por um
complexo de compostos quimicos agindo isoladamente, aditivamente ou
concomitantemente por meio de multiplos mecanismos de acao. Esse pode ser um
fator preponderante para o baixo desenvolvimento de resisténcia a 6leos essenciais
(SIMAS et al., 2004; THANIGAIVEL et al., 2019).

Os terpenos estdo entre os compostos com maior atividade larvicida. Os
Oleos essenciais com maior teor de hidrocarbonetos sesquiterpénicos,
sesquiterpenos oxigenados e hidrocarbonetos monoterpénicos sdo aqueles com
atividade mais pronunciada (THANIGAIVEL et al., 2019; LUZ et al., 2020).

A atividade larvicida de 6leos essenciais tem sido amplamente estudada.
Entre as familias botanicas com a maioria de espécies com potencial larvicida esta a
Lauraceae, ao lado de Lamiaceae, Myrtaceae, Piperaceae, Asteraceae, Rutaceae e
Euphorbiaceae (DIAS; MORAES, 2014; LUZ et al., 2020; SOUZA et al., 2020).

Inclusive, alguns desses estudos tém apontado alta efetividade de espécies
de Lauraceae, tais como: Beilschmiedia robusta ClLso = 22,0 yg/mL (CHAU et al.,
2020); Cinnamomum  damhaensis, Cinnamomum  ovatum, Cinnamomum

polyadelphum, Cinnamomum tonkinense respectivamente com Clso de 21,43
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Mg/mL, 24,12 yg/mL, 23,41 pg/mL e 17,44 ug/mL (DAl et al., 2020); Cryptocarya
concinna e Cryptocarya infectoria com respectiva CLso de 16,22 yg/mL e 18.94
pg/mL (CHAU et al.,, 2020). Todas essas espécies apresentaram bioatividade
larvicida muito proxima aos valores encontrados no presente estudo. No entanto,
Neolitsea ellipsoidea apresentou uma efetividade maior as espécies anteriormente
elencadas, com CLsode 4,038 ug/mL (CHAU et al., 2020).

Para o género Ocotea, foi encontrado poucos estudos dessa natureza, muito
embora seja um género com muitas espécies aromaticas. Ensaios larvicidas com o
OE de O. nutans (BETIM et al.,, 2019) e O. quixos (SCALVENZI et al.,, 2019)
demonstraram efetividade inferior a O. bicolor apresentando CLso de 250 ug/mL e

75,51 pg/mL respectivamente.

4.6.4.1 Alteragdes morfoldgicas externas das larvas de Aedes aegypti submetidas ao

tratamento do 6leo essencial de folhas e galhos de Ocotea bicolor

Larvas de A. aegypti com aspecto normal sdo compostas de cabeca, torax e
abdémen, sendo este ultimo dividido em oito segmentos. O segmento posterior e
anal do abdémen tem quatro branquias lobuladas para regulagdo osmotica e um
sifao ou tubo de ar para a respiragao na superficie da agua, conforme evidenciado
na (FIGURA 25) (BRASIL, 2001).

FIGURA 25 - MORFOLOGIA EXTERNA DA LARVA DE Aedes aegypti
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FONTE: Adaptado de MONTEIRO (2014)
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As larvas expostas ao OE de folhas e galhos de O. bicolor apresentaram
algumas alteragdes morfologicas externas, as quais estao evidenciadas na (FIGURA
26). Como pode ser observado por meio da micrografia (FIGURA 26A — 26B), as
larvas do grupo controle apresentaram o corpo nitidamente dividido em cabecga,
térax e abdémen e segmentos bem diferenciados. Na (FIGURA 26B) é possivel

observar papilas anais e sifao respiratorio com caracteristicas normais.

FIGURA 26 - MORFOLOGIA EXTERNA DAS LARVAS DE Aedes aegypti EXPOSTAS AO OLEO
ESSENCIAL DE Ocotea bicolor

FONTE: A autora (2020)

NOTA: A e B: Controle; C: OEF 12; D: OEG 12; E: OEF 16; F: OEG 16; G: OEF 20; H: OEG 20; I:

OEF 24; J: OEG 24; K: OEF 28; L: OEG 28. Concentracao ug/mL. OEF: éleo essencial das folhas;
OEG: dleo essencial dos galhos.
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Em geral, as larvas tratadas com OE de folhas e galhos de O. bicolor
apresentaram-se com aspecto fragil, curvado, pouco resistentes e com mobilidade
comprometida. Ja& nas primeiras 12h de contato com a solugdo (sobretudo as de
maior concentragao), as larvas aparentavam letargia, ficando paradas no fundo do
recipiente, movendo-se apenas com leves batidas no frasco.

Quando comparadas ao grupo controle, as larvas expostas ao OE de folhas
e galhos de O. bicolor apresentaram distintas alteracbes nas diferentes
concentragbes utilizadas. O alongamento da cérvix foi a mais predominante
(FIGURAS 26F, 26G, 26H, 26K, 26L), respectivamente nas amostras de OEG 16
pMg/mL, OEF 20 pg/mL, OEG 20 ug/mL, OEF 28 ug/mL, OEG 28 pg/mL. Esse tipo de
alteragao foi evidenciado no estudo de Phophiro (2008) atribuida a intoxicagéo pelo
Oleo de Carapa guianensis e Copaifera sp. apés 24 horas de exposi¢do. Achado
semelhante foi identificado no estudo com O6leos volateis de Microlobius foetidus
(SILVA, 2014).

Essa caracteristica também foi observada pelo uso do pesticida
Diflubenzuron (BORGES et al., 2004). Alongamento no primeiro seguimento ocorreu
nas larvas submetidas ao OEG 16ug/mL e OEF 20 ug/mL (FIGURAS 26F, 26G),
bem como encurtamento dos segmentos (FIGURA 26C, 26D) na concentragao de
12 ug/mL para o OEF e OEG.

O escurecimento dos segmentos pode ser observado nas (FIGURAS 26D,
26J, 26L) nas concentragdes de 12 ug/mL e 28 ug/mL do OEG. Tal escurecimento
pode ser causado pela sobreposigdo das cuticulas dos segmentos abdominais
(BARRETO et al, 2006) ou alteracbes na matriz peritréfica (EDWARDS; JACOBS-
LORENA, 2000). A matriz peritréfica atua como barreira protetora contra varias
substancias quimicas, agentes microbianos e até mesmo contra agressoes fisicas
causadas pela ingestdo de alimentos ou substancias (VALOTTO et al., 2010). No
estudo conduzido por Fujiwara (2017) alteragcdo semelhante se deu ao ser as larvas
expostas a cinamato de metila e ao linalol.

Também foi observado uma reducdo da espessura do corpo gorduroso
expondo os segmentos das larvas quando submetidas ao OEF 12 ug/mL e 16
pg/mL, OEG 16 pg/mL e 20 pg/mL, OEF 24 ug/mL (FIGURAS 26C, 26E, 26F, 26H,
261). Levando-se em consideragao o papel de reserva energética desempenhada

pela gordura corporal, um bloqueio na digestdo ou absorgao de nutrientes promovido
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por danos as células epiteliais do intestino, podem ocasionar a morte da larva por
falta dessa reserva (ARRESE; SOULAGES, 2010; SAUCEDO, 2011).

Outras alteragbes foram detectadas, tais como: inibicdo das papilas anais
(FIGURAS 26D, 26G) nas larvas expostas ao OEG 12 ug/mL e OEF 20 pg/mL;
deslocamento das pecas do abddébmen (FIGURAS 26D, 26E; 26G; 26l) nas
concentracdes de 12 ug/mL, 16 pg/mL, 20 ug/mL, 24 pg/mL do OEF; ma formagao
na regiao do térax (FIGURAS 26E, 26G), para o OEF 16 ug/mL e 20 pug/mL; ma
formagao na regido do primeiro segmento (FIGURAS 26H, 26L) quando submetidas
ao OEG 20 ug/mL e 28 ug/mL; ma formagao na regido do térax, primeiro e segundo
seguimentos na exposi¢cao ao OEG 24 ug/mL (FIGURA 26J) e nas larvas em contato
com o OEF 24 ug/mL ocorreu o colapsamento do segmento anal e sifao respiratorio,
nédo sendo possivel a sua identificagdo (FIGURA 26l).

Outra caracteristica observada foi a inundacao fisica do sistema traqueal
(FIGURA 26E) na concentragado de 16 ug/mL do OEF. Como pode ser verificado
nessa figura, o sistema traqueal apresenta-se translucido, indicativo da presencga de
liguido nessa porgéo. Diferentemente, o grupo controle (FIGURA 26A) exibe essa
mesma porgdo de forma opaca e escura. Esse aspecto, segundo Souza e
colaboradores (2012) é caracteristica da presenga somente de ar. De acordo com
Corbet e colaboradores (2000) uma das formas de atuacao dos 6leos essenciais
como larvicida € a inundagao do sistema traqueal, podendo atuar também por meio
da interrupgao das forgas que permitem que as larvas repousem na superficie, por
toxicidade quimica, por inducdo de respostas quimiossensoriais ou pela acgao

combinada.
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5 CONCLUSAO

Por intermédio do presente trabalho foi possivel a identificacdo do flavonoide
glicosilado da classe dos diidroflavondis: astilbina (3-O-a-ramnosideo de taxifolina ou
diidroquercetina-3-O-a-ramnosideo). A substancia foi isolada da Fracdo Acetato de
Etila do Sdlido (FAES) e identificada por técnicas de RMN de 'H e 13C.

A partir da obtencao do 6leo essencial das folhas e galhos de Ocotea bicolor
por hidrodestilagdo e analise cromatografica por CG/EM, foi possivel detectar a
predominancia de sesquiterpenos no Oleo essencial das folhas e alcoois
sesquiterpénicos no oOleo essencial dos galhos. Os compostos majoritarios para
ambas as amostras foram: 5-hidroxicalameneno (28,98% - folhas / 49,19% - galhos);
trans — calameneno (23,56% - folhas / 17,53% - galhos); a-Copaeno ( 7,25% - folhas
/ 3,17% - galhos) e trans-Muurola-4(14),5-dieno (6,54% - folhas / 2,65% - galhos).

A concentracao de fendlicos totais foi considerada elevada em todas as
amostras, com destaque para a Fracao Acetato de Etila (FAE) e Extrato Bruto (EB).
Referente a avaliacdo da capacidade antioxidante, os resultados foram expressivos
frente todas as técnicas utilizadas. As Fragbes Acetato de Etila do Sdlido (FAES),
Fracdo Acetato de Etila (FAE) e a Fragdo Remanescente do Sdlido (FRS) foram as
que mais se destacaram apresentando a maior capacidade antioxidante total pelos
métodos de reducgao do ferro — FRAP, ABTS e ORAC. Por intermédio do tratamento
estatistico de correlacdo de Pearson, foi possivel identificar uma correlacdo muito
forte entre a capacidade antioxidante e o teor de compostos fendlicos em quase
todas as amostras.

Em relacédo ao estudo alelopatico as Fragdes Cloroféormio (FC) e Hexano do
Sdlido (FHS) interferiram na germinacao das sementes de Lactuca sativa. Quando,
porém, testadas em sementes de Allium cepa as amostras nao apresentaram
nenhuma interferéncia no processo de germinagao, o que ndo ocorreu para o indice
de velocidade de germinacao, onde varias fragdes influenciaram negativamente. No
teste de crescimento da radicula e do hipocdtilo de plantulas de L. sativa e A. cepa a
maioria das fragdes causou um efeito inibitorio.

No ensaio da atividade hemolitica todas as amostras testadas apresentaram
valores abaixo de 5% quando comparadas ao controle positivo. Na avaliagdo da
atividade imunomoduladora sobre neutréfilos humanos o isolado astilbina na

concentracao de 10 yg/mL nao foi considerado ativador de neutrofilos.
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O dleo essencial das folhas e galhos da espécie em estudo demonstraram
alta atividade larvicida sobre Aedes aegypti, inclusive induzindo alteragbes
morfolégicas externas nas larvas expostas a elas, mesmo nas menores
concentragbes testadas, com predominancia do alongamento da cérvix. Tais

alteragdes interferem na sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados apresentados neste trabalho juntamente aos realizados
previamente e descritos em Damasceno (2017) indicam o potencial de Ocotea
bicolor (Lauraceae).

A espécie apresentou resultados promissores na capacidade antioxidante
por meio de ensaios colorimétricos. No entanto para atestar sua real capacidade
antioxidante, estudos in vitro e in vivo devem ser considerados, razado pela qual em
sistemas bioldgicos a resposta antioxidante pode ser diferenciada.

A atividade alelopatica de O. bicolor, torna a espécie elegivel para a
formulacao de um biopesticida. No entanto, tal estudo deve ser ampliado, por meio
de testes em plantas daninhas a fim de elucidar o mecanismo de acgéo frente a
outras espécies vegetais.

Apesar dos resultados proeminentes da toxicidade do 6leo essencial sobre
larvas de Aedes aegypti, seu uso para tal finalidade deve ser atrelado a mais
estudos toxicolégicos, uma vez que sua acao téxica pode afetar outros sistemas
bioldgicos.

Dessa forma, de acordo com os resultados apresentados com O. bicolor,
futuras investigagbes com mais analises antioxidantes, alelopaticas e sobretudo
toxicoloégicas devem ser consideradas. Cabe considerar que, em se tratando de uma
espécie com abundante composicdo quimica e pertencente a uma familia rica em
metabdlitos secundarios, ainda restam substancias a serem identificadas e testadas,

ampliando seu potencial biolégico e farmacolégico.
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ANEXO 1 - AUTORIZAGCAO DAS ATIVIDADES DE ACESSO AO PATRIMONIO
GENETICO

SERVICO PURBLICO FEDERAL
MIMISTERID DO MEID AMBIENTE .
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOE NATURAIS RENOVAVEIS

AUTORIZACAO DAS ATIVIDADES DE ACESSO A PATRIMONIO
GENETICO REALIZADA DE ACORDO COM A RESOLUCAO CGEN N°35,
DE 27 DE ABRIL DE 2011
N" 0372014

O INSTITUTO BRASILEIRD DO MEID AMBIENTE E DS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEIS, credenciado pelo Conselho de Gestlo do Patrimiinio Genético
{COEN/MMA), por meio da Deliberagio CGEN n® 40, de 24 de setembro de 2003, para autorizar
instituigio nacional, piblica ou priveda, que exerca atividade de pesquisa e dessnvolvimento nas
areas biologicas e afins, a sceszar amostras de componente do patriminio pendtico para fing de
pesquisa cientifica sem potencial de uso econdmico, auteriza com amparo na Resoluglo CGEN n®
35, de 27 de abril de 2011, que dispée sobre regularizagio de atividades de acesso an patriménio
pendtico efou ao conhecimento tradicional associado ¢ sua exploraglo econdmica realizadas em
desacords com a Medida Provisfria no 2.186-16, de 23 de agosto de 2001 e demais normas, as
atividades de acesso ao patriminio genético desenvolvidas pela:

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, CNPIMF 1, 75.005.679/0001-49, situada
na Fua XV de Novembro, 1299, Curitiba-PR, CEP: 80060-000, ¢ representada na pessoa do Heitor
Faki Akel Sobrinho, RG n® 1.439.536-9 S55F/PR, CPF n® 359.063.759-53, no ambito dag
atividades do projete de pesquisa “Extude (hiimico ¢ Bivldgico das Expécies Fegetais ™,

Objetivo da Auterizagio: Avaliar sob aspecto morfoanatdmico, quimico e hioldgice das
espéries poessadas constantes do projeto de pesguisa.

Periodo das atividades: 2000 a 2019,

Validade da Aulorizaciio; Cinco anoes, contados da assinstura. Em razio da continuidade
do projeto de pesquiza, a instituigdo detentore desta autorizagio deverd enviar ao Thama, a partir da
emiszsdo da licenca, relatirio anual sobre a execucdio das atividades de pesguisa, nos termos do
Decreto n” 494672003 e Resolugiio CGEN n® 412015, Enderego para envio do relatdrio:
IBAMA/DBFLO, SCEN L4 MNore, Bloco B, Brasilia-DF, CEP: TOR15-900,

Esta autorizagio das atividedes de acesso estd vinculada &8 informagiies e termos assinados
pelo requerente, constantes do processo n® 02000001 165/2013-47.

I‘I ”/; Brusilin, | clt, margo de 2014,
i -
o

Volney . Zﬂ’.nLa'dJ Junior
Fresidem



140

ANEXO 2 - APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA CEP/SD 1033.158.10.11

| Eotor de Giéncias da Sakda
e maenlhd do Etica em Pesgisies

LA Minintérss @i Educagio
=== |inivemnxiade Foderl do Parana

Curitiba, (1 g Sewarairo do 2017

lima fa) 5. [A)
Dbadulic Gemoa Migial
Joslane do Fatima o pri Diad

Hreeia

Pregadola) Fospuissd i),

Cominicamas que o Proels de Pesqusa inlilulado “Estudo do
produios natarals sobroe 8 funglo dos neutrédilos henmamoa” estd de acande com
= nomnas &lcas csooslecidas pels Resolucdo CHE 19906, ol ansfisado pels
Comid d= Elica een Pasgusa do Setor de Cidncing da Sadce da UFPR. em reuniao
swalizeda ro dia 01 de decembre de 2018 ¢ apreseniecu pandéncias). Pendincials)
apesamadals). decus criols| analmade(s) & profrio aprovado e 01 de jeverern e
21,

Regisiro CERSD: 1033.168010.11 CAAE: O00D.0.088.000-10
Conforme & Resolupho CHE 19686, solitiamos que sejam apresentados. & este GEP,
selatdrios scbea o acdaments da pesquisa, bem como informagies rolativas as
medifi cagiéas &0 [ tocole, cemculaments, enceTaments @ desting  doa
ceahecimenios ohtideoa,

Dats para eat-cga do relabéria Fnal oo parcial: G1AR2011,

Alanciosamant=

vice-Goordangdons do Combd de Sica am
Foaquisa do Setor de Cincdas da Sadde

Bzt Pidig Coviargo, 380 — Ao da Ghira - Gurite£ = & EP BO2E0-240
Far [L7}000-T250 = gamel: oomehc s o ufpn e
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ANEXO 3 - APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA 23075.027346/2013-18

[T IJITT UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

nnnnnn

%~ Ministério da Educacdio
i

LA | Setor de Ciéncias Biolbgicas

ey : -
| W ] FPRCMIMod&EumFgEL:m;m mais

NIRRT ACE FECLRAL DO PARANS

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Setor de f;::cﬁ
Bioldgicas da Universidade Federal do Parand, instituido pela PORT a0 e
787/03-BL, de 11 de junhao de 2003, com base nas normas para a mde gt
funcionamento da CEUA, estabelecidas pela REE{JLU{;AD N° 01/03-BL., e
maio de 2003 e considerando o contido no Regimento Internc da
CERTIFICA que os procedimentos utilizando animais no projeto de |
abaixo especificado, estio de acordo com as principios éticos eg.tabelaudna pﬂb
Colégio Brasileira de Experimentagio Animal (COBEA) e exigéncias estabelecidas
em “Guide for the Care and Use of Expenmental Animals (Canadian Council on
Ammal Care)’

CERTIFICATION

The Ethics Animal Experiment Committee of the Setor de Ciéncias Biolégicas of

the Federal University of Parana, established by the DECREE N° 787/03-BL on June 11th

2003,

based upon the RESOLUTION N° 01/03-BL from May Sth 2003, and upon the

CEUA internal regiment, CERTIFIES that the procedures using animals in the research
project specified below are in agreement with the ethical principals established by the
Experimental Animal Brazilian Council (COBEA), and with the requirements of the “Guide
for the Care and Use of Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care)".

PROCESSO: 23075.027346/2013-18 APROVADO: 11/07/2013 - R.0. 08/2013

TITULO: Ecologia e controle de Culicidae (Diptera) de relevancia em satide piblica

AUTORES: Mario Antonio Navarro da Silva, Anna Julia Pietrobon, Oscar Alexandre
Aguirre Obando

DEPARTAMENTO: Zoologia




