UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

GABRIELA COLACO SILVESTRE

Esenbeckia grandiflora Mart.: MORFOANATOMIA, CARACTERIZACAO QUIMICA,

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E CITOTOXICA

CURITIBA
2022



GABRIELA COLACO SILVESTRE

Esenbeckia grandiflora Mart.: MORFOANATOMIA, CARACTERIZACAO QUIMICA,
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E CITOTOXICA

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pods-
Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, Setor de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal do
Parana, como requisito parcial a obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr Fabio Seigi Murakami
Coorientadora: Prof2 Dr? Thalita Gilda Santos

CURITIBA
2022



FICHA CATALOGRAFICA

Silvestre, Gabriela Colago

Esenbeckia grandifiora Mart. [recurso eletrdnico] : morfoanatomia, caracterizacao
guimica, atividade antimicrobiana e citotoxica / Gabriela Colago Silvestre —
Curitiba, 2022.

1 recurso online: PDF.

Dissertagdo (mestrado) — Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias

Farmacéuticas. Setor de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Parana,
2022

Orientador: Prof. Dr. Fabio Seigi Murakami
Coorientador: Profa. Dra. Thalita Gilda Santos

1. Rutaceae. 2. Microscopia. 3. Oleos volateis. |. Murakami, Fabio Seigi.
Il. Santos, Thalita Gilda. lll. Universidade Federal do Parana. IV. Titulo.

CDD 583.75

Maria da Conceigdo Kury da Silva CRB 9/1275




TERMO DE APROVACAO

MINISTERIO D& EDUCAGRD

SETOR DE CHENCIAS DA SALIDE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANG
PRO-REITORIA DE PESOUESA E POS-GRAOUAGAN
PROGRAMA DE POS-GRADUACAD CIEMCIAS
FARMACEUTICAS - 4000 0104 2PE

TERMO DE APROVACAD

0= mambros da Bence Examnadon desgnada pefo Colegiado oo Frograma e Pos-Gradungiio CIENCIAS FARMACEUTICAS da
Universidade Feaderal do Farana foram corvecatas para realizer 8 srguigss da dissertagio de Mesiredo de GABRIELA COLACO
SILVESTRE intilulads: Esenbeckia grandiflors Mart: MORFOANATOMIA, CARACTERIZAGCAD oulmiCA, ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA E CITOTOXICA, sob anentagis do Prof. Dr. FJ'\PIO SEIGI MURAKAMI, que apis berem nguirids & shins &
roplizodda o avalacio do trabalho, o de parecer peta m_ﬂf@_ﬂ?ﬁ_ rex il e dafesa

& outorga do itk de mestra estd suseita & homologacio pelt: colepiads, s slendimento de todas s mdicagbes & comacies
soicilEdas pela Bancs & a0 peno atendimaento das demandas resgimentsis do Programa te Pos-Graduagia

CURITIBA, 28 di Nowambio de 2022

Ayalizder Exlemo (UNIVERSIDADE ESTADUSL DE PONTA GROSSA)

WESLEY MAURICIC BE S0OLU2A
fvaliador intemo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

.ﬂ.-.una;.F'm!ulh;l.nlh:m i.lpmu. 532 - DURITIBA - Prrans - Brasi
CEP BOZ10-170 - Ted (41) A360-4088 - E-mail chulpnigmail com



DEDICATORIA

Aos meus pais, Gilmar e Ana Silvestre,
a Ismael Kozoski[in memoriam] e,

a todos que de alguma forma se fizeram presentes em minha vida.



AGRADECIMENTO

A vida ensina que devemos ser sempre gratos. Gratos pelas béngaos e a tudo
que recebemos do universo e, principalmente, pelas pessoas que atravessam a nossa
vida e que se instalam trazendo ensinamentos pessoais e profissionais. A realizagéo
deste trabalho € fruto de uma construgdo, na qual a participacdo de cada um foi
essencial.

Primeiramente, agradeco a Deus por ter me mantido na trilha certa durante este
projeto de pesquisacom saude e forgas para chegaraté o final. Agradegoaos meus pais,
Gilmar e Ana Silvestre, por nuncaterem medido esforgos para me proporcionarem um
ensino de qualidade, dando todo o suporte e incentivo necessario para que eu pudesse
alcangar meus objetivos. Aos meus irmaos, Rafaela e Vinicius Silvestre, pelo
companheirismo e apoio em todas as etapas de minha vida. Ao meu namorado,
Guilherme Kozoski, por ter me incentivado nos momentos dificeis, pelo
companheirismo, suporte e por sempre acreditar em mim. Aos meus amigos (em
especial a Kathllen, Lorayne, Drielly, Paula, Julia e Douglas), que sempre se fizeram
presentes em minhavida e acreditaram em meus sonhos. Obrigada pelas palavras de
incentivo, pelos abracos e sorrisos compartilhados. A todos: agradeco por
compreenderem minha auséncia enquanto me dedicava a este projeto.

Ao meu orientador Dr. Fabio Seigi Murakami, pela oportunidade e apoio na
elaboragao deste trabalho.

A minha coorientadora Dra. Thalita Gilda Santos, por ter confiado em mim para
realizar esse projeto e tantos outros. Obrigada por estar sempre disponivel, por
esclarecer inumeras duvidas, pelas palavras de incentivo, pelos conselhos, pelo
conhecimento compartilhado e pela amizade durante o processo. Obrigada por ajudar a
construira profissional e pessoa que sou hoje!

Ao botanico Dr. André Luis de Gasper, pela coleta e identificagdo do material
vegetal utilizado no desenvolvimento desse projeto. A professora Dra. Lorene
Armstrong, pelo suporte e ensinamentos transmitidos. Ao Complexo de Laboratérios
Multiusuarios (C-LABMU) da Universidade Estadual de Ponta Grossa, pelas analises
realizadas em microscopia eletrdnica de varredura. A professora Dra. Amanda Crisma
do laboratério de Hematologia (UFPR), pela camera utilizada nas fotografias expostas

neste trabalho.



A professora Dra. Beatriz Helena L. de N. S. Maia e aos colegas do laboratério
LAPNEQ (UFPR), em especial a Ma. Rebeca Gabriel de Camargo e Sara S. L. Graf,
por me receberem e auxiliarem quando a elas recorri. Ao professor Dr. Cicero
Deschamps e ao Dr. Roger Raupp Cipriano do laboratério de Ecofisiologia (UFPR)
pela analise de CG-DIC. Ao Thiago José dos Santos, por todo suporte técnico,
treinamento e trocas de experiéncias no CG-EM.

A Ma. Maria da Graga T. de Toledo da Central Analitica pelo suporte e
liofilizagcdo das amostras. A Dra. Flavia L. D. Pontes do Laboratorio de Cromatografia e
Espectrometria de Massas (LCE) da UFPR, pelas anélises em CL-EM/EM. Ao professor
Dr. Wesley M. de Souza por possibilitarque as analises de citotoxicidade pudessem ser
realizadas e, as minhas colegas Ma. Juliana C. Atherino e Dra. Andressa F. Santos,
por todos os conhecimentos compartilhados. A minha amiga Mariana Mengarda, pela
amizade e conhecimento compartilhado nos ensaios microbioldgicos.

A minhaparceira e amiga de laboratério Ma. Viviana Michaluz, pela companhia,
conversas e por tornar meus dias de pesquisa mais leves.

A minha grande amiga Lorayne Veri, por me dar suporte emocional durante
mais esta etapa da minhavida e, por ser minha consultora no RStudio.

Ao Programa de Pés-graduagao em Ciéncias Farmacéuticas da UFPR, que
tornaram possivel a realizagao desta dissertacdo. A Coordenacéo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo auxilio financeiro. A Universidade Federal
do Parana pelainfraestrutura e a todos os professores do curso, pela elevada qualidade

de ensino oferecido.

Por fim, a todos aqueles que contribuiram, direta ou indiretamente, para a

realizagdo desta dissertacdo, o meu sincero muito obrigada!



EPiIGRAFE

“Se enxerguei mais longe, foi porque me apoiei em ombros de gigantes. “

Isaac Newton



RESUMO

O género Esenbeckia Kunth. apresenta 28 espécies e, dentre estas tém-se Esenbeckia
grandiflora Mart. (Rutaceae), uma arvore nativa brasileira amplamente presente na
América do Sul. Popularmente conhecida como pau-de-cutia, canela-de-cutia e
guaxupita, estudos relatam sua atividade antimicrobiana, inseticida e larvicida, além do
potencial uso contra psoriase. O objetivo deste trabalho foi investigara morfoanatomia,
composi¢gdo quimica, atividade antimicrobiana e atividade citotdxica dessa espécie.
Técnicas de microscopia de luz 6ptica e eletrbnica de varredura, bem como testes
microquimicos foram realizados com foliolos, galho e fruto. Obteve-se o 6leo volatil a
partir da hidrodestilacdo de foliolos da espécie, o qual foi analisado por CG-EM e CG-
DIC. Fragdes volateis dos foliolos e galhos foram caracterizados por SHS-GC-MS. As
condigdes de tempo e temperatura de incubagdo em headspace estatico foram
determinadas a partir de um planejamento fatorial 22 com ponto central. Extratos brutos
provenientes do foliolo e do galho foram analisados por CL-EM/EM e testados frente
a Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9027), Escherichia coli (ATCC 8739) e Candida albicans (ATCC 10231) para verificar
sua atividade antimicrobiana. A atividade citotoxica do extrato dos foliolos foi avaliada
frente as células HRT-18 e MDA-MB-231. Os resultados da morfoanatomia
demonstraram que o foliolo é hipoestomatico e possui mesofilodorsiventral, com nervura
central colateral aberta. Cavidades secretoras, tricomas tectores e glandulares (raros)
foram observados em foliolos, peciolos e galhos da espécie. O fruto apresenta
hipoderme uniestratificada e mesoderme com células parenquimaticas, cavidades
secretoras e feixes vasculares. A injecéo direta do 6leo volatil possibilitou a identificacdo
de 49 constituintes, em que se destacam como majoritarios o0 germacreno D (28,32%) e
biciclogermacreno (20,97%). A analise por S-HS dos foliolos permitiu a identificagéo de
53 constituintes, em que y-muuroleno (18,04%) e (4Z)-hexenol (16,71%) sdo os mais
abundantes. Para a fragao volatil dos galhos, 53 compostos foram identificados, sendo
y-muuroleno (13,25%) e o &-cadineno (10,52%) os de maior concentracdo. Ambos
apresentaram perfis com predominio de hidrocarbonetos sesquiterpénicos. Nos ensaios
antimicrobianos, o extrato bruto dos foliolos ndo apresentou atividade frente aos
microrganismos testados e o extrato bruto do galho apresentou uma CIM = 50,0 mg/mL
frente as bactérias testadas. Para a atividade citotdxica, o extrato dos foliolos apresentou
atividade promissora frente a linhagem HRT-18 (Clso = 69,16 pg/mL e IS = 1,93).

Palavras-chaves: Rutaceae; Esenbeckia grandiflora; microscopia; 6leo essencial; fracéo
volatil; headspace estatico.



ABSTRACT

The genus EsenbeckiaKunth.has 28 species and amongthem is Esenbeckia grandiflora
Mart. (Rutaceae), a Brazilian native tree widely present in South America. Populary
known as pau-de-cutia, canela-de-cutia and guaxupita, studies report its antimicrobial,
insecticidal and larvicidal activity, besides its potential use against psoriasis. The
objective of this work was to investigate the morphoanatomy, chemical composition,
antimicrobial activity, and cytotoxic activity of this specie. Optical and scanning electron
microscopy techniques as well as microchemical tests were performed on leaflet, branch,
and fruit. Volatile oil was obtained from hydrodistillation of leaflets of the specie, which
was analyzed by GC-MS and GC-FID. Volatile fractions from the leaflets and branches
were characterized by SHS-GC-MS. The incubation time and temperature conditionsin
static headspace were determined from a 22 factorial design of center point. Crude
extracts from leaflet and branch were tested against Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Escherichia coli (ATCC 8739) and
Candidaalbicans (ATCC 10231) to verify their antimicrobial activity. The cytotoxic activity
of the leaflet extract was evaluated againstHRT-18 and MDA-MB-231 cells. The results
of morphoanatomy showed that the leaflet is hypostomatic and has dorsiventral
mesophyll, with an open collateral central vein. Secretory cavities, non glandular
tichomes and, rarely glandular trichomes were observed in leaflets, petioles, and
branches of the specie. The fruit presents unstratified hypodermis and mesoderm with
parenchymatic cells, secretory cavities, and vascular bundles. Direct injection of the
volatile oil allowed the identification of 49 constituents, in which germacrene D (28.32%)
and bicyclogermacrene (20.97%) both stand out as the major ones. The S-HS analysis
of the leaflets allowed the identification of 53 constituents, in which y-muurolene (18.04%)
and (4Z)-hexenol (16.71%) are the most abundant. For the volatile fraction of the
branches, 53 compounds were identified, with y-muurolene (13.25%) and &-cadinene
(10.52%) being the most concentrated. Both showed profiles with a predominance of
sesquiterpene hydrocarbons. In antimicrobial assays, the leafletcrude extract showedno
activity againstthe tested microorganisms and the branch crude extract showed a MIC =
50.0 mg/mL against the tested bacteria. For cytotoxic activity, the leaflet crude extract
showed promising activity againstthe HRT-18 strain (ICs0 = 69.16 ug/mL and Sl = 1.93).

Keywords: Rutaceae; Esenbeckia grandiflora; microscopy; essential oil; volatile fraction;
static headspace.
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1 INTRODUGAO

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) relatou que 80% da populagéo
mundial depende da medicina tradicional, principalmente a base de plantas (HAQ,
2004). Durante o século XIX, a maior parte dos farmacos foi obtida de plantas
medicinais (YUNES; CECHINEL FILHO, 2012). Atropina, cafeina, quininae digoxina
sdo alguns exemplos de farmacos que podem ser obtidos diretamente por processos
extrativos de plantas. Em casos de substancias com estruturas quimicas complexas,
a obtencao pode ser viabilizada por precursores naturais. Além disso, as substancias
obtidas de produtos naturais podem servir de protétipos de farmacos, como ocorreu
no desenvolvimento dos anestésicos locais e hipnoanalgésicos a partir da cocaina e
morfina, respectivamente (BERNARDES etal., 2017).

O sucesso do uso de metabdlitos vegetais € evidente e continua sendo um
campo promissor a ser explorado (ANWAR; TEO; TAN, 2019). O Brasil possui cerca
de 20% das plantas superiores do mundo. Apesar disso, poucos produtos foram
desenvolvidos e comercializados a partir de constituintes ativos derivados da
biodiversidade brasileira (CALIXTO, 2019).

Por apresentarem uma grande variedade de componentes bioativos, os 6leos
volateis demonstram diversas propriedades biologicas (PANDA et al., 2020), como
acao analgésica, anti-inflamatdria, antioxidante, antitumoral, antiparasitaria,
bactericida e fungicida (WERKA; BOEHME; SETZER, 2007; MENDES et al., 2010;
RAJKUMAR; JEBANESAN, 2010; SILVA et al., 2017; FARIAS et al., 2019; SILVA et
al., 2019; SOUZA et al., 2019). Os oleos volateis também podem ser utilizadosna area
de cosmeéticos, agricultura e produtos sanitarios. Entretanto, alguns possuem
potencial toxico e outros iniciamreacgdes alérgicas (ALl et al., 2015; FALLEH et al.,
2020; PANDA et al., 2020).

Existem familias que sao conhecidas por apresentarem 6leos volateis, entre
elas esta a familia Rutaceae Juss. (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017). Franco
e Albiero (2018) relataram a presenca de cavidades secretoras, idioblastos e tricomas
glandulares em foliolos de E. grandiflora, estruturas que s&o compativeis com o
armazenamento de Oleos essenciais. Entretanto, at¢é o momento, ndo foram
localizados dados referentes a extracdo e caracterizagao quimica do 6leo volatil da

espécie.
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Caracteristicas microscoépicas de foliolos, frutos e sementes de Esenbeckia
grandiflora Mart. foram relatadas previamente (SILVA; PAOLI, 2006; CRUZ et al,,
2017; FRANCO; ALBIERO, 2018; PASCHOALINI et al., 2022). A descrigao detalhada
da morfoanatomia do galho da espécie nao foi encontrada na literatura. Quanto ao
peciolo, foi descrito a presencgade tricomas glandulares, cavidades secretoras e fibras
perivasculares (CRUZ et al., 2017). Contudo, detalhes sobre as caracteristicas da
epiderme, cortex e cilindro vascular ndo estao descritos.

Dentre as atividades bioldgicas descritas para E. grandiflora, o potencial
antimicrobiano foi avaliado com fragcdes de extratos alcodlicos dos foliolos da espécie
frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli, obtendo-se como resultado uma
atividade antimicrobiana fraca (NOVAIS et al., 2003; COSTA et al., 2010). Entretanto,
nao foram recuperados estudos sobre extratos produzidos com alcool etilico 70%.
Além disso, a capacidade inibitoria frente a outros microrganismos pode ser avaliada.

O efeito citotdxico/ antiproliferativo de compostos isolados do extrato
metanoico dos foliolos da espécie foi avaliado por Victor et al. (2017). As linhagens
celulares utilizadas no estudo foram de cancer de célon (HCT-116), préstata (PC-3) e
leucemia (HL-60), sendo obtido resultados considerados de alta atividade. Desta
forma, a pesquisa do efeito em novas linhagens celulares se torna interessante.

Constatando-se a caréncia de estudos sobre o tema, este trabalho visa o
estudo quimico dos 6leos volateis obtidos de foliolos de Esenbeckia grandiflora Mart.
coletada em Blumenau, Santa Catarina. Também foram realizados estudos sobre a
morfoanatomia do foliolo, galho e fruto da espécie. Além disso, o perfil quimico
apresentado para extratos brutos de foliolos e galhos da espécie, bem como o

potencial antimicrobiano e citotéxico foi avaliado.
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2 OBJETIVOS

21  OBJETIVO GERAL

Realizar a analise morfoanatémica, a caracterizagao quimica do 6leo volatil e
as atividades antimicrobiana e citotoxica dos extratos brutos de Esenbeckia

grandiflora Mart.

22  OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar a analise morfoanatémica de foliolos, galho e fruto de E. grandiflora
por microscopia de luz e por microscopia eletrénica de varredura por efeito de
campo, além de analise microquimica;

o Otimizar as condigdesde analise de droga vegetal para analise de compostos
volateis por headspace estatico;

o Realizar analise quantitativa e qualitativa dos 6leos volateis por meio das
técnicas de Cromatografia Gasosa com Detector de lonizacdo de Chama
(CG-DIC) e Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG-
EM), respectivamente, por meio de injeg¢ao direta;

o Realizar analise dos compostos volateis presentes nos foliolos e galhos da
droga vegetal, por meio de headspace estatico acoplado a CG-EM,;

o Obter o perfil cromatografico de extratos brutos obtidos de foliolos e galhos
da espécie por meio de Cromatografia em Camada Delgada (CCD);

o Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato bruto de foliolos e galhos de E.
grandiflora frente a Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), Escherichia coli (ATCC 8739) e Candida albicans
(ATCC 10231) e definir a concentragao inibitéria minima (CIM) para cada
microrganismo;

o Avaliar a citotoxicidade do extrato bruto de foliolos da espécie frente as
linhagens tumorais (HRT-18 e MDA-MB-231) e verificar se o efeito é seletivo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

31 PRODUTOS NATURAIS

O Brasil é conhecido porpossuira maior biodiversidade do planeta. Até agosto
de 2022, o pais reconheciacomo integrantes de suaflora 50.092 espécies de plantas,
algas e fungos (JARDIM BOTANICO, [2020a]).

medicamentos desenvolvimentos a partir de componentes ativos derivados da sua

Entretanto, o numero de

biodiversidade € muito modesto, representandomenos de 5% do mercado mundial de
fitoterapia (DUTRA et al., 2016; BRAGA, 2021). Apesar disso, os medicamentos
fitoterapicos renderam ao pais aproximadamente R$330 milhdes em 2019 (ANVISA,
2021).

Newman e Cragg (2020) analisaram os medicamentos aprovados pelo FDA
(Food and Drud Administration)durante 1981-2019 e constataram que apenas 24,60%
tinham origem totalmente sintética. Na classe terapéutica dos anticancerigenos, esse
porcentual se reduz para 15,7% (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Uma lista de farmacos com importancia terapéutica obtidos de matérias-

primas vegetais esta apresentada no QUADRO 1.

QUADRO 1 - EXEMPLOS DE FARMACOS OBTIDOS DE MATERIAS-PRIMAS VEGETAIS.

FARMACO ESPECIE USO TERAPEUTICO
artemisina Artemisia annua L. antimalarico
atropina Atropa bella-donna L. anticolinérgico
cafeina Coffea spp. estimulante central
capsaicina Capsicum spp. anestésico topico

digoxina, digitoxina

Digitalis purpurea L.

cardiotdébnico

emetina

Carapichea ipecacuanha (Brot.) L.Andersson

amebicida

escopolamina

Datura spp.

antiparkinsoniano

fisostigmina Physostigma venenosum Balf. antiglaucomatoso
hiosciamina Hyoscyamus muticus L. anticolinérgico
reserpina Rauvolfia spp. anti-hipertensivo

vimblastina, vincristina

Catharanthus roseus (L.) G. Don

antineoplasicos

FONTE: Bernardes et al. (2017).

A morfina € um exemplo classico de metabdlito de planta aplicado diretamente

como ativo farmacéutico em medicamento. O opioide é derivado da espécie Papaver
somniferum L. e é utilizado como analgésico para dores crénicas e agudas. Outro
exemplo é a quinina, alcaloide quindlico derivado da casca de Cinchona spp.,
conhecido para o tratamento da malaria (ANWAR; TEO; TAN, 2019).
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Outro exemplo da aplicagao de constituintes obtidos de produtos naturais pode
ser demonstrado pela obtencéo de farmacos esteroidais, que foi facilitada apds o uso
da diosgenina (saponina esteroidal isolada de Dioscorea mexicana Scheidw. e D.
composita Hemsl.) como precursora de sintese. Essa proposta viabilizou a obtengéo
de maiores quantidades de progesterona e outros esteroides de maneira rapida,
simples e com menor custo, visto que a presencga de varios centros esteroidais deixou
de ser um desafio. De modo similar, a cocaina teve papel importante no
desenvolvimento de novos farmacos. Isolado de folhas de Erythroxylum coca Lam., o
alcaloide tropanico foi protétipo de anestésicos locais como a procaina, lidocaina e
tetracaina, resultando em diferentes analogos que nédo apresentam efeito colateral
relacionado a dependéncia quimica (BERNARDES etal., 2017).

Muitas das substancias vegetais de interesse cientifico sdo metabdlitos
secundarios, que devido suas propriedades, sdo isolados e aplicados a pesquisa e
desenvolvimento de medicamentos contra doencgas e infecgdes (ANWAR; TEO; TAN,
2019). Para Wagner (2012), a prioridade € desenvolver medicamentos que possam
ser utilizados contra infecgdes que mostram resisténcia multipla aos antibioticos e
quimiosintéticos atualmente disponiveis.

A diversidade na biossintese de metabdlitos secundarios em microrganismo e
plantas permite o desenvolvimento de novas drogas, fornecendo uma fonte rica de
moléculas bioativas e estruturalmente novas (NISBET; MOORE, 1997; KOROCH,;
JULIANI; ZYGADLO, 2007). Entretanto, a resisténcia generalizada as drogas em
patdbgenos bacterianos anteriormente sensiveis e as questdes econbmicas e
regulatorias em constante mudancga, contribuem para que a pesquisa e o
desenvolvimento de antibiéticos ndo desperte interesse nas industrias farmacéuticas
(WRIGHT, 2017).

Além dos farmacos antimicrobianos, Wagner (2012) classifica como urgente o
desenvolvimento de novos farmacos anticancerigenos. Estima-se que a incidéncia do
canceraumente cerca de 70% nos préximos 20 anos, o que reforca a necessidade de
pesquisar novas drogas nesta classe (RAYAN; RAIYN; FALAH, 2017). Compostos
com potencial anticancerigenoincluemalcaloides, terpenoides, flavonoides, polifendis
e saponinas (BOUMENDJEL et al., 2002; KITAGAWA, 2006; COREA et al. 2009;
ALVAREZ et al., 2009; YAN et al., 2013; ABDALLAH etal., 2015; AVATO et al., 2017,
JOSHI; VISHWAKARMA; BHARATE, 2017).
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Até 2017, eram conhecidos cerca de 100.000 metabdlitos especiais
provenientes de plantas. Apesar disso, das espécies superiores ja documentadas,
apenas 15% tiveram seu perfil fitoquimico investigado (REIS; MARIOT; STEENBOOK,
2003; KREIS; MUNKERT; PADUA, 2017). América do Sul, Africa, Asia e india sdo
exemplos de locais onde a medicina tradicional contém uma imensa reserva de
especies medicinais que ainda nao foram avaliadas quimicamente e nem
farmacologicamente (WAGNER, 2012).

32 METABOLITOS SECUNDARIOS

De acordo com Verpoorte (2000), esses metabdlitos especiais sdo compostos
que nao se mostram diretamente necessarios para a vida de uma célula (organismo),
mas que desempenham uma importante fungéo na interagdo entre o organismo e o
ecossistema, garantindo sua sobrevivéncia. Como exemplo, cita-se a atracdo de
insetos para a polinizagao ou animais para consumo de frutas, protecao UV, atividade
antimicrobianae inseticida(HELDT; HELDT, 1997; SANTOS, 2002; HADACEK, 2008;
ANWAR; TEO; TAN, 2019).

A enorme diversidade quimica apresentada pelos metabdlitos especiais
permite que eles sejam encontrados como produtos de diferenciacdo de grupos
taxondmicos, sendo biossintetizados a partir de uma ou mais substancias gerais por
uma variedade de vias metabdlicas (BENNETT; BENTLEY, 1989).

Pode-se dizer que o perfil dos metabdlitos secundarios expressos por cada
planta representa a relagdo dela com o ambiente, além de alteragdes mecanicas,
interespecificas e intraespecificas. Logo, 0 acumulo de metabdlitos pode ser afetado
por fatores, como: sazonalidade, ritmo circadiano, agua, nutricdo do solo, radiacéao,
altitude, composigdo atmosférica, temperatura, estagio de desenvolvimento,
estimulos mecanicos e ataque de patdégenos. Essa variagdo pode ocorrer de forma
restrita ao 6rgdo danificado ou afetando a bioquimica da planta como um todo
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Segundo Santos (2002), as rotas metabdlicas destes
compostos sO6 sdo ativadas em estagios particulares de desenvolvimento ou em

periodos de estresse.
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3.2.1 Oleos volateis

O mercado mundial de 6leos volateis apresenta um crescimento anual
estimado em 11%, movimentando em torno de 15 milhdes de délares ao ano (BIZZO;
HOVELL; REZENDE, 2009). Segundo a base de dados americana UNdate, o Brasil
exportou quase 29 mil toneladas de 6leo essencial de laranja em 2018. Esse valor
representa cerca de mil toneladas a mais que o ano anterior e gira em torno de 258
milhdes de dolares. No mesmo ano, os maiores importadores desse 6leo volatil foram
a Argentina (474,6 toneladas) e a Australia (254,5 toneladas). Outros 6leos volateis
exportados pelo Brasil sdo o 6leo de limao (Citrus x limon (L.) Osbeck) e de hortela-
pimenta (Mentha x piperita L.) (UNDATE, 2022).

De janeiro a agosto de 2022, o Brasil ja exportou um total de 37.540 toneladas
referentes a categoria de Oleos essenciais, materiais de perfume e sabor, rendendo
cerca de 290 milhdes de dolares. Os principais paises importadores foram os Estados
Unidos (28%), Holanda (12%) e a Alemanha(9,1%). Os estados que mais exportaram
séo, em ordem decrescente: Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Parana
(COMEX STAT, 2022).

A Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019) traz como definigao para 6leo volatil
aqueles cuja obtengéo ocorre por processos fisicos e que se evaporam a temperatura
ambiente sem deixar residuos. Para a International Organization for Standardization
(ISO) 9235 (2021), 6leo essencial é o produto obtido por meio de matéria-prima natural
de origem vegetal, podendo ser obtido por destilagdo a vapor ou a seco e por
processos mecanicos de epicarpos, apos separagao da fase aquosa por processos
fisicos.

Considerado o grupo de substancias responsaveis pelo aroma de diversas
especies, os 6leos volateis representam os primeiros constituintes ativos das plantas
conhecidos pelapropriedade de exalar odor, geralmente agradavel (MATOS; MATOS,
1989). Os dleos volateis estdo presentes em células oleosas, dutos, cavidades
secretoras ou em tricomas glandulares das plantas. Evidéncias indicam que os
organismos produzem 6leos em seu metabolismo secundario como forma de defesa
e sinalizagdo. Consequentemente, constituem uma importante fonte de produtos
naturais (BASER; DEMIRCI, 2007). Algumas familias s&o reconhecidas por serem

ricas em Oleos volateis, sendo elas: Apiaceae Lindl., Asteraceae Bercht. & J.Presl,
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Lamiaceae Martinov, Lauraceae Juss., Myrtaceae Juss., Piperaceae Giseke,
Rutaceae e Zingiberaceae Martinov (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017).

Os ¢leos volateis sao formados por substancias de baixa massa molecular,
podem estar isolados ou em misturas, retificados, desterpenados ou concentrados
(ANVISA, 2019). Em geral, eles constituem uma pequena fragao da composicao total
da planta, representando menos de 5% da droga vegetal (HEINZMANN; SPITZER;
SIMOES, 2017; FALLEH et al., 2020).

A composicao dos 6leos volateis costuma variar de 20 a 200 substancias. De
acordo com a concentragdo em que se apresentam, podem ser classificados em
constituintes majoritarios (20 a 95%), secundarios (1 a 20%) ou componentes-tragos
(menor que 1%). Ao todo, ja sdo de conhecimento mais de trés mil substancias
distintas em 6leos. Em alguns casos, seus componentes sdo conhecidos pornomes
que remetem sua planta de origem e nao pela nomenclatura quimica, como o
eucaliptol e o limoneno. Os metabdlitos presentes nos éleos essenciais compreendem
hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, perdxidos,
furanos, acidos organicos,lactonas e cumarinas. Quimicamente, os 6leos volateis sdo
constituidos majoritariamente por derivados fenilpropanoides ou terpenoides (BASER,;
DEMIRCI, 2007; CARSON; HAMMER, 2011; HEINZMANN; SPITZER; SIMOES,
2017).

3.2.2 Biossintese de 6leos volateis

Com mais de trinta mil estruturas conhecidas, os terpenoides constituem o
maior grupo de compostos naturais. S&o considerados polimeros de isopreno (CsHs),
0 que torna possivel a formagao de inumeros compostos. Entretanto, sua biossintese
n&o se restringe a adigédo sucessivade um isopreno (CARSON; HAMMER, 2011).

Para sintese de terpenoides em vegetais superiores existem duas rotas: a via
do acido mevaldnico (MVA) e a do metileritritol-4-fosfato (MEP). A primeira descrita foi
a MVA, que ocorre no citoplasma, reticulo endoplasmatico e mitocéndria. E
responsavel pela sintese de sesquiterpenos, esteréis e ubiquinonas. Em
contrapartida, a MEP é amplamente responsavel por hemiterpenos, monoterpenos e
diterpenos, ocorrendo nos plastidios das células. Entretanto, ndo ha uma distingao
completa entre as duas rotas, podendo existir trocas de precursores entre ambas
(CARSON; HAMMER, 2011; HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017).
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Para a sintese dos terpenoides via MVA, ocorre a formagao de unidades de
isopreno por meio de duas moléculas de acetil-coenzima A (acetil-CoA) que se
condensam e formam a acetoacetil-CoA. Em seguida, aincorporagao de uma terceira
molécula através de uma adicao estereoespecifica forma a B-hidroxi-B-metilglutaril-
CoA (HMG-CoA). A reducao em duas etapas do grupo tioéster a um alcool primario
leva a conversao de HMG-CoA para acido mevalénico. O MVA é transformado em
unidades de isopreno fosforilado de cinco carbonos a partir de fosforilagdo do grupo
alcodlico primario, descarboxilagdo e desidratacdo da molécula (DEWICK, 1997,
BASER; DEMIRCI, 2007).

Na via do MEP, a biossintese de isoprenos se iniciacom a condensacéao de
gliceraldeido-3-fosfato e piruvato, formando o 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP). Em
seguida, ocorre a reducdo e rearranjo desse intermediario a MEP, a qual sera
convertida em pirofosfato de isopentenila (IPP) e seu isémero difosfato de dimetilalila
(DMAPP) (FIGURA 1) (DEWICK, 1997; TAIZ; ZEIGER, 2009).
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FIGURA 1 - ORIGEM BIOSSINTETICA DO DIFOSFATO DE ISOPENTENILA E DO DIFOSFATO DE
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FONTE: Adaptado de Bager e Demirci (2007).

O IPP e DMAPRP irdo reagir e formar o geranil difosfato (GPP), precursor
imediato dos monoterpenos (C10). A condensagao de IPP e GPP leva ao farnesil
difosfato (FPP), precursor direto dos sesquiterpenos (C1s5). A adigdo de mais um IPP
forma o geranilgeranil difosfato (GGPP), precursor dos diterpenos (C20). Triterpenos
(C30) e tetraterpenos (C40) sdo formados a partir da dimerizacédo do FPP e GGPP,
respectivamente (FIGURA 2) (TAIZ; ZEIGER, 2009; BASER; DEMIRCI, 2007).

A classe mais comum em 6leos volateis é a de monoterpenos, seguido dos
sesquiterpenos (BASER; DEMIRCI, 2007; CARSON; HAMMER, 2011).
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FIGURA 2 - ESQUEMA DE FORMAGCAO DOS TERPENOIDES
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caratenoides
FONTE: Adaptado de Dewick (1997).

Os fenilpropanoides ocorrem com menor frequénciaem 6leos volateis quando
comparados aos terpenoides, possuindo cerca de 50 substancias descritas. Todavia,
alguns oleos tém concentragdes elevadas da classe, como, por exemplo, o eugenol
no oleo de cravo-da-india (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry), presente
em até 90%. Dentre as familias em que os fenilpropanoides estdo entre os
constituintes majoritarios dos 6leos volateis, cita-se Lamiaceae, Myrtaceae e
Piperaceae (CARSON; HAMMER, 2011).

A estrutura quimica dos fenilpropanoides contém um fragmento Ce-Cs,
composto por um anel benzénico e uma cadeia lateral de trés carbonos. Os
constituintes dos 6leos volateis sdo fenilpropanoides simples, sendo alguns dos
importantes o anetol, eugenol, aldeido cinamico e vanilina (BASER; DEMIRCI, 2007).

A biossintese dos fenilpropanoides ocorre através do acido chiquimico, o qual
é formado pela condensacgao alddlica do fosfoenolpiruvato e eritro-4-fosfato. Na
sequénciaé metabolizado em acido corismico, o qual originara o acido prefénicoapos
umrearranjo intramolecular. A partir dele, é possivel obter os aminoacidosfenilalanina
e tirosina (SANTOS, 2002).
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Por acao da enzima fenilalanina amonialiase (PAL), a fenilalanina perde uma
molécula de amdnia e origina o acido cindmico. Reducdes enzimaticas do acido
cinamico sintetizam propenilbenzenos e/ ou alilbenzenos, enquanto os aldeidos
aromaticos sao gerados por meio de oxidagdes com degradacao de cadeias laterais
(FIGURA 3) (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017).

FIGURA 3 - BIOSSINTESE DOS FENILPROPANOIDES VOLATEIS
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FONTE: Adaptado de Baser e Demirci (2007).

3.2.3 Extragao e analise de 6leos volateis

O método de escolha para a extracdo de um 6leo volatil ira variar de acordo
com sua finalidade, bem como sua localizagdo na planta. Pode-se citar como os
principais métodos de extracdo a enfloracao, hidrodestilagao, destilagao por arraste
por vapor d’agua, espremedura e extragao por fluido supercritico, sendo que cada
método pode apresentar rendimentos distintos (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES,
2017).

A hidrodestilagdo ocorre com uma massa conhecida da matéria-prima em
contato direto com a agua em ebuligdo. O sistema € aquecido e o vapor que carrega
0s compostos volateis condensa, sendo recolhido em um tubo graduado que permite
uma leitura direta da quantidade de 6leo obtida (CLEVENGER, 1928). A Farmacopeia
Brasileira (ANVISA, 2019) preconiza o uso do Clevenger nos processos de destilagao
em escala laboratorial. Em contrapartida, a técnica de arraste a vapor ocorre sem que
haja um contato direto da matéria-prima e a agua fervente. O material vegetal

permanece acima da fonte de vapor, o qual extrai o 6leo volatil devido a presséo de
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vapor mais elevada que a agua. Este processo permite que haja o minimo de agua no
destilado final (MASANGO, 2005; RASSEM; NOUR; YUNUS, 2016).

A enfloracao é empregada principalmente na extragao do 6leo volatil de flores.
Ela ocorre com a deposicdo de pétalas sobre uma camada de gordura, em
temperatura ambiente e por tempo determinado. Em seguida, as pétalas esgotadas
sdo substituidas por novas, até que haja uma saturacgéo total da gordura, em que ela
sera tratada com alcool. Para a obtencao do d6leo volatil, o alcool é destilado em baixa
temperatura, alcangando um produto de alto valor comercial (HEINZMANN; SPITZER,;
SIMOES, 2017).

O carater hidrofébico e apolar dos oOleos volateis permite a extragédo por
solventes organicos, em que a planta é colocada em contato com o solvente a
temperatura ambiente. O extrato obtido € entdo concentrado em baixas temperaturas,
0 que leva a perda de moléculas menores. Entretanto, € necessario um tempo maior
para a execugao desta técnica, tornando os 6leos mais caros quando comparado a
outros métodos. Além disso, o produto pode apresentar residuos de solvente e
subsequente risco toxicologico. Esta técnica pode ser associada a outras mais atuais,
como a extracdo assistida por micro-ondas e ultrassom. Desta forma, torna-se
possivel um aumento do rendimento e uma redugdo de tempo e solvente
(TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014; REYES-JURADO et al., 2015; HEINZMANN,;
SPITZER; SIMOES, 2017).

A prensagem a frio ou expressao ocorre principalmente com frutos, em que as
células de Oleo presentes no pericarpo se rompem devido a prensagem ou abrasao.
Os dleos volateis extraidos formam uma emulsao aquosa que é separada por meio
de decantagao, centrifugagéo ou destilagcao fracionada. Ademais, o 6leo obtido pode
conter também cumarinas e pigmentos vegetais, 0 que exige uma etapa posterior de
purificagdo quando o 6leo puro é almejado. Este € um processo de baixa geragao de
calor, mas geralmente de menor rendimento (MUKHOPADHYAY, 2000; REYES-
JURADO et al., 2015).

A extragcao com fluidos supercriticos tem sido consideradaummeio alternativo
para extragao dos o6leos volateis. De modo geral, os fluidos supercriticos sdo mais
vantajosos que solventes organicos devido sua alta difusibilidade, baixa viscosidade,
densidade e constante dielétrica ajustaveis. Essas caracteristicas permitem uma facil
penetracdo no material botanico e proporcionam uma alta recuperagdo em um curto

periodo. Atualmente, o CO2 supercritico € o mais desejavel para extragao de produtos
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naturais, visto que € inerte, barato, insipido, de menortoxicidade e com baixo impacto
ambiental. Além disso, possui temperatura critica proxima a ambiente (31°C),
tornando-se ideal para a extracdo de produtos naturais termolabeis. A extragao se
inicia com a compressao do fluido supercritico que, ao ser liquefeito, alcanga um
quarto estado, no qual sua viscosidade se assemelha a de um gas. Apos extragao, o
fluido retorna ao estado gasoso e é totalmente eliminado (MUKHOPADHYAY, 2000;
TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).

Usualmente, os 6leos volateis sdo analisados pela injecdo direta de uma
amostra liquida pela técnica de cromatografia gasosa (CG), em que uma aliquota é
aquecidae o vapor é transferidopara a coluna (KOLB; ETTRE, 2006). Os analitos sao
vaporizados e, de acordo com a diferenca entre seus pontos de ebulicdo e suas
interacbes com a fase estacionaria, sdo eluidos através da coluna em diferentes
tempos de retencéo (DIEZ, 2015).

Introduzidonofinalde 1950, a amostragem por headspace (HS) € uma técnica
de preparagcao e limpeza de amostras que se desenvolveu paralelamente a
cromatografia gasosa. O HS consiste em uma extragdo de compostos volateis
diretamente da fase gasosa, que fica acima da matriz em um vial. Ela permite que
compostos volateis presentes em quase qualquer matriz (sélida ou liquida) possam
ser analisados sem a obrigatoriedade de extragdes, dissolugdes ou diluigdes de
amostra. HS é um método simples, rapido, automatizado, de facil acoplamentoao CG
e que nao exige o uso de solventes (BICCHI et al., 2012; TRIAUX et al., 2021).

O HS tem desempenhado um papel fundamental na identificacdo de
compostos da fragéo volatila nivel de tragos. Para isso, a amostra deve ser submetida
a analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, para
identificacao de seus constituintes através de seus indices de retencao e espectros
de massa (BRAITHWAITE; SMITH, 1996; BICCHI et al., 2012). Com isso, o HS vem
sendo utilizado na analise residual de solventes em alimentos e medicamentos e,
também, na extragdo de compostos volateis de alimentos e plantas (EUROPEAN
PHARMACORPEIA, 2014; USP, 2020; TRIAUX et al., 2021).

Quando é realizado a amostragem da fase gasosa em equilibrio com uma
matriz, nomeamos a técnica de headspace estatico (S-HS) (FIGURA 4). Para isso,
submetem-se a incubacgdo amostras seladas em vial especifico, em condi¢cbes de
tempo e temperatura constantes. Dessa forma, & possivel avaliar os compostos

volateis presentes sem a interferénciada fragao nao volatil. Uma segunda abordagem
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possivel € a amostragem por headspace dinamico, a qual se baseia na remocgao
continuados componentes volateis da matriz, por meio de umgas inerte queflui sobre
ela. Destaforma, o equilibrionuncaé atingidoe, ao final,o conteudototal dos analitos
volateis € removido da amostra (BRAITHWAITE; SMITH, 1996; KOLB; ETTRE, 2006).

FIGURA 4 — SISTEMA DE HEADSPACE ESTATICO E DINAMICO
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Segundo Virgiliou e colaboradores (2021), o modo de inje¢do por HS possui
sensibilidade o suficiente para fornecer uma visao mais global da fragao volatil. Os
autores também afirmam que o perfildos compostos detectados por essa amostragem
pode ser muito diferente da obtida pela fase liquida devido a relacdo com a

concentragdo dos componentes na fase gasosa.

33 RUTACEAE Juss.

Rutaceae é uma familia que inclui cerca de 158 géneros e 2.208 espécies no
mundo, sendo largamente distribuida em regides tropicais, subtropicais e temperadas
(WFO, 2022; JANUARIO et al., 2009). As areas de maior abrangéncia desta familia
s&o nas Américas, sul da Africae Australia. No Brasil, existem 50 géneros queincluem
aproximadamente 240 espécies, presentes sobretudo na Mata Atlantica e na
Amazénia (JARDIM BOTANICO, [2020b]; JANUARIO et al., 2009).

E uma familia constituida principalmente por arvores ou arbustos e poucas
ervas. A presenca de estruturas secretoras de 6leo volatil em folhas, galhos e frutos é

uma de suascaracteristicas. A estrutura basica das folhas é frequentemente marcada
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pela presenca de cavidades secretoras, sendo as vezes substituidas ou
acompanhadas por células secretoras. Tricomas glandulares peltados, estrelados e
multicelulares também ocorrem (METCALFE; CHALK, 1957; FAHN, 1988).

A familia se destaca por conter representantes de importdncia medicinal,
ecolégicae econdmica. O género Citrus L. se sobressai devido aos frutos comestiveis
(laranjas, tangerinas, limdes e outros) e por ser fonte de 6leos volateis, junto com
espécies dos géneros Ruta L. e Boronia Sm. (GROPPO et al., 2012; BURIL; THOMAS;
ALVES, 2014). Além disso, & conhecida por sua grande variedade de metabdlitos
secundarios, tendo destaque as classes dos alcaloides, cumarinas, lignanas,
terpenos, flavonoides e limonoides (GROPPO et al., 2008). Varios produtos com valor
medicinal sdo obtidos nesta familia, incluindo o alcaloide pilocarpina (Pilocarpus spp.)
e o flavonoide rutina (Ruta graveolens L.) (FRANCO; SCHIMPL; MAZZAFERA, 2017;
HAMAD, 2012). A madeira também se mostra economicamente importante, sendo
utilizada na construcao civil, em ferramentas e uso paisagistico. Como fonte de
madeira, tém-se os géneros de Zanthoxylum L., Balfourodendron Mello ex Oliv.,
Flindersia R. Br. e Euxylophora Huber (LORENZI, 1992; GROPPO et al., 2012).

Rutaceae € conhecida por ser produtora de compostos bioativos,
compreendendo espécies utilizadas no tratamento de doencgas na medicina popular
(CARVALHO; PIRANI; FERREIRA, 2022). Substéncias isoladas de espécies da
familia demonstraram o potencial de suas propriedades, como exemplo, inibi¢ao
enzimatica frente a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (MORAES et al., 2003),
atividade imunomoduladora (COSTA et al., 2010), acao anti-inflamatdria (LIANG et al.,
2020), antimicrobiana (NOVAIS et al., 2003), entre outras func¢des.

Carvalho,Piranie Ferreira (2022) destacam o potencial do género Esenbeckia
Kunth na produgdo de metabdlitos bioativos. Alcaloides e terpenoides isolados do
extrato etandlico de folhas e galhos de E. alata Triana & Planch. demonstraram
potencial citotdxico e antimicrobiano, enquanto o 6leo volatil de E. yaaxhokob Lundell
(sin. E. berlandieri Baill.) atuou como agente alelopatico e inibidor de fitocrescimento.
Os constituintes presentes em E. leiocarpa Engl. apresentaram atividade anti-
inflamatdria, anticolinesterasica e antialimentar e o extrato etandlico e fracdes
diclorometanica e acetato-etilica de E. pumila Pohl demonstram atividade inseticida.
Os constituintes de E. febrifuga (A.St.-Hil.) A.Juss. ex Mart. e E. grandiflora Mart.
apresentaram resultados positivos para tratamentos contra doencas transmitidas por

vetores, como malaria, dengue, febre amarela, leishmaniose e doenca de Chagas
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(SUAREZ etal.,2011; ALVAREZ-CABALLERO; CUCA-SUAREZ; COY-BARRERA, 2019;
DUARTE etal., 2019; CARVALHO; PIRANI; FERREIRA, 2022).

3.3.1 Esenbeckia grandiflora Mart.

Popularmente conhecida como pau-de-cutia, canela-de-cutia e guaxupita, a
espécie E. grandiflora (Rutaceae) (FIGURA 5) é uma arvore nativa brasileira, que
ocorre principalmente na floresta latifoliada semidecidua. Seu tronco € tortuoso, as
folhas séo coriaceas de cor verde escura e opaca. Apesar de existirem poucos dados
sobre o crescimento da espécie, sabe-se que seu desenvolvimento € lento, apresenta
melhor desenvoltura sob a sombra e nao resiste a temperaturas muito baixas,
especialmente quando jovem (LORENZI, 1992; BURIL; THOMAS; ALVES, 2014;
CARVALHO, 2014).

FIGURA 5 - Esenbeckia

grandiflora_Mart. EM CAMPO

FONTE: Montiel ([20117]).

Devido suaresisténcia, a madeira desta espécie foi muito utilizada por indios
para a confecgao de arcos e flechas. Também foi usada na produgao de carrogas,
raios de rodas, bengalas e cabos de ferramentas, como martelos e pas. Além disso,
por ser de pequeno porte, permite que seja empregada com sucesso na arborizagao
de ruas estreitas sob rede elétrica (LORENZI, 1992; CARVALHO, 2014).

Franco e Albiero (2018) estudaram as estruturas secretoras de E. grandiflora

e relataram a presencgade tricomas glandulares multicelulares em foliolos e primérdios
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foliares. Além disso, idioblastos oleiferos foram descritos proximos as cavidades
secretoras nasfolhase galhos. Entretanto, os testes histoquimicos descreveram 6leos
apenas nas cavidades secretoras do galho. Existem ainda outros estudos sobre a
morfoanatomia dos foliolos, frutos e sementes da espécie (SILVA; PAOLI, 2006;
CRUZ et al., 2017; PASCHOALINI et al., 2022). Quanto ao peciolo, encontrou-se na
literatura a descricdo de tricomas glandulares, cavidades secretoras e fibras
perivasculares para a espécie (CRUZ et al., 2017). Contudo, detalhes sobre as
caracteristicas da epiderme, cortex e cilindrovascularnao estdodescritos. Alémdisso,
nao foram localizados estudos acerca da morfoanatomia de galhos da espécie.

Documentos historicos sobre os guaranisrelatam o usoda espécie, conhecida
por eles como Apotyguara, como antitérmico. Também eram realizados preparos na
forma de cha, compressas, banhos e emplastros e como alimento (NOELLI, 1998;
PEREIRA et al., 2016). Estudos descrevem a atividade citotoxica/ antiproliferativa,
antimicrobiana, inseticida e larvicida dos extratos obtidos com fragdes de alcool etilico
e alcool metilico da espécie (VICTOR et al., 2017; NOVAIS et al., 2003; COSTA et al.,
2010; GOMES et al, 2016; OLIVEIRA et al, 2005). Além disso, Oliveira e
colaboradores (2005) revelaram a presencga da substancia methoxsalen, justificando
um potencial uso para o tratamento de psoriase (PARRISH et al., 1974).

Carvalho, Pirani e Ferreira (2022) realizaram um estudo de revis&o sobre os
constituintes quimicos e as atividades biolégicas do género. Os autores reportam a
presenca de 44 substancias diferentes em E. grandiflora, os quais estao dispostos na
TABELA 1. As substancias foram isoladas de extratos obtidos com éter de petréleo,
hexano, alcool etilico e alcool metilico a partir de foliolos, galhos e raizes da espécie.
Os constituintes obtidos podem ser classificados como alcaloides, cumarinas,

flavonoides, esteroides e triterpenos.

TABELA 1 - METABOLITOS ISOLADOS DE FOLIOLOS, GALHOS E RAIZES DE Esenbeckia grandiflora
Mart.

(continua)
COMPOSTO PARTE DA PLANTA
delbina foliolo e raiz
B e y-fagarina raiz
flindersiamina raiz
kokusaginina raiz
Alcaloides maculina raiz
1-hidroxirutaecarpina foliolo
euxiloforicina D raiz
rutaecarpina foliolo

4-metoxi-1-metil-2-quinolona raiz
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TABELA 1 - METABOLITOS ISOLADOS DE FOLIOLOS, GALHOS E RAIZES DE Esenbeckia grandifiora

Mart.
(conclus@o)
COMPOSTO PARTE DA PLANTA
7—[(E)—7'—hid roxi-3',7'-dimetilocta-2',5'-dieniloxi]- foliolo e galho
cumarina
anisocumarina H foliolo e galho
aurapteno foliolo
dafinetin-7-metil-8-(3,3-dimetilalil)eter raiz
umbeliferona foliolo
3-(1',1"-dimetilalil)-columbianeti raiz
. 3,8-dimetoxifuro[3,2-g]cumarina raiz
Cumarinas 5-(1"-hidroxi-isopentenil)-bergapteno raiz
5-senecioilxantotoxina raiz
(-)-heraclenol foliolo e galho
imperatorin foliolo
isopimpinelina raiz
pimpinelina raiz e casca
swietenocumarina B raiz
xantotoxina raiz
(-)-epigalocatequina foliolo
1-[3-[(2E)-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-il]-2,4,6-
trihidroxifenil]-3-(8-hidroxi-2,2-dimetil-2H-1- foliolo e galho
benzopiran-6-il)-1-propanona
3-[3,4-dihidroxi-5-(3-metil-2-buten-1-il)fenil]-1-
. [2,4,6-4rihid roxi-3-(3-metil-2-buten-1-lfenil]-1- foliolo e galho
Flavonoides propanona
3-[3,4-dihidroxi-5-(3-metil-2-butenil)fenil]-1-[3~(3,7- .
dir[netil-2,600tadienil)(-2,4,6—trihidrox'rfeni|])-1 -prtlpar[won(a foliolo e galho
diidrochalcona M-1 e M-2 foliolo
afzelina foliolo e galho
quercitrina foliolo e galho
campesterol foliolo
B-sitosterol foliolo, galho e raiz
Esteroides sitostenona raiz
B-sitosteril glicosideo foliolo
estigmasterol foliolo
3-a-hidroxi-12,13-epoxi-oleanana foliolo
. . 3-a-hidroxiursan-12-ona foliolo
Triterpenoides . .
a e 3-amirenonol foliolo

a e B-amirina

foliolo e galho

FONTE: Adaptado de Carvalho, Pirani e Ferreira (2022).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

A pesquisa foi realizada com partes aéreas de Esenbeckia grandiflora Mart. (

FIGURA 5), coletadas e identificadas pelo botanico prof. Dr. André Luis de
Gasper em 9 de setembro de 2021, em Blumenau, Santa Catarina (26° 54' 25" S, 49°
4' 52" W). Uma exsicata (FURB68797) do material coletado foi depositada noherbario
Dr. Roberto Miguel Klein da Universidade Regional de Blumenau. O acesso ao
material botanico foi cadastrado sob o numero A4430E8 pelo Conselho de Gestao do
Patriménio Genético (CGEN/SisGen).

Apos a coleta, o material foi seco a temperatura ambiente e, em seguida,
permaneceu em estufaa 40 °C até massa constante. Para a execug¢ao das analises,

os foliolos, peciolos, galhos e frutos foram separados.

42  ESTUDO MORFOANATOMICO

Os estudos morfoanatémicos foram desenvolvidos com foliolos, peciolo,
galho e frutos de E. grandiflora ja secos. A descrigao morfolégica externa foi realizada
de acordo com a classificagao Hickey (1974). Também foram realizadas medi¢oes dos
foliolos e peciolos com paquimetro digital (Stainless Hardened®).

Os resultados apresentados foram registrados por meio de fotomicrografias
no microscopio de luz Olympus BX-40, acoplado a camera Tucsen (TCA-1.31C) do

laboratério de Farmacognosia da UFPR.

4.2.1 indice estomatico

O indice estomatico foi determinado conforme descrito pela Farmacopeia
Brasileira (ANVISA, 2019). Para isso, sec¢des de aproximadamente 0,25 cm? dos
foliolos foram submersos em mistura de hidrato de cloral e agua (5:2) e submetidos a
ebulicdo até que o material ficasse transparente. Apds isso, as secgdes foram
observadas em microscopio optico, em aumento de 10 vezes. As células epidérmicas
e os estdbmatos que apareceram na area foram registrados e, em seguida, realizou -se

o calculo e a média de dez determinagdes. O indice foi calculado segundo a equagao (1):
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100S
(E+S) (1)

Indice de estdmatos =

Emque:
S: numero de estdmatos em uma area determinada da superficie da folha e,

E: numero de células epidémicas, incluindoticomas existentes no mesmo campo observado.

4.2.2 Laminassemipermanentes

Confeccionaram-se secgdes transversais e longitudinais @ mao livre do
material vegetativo com auxilio de ldminas de barbear. A coloragéo foirealizada com
azul de astra e fucsina basica (KRAUS et al., 1998).

Seccodes paradérmicas foram clareadas com solucao de hipoclorito de sdédio
50% (v/v) por48 h.Em seguida,as amostras foramlavadas com aguadestilada e com
solucao de acido acético 5%. Posteriormente, foram coradas com Safranina e Sudam
[l (SASS, 1951).

Montaram-se [aminas semipermanentes com solugao de glicerina 50% (v/v),
realizando a lutagem com esmalte incolor (BERLYN; MIKSCHE, 1976). Em seguida,

as laminas foram analisadas em microscopio 6ptico de luz.

4.2.3 Testes microquimicos

Os testes microquimicos foram realizados em seccgdes transversais em que
se realizou o corte a mao livre do material, utilizando-se os reativos de floroglucina
cloridrica para verificagao da lignina (FOSTER, 1949), cloreto férrico (JOHANSEN,
1940) e dicromato de potassio (GABE, 1968) para compostos fendlicos, Sudam llI
para substancias lipofilicas (SASS, 1951), Wagner para alcaloides (FURR;
MAHLBERG, 1981), lugol para amido, azul de metileno para mucilagem (JOHANSEN,
1940) e acido acético 6% para verificar a composigdo quimica dos cristais (ANVISA,
2019).
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4.2.4 Microscopia Eletrbnica de Varredura por Efeito de Campo (FEG) e

Espectroscopia de Raios X por Energia Dispersiva (EDS)

As analises foram realizadas no Complexo de Laboratorios Multiusuarios (C-
LABMU) da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Para visualizagao detalhada da superficie de E. grandiflora, o material foi
colocado em stubs de aluminio e foi recoberto por ouro em aparelho Sputter Coater
SC7620. Em seguida, foi realizada a analise das amostras em microscopio eletrénico
de varredura por efeito de campo (Mira 3 Tescan — Oxford Instruments, Oxford, UK).
Realizaram-se também analises qualitativas de raios X em cristais selecionados
aleatoriamente nas seccdes observadas. Para isso, utilizou-se um detector EDS

(Oxford ®) acoplado ao FEG, previamente descrito.

43 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE ANALISE POR HEADSPACE ESTATICO

Para a realizagao dos experimentos por S-HS, levantou-se na literatura as
variaveis utilizadas para analise de compostos volateis em drogas vegetais por
headspace estatico. Alguns autores realizaram a otimizagdo das variaveis de
incubacao e injecdo da amostra, com a finalidade de diminuirinterferentes, sendo o
desenho experimental um dos métodos aplicados para isso (FANG et al., 2006; ZHU
et al., 2018; TRIAUX et al., 2021; VIRGILIOU et al., 2021).

Para a realizacao da otimizacao das analises por S-HS, selecionou-se como
variaveis o tempo e a temperatura de incubacao e, realizou-se o planejamento fatorial
2k com ponto central, em que 2 se refere ao nimero de niveis e k ao de fatores.
Utilizou-se a condigao de 22 sendo que os pontos fatoriais foram realizados em
duplicata e os pontos centrais em triplicata, totalizando 11 experimentos. As variaveis
independentes deste estudo estdo descritas em seus niveis na

TABELA 2 e, a matriz de planejamento fatorial € exposta na TABELA 3. O

tratamento estatistico dos dados foi realizado em software Rstudio 4.0.2.

TABELA 2 - VARIAVEIS INDEPENDENTES DO PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS E SEUS

NIVEIS
VARIAVEL INDEPENDENTE — N'\éE'S -
A —temperatura (°C) 80 90 100
B —tempo (min) 15 20 25

FONTE: A autora (2022).
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TABELA 3 — MATRIZ FATORIAL 22 COM PONTO CENTRAL

TEMPERATURA DE

TEMPO DE INCUBACAO

METODO INCUBACAO (°C) (min)
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 0

FONTE: A autora (2022).

Para a realizagdo das analises dos compostos volateis em foliolos e galhos
de E. grandiflora, utilizou-se 0,50g de droga vegetal selada em vial headspace. As
analises por SHS-GC-MS ocorreram no mesmo cromatégrafo utilizado com o 6leo
volatil do foliolo (vide secao 4.5). Os demais parametros utilizados estao descritos no
QUADRO 2 (PAL SYSTEM, 2010).

A injecao de uma série homologa de hidrocarbonetos saturados também foi
utilizada para a identificagao dos constituintes, conforme descrito anteriormente. Para
estas analises, utilizou-se 4 puL do padrao da mistura de hidrocarbonetos (1000 ug/
mL), os quais foram submetidos a uma temperatura de incubag¢ao de 150 °C por 10

min.

QUADRO 2 — PARAMETROS DE INCUBACAO UTILIZADOS EM ANALISE POR HS-GC-MS
PARAMETRO UTILIZADO
volume de amostra para injecao 500 pL
temperatura de incubacéo conforme aplicagéo
tempo deincubagao conforme aplicagéo

velocidade de agitacao 500 rpm

tempo de agitagao ligado 5s

tempo de agitacao desligado 2s
temperatura da seringa tempo deincubagado + 5 °C
velocidade de preenchimento da agulha 200 pL/s
velocidade de injecéo 500 pL/s

fluxo da seringa 1 min
FONTE: Adaptado de PAL System (2010).

44  EXTRAGAO DO OLEO ESSENCIAL DE E. grandifiora

A extracdo dos oOleos essenciais foi realizada no Laboratorio de
Farmacognosia do Departamento de Farmacia (UFPR). Foliolos secos (1700 um —
355 um) de E. grandiflora foram submetidos a hidrodestilagcdo em aparelho Clevenger,
em triplicata (WHO, 1998). A extracdo seguiu a proporgédo 1:10 de material vegetal:
agua destilada e foi realizada por 4 h (ANVISA, 2019). Em seguida, o hidrolato e o

oleo volatil foram recolhidos e a extragcdo do 6leo volatil foi realizada por extracao
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liquido-liquido com diclorometano PA (Dinamica®). Apds a extragao, o conteudo foi
seco com sulfato de sédio anidro (Alphatec®) e o solvente foi evaporado com auxilio
de evaporador rotativo (IKA RV-10®)a 30 °C/70 RPM (WAJS-BONIKOWSKA et al.,
2015; LIRA et al., 2009). As amostras permaneceram em vials no freezer (- 15 °C) até

a analise. Os rendimentos dos 6leos volateis foram expressos em mg.
45  IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES DOS OLEOS ESSENCIAIS

As analises foram realizadas em Cromatégrafo Gasoso acoplado a
Espectrometro de Massas (CG-EM, modelo GCMS-TQ8040 — Shimadzu®), equipado
com detector de massas triplo quadrupolo (modelo TQ8040) com ionizag&do por
elétrons (70 eV, 200 °C), injetor automatico (AOC-5000 Plus)e colunacapilarde silica
fundida Zebron ZB-5MsPlus (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym). Utilizou-se hélio como gas
de arraste, em uma vazao de 1,02 mL/min. A temperatura da coluna foi programada
de 60 a 250 °C, em uma taxa de aquecimentode 3 °C/min.As amostras foram diluidas
a 0,1% (v/v) em diclorometano grau HPLC (Panreac) e 1,0 L foi injetado, em razéo
de split 1:90 a 250 °C. As analises foram realizadas em modo scan, entre 40-415 m/z.

Para a identificagdo dos constituintes, injetou-se nas mesmas condi¢cdes da
amostra uma série homologa de hidrocarbonetos saturados, contendo de 7 a 40
atomos de carbono. O indice Aritmético (IA) foi determinado pela equacéo (2) de Van
den Dool e Kratz (1963) (ADAMS, 2017).

~ [t ()=t @1
A =100z + 1007 = rr 2L “

Sendo:

Z: numero de atomos de carbono do hidrocarboneto padrao;

trR (X): tempo de retengao do analito que se encontra entre tr(z) e trR(z+1);

trR (z): tempo de retencéo do hidrocarboneto padrao com z atomos de carbono;

trR (z+1): tempo de retencdo do hidrocarboneto padrdo com z+1 atomos de carbono.

Realizou-se a caracterizacdo quimica considerando os indices aritméticos,
comparando o espectro de massas obtido com a biblioteca de dados NIST14 e a
literatura Adams (2017), através de software GCMS solution (Version 4.20 — Shimadzu
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®). Para n-hexanol, 2-fil-1-hexanol, 26-dimetil-ciclohexanol, 4,6-dimetil-dodecano, (+)-
sativeno, [-maalieno, (-Hglobulol, neofitadieno, 6,10,14-timetil-2-pentadecanona, o,0-
dimetoxi-a-fenilacetofenona e adipato de dietilhexila, utlizou-se a base de dados NIST
WebBook. A quantificagdo das amostras foi obtida pela injegdo manual das amostras em
CGDIC (Agilent 7890%) nas mesmas condicdes descritas acima, utilizando coluna capilar
HP-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um) e gas camreador hidrogénio a 1,5 mL/min. Os resultados
foram expressos em concentragdo média (%) * desvio padrdo e foram calculados de acordo
com dados de tiplicatas independentes, por meio da nomalizagdo das areas dos picos, com

auxilio do software OpenChrom ®.

46 PREPARO DOS EXTRATOS DE Esenbeckia grandifiora Mart.

Os extratos brutos de E. gradiflora foram preparados de acordo com a
metodologia de preparo para extrato fluido (processo A) da Farmacopeia Brasileira,
(ANVISA, 2019). Como solvente extrator, utilizou-se alcool etilico 70% (v/v). A droga
vegetal pulverizada (1700 ym — 355 pm) (Bertel®) foi umedecida com solvente
extrator, em um volume equivalente a 40% de sua massa. Em seguida, permaneceu
em repouso por 4 h, até o entumescimento da droga vegetal. Posteriormente,
transferiu-se para percolador, em que foi adicionado volume suficiente de alcool etilico
70% para que houvesse um excesso de liquido sobrenadante.

Apods 24 h, iniciou-se a percolagdo em fluxo de até 1 mL/min e 85% do
percolado foi recolhido. A extragcdo foi realizada até que a droga vegetal fosse
esgotada, o qual foi verificado por Cromatografia em Camada Delgada. Apos a
finalizagdo, o percolado foi concentrado em evaporador rotativo (IKA®) com
temperatura maxima de 60 °C, até redugao do volume necessario para completar o
extrato fluido (15%). Os extratos foram unidos e homogeneizados.

Posteriormente, realizou-se a evaporacao da fase organicados extratos e, em
seguida, as amostras foram submetidas ao processo de liofilizagdo a-77 °C/ 8™ (SP
VirTis BenchTop Pro - SP SCIENTIFIC®).

4.6.1 Analise qualitativa dos extratos por Cromatografiaem Camada Delgada (CCD)

Apos preparo dos extratos vegetais, realizou-se a pesquisa de grupos de
metabdlitos empregando Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Como fase
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estacionaria, utilizaram-se cromatoplacas recobertas por gel de silica 60, com
indicador de fluorescéncia F2s4 € 0,20 mm de espessura (Macherey-Nagel®). Aplicou-
se em forma de bandas individuais, 20 uL de uma solugéo etandlica (70% v/v) a 100
mg/mL de cada extrato. O cromatograma foi eluido na fase moével: cloroférmio: acetato
de etila: alcool metilico: agua (53,6: 28,6: 10,7: 7,1). As cromatoplacas foram secas
ao ar e, em seguida, examinadas a olho nu e sob luz ultravioleta em 254 e 365 nm.
Como reveladores, utilizou-se: acido fosfomolibdico 20%, acido sulfarico 5%,
hidroxido de potassio 5%, Dragendorff, anisaldeido sulfurico e NP/PEG (difenilborato
de aminoetanol/ polietilenoglicol-4000) (WAGNER; BLADT, 1996; ANVISA, 2019).

47  ENSAIOS BIOLOGICOS

4.7.1 Determinacgao de atividade antimicrobiana

A analise da atividade antimicrobiana dos extratos brutos de E. grandiflora

frente a bactérias e levedura, foi realizada segundo Veiga e colaboradores (2019).

4.7.1.1 Microrganismos e preparo do inoculo

Os microrganismos utilizados neste experimento foram Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Escherichia coli (ATCC 8739) e
Candida albicans (ATCC 10231). As cepas foram determinadas conforme descrito pela
Famacopeia Brasileira (2019) para o teste de eficacia antimicrobiana. Os microrganismos
liofilizados foram revitalizados e, em seguida, realizou-se a cultura por esgotamento.

Colbnias isoladas foram transferidas para tubos contendo solugao salina
cloreto de sodio (NaCl) a 0,9%, até que se atingisse a escala correspondente a 0,5
McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Para o ajuste da turbidez, utilizou-se densitdmetro para

deteccgao de turbidez de suspensao da Biosan®, modelo DEN-1.
4.71.2 Preparo das amostras
Para a realizagao do teste, preparou-se solu¢desindependentesa 100 mg/mL

do extrato liofilizado do foliolo e do galho de E. grandiflora. Como diluente, utilizou-se
dimetilsulféxido 10% (DMSO) e Tween 80 a 4% (Sigma-Aldrich®).
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4.7.1.3 Preparo dos controles

Solugdes de cloranfenicol a 250 ug/mL e cetoconazol a 500 pg/mL foram
preparados com agua estéril e foram utilizadas como controle positivo de bactérias e
da levedura, respectivamente. O controle negativo foi realizado com agua estéril.

Também se realizou o controle do diluente das amostras.

4.7.1.4 Preparo da solugdaode TTC

Preparou-se solugédo 0,125% de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio (TTC —
Neon®) em agua estéril. Apds completa dissolugéao, filtrou-se por membrana

esterilizante (0,20 ym) e a solugéao foi armazenada sob refrigeragao (2 a 8 °C).

4.7.1.5 Método de microdiluicéo

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pogcos com fundoem “U”.
E possivel verificar a representacdo da microplaca utilizada nos ensaios de
microdiluicdo na FIGURA 6.

Todos os pogos utilizados receberam 100 uL de caldo. Para as bactérias,
utilizou-se o caldo Mueller Hinton e para levedura o caldo Sabouraud Dextrose. Em
seguida, adicionou-se a linha A, em ftriplicata, 100 yL da solugdao amostra (foliolo ou
galho). Posteriormente, diluicdes seriadas foram realizadas, homogeneizando o
conteudodos pogos e passandoaliquotas de 100 pL para afileiraseguinte. Ao chegar
a linha H, 100 pL de cada orificio foi descartado. Desta forma, obteve-se as
concentracbes de 50; 25; 12,50; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 e 0,40 mg/mL. Na sequéncia,
foram adicionados 10 pL da suspensao de microrganismos em cada orificio teste (A1-
H6).
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FIGURA 6 —- REPRESENTAGCAO DE MICROPLACA E DILUICAO UTILIZADA NOS
ENSAIOS DE MICRODILUICAO

2 789101112
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FONTE: A autora (2022).

O controle positivo foi avaliado nas linhas de A-D da coluna 12, sendo
preparado a partir do respectivo caldo e de solugdao antimicrobiana. Apds, foi
adicionado 10 uL do microrganismo. No controle negativo (E12-G12) foi utilizado agua
estéril para substituir o antimicrobiano.

Todas as microplacas foram incubadas a 35 £ 0,5 °C por 22 h. Apoés,
adicionou-se 20 pyL de solugdo de TTC 0,125% aos pogos e, em seguida, as
microplacas retornaram a incubagao por mais 2 hs. Posteriormente, as microplacas
foram observadas visualmente e se realizaram as leituras das absorbancias em
espectrofotdbmetro de microplacas (Multiskan FC — Thermo Fisher Scientific®) a 540
nm, Como branco, utilizou-se 100 pL de caldo correspondente, 100 uL de amostra ou

diluente e 10 pL de salina.

4.7.1.6 Determinacadoda CIM dos extratos

Com os dados obtidos por meio das leituras em espectrofotdmetro das
microplacas, determinou-se a concentragao inibitéria minima (CIM). Para converter a
absorbancia em UFC/mL, aplicou-se o valor médio da triplicata de cada fileira (A-H)
na equacao da linearidade padronizada por Veiga e colaboradores (2019), expressos
na TABELA 4, em que “y” corresponde a absorbanciae “x” é iguala UFC/mL. A CIM

foi determinada pela concentracdo de amostra teste que levou aum valorde UFC/mL
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negativo ou zero, que demonstram o n&o crescimento microbiano na presenca do

extrato em determinada concentragao.

TABELA 4 — CORRELACAO ENTRE AS LEITURAS NO ESPECTROFOTOMETRO E AS
CONTAGENS EM PLACAS
MICRORGANISMO EQUACAO

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) y = 1E-08x +0,0097

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) y = 1E-08x + 0,024

Escherichia coli (ATCC 8739) y = 3E-09x + 0,0223

Candida albicans (ATCC 10231) y = 5E-07x + 0,1264
FONTE: VEIGA et al. (2019).

4.7.2 Determinacgao da citotoxicidade

47.21 Cultivocelular

Para a realizagao dos ensaios celulares, adquiriram-se linhagens tumorais
HRT-18 (adenocarcinoma colorretal, codigo 86040306), MDA-MB-231 (carcinoma
humano de mama — cddigo 0392) no Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ —
UFRJ). Além disso, células nao tumorais da linhagem McCoy (fibroblasto murino —
coédigo 0160) foram obtidas comercialmente noinstituto Adolfo Lutz.

O cultivo celular de ambas as células foi realizado em meio RPMI 1640
(GIBCO®) suplementado com soro fetal bovino 10% (SFB) (GIBCO®) e solugéo de
antibidticos contendo penicilina e estreptomicina (100 U/mL e 100 pg/mL,
respectivamente) (GIBCO®). As linhagens foram mantidas em estufa a temperatura e
atmosfera controlada (37 °C, 5% de CO2 e 95% de umidade), em uma densidade de

1x10° células/mL de meio.

4.7.2.2 Ensaiode viabilidade celular pelo sal de tetrazolium (MTT)

A viabilidade metabdlica das linhagens celulares HRT-18, MCF-7 e McCoy foi
avaliada apds o tratamento com diferentes concentracdes de extrato de foliolo de E.
grandiflora. Para isso, utilizou-se o ensaio de MTT (brometo de 3—(4,5-dimetiltiazol-2-
i)-2,5-difeniltetrazélio) adaptado do método descrito por Mosmann (1983).

Para o tratamento, preparou-se de forma independente uma solugéao estoque
(90.000 pg/mL) do extrato do foliolo, diluindo-o em alcool etilico 70% (v/v). Para o

tratamento das células, realizou-se a dilui¢ao da solugéo estoque em meio de cultivo,
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visando a obtencdo de concentragcdes variadas do extrato (25 a 900 pg/mL).
Nenhuma solugédo de tratamento ultrapassou a margem de 0,25% de alcool etilico por
poco (ILIEVA et al., 2021). Da mesma forma, o controle negativo foi preparado
utilizando meio de cultivo e veiculo de dilui¢do dos extratos (alcool etilico 70%).

As células foram plaqueadas (1x104 células/pogo) em placas de 96 pogos de
fundo chato, utilizando meio de cultivo suplementado com SFB 10% e solugao de
antibidticos, conforme descrito anteriormente. Para garantir a adeséo celular, as
microplacas permaneceram em estufa (37 °C, 5% de CO2 e 95% de umidade) por 24
h.Em seguida, as células foram tratadas com diferentes concentragdes de extrato, no
qual permaneceram em contato durante 72 h. Apds esse periodo, o tratamento foi
retirado e se adicionou MTT (0,50 mg/mL) (Sigma-Aldrich®), seguido por incubagao
em estufa (37 °C, 5% de CO2 e 95% de umidade) por 2 h. Posteriormente, retirou-se
o conteudo dos pogos e se adicionou DMSO (Cromoline Quimica Fina®) para
solubilizacao dos cristais de formazan. As microplacas foram homogeneizadas e a
leituradas absorbéancias foi realizada em espectrofotdmetro de microplacas (Multiskan
FC — Thermo Fisher Scientific®)a 570 nm.

A reducédo do sal MTT do controle negativo (CTRL) foi considerada como
100% de viabilidade metabdlica. Os valores de concentragdo inibitéria minima (Clso)
foram determinados a partir do software GraphPad Prism 8.0.1. Executaram-se dois
experimentos independentes.

A determinacao da porcentagem de células viaveis foi calculada conforme

equacao (3) descrita por Ebada et al. 2008:

. ‘s . Abs células tratadas —Abs meio cultura
% células vidveis = 100 X (3)

Abs células nido tratadas — Abs meio cultura

Considerando o valor da concentragdo inibitéria média (Clso), também foi
possivel calcular o indice de seletividade (IS), conforme equacao (4) (INDRAYANTO,;
PUTRA; SUHUD, 2021):

Clcélula nio tumoral
50

IS =

Clg%lula tumoral (4)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51  ESTUDO MORFOANATOMICO

A espécie E. grandiflora (FIGURA 7) apresentou foliolos do tipo composto,
com foliolos sésseis obovados a estreito-elipticos de 5,0-14,9 cm de comprimento e
2,5-5,1 cm de largura. O apice dos foliolos variou entre obtuso e curtamente
acuminado, de base cuneada, com margem revoluta e rigido cartaceo opaco. Sua
nervagcao se apresentou como broquidédroma, com nervura mediana e laterais
elevadas em ambas as faces. O peciolo se mostrou cilindrico, fissurado
transversalmente, geniculadono apice e com dimensbesque variam de 0,7-1,8 cm de
comprimento a 0,1-0,3 cm de largura. A capsula do fruto tem formato subgloboso, de
coloragao castanha-escura. Exibe muitas proje¢cées espiniformes em sua superficie
externa e endocarpo amarelo. As caracteristicas apresentadas vao de acordo com as

descritas por Skorupa e Pirani (2002).

FIGURA 7 — PARTES AEREAS DAS ESPECIES Esenbeckia grandiflora Mart.

FONTE: Gasper (2021).
LEGENDA: A - Face adaxial; B — Face abaxial. Barra: 10 cm (A-B).

Em vista frontal, ambas as faces apresentam lamina foliar com paredes
anticlinais e células epidérmicas com formato poligonal. A face adaxial é estriada e,
mostra-se glabra (FIGURA 8C e 8F) semelhante ao exposto por Buril, Thomas e Alves
(2014). Entretanto, o trabalho de Franco e Albiero (2018) descreve a presenca de
tricomas em ambas as faces do limbo da espécie. A face abaxial € de pubérula a
glabrescente, apresentando tricomas tectores de cuticula estriada, formados de 1-5

células, que apresentaram reagao positiva com o reativo de Sudam lll (FIGURA 8A e
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8D). Observados de forma rara, é possivel notar na face abaxial do foliolo a presenca
de tricoma glandular do tipo capitado (FIGURA 8B e 8E), positivo ao Sudam Ill.
Francoe Albiero (2018) relatam a presenca frequente de tricomas glandulares
do tipo capitado em primoérdios foliares. Entretanto, Cruz e colaboradores (2017)
afirmam que a espécie possui apenas tricomas tectores. Apesar disso, € conhecida a
presenca de tricomas do tipo capitado em outras espécies do género, como E.
irwiniana Kaastra, E. leiocarpa, E. pilocarpoidesKunth e E. pumila(CRUZ et al. 2017).
E. febrifuga e E. leicocarpa apresentaram também tricomas do tipo peltado no limbo
foliar (MUNTOREANU; CRUZ; MELO-de-PINNA, 2011; FRANCO; ALBIERO, 2018).
Os estdbmatos sdo do tipo anomociticos e estdo dispostos somente na face
abaxial da lamina foliar, caracterizando-a como hipoestomatica (FIGURA 8A-C). E
possivel observar estdmatos ligeiramente acima das células adjacentes (FIGURA 8D
e FIGURA 9A) e as células-guarda com cristas cuticulares evidentes. O indice
estomatico apresentado foi de 5,97 e, as dimensdes médias apresentadas pelas
células-guarda foramde 37,15 x 25,91 uym e, para o ostiolo de 16,93 x 11,13 pm.
Cruz e colaboradores (2017) também relataram a presenca de estdbmatos
anomociticos nas espécies E. leiocarpa, E. pilocarpoides e E. pumila, corroborando

com os resultados encontrados.
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Em seccgao transversal, a epiderme foliar se mostra uniestratificada com
célulasalongadas periclinalmente e levemente maiores na face adaxialdo que na face
abaxial. Ambas as faces apresentam cuticula delgada, a qual apresentou resultado
positivo para Sudam lll. O mesofilo é do tipo dorsiventral, sendo formado por uma
camada de parénquima paligadico e cerca de 7-8 camadas de parénquima esponjoso
(FIGURA 9C). Existem feixes vasculares colaterais de pequeno porte distribuidos pelo
mesofilo, envoltos por uma endoderme e fibras de lignina justapostas ao floema
(FIGURA 9B). Apresenta cavidades secretoras de contorno esférico a oval,
preferentemente junto a face adaxial, em que o conteudo apresentou resultado
positivo ao Sudam lll, demonstrando a possibilidade de producao de 6leo volatil pela
especie.

A epiderme foliar se apresenta uniestratificada com cuticula levemente
espessada formando flanges cuticulares (FIGURA 9F). O feixe central € unico,tem
contorno biconvexo com leve curvatura adaxial e apresenta feixe vascular do tipo
colateral aberto (FIGURA 9H). O xilema se apresenta na parte interna e o floema
voltado para fora em forma de C e um feixe dorsal. Justaposto ao floema, é possivel
observar grupos descontinuos de fibras de esclerénquima (FIGURA 9C), que
apresentaram resultado positivo para floroglucina cloridrica. O colénquima é angular
em ambas as faces (FIGURA 9F E 9G) e o parénquimafundamental emtorno do feixe
€ semelhante ao descrito para o limbo foliar. Foi observada presencga de cristais
prismaticos de oxalato de calcio (FIGURA 9F).

Observou-se a presenca de compostos alcaloidicos e fendlicos no feixe
vascular e no mesofilo dos foliolos apds reacéo positiva aos reagentes de Wagner,
cloreto férrico e dicromato de potassio, respectivamente. Além disso, graos de amido
foram evidenciados, o que nao foi observado no estudo de Franco e Albiero (2018) na
nervura central e no mesofilo foliar.

Alcaloides e compostos fendlicos ja foram identificados em E. grandiflora
(OLIVEIRA et al.,1996, 2004; 2005; TRANI et al., 1997, 2004; NUNES et al., 2005;
JANUARIO et al., 2009).
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O peciolo apresenta estrutura rigida e, em secgao transversal, observou-se
formato circular, com presenca de poucos tricomas tectores e glandulares, estes com
cuticula de aspecto rugoso (FIGURA 10C). No estudo de Cruz et al. (2017), também
se observou para esta espécie (e outras espécies do género, como E. irwiniana, E.
leiocarpa, E. pilocarpoides e E. pumila) a presenga dos dois tipos de tricomas no
peciolo.

Algumas das seccgdes transversais do peciolo apresentaram crescimento
secundario com periderme, sendo ele constituido por suber pluriestratificado
composto por cerca de seis a oito camadas de células tabulares (FIGURA 10E).
Entretanto, algumas sec¢des apresentam apenas epiderme e parénquima cortical,
caracterizando uma estrutura primaria (FIGURA 10B). De acordo com Cruz e
colaboradores (2015), o peciolo de E. grandiflora é diferenciado de outras espécies
do género por apresentar uma distensdo em sua parte distal. Isso ocorre devido a
proliferacao de tecido cortical, justificando a presenga de periderme na estrutura.

O cértex apresenta numerosas camadas de parénquima cortical com células
arredondadas, cavidades secretoras de formato arredondado e colénquima angular
(FIGURA 10B). O cilindro vascular consiste em floema externo e xilema interno,
finamente dividido por raios parenquimaticos e presenca de parénquima medular. E
observado um sistema vascular unico, envolto por cerca de trés camadas de fibras
perivasculares de esclerénquima circundando o floema, que se encontram em grupos
(FIGURA 10A). De acordo com Cruz et al. (2017), E. irwiniana, E. pilocarpoides e E.
pumilatambém apresentam fibras perivasculares.

Distribuidos no parénquima cortical, cristais prismaticos foram observados
raramente (FIGURA 10G). Por meio da energiadispersivade raios X (EDS), verificou-
se a presenca de picos de calcio (Ca, 35,44%), oxigénio (O, 45,16%) e carbono (C,
19,40%). Desta forma, os cristais presentes mostraram serem formados por oxalato
de calcio (FIGURA 11). A presenca de fibras de esclerénquima em torno do floema;
cavidades secretoras com conteudo lipidico; amiloplastos e compostos alcaloidicos
no parénquima e xilema, e compostos fenélicos no parénquima e feixe vascular foram

evidenciados apés os testes microquimicos.
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FIGURA 10 - SECCOES TRANSVERSAIS E LATERAIS DO PECIOLO DE Esenbeckia grandifiora

FONTE: A autora (2021).
NOTA: Microscopia 6ptica de luz; dupla coloragdo com azul de astra e fucsina basica (A-C; E-F);
microscopia eletrdnica de varredura por efeito de campo (D e G).

LEGENDA: A — Aspecto geral do peciolo; B — Detalhe de parénquima cortical; C — Detalhe de tricoma
glandular; D — Detalhe de tricoma tector; E — Parénquima cortical com detalhe para periderme em
crescimento secundario; F — Detalhe para cavidade secretora; G — Cristal prismatico de oxalato de

calcio. co: colénquima; cr: cristal prismatico de oxalato de calcio; cs: cavidade s ecretora; ep:
epiderme; fi: fibras; fl: floema; me: medula; pc: parénquima cortical; pe: periderme; pf: parénquima

fundamental; tg: tricoma glandular; tt: tricoma tector; xi: xilema. Barra: 200 ym (A); 100 um (B, E e F);

30 pm (C); 20 ym (D); 5 um (G).
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FIGURA 11 - ESPECTROSCOPIA DE RAIOS X POR ENERGIA DISPERSIVA (EDS) DOS CRISTAIS
DO PECIOLO EM Esenbeckia grandiflora Mart.
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FONTE: Complexo de Laboratérios Multiusuarios (2022).
NOTA: Os picos nao identificados se referem ao elemento ouro utilizado no preparo da amostra. C:
19,40%; O: 45,16% e Ca: 35,44%.
LEGENDA: C — Carbono; Ca — Calcio; O — Oxigénio.

O galho apresenta formato circular, com presenca de raros tricomas tectores
e glandulares (FIGURA 12C e 12E). Em estrutura secundaria, € possivel visualizar
epiderme seguida de suber e uma camada de braquiesclereides. Foi evidenciada
presencga de colénquima angular, seguido de parénquima cortical (FIGURA 12B e
12E). O cortex é formado por cerca de oito camadas de células parenquimaticas ovais
e apresenta algumas cavidades secretoras de contorno esférico a oval e conteudo
lipidico, de acordo com resposta positiva com Sudaml lI.

O feixe vascular do galho se apresenta continuo e entre o floema e xilema
aparece uma discreta faixa do cambio, sendo o xilema percorrido por raios
parenquimaticos estreitos (FIGURA 12A e 12B). E possivel observar conjuntos de
fibras de tamanho variado em torno do sistema vascular e parénquima medular de
forma semelhante ao apresentado pelo peciolo (FIGURA 12A). Em testes
microquimicos, apresentou numerosos amiloplastos e compostos alcaloidicos no
parénquima e xilema, e compostos fendlicos no parénquima cortical e medular.
Também foi observado a presenca de raros prismas de oxalato de calcio.

Fibras distribuidas tangencialmente ao floema e cristais prismaticos de
oxalato de calcio em células corticais também foram observadas em E. febrifuga
(SOMAVILLA; FAGG; BRANDAO, 2018).
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FIGURA 12 — SECCOES TRANSVERSAIS E VISTA FRONTAL DO GALHO DE Esenbeckia
grandiflora Mart.

FONTE: A autora (2021).
NOTA: Microscopia 6ptica de luz; dupla coloragdo com azul de astra e fucsina basica (A-D);
microscopia eletrénica de varredura por efeito de campo (E).

LEGENDA: A — Aspecto geral do galho; B — Parénquima cortical e feixe vascular; C — Detalhe de
tricoma glandular; D — Periderme; E — Tricomas tectores. co: colénquima; cs: cavidade secretora; ep:
epiderme; fi: fibras; fl: floema; me: medula; pc: parénquima cortical; pe: periderme; tg: tricoma
glandular; tt: tricoma tector; xi: xilema. Barra: 200 ym (A); 100 um (B); 30 ym (C e D); 20 um (E).
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Na analise morfoanatdmica dos frutos, verificou-se a presenca de oito
carpelos. O exocarpo do fruto maduro se apresenta uniestratificado, revestido por
cuticula delgada. Semelhante ao descrito por Paschoalini e colaboradores (2022),
demonstra hipoderme com grande incidéncia de braquiesclereides em que sao
observadas pontoagdes simples (FIGURA 13C). O mesocarpo apresentacerca de 30-
35 camadas de células predominantemente parenquimaticas e cavidades secretoras
proximas a superficie adaxial (FIGURA 13A, 13B e 13E). Além disso, existem feixes
vasculares que se distribuem por todo o mesocarpo. E possivel observar estbmatos
nas projegbes da capsula, em secg¢ao paradérmica (FIGURA 13F). Em testes
histoquimicos, observa-se a presenga de amiloplastos, compostos fendlicos e
alcaloidicos no parénquima. Assim como em demais estruturas, nao foi observada a

presenga de mucilagem.
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FIGURA 13 - SECCOES TRANSVERSAIS (A-C, E) E PARADERMICAS (D e F) DO FRUTO DE

Esenbeckia grandiflora Mart.
o PR

FONTE: A autora (2021).
NOTA: Microscopia 6ptica de luz; dupla coloragdo com azul de astra e fucsina basica (A-C);
microscopia eletrénica de varredura por efeito de campo (D-F).

LEGENDA: A — Aspecto geral do fruto; B — Mesocarpo com detalhe para cavidade secretora; C —
Detalhe de braquiesclereide; D — Projegdes espiniformes em secg¢do paradérmica; E — Detalhe para
cavidade secretora; F — Face adaxial de secgao paradérmica. bs: braquiesclereide; cs: cavidade
secretora; ct: cuticula; ep: epiderme; es: estdmato; ex: exocarpo; fv: feixes vasculares; hp: hipoderme;
ms: mesocarpo; po: pontoagao simples de braquiesclereide. Barra: 200 ym (A, D-E); 100 um (B, F);
30 um (C).
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Para todas as estruturas analisadas (foliolo, peciolo, galho e fruto),
realizaram-se ensaios microquimicos conforme descrito na segdo 4.2.3. Observaram-
se a presenga de compostos fendlicos e alcaloidicos no parénquima do mesocarpo
do fruto, apds reagao positiva aos reagentes de Wagner, cloreto férrico e dicromato
de potassio. Os mesmos compostos também foram observados no parénquima, na
nervura central e no feixe vascular do foliolo, peciolo e galho.

Reagdes com Sudam Il evidenciaram o conteudo lipidico nas cavidades
secretoras, bem como em tricomas glandulares e cuticulas presentes em todas as
estruturas estudadas. Nao foram obtidas reacdes positivas frente ao azul de metileno.
Gréaos de amido foram evidenciados na nervura central e nos feixes vasculares, bem
como no parénquima de todas as estruturas. Observou-se reacao positiva frente a
floroglucina cloridrica das fibras justapostas ao floema no foliolo, peciolo e galho. Ja
no fruto, a reacdo positiva se deu nos feixes dispostos no mesocarpo e em
braquiesclereides presentes na hipoderme. Por fim, o comportamento insoluvel dos
cristais frente ao acido acético 6% é indicativo de composicao de cristais de oxalato

de caélcio, sendo observado em todos os ensaios realizados (TABELA 5).

TABELA 5-TESTES MICROQUIMICOS APLICADOS AS SECCOES TRANSVERSAIS DE Esenbeckia
grandiflora Mart.

METABOLITOS ‘

REAGENTE SECUNDARIOS FOLIOLO PECIOLO GALHO FRUTO
azul de metileno mucilagens - - - -
cloreto férrico compostos fendlicos + + + +
dicromato de potassio compostos fendlicos + + + +
floroglucina cloridrica ligninas + + + +
lugol amidos + + + +
reagente de Wagner alcaloides + + + +
Sudam llI lipideos + + + +
acido acético 6% cristais de oxalato de célcio + + + +

FONTE: A autora (2021)
LEGENDA: (+): Resultado positivo; (-): Resultado negativo.

52  OTIMZAGAO DAS CONDIGCOES DE ANALISE POR HEADSPACE ESTATICO

Para a realizacdo das analises por S-HS, realizou-se levantamento na
literatura dos parametros para a analise e desta forma, prosseguiu-se com a
otimizacdo das condigdes de analise utilizando como variaveis o tempo e temperatura
de incubacao da amostra.

Neste sentido, realizou-se o planejamento experimental 2% para a otimizag&o

do processo de amostragem de compostos volateis em droga vegetal por HS estatico.
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A condicao utilizada foi selecionada considerando o maior numero de picos no
cromatograma obtido. A TABELA 6 mostra a matriz do planejamento de experimentos,

e os resultados com o numero de picos cromatograficos obtidos em cada analise.

TABELA 6 - MATRIZ DE PLANEJAMENTO FATORIAL 22 COM PONTO CENTRAL
NUMERO DE PICOS

METODO  TEMPERATURA (°C) TEMPO (min) CROMATOGRAFICOS
1a 80 15 67
1b 80 15 69
2a 100 15 73
2b 100 15 65
3a 80 25 56
3b 80 25 57
4a 100 25 88
4b 100 25 90
5a 90 20 74
5b 90 20 64
5¢ 90 20 72

FONTE: A autora (2022).
NOTA: a, b e c se referem a replicata.

Os resultados demonstram que o maior numero de picos foi obtido no método
4. O valor dos efeitos indica o quanto cada fator contribuiu na obtencao dos picos
cromatograficos. A variavel tempo apresentou um efeito principal de 4,25, enquanto
para temperatura se mostrou igual a 16,75. O efeito de interagdo entre os fatores
também foi avaliado, apresentando um valor de 15,75. Todos os efeitos exerceram
um efeito positivo sobre a resposta, o que significa que ao passar do nivel baixo para
o alto, o numero de picos esperado aumenta.

A avaliacédo da significancia dos efeitos foi realizada empregando o teste
ANOVA, a um nivel de significancia de 90%. A temperatura mostrou influenciar os
resultados obtidos (p-valor = 0,0872, a = 0,10), o que também foi observado com o
efeito de interagado entre as variaveis (p-valor = 0,0968, a = 0,10). A variavel tempo
n&o se mostrou significativa (p-valor= 0,5062, a = 0,10), o que indica que n&o possui
influéncia sobre a resposta esperada. Virgiliou et al. (2021) também observaram um
efeito ndo significativo para este fator ao otimizar metodologia para analise do 6leo
volatil comercial de lavanda.

A curvatura do modelo foi avaliada ao incorporarmos a soma dos quadrados
da curvatura (MSe= 28) a ANOVA, podendo ser realizada a comparagdo com o
quadrado médio do erro (SScurvatura= 0,6696). Com um p-valor = 0,8913 (a = 0,05),

tém-se que Ho é verdadeira e, portanto, n&o existe falta de ajuste no modelo.
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GRAFICO 1 - SUPERFICIE RESPOSTA PARA O EFEITO DE INTERAGAO DAS VARIAVEIS
TEMPO E TEMPERATURA SOBRE O NUMERO DE PICOS CROMATOGRAFICOS
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FONTE: A autora (2022).

Conforme observado no

GRAFICO 1, referente a superficie resposta para a amostragem por HS,
observa-se que o maior numero de picos é alcangado com incubacédo da amostra em
100 °C. Esta temperatura também foi selecionada em otimizacdo de metodologia
realizada por Fang et al. (2006) para analise de raizes e rizomas de Curcuma wenyujin
Y.H.Chen & C.Ling (sin. Curcuma aromatica Salisb.). Estes pesquisadores afirmam
que temperaturas superiores tendem a reduzir os analitos de interesse. Zhu e
colaboradores (2018) definiramcomo ponto 6timo umaincubagaoa95 °C, entretanto,
este foi o maior nivel testado em seus experimentos. Triaux e colaboradores (2021)
avaliaram esta variavel em niveis de 80-140 °C, observando efeito negativo em
temperaturas maiores que 125 °C. Os autores relatam que um nivel maior de
temperatura tem potencial para minimizar a recuperacdo de compostos terpenoides.

Apesar de nao mostrar efeito direto sobre o resultado, o tempo é capaz de
afetar o numero de picos ao interagir com a temperatura. Desta forma, selecionou-se
o tempo de 25 min para a incubacao da droga vegetal. Zhu et al. (2018) relataram um

aumento na degradacéo de compostos em periodos maiores que 20 min. Entretanto,
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no trabalho de Triaux et al. (2021), este efeito foi observado somente apds 30 min.
Virgiliou e colaboradores (2021) relataram efeitos n&o significativos desta variavel.
Apesar disso, o tempo de equilibrio prolongado se mostra positivo para uma melhor
difusdo e transferénciade massa durante a extracéo (ZHU et al., 2018). Outra variavel
descrita na literatura como nao significativa é a velocidade de agitacdo do processo
(TRIAUX et al., 2021; VIRGILIOU et al., 2021), entretanto, esta variavel nao foi
otimizada.

Apos a estabelecer as condigdes de analise de HS, realizou-se a analise da
fragao volatil de foliolos e galhos secos de E. grandiflora com umaincubag¢doem 100
°C/25 min.

53  IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS VOLATEIS EM Esenbeckia grandifiora
5.3.1 Oleo volatil de foliolos

A hidrodestilagao realizada com os foliolos de E. grandiflora e apresentou
rendimento médio de 47,95 mg (FIGURA 14).

FIGURA 14 - OLEO ESSENCIAL OBTIDO PELA HIDRODESTILACAO DE FOLIOLOS DE
Esenbeckia g(andif/ora Mart.
Bl P

'f;

FONTE: A autora (2021).

Embora ja tenha sido descrita na literatura estruturas celulares que possam
indicar a presenga de 6leos volateis nesta espécie, nao foram localizados estudos
acerca da caracterizagao quimica do 6leo essencial e da fragao volatil de foliolos e

galhos de E. grandiflora.
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A analise por CG-EM e CG-DIC do ¢6leo volatil obtido por hidrodestilagao
apresentou um total de 49 constituintes identificados, representando 90,94% dos
constituintes do 6leo essencial. O perfil cromatografico obtido com o 6leo volatil
(FIGURA 15), revelou-se constituido principalmente por hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (71,98%). Além disso, observou-se a presenca de sesquiterpenos
oxigenados (15,47%) e monoterpeno oxigenado (0,20%). Outros 3,29% sé&o
representados por alcoois, cetonas, acido carboxilico, éster e diterpeno (TABELA 7,
p. 77).

Outras espécies da familia Rutaceae apresentaram na sua composicéo
quimica majoritariamente hidrocarbonetos sesquiterpénicos. O 6leo volatil obtido das
folhas de Cedrelopsis grevei Baill. & Courchet (Rutaceae) € um exemplo, visto que
este é constituido em sua maior parte por hidrocarbonetos sesquiterpénicos e com

pequena fragcdo de monoterpenos oxigenados (AFOULOUS et al., 2013).

FIGURA 15 - CROMATOGRAMA DO OLEO VOLATIL DE FOLIOLOS DE Esenbeckia grandiflora
Mart. OBTIDO POR CG-EM
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FONTE: A autora (2021).

Por meio da caracterizagdo quimica do 6leo volatil dos foliolos de E.
grandiflora, observou-se que ambos os constituintes majoritarios sdo hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, sendo eles: germacreno D (28,32%) e biciclogermacreno (20,97 %).

Outras duas espécies do género Esenbeckia tiveram seus oOleos volateis
analisados. Para o 6leo volatil das folhas de E. almawillia Kaastra, o constituinte
presente em maior porcentagem foi o sesquiterpeno B-cariofileno, enquanto o éleo

essencial obtido de suas cascas foi constituido majoritariamente pelo fenilpropanoide
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safrol (BARROS-FILHO et al., 2004). O dleo volatil obtido de folhas de E. yaaxhokob
(sin. E. berlandieri) é descrito por Mata e colaboradores (1998) como sendo composto
em 84% por 2-tridecanona.

Além disso, 6leos volateis de outras espécies da familia Rutaceae como
Lunasia amara Blanco, Brombya platynema F.Muell., Flindersia acuminata C.T.White
e Zanthoxylum rugosum A.St-Hill. & Tul. (sin. Zanthoxylum caribaeum subsp.
rugosum (A.St-Hil. & Tul.) Reynel) também apresentam como constituintes
majoritarios o germacreno D e o biciclogermacreno (BROPHY et al., 1997; BROPHY;
GOLDSACK; FORSTER, 2004; 2005; MOURA et al., 2006).

Os espectros de massas obtidos para os constituintes caracterizados como

germacreno D e biciclogermacreno podem ser visualizados na FIGURA 16.

FIGURA 16 - ESPECTRO DE MASSAS DOS COMPOSTOS CARACTERIZADOS COMO
GERMACRENO D E BICICLOGERMACRENO NO OLEO VOLATIL DE Esenbeckia grandiflora Mart.
%
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FONTE: A autora (2021).

De acordo com Steliopoulos e Mosandl (2001), o pico base do germacreno D
de raz&o m/z 161 é gerado por uma clivagem alfa do ion molecular (m/z 204), levando
a perda de umradical isopropilico. Uma clivagem neutra envolvendo a perda de C2H4

em 161 formara o fragmento m/z 133 que, ao se decompor, ira gerar ions abundantes
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em m/z 105 e 91 (perda de C2H4 e CsHe, respectivamente). Demais vias de

fragmentacgéao propostas pelos autores podem ser visualizadas na FIGURA 17.

FIGURA 17 - PROPOSTAS DE VIAS DE FRAGMENTAGAO PARA O GERMACRENO D
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FONTE: Steliopoulos; Mosandl (2001).

Estudos mostram que o germacreno D é um importante intermediario na
biossintese de outros compostos. Sua isomerizagdo em condi¢des acidas torna
possivel a obtencido de sesquiterpenos do tipo cadinano, muurolano, amorfano e
bourbonano (YOSHIRA et al., 1969; BULOW; KONIG, 2000). De forma semelhante,
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o biciclogermacreno pode intermediar a sintese de compostos como ledeno, viridiflorol

e espatulenol (TRAN; CRAMER, 2014).

Como constituintes secundarios, destacam-se no 6leo volatil dos foliolos, em

ordem decrescente: d-cadineno, espatulenol, (E)-nerolidol, y-cadineno, 3-copaeno,

(32)-hexenol, a-copaeno, a-muuroleno, B-ylangeno, (-)-globuloal,

y-muuroleno, a-

cadinol, aromadendreno e shiobunol. As estruturas das substidncias estao

representadas na FIGURA 18.

FIGURA 18 - CONSTITUINTES SECUNDARIOS DO OLEO VOLATIL DE Esenbeckia grandiflora Mart.
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FONTE: A autora (2022).
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5.3.2 Fracgdes volateis de foliolos e galhos

A composicdo quimica dos compostos volateis dos foliolos, resultou na
identificagcdo de 53 substancias (89,80%), sendo que o perfil obtido por S-HS-GC-EM
(FIGURA 19) foi constituido majoritariamente por hidrocarbonetos sesquiterpénicos
(59,14%). Observou-se ainda a presenca de 6,55% de sesquiterpenos oxigenados e
0,87% de monoterpenos oxigenados. Além disso, 23,24% dos compostos volateis
eram constituidos por substancias de outras classes, sendo destes, 17,84% alcoois
(TABELA 7, p. 77).

FIGURA 19 - CROMATOGRAMA OBTIDO POR SHS-GC-MS DA FRACAO VOLATIL DE FOLIOLOS
DE Esenbeckia grandiflora Mart.
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FONTE: A autora (2021).
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Na fracdo volatil dos foliolos, obteve-se como constituintes de maior
concentragéo o hidrocarboneto sesquiterpénicoy-muuroleno (18,04%) e o alcool (42)-
hexanol (16,71%) (FIGURA 20). E importante salientar que houve uma coeluicéo de
um componente da coluna cromatografica (siloxano) com o pico referente ao y-
muuroleno. Verificou-se que esta mesma substancia estava presente na leitura dos
brancos de amostra. Desta forma, para se calcular a area referente ao pico y-

muuroleno, desconsiderou-se a area média deste componente no branco de amostra.
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FIGURA 20 - ESPECTRO DE MASSAS DOS COMPOSTOS CARACTERIZADOS COMO y-
MUUROLENO E (4Z)-HEXANOL NA FRACAO VOLATIL DE GALHOS DE Esenbeckia grandiflora Mart.
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FONTE: A autora (2022).

Como constituintes secundarios dos foliolos (FIGURA 21), ttm-se em ordem
decrescente: 6-cadineno, a-copaeno; 6-metil-5-hepten-2-ona;y-cadineno; 3-copaeno;
tfrans-calameneno; espatulenol; aromadendreno; a-muuroleno; B-ylangeno; trans-
muurola-4(14),5-dieno; allo-aromadendreno; a-amorfeno; epizonareno; a-ylangeno;

a-cubebeno; cis-cadina-1(6),4-dieno.

FIGURA 21 - CONSTITUINTES SECUNDARIOS DA FRACAO VOLATIL DE FOLIOLOS DE
Esenbeckia grandiflora Mart.
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FONTE: A autora (2022).
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O perfil cromatografico (FIGURA 22) obtido por S-HS com os galhos de E.
grandiflora permitiu a identificacdo de 53 constituintes (93,31%). Semelhante ao
obtido para fragcdo volatii dos foliolos, a maioria de seus compostos sao
hidrocarbonetos  sesquiterpénicos (78,48%). Também  estdo presentes
sesquiterpenos oxigenados com concentracao de 8,24% e monoterpenos oxigenados

representando 0,50%. Outras classes representam 6,01% da fragdo volatil, sendo
destes 3,53% alcoois (TABELA 7, p. 77).

FIGURA 22 - CROMATOGRAMA OBTIDO POR S-HS-GC-MS DA FRACAO VOLATIL DE GALHOS
DE Esenbeckia grandiflora Mart.

(x1,000,000) TiIC
50- Y,
: B <
407
4 H
] >
3.0 y-muroleno H
?_0—5 d-cadineno
1.0
m_fLL_, N X N 1 . ]
Ho wo  wo  me  Bo mo  @o 4o 40 @0 20 a0

FONTE: A autora (2022).

Na analise da fracao volatil dos galhos, os dois constituintes presentes em
maior concentragao foram o y-muuroleno (13,25%) e o d-cadineno (10,52%), ambos
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (FIGURA 23). O pico cromatografico referente ao y-
muuroleno também apresentou coeluicdo com substancia da coluna cromatografica.
Novamente, desconsiderou-se a area media desta substanciano branco de amostra

para se obter o valor da area referente ao y-muuroleno.
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FIGURA 23 - ESPECTRO DE MASSAS DOS COMPOSTOS CARACTERIZADOS COMO y-
MUUROLENO E 5-CADINENO NA FRAGAO VOLATIL DE GALHOS DE Esenbeckia grandiflora Mart.
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FONTE: A autora (2022).

Os demais compostos secundarios dos galhos s&o, em ordem decrescente: a-
copaeno, frans-calameneno, y-cadineno, aromadendreno, 3-copaeno, espatulenol, a-
muuroleno, (4Z)-hexenol, allo-aromadendreno, a-ylangeno, epizonareno, 6-metil-5-

hepten-2-ona, B-ylangeno, trans-muurola-4(14),5-dieno, a-amorfeno, a-calacoreno e
a-cadineno (FIGURA 24).

FIGURA 24 - CONSTITUINTES SECUNDARIOS DA FRAGAO VOLATIL DE GALHOS DE
Esenbeckia grandiflora Mart. ANALISADOS POR HEADSPACE ESTATICO
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FONTE: A autora (2022).
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Por meio da comparacao do perfil obtido para os compostos volateis de folhas
e galhos de E. grandiflora por S-HS observa-se que ambos se diferem entre si em 13
constituintes. O foliolo apresenta dehidroxi-cis-6xido de linalool, 2,6-dimetil-
ciclohexanol, B- ciclocitral, 4,6-dimetil-dodecano, B-cubebeno, B-elemeno, (E)-a-
ionona, 6,9-guaiadieno, cis-muurola-4(14),5-dieno, [-vetispireno, (E)-nerolidol,
globulol e a,a-dimetoxi-a-fenilacetofenona. Enquanto que o galho possui n-hexanaol,
tfrans-0xido de linalool, linalool, safranal, 8-elemeno, isoledeno, sativeno, 3-maalieno,
cis-muurola-3,5-dieno, a-humuleno, frans-cicloisolongifol-5-ol, a-corocaleno e
eudesma-4(15),7-dien-1p3-ol.

A maior diferenca observada entre as duas fragcdes analisadas por S-HS se
deve a classe dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos, em que a fragdo os galhos
apresenta 78,47% enquanto os foliolos apresentam 59,14%. Observou-se também
que os foliolos possui 17,84% de alcoois e os galhos 3,53%.

Ao realizarmos uma analise comparativa do 6leo volatil do foliolo com os
constituintes volateis dos foliolos e galhos, observam-se que 26 substancias em
comum. Destas, tém-se 16 hidrocarbonetos sesquiterpénicos, 9 sesquiterpenos
oxigenados e uma cetona. O perfil cromatografico obtido para as trés analises é
comparado na FIGURA 25.

FIGURA 25 - PERFIL CROMATOGRAFICO OBTIDO POR CG-EM PARA O OLEO VOLATIL E SHS-
G(C—MS I;’ARA A FRACAO VOLATIL DE FOLIOLOS E GALHOS DE Esenbeckia grandiflora Mart.
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FONTE: A autora (2022).

Ao comparar os compostos do 6leo volatil com as substanciasdafracao volatil

dos foliolos da espécie, observa-se que um total de 29 constituintes foram
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identificados por ambas as técnicas, sendo em sua maioria caracterizados como
hidrocarbonetos sesquiterpénicos.

Na analise do 6leo volatil, 17 substancias foram encontradas apenas no éleo
volatil, representado 57,98% (FIGURA 26). Dentre eles, destacam-se os componentes
majoritarios: germacreno D e biciclogermacreno, que totalizam 49,29%. Triaux e
colaboradores (2021) afirmam que diferengas quimicas sdo esperadas ao se
comparar HS com injegdes diretas, visto que o HS depende de um equilibrio
solido/gas.

Entre os constituintes identificados nas fragdes volateis dos foliolos, 10 foram
identificados apenas na analise por esta técnica, totalizando 2,28%. Dentre eles,
citam-se dois monoterpenos (dehidroxi-cis-6xido de linalool e B- ciclocitral) e trés
outros compostos (2,6-dimetil-ciclohexanol, 4,6-dimetil-dodecano e a,a-dimetoxi-a-
fenilacetofenona).

A fracao volatil dos galhos também apresentou 10 constituintes identificados
apenas por esta técnica (1,74%), sendo destes, cinco hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (0-elemeno, isoledeno, sativeno, 3-maalieno e trans-cicloisolongifol-
5-ol). De modo geral, a fragao volatil dos galhos se diferenciou da fragao volatil dos
foliolos pela presenca de 13 substancias, sendo sete hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, trés monoterpenos oxigenados, dois sesquiterpenos oxigenados e
um alcool.

Triaux et al. (2021) afirmam que moléculas com baixo ponto de ebuli¢do
tendem a ter uma sensibilidade maior ao HS do que para injegao a liquido. Outros
estudos também relatam uma maior concentragdo de monoterpenos em fragdes de
HS do que em dleos volateis (ICKOVSKI; STEPIC; STOJANOVIC, 2020; USJAK et
al., 2022). Estes dados estao de acordo com os obtidos no presente trabalho, sendo
que para a fragao volatil dos foliolos se obteve 0,87% de monoterpenos oxigenados
e, para o 6leo volatil, obteve-se 0,20%.

Triaux e colaboradores (2021) compararam a eficiéncia da hidrodestilagao,
extracdo liquida pressurizada e HS estatico e ressaltaram que cada constituinte
responde de formas diferentes aos métodos. Apesar da analise quantitativa por S-HS
ainda nao ter sido realizada, um maior numero de compostos foi identificado a partir
desta técnica. Alémdisso, percebe-se uma maior concentragao frente aos compostos

de menor massa, como 0s monoterpenos oxigenados.



76

FIGURA 26 — DIAGRAMA DE VENN DOS CONSTITUINTES VOLATEIS EM Esenbeckia grandiflora
Mart.
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FONTE: A autora (2022).
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54  EXTRATOS BRUTOS DE FOLIOLOS E GALHOS DE E. grandifiora

Sabe-se que alcoois alifaticos de até trés atomos de carbonos, como o alcool
etilico, sdo os solventes com o maior poder extrativo para substancias naturais como
alcaloides, saponinas e flavonoides. Estes sdo amplamente utilizados na preparagao
de extratos de plantas em que os metabdlitos especiais ndo sdo bem conhecidos
(BOMBARDELLI, 1991). Além disso, sabe-se que solventes alcodlicos aumentam a
permeabilidade da parede celular, facilitando a extracdo de constituintes polares e de
média a baixa polaridade (SEIDEL, 2006).

Estudos indicam que o alcool etilico 70% (v/v) esta dentro da faixa utilizada
para extragoes visando a obtengdao mais ampla de metabdlitos especiais (NORIEGA
et al., 2012; JACOTET-NAVARRO et al., 2018; VONGSAK et al., 2013; BONDAR et
al., 2020). Alémdisso, naoforam recuperados naliteratura estudos acerca de extratos
de E. grandiflora obtidos com alcool etilico 70%. Desta forma, selecionou-se o alcool
etilico 70% como solvente para producéo dos extratos de foliolos e galhos de E.
grandiflora, visando a obtengdao do maior numero possivel de compostos. Apos o
processo de liofilizagdo, o extrato do foliolo apresentou um rendimento de 15,7946 g
e, ode galho4,3913 g.

Uma forma de se investigar a qualidade de espécies vegetais, extratos ou
preparacgoes € estudar o perfil quimicode seusconstituintes e compara-lo com demais
amostras que sejam submetidas ao mesmo tratamento. Este perfil quimico é dado
pelas substancias marcadoras e séo especificas para cada vegetal ou grupo
taxondmico. Para isso, técnicas espectroscopicas, eletroforéticas, de cromatografia
liquida, cromatografia gasosa ou cromatografia de camada delgada podem ser
aplicadas, possibilitando que seja determinado sua “impressao digital” (BAUER,;
TITTEL, 1996; GAD et al., 2012).

5.4.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para realizar a analise cromatografica por CCD foram testados diferentes
sistemas de fases moveis, utilizando em diferentes combinagbes e proporgdes o0s
solventes: agua, acido foérmico, acido acético glacial, alcool metilico, alcool
isopropilico, n-butanol, etilmetilcetona, acetato de etila, éter etilico, cloroférmio,

diclorometano, cliclohexano, n-hexano.
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Dentre os sistemas analisados, o que apresentou melhor resoluc¢ao do perfil
cromatografico foi: cloroformio: acetato de etila: alcool metilico: agua (53,6: 28,6: 10,7:
7,1), o qual foi utilizado para registrar o perfil cromatografico apresentado pelo extrato
dos foliolos (1) e galhos (2). Além disso, analisou-se as principais classes de
metabdlitos secundarios presentes por meio da utilizacdo de seis reveladores

distintos. Os resultados obtidos estao representados na FIGURA 27.

FIGURA 27 - PERFIL CROMATOGRAFICO 1DOS IZEXTRATOS DE Esenbeckia grandiflora Mart.
i =2 :

]

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: 1 — Perfil cromatografico obtido com extrato dos foliolos; 2 - Perfil cromatografico obtido
com extrato dos galhos; A — UV-visivel/ olho nu; B — Luz ultravioleta 254 nm; C — Luz ultravioleta 365
nm; D- Acido fosfomolibdico 20%; E — Anisaldeido sulftrico; F — Hidroxido de potassio 5%, UV-365
nm; G — Dragendorff; H— Acido sulfurico 5%; | — NP/PEG, UV-365 nm.

Na CCD revelada com o acido fosfomolibdico, foi possivel verificar a presenca
de bandas nos dois extratos (foliolos e galhos), sendo que no extrato dos foliolos eles
aparecem em maior intensidade de coloracdo. O acido fosfomolibdico € capaz de
fornecer produtos intensamente coloridos a partir da reagédo com substancias que séo
incolores a luz UV-visivel. Seu principio de aplicagcao é baseado na capacidade de
muitas substancias formarem oOxidos mistos intensamente azuis, nos quais o
molibdénio (V1) inicial é reduzido a molibdénio (V). Seu uso permite a detecgédo de
terpenos, sesquiterpenos, lactonas e fitoesteroides (JORK et al., 1990; ZARZYCK]I;
BARTOSZUK; RADZIWON, 2006). SegundoWagnere Bladt(1996), grande parte dos
constituintes dos Oleos essenciais ira aparecer na forma de zonas azuis ao ser
revelada com acido fosfomolibdico.

Na placa cromatografica revelada com o anisaldeido sulfurico, uma maior
variedade de coloracgdes foi observada nas bandas referente aos foliolos e houve um

predominio de bandas azuis-arroxeadas no perfil do galho. A interagdo com
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compostos de 6leos essenciais com o anisaldeido sulfurico pode exibir uma coloragéo
azul, verde, vermelha e marrom. Triterpenos apresentam zonas azuis-arroxeadas e
vermelho/roxa-avermelhada e saponinas mostram coloracdo violeta e azul
(WAGNER; BLADT, 1996). O mecanismo de revelagdo ocorre devido a condensagéo
do grupamento aldeido com cations presentes no substrato (JORK et al., 1990).
Considerando a presenca de oleo volatil na espécie (segdo 5.3) e, o relato de
triterpenos em partes aéreas da espécie (NUNES et al., 2005; JANUARIO et al., 2009)
o observado nas FIGURA 27D e 28E, esta de acordo com o esperado.

Conforme observado na FIGURA 27F, verificou-se a presenca de bandas de
coloracdo azul e amarelo fluorescente no extrato do galho de E. grandiflora. De acordo
com Wagnere Bladt(1996), a solugaode hidréxido de potassio 5% promove a reagéo
de Borntrager, permitindo a visualizagdo de zonas com antraquinonas (vermelho, luz
visivel), antronas (amarelas, UV-365nm)e cumarinas (azul,UV-365 nm). Nao existem
relatos prévios da presenca de antronas na espécie, mas cumarinas ja foram isoladas
de foliolos e galhos (TRANI et al., 1997; JANUARIO et al. 2009). Apesar disso, n&o
foram observadas zonas de fluorescéncia no extrato dos foliolos.

O revelador dragendorff possui a capacidade de reagir com compostos que
contenham nitrogénio heterociclico, gerando zonas laranjas, marrom-alaranjadas ou
castanho-avermelhadas (WAGNER; BLADT 1996). Apesar de existirem relatos de
alcaloides em E. grandiflora na literatura (CARVALHO; PIRANI; FERREIRA, 2021),
nao foram eluidas bandas com essas caracteristicas ao longoda CCD. Entretanto, é
possivel verificarumleve tom alaranjado naszonas de aplicagao da amostra (FIGURA
27G). Considerando que os alcaloides sédo substancias de carater basico e que o
silanol da fase estacionaria tem carater acido, a eluicao destes é dificultada devido a
forte interacao entre amostra e fase estacionaria. Essa interagao poderia ser reduzida
pela adicdo de um composto de carater basico na fase movel, de forma que havera
uma diminui¢ao da retencao desses metabdlitos (McCALLEY, 2002).

Na FIGURA 27H, observa-se a presenc¢a de bandas de coloracdo marrom em
ambos os extratos. O acido sulfurico € um reagente universal que quase todas as
classes de substancias podem ser detectadas por meio de carbonizacao a elevadas
temperaturas (150-180 °C). Em luz ultravioleta em 365 nm, é capaz de exibir zonas
de coloragao azul, verde, marrom e amarelo fluorescente. Apds sua revelacao, as
mesmas zonas aparecem com tonalidade marrom (JORK et al.,, 1990; WAGNER;
BLADT, 1996).
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De acordo com Wagner e Bladt (1996), o reativo NP/PEG confere uma intensa
fluorescénciaem 365 nm produzida por antronas e antrandis (amarelo), flavonoides
(amarelo, laranja e verde), flavondis (amarelo-alaranjadas e verde-amareladas),
flavonas (laranja e verde-alaranjado) e acidos carboxilicos fendlicos (azul ou verde-
azulado). Alémdisso, ele é capaz de intensificare estabilizar a fluorescéncia existente
de cumarinas. Considerando isso, observa-se que o perfil cromatografico obtido para
o extrato dos foliolos (FIGURA 271) é compativel com a presenga de flavonoides,
enquanto as bandas apresentadas pelo extrato do galho demonstram a presencga de
acidos carboxilicos fendlicos. Os dados obtidos estdo de acordo com o descrito por
Carvalho, Pirani e Ferreira (2021), os quais reportaram a presenga de diversos
derivados fendlicos nas partes aéreas da espécie, estando entre eles cumarinas,

flavondis, catequinas e chalconas,

5.4.2 Determinacéo da atividade antimicrobiana

Determinou-se as Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) dos extratos dos
foliolos e galhos de E. grandiflora na faixa de concentragao de 50 a 0,40 mg/mL, pelo
método de microdilui¢ao, para os microrganismos S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e
C. albicans.

As CIM foram determinadas por meio de leituras visuais, sendo considerada
a turvagao do pogo e o desenvolvimento de coloragdo vermelha devido a redugao do
TTC. De acordo com Moussa e colaboradores (2013), quando o TTC é reduzido a
formazano, ele adquire coloragéo vermelha de intensidade diretamente proporcional
as células ativas viaveis. A reacao ocorre devido o par tetrazdlio/ formazano formar
um sistema redox capaz de atuar como aceptor de prétons ou como agente oxidante
(FIGURA 28).
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FIGURA 28 - SISTEMA DE BIOTRANSFORMAGCAO DO TTC

2H+ @
Metabolismo celular

(microrganismos)
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio ) 1-fenil-2-[(Z)-fenil(fenilhidrazona)metil Jdiazeno

(TTC, incolor) (formazano, vermelho)

FONTE: Adaptado de MATTSON; JENSEN; DUTCHER (1947); MOUSSA et al. (2013).

As leituras espectrofotométricas obtidas foram convertidas em UFC/mL, de
acordo com o estabelecido por Veiga e colaboradores (2019) e, posteriormente,
comparadas com os resultados obtidos visualmente para definicao da CIM.

A FIGURA 29 expde os ensaios de microdiluigdo. Para o extrato bruto dos
foliolos ndo foi observada atividade antimicrobiana frente aos microrganismos
avaliados. Para o extrato bruto dos galhos de E. grandiflora, obtiveram-se CIM de
50,00 mg/mL para S. aureus, P. aeruginosa e E. coli. Apesar da coloragao vermelha
ndo se mostrar tdo evidente para C. albicans, foi possivel observar turvagdo com
presenca de botdo no fundo do pogo em todas as concentragdes testadas, indicando
o crescimento da levedura. Esse decaimento da capacidade de conversédo do TTC/
formazano por fungos ja foi previamente descrita por Kumar e Tarafdar (2003).

Para que um extrato seja considerado promissor para atividade
antimicrobiana, a CIM deve ser menor que 100 ug/mL. CIM entre 100 e 500 ug/mL é
considerada atividade antimicrobiana moderada, enquanto CIM na faixa de 500 a
1000 pug/mL é considerada atividade antimicrobiana fraca. CIM superiores a 1000
Mg/mL sado considerados inativos (PESSINI et al., 2003; AYRES et al., 2008;
SIMONETTI et al., 2016). Dessa forma, considera-se o extrato de foliolo e de galho
inativos frente aos microrganismos testados.

No estudo de Novais et al. (2003), fragdes obtidas com cloroférmio (CHCI3) e
acetato de etila (AcOEt) do extrato metandlico dos foliolos desta espécie também nao
apresentaram atividade antibacteriana frente a E. coli. Os autores relataram uma
atividade antibacteriana frente a S. aureus, em ambas as fragdes, entretanto, apenas

em 10 mg/mL. Em contrapartida, Costa e colaboradores (2010) observaram uma
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atividade antimicrobiana fraca de fracbes de AcOEt do extrato de partes aéreas de E.
grandiflora, apresentando uma CIM de 1,0 mg/mL frente a estd mesma bactéria.

Outras espécies do género ja foram avaliadas quanto ao potencial
antimicrobiano. Suarez e colaboradores (2011) isolaram terpenoides e alcaloides do
extrato etandlico e fragdes obtidas com CHCIz e AcOEt de cascas de E. alata. Os
constituintes isolados foram avaliados mediante o crescimento bacteriano pelo
método de difusdo em agar, sendo que algumas tendéncias foram observadas. Para
os autores, alcaloides quindlicosisolados da espécie possuem preferéncia de inibicdo
frente a cepas Gram-negativas. Entretanto, sugere-se que o acréscimo de um grupo
metoxila aos anéis quindlicos torne os compostos seletivos para Enterococcuss
faecalis. Triterpenos pentaciclicos originados do extrato etandlico e da fragao obtida
com acetato de etila ndo se mostraram ativos frente a Salmonela tiphymurium, S.
aureus, E. coli e E. faecalis (SUAREZ et al., 2011).

O extrato de acetona de folhas de E. yaaxhokob Lundell (sin. E. berlandieri) ,
mostrou atividade contra S. aureus e S. faecalis (AGUILAR-GUADARRAMA; RIOS,
2004). Os autores isolaram a flindersiamina, a qual apresentou CIM de 50 pg/mL
frentea S. aureus e de e 100 uyg/mL para S. faecalis. Além disso, o espatulenolisolado
do mesmo extrato apresentou atividade moderada para S. aureus, com CIM de 200

Mg/mL.
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5.4.3 Ensaiode viabilidade celular pelo sal de tetrazolium (MTT)

Os resultados obtidos por meio do ensaio de MTT nas linhagens MyCoy,
MDA-MB-231 e HRT-18 estao descritos na TABELA 8. A FIGURA 30 exibe a reducao
da viabilidade celular das linhagens estudadas frente a diferentes concentragées do
extrato dos foliolos de E. grandiflora. Ressalta-se que a exposicdo a um agente
tumoral pode diminuir a viabilidade celular provocando a morte celular direta ou

reduzindo a taxa de proliferagéo celular (BOYD, 1997).

TABELA 8 - Clso (ug/mL) DETERMINADOS PARA O EXTRATO DE FOLIOLOS DE Esenbeckia
grandiflora Mart. EM LINHAGENS TUMORAIS TRATADAS POR 72 HORAS

McCoy MDA-MB-231 HRT-18
o (oL 131,40 110,00 66,71
50 (Hg/mL) 135.10 116,50 7161

MEDIA * DESVIO PADRAO 133,25 2,62 113,25 +4,60 69,16 * 3,47
FONTE: A autora (2022).

FIGURA 30 - EFEITO DOSE-DEPENDENTE DO EXTRATO BRUTO DE FOLIOLOS DE Esenbeckia

grandiflora Mart. SOBRE A VIABILIDADE CELULAR APOS 72 HORAS DE TRATAMENTO
MDA-MB-231 HRT-18
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FONTE: A autora (2022).

Uma amostra pode ter sua atividade citotoxica classificada como muito forte
(Clso < 10 pg/mL), forte (10 < Clso < 100 pg/mL), moderada (100 < Clso < 500 ug/mL)
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ou inativa (Clso > 1000 ug/mL) (PRAYONG; BARUSRUX; WEERAPREEYAKUL,
2008). Observando esses critérios, uma vez que os valores de Clso variaram entre
69,16 + 3,47 pg/mL em células HRT-18, considera-se que o extrato dos foliolos tem
acgao citotoxica/ antiproliferativaforte frente a linhagem. Enquantoisso, para as células
MDA-MB-231, a amostra apresentou atividade moderada (Clso = 113,25 + 4,60
pg/mL).

De acordo com Fatmasari e colaboradores (2022), agentes anticancerigenos
sdo considerados ideais quando s&o seguros para linhagens celulares normais e,
apresentam-se toxicos para células cancerigenas. O indice de seletividade (IS) € o
parametro que descreve a atividade anticancerigenaseletiva. Um IS > 1 é considerado
favoravel para uso com eficacia contra células tumorais (KRZYWIK et al., 2020). Desta
forma, o extrato se mostrou mais promissor frente as células HRT-18 (IS = 1,93)
comparadas a MDA-MB-231 (IS = 1,18).

Victor e colaboradores (2017) isolaram a e B-amirina do extrato metandlicode
foliolos de E. grandiflora e avaliaram a capacidade antitumoral frente a linhagens
celulares de cancerde colon (HCT-116), de préstata (PC-3) e leucemia promielocitica
aguda (HL-60). Outros seis compostos sintetizados a partir de a e B-amirina foram
incluidos no estudo e ambos foram avaliados na concentragdo de 5 ug/mL por 72 h.
A linhagem HL-60 apresentou percentuais de reducédo de viabilidade celular
consideradosde alta atividade para dois dos compostos testados e, outros quatro com
média atividade. Enquanto isso, HCT-16 e PC-3 apresentaram trés e duas
substancias, respectivamente, de média atividade.

Outras espécies do género como E. almawillia e E. alata também foram
estudadas quanto suas propriedades citotoxicas/ antiproliferativa. Nunes et al. (2006)
avaliaram fragcdes do extrato metanolicode raizes e da madeira de E. almawilliafrente
cinco linhagens celulares (MCF-7 - cancer de mama; HCT-8 — cancer de colon; B16
— melanoma murino €; HL60 e CEM — leucemia). O extrato hexanico foi o mais ativo
e, 0 menos ativo foi o obtido com acetato de etila para ambas as partes vegetais.

O extrato etandlico obtidos de folhas de E. alata foi estudado em células
cancerigenas (U251 — sistema nervoso central; PC-3 — préstata; HCT-15 - célon; MCF-
7 —mama; SKLU-1 - pulmao e; K562 — leucemia). O extrato apresentou atividade para
K562, PC-3, MCF-7 e SKLU-1, com destaque para forte atividade em K562 (97%)
(ALVAREZ-CABALLERO; CUCA-SUAREZ; COY-BARRERA, 2019).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Ao investigar diferentes aspectos da espécie E. grandiflora, este trabalho
descreveu aspectos morfoanatdémicos do foliolo, peciolo, galho e fruto, caracterizou o
Oleo volatil e fracao volatil de foliolos e galhos, apresentou o perfil cromatografico e
analisou a atividade antimicrobiana dos extratos de foliolos e galhos, além da
avaliagao da citoxicidade do extrato dos foliolos frente a linhagens tumorais.

Quanto as caracteristicas morfoanatbmicas, o foliolo se mostrou
hipoestomatico, de mesofilo dorsivental, com feixe central unico, de contomo
biconvexo com leve curvatura adaxial e feixe vascular do tipo colateral aberto. O
peciolo se difere de outras espécies por uma proliferacdo exacerbada do tecido
cortical que proporciona uma distensdo em sua parte distal, justificando a presenca
de periderme nesta regido. Cavidades secretoras e tricomas tectores sao estruturas
observadas em foliolos, peciolo e galho da espécie bem como tricomas glandulares
capitados, entretanto, estes estdo presentes de forma rara. O fruto maduro se
apresenta uniestratificado, de cuticula delgada e com hipoderme com grande
incidéncia de braquiesclereides em que sdo observadas pontoagdes simples.

A caracterizagao quimica do 6leo volatil dos foliolos por CG-EM resultou na
identificacdo de 49 componentes, sendo os majoritarios o0s sesquiterpenos
germacreno D e biciclogermacreno. Além disso, observou-se a presenga de
hidrocarbonetos sesquiterpénicos, sesquiterpenos oxigenados, monoterpeno
oxigenado e outros.

Para a fragao volatil do foliolo por SHS-GC-MS, foram identificados 53
constituintes, sendo os compostos identificados em maiores concentracdes o y-
muuroleno e o (4Z)-hexanol. Também foram observados hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, sesquiterpenos oxigenados, monoterpeno oxigenado, alcoois e
outros.

Para a fragdo volatil dos galhos por SHS-GC-MS, identificaram-se 53
substancias, dentre elas: hidrocarbonetos sesquiterpénicos, sesquiterpenos
oxigenados, monoterpeno oxigenado, alcoois e outros. Os componentes presentes
em maiores concentragdes foram o y-muuroleno e o 6-cadineno.

As analises antimicrobianas com o extrato bruto dos galhos demonstraram um

CIM = 50,00 mg/mL considerado inativo frente a S. aureus, P. aeruginosa e E. col,
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enquanto para C. albicans nao mostrou atividade. O extrato bruto dos foliolos nao

apresentou atividade antimicrobiana contra nenhum dos microrganismos avaliados.
Quanto a atividade citotoxica, o extrato dos foliolos quando analisados frente

a linhagem celular HRT-18, apresentou acéo citotoxica/ antiproliferativa forte. Em

células MDA-MB-231, a atividade observada foi moderada.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

ApOs o desenvolvimento deste trabalho, algumas propostas sao incentivadas
para dar continuidade a investigagao da espécie, como:

¢ Realizar analise quantitativa dos compostos volateis presentes nos foliolos e
galhosda droga vegetal, por meio de headspace estatico acoplado a CG-DIC,;

¢ Investigar a presencga de compostos volateis no fruto e em botdes florais de
E. grandiflora, realizando a analise por meio de SHS-GC-MS e SHS-GC-FID;

e Obter o perfil cromatografico e identificar os metabdlitos presentes em
extratos brutos de foliolos e galhos da espécie por meio de Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas em Tandem (CL-EM/EM);

e Dar continuidade a investigacdo da atividade antitumoral frente outras
linhagens celulares, bem como realizar a pesquisa da citotoxicidade com o
extrato dos galhos da espécie;

e |dentificarse os extratos possuem atividade citotoxica ou antiproliferativa.
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ANEXO | - CADASTRODE ATIVIDADES DE ACESSO AO PATRIMONIO
GENETICO - SisGen

Ministério do Meio Amblante
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONMIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO 00 PATRIMONIO GEMETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n® A4430E8

A alividade de acesso ao Patriminio Genéfico, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
am atendimento ao previsto na Lei n® 13.12372015 e seus regulamentos.

Mimers da cadastra: Ad4430E8

Usudrio: Universidade Federal do Parana

CPFICNPJ: T5.095.679/0001-45

Objeto do Acesso: Patrimdnio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie

Esenbeckia grandiflora

Titulo da Atividade: Esenbeckia grandiflora Mart: morfoanatomia, caracterizagao quimica e

ensaio biolégicos

Equipe

Thalita Gilda Santos Universidade Federal do Parana
André Luis de Gasper Universidade Regional de Blumenau
Fabio Seigi Murakami Universidade Federal do Parana
Lorene Armstrong Universidade Federal do Parana
Gabriela Colago Silvestre Universidade Federal do Parana
Data do Cadasiro: 15/09/2022 16:25:05

Situagdo do Cadasira: Concluido

Consalho de Gestdo do Patrimdnio Ganética
Situagao cadastral conforme consulta ao SisGen em 16:30 de 150812022,

N N SISTEMA MACIONAL DE GESTAD

DO PATRIMONIO GENETICO

E 00 CONHECIMENTO TRADICIGNAL
A& ASSOCIADD - SISGEM



