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RESUMO

A escolha da fitoterapia como opcao de tratamento € crescente nos ultimos anos e
deriva principalmente dos efeitos adversos causados por farmacos sintéticos e pela
preferéncia dos consumidores por tratamentos mais "alternativos”. O primeiro
fitomedicamento produzido no Brasil, o Acheflan®, tem como base o 6leo essencial
da espécie Varronia curassavica Jacq. e possui propriedade anti-inflamatoria. A
composigdo quimica de 6leos essenciais de plantas arométicas pode ser influenciada
por fatores que podem agrupar-se em bioticos e abidticos, e dentre eles, a idade da
planta tem se destacado como um dos aspectos que interferem na variacdo dos
constituintes quimicos e seus rendimentos. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi
averiguar a influéncia que a idade da planta pode exercer nos constituintes quimicos
do 6leo essencial de V. curassavica extraido em escala industrial e nas respostas das
atividades antimicrobiana e citotéxica. No capitulo 1 dessa dissertacdo foi
apresentada uma revisdo de literatura explanando a importancia das plantas
medicinais para a manutencdo da saude do homem, dos 6leos essenciais e seus
respectivos métodos de extracdo, dos metabdlitos secundarios e a classe dos
terpenos, além das principais caracteristicas botanicas e farmacoldgicas da espécie
estudada. No capitulo 2, foram apresentados os resultados experimentais, desde a
coleta do material vegetal para a extragdo dos Oleos essenciais até a sua
caracterizacao e atividades biolégicas. Além disso, como complemento ao trabalho,
foi realizado um perfil anatdmico da espécie cultivada no acesso do estudo. A
composicdo quimica dos Oleos foi obtida por Cromatografia Gasosa acoplada a
espectrometro de Massas (GC-MS). Como complemento a esta analise foi realizada
uma andlise estatistica multivariada de componentes principais (ACP) e componentes
hierarquicos (ACH). Os ensaios antimicrobianos foram realizados pelo método de
determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM). O ensaio de citotoxicidade foi
determinado pelo método colorimétrico MTT (Brometo de (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazélio)]. A analise macroscopica da espécie permitiu identificar que
se trata de um arbusto, de 1,5 metros de altura, ramos cilindricos, com presenca de
lenticelas e glandulas nos ramos jovens. Na analise microscopica foi possivel verificar
gue a superficie adaxial da folha possui células epidérmicas irregulares, e variedade
na quantidade de tipos de tricomas. Os principais constituintes do 6leo essencial do
estudo séo o a-pineno, trans-cariofileno e alloaromadendreno. Os resultados obtidos
da quantificacdo dos constituintes do 6leo mostraram diferenca significativa na sua
composicdo quando extraido da planta em diferentes idades. A atividade
antibacteriana apresentou uma concentragao inibitéria minima (CIM) maior que 1000
pug/mL, enquanto a atividade antifungica apresentou uma CIM de 1000 pg/mL. Ambas
as atividades néo sofreram alteragdo com a variavel em questédo. A resposta citotoxica
foi diferente para os 6leos essenciais extraidos em diferentes idades da planta, sendo
o 6leo extraido da planta mais jovem aquele que apresentou menor valor de
concentragcdo citotoxica meédia (CCso igual a 47,99 pg/mL), sugerindo maior
citotoxicidade. A ACP e ACH permitiram a diferenciacéo das amostras de acordo com
suas respectivas substancias de maior importancia. A diferenca na resposta citotoxica
pode ter sido influenciada pela diferenga de composigao.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Cordia verbenacea, metabdlitos, biossintese.



ABSTRACT

Using herbal medicine as a treatment option is increasing in recent years and is mainly
due to the adverse effects of synthetic drugs and the preference of consumers for more
"alternative" treatments. The first phytomedication produced in Brazil, Acheflan®, is
based on the essential oil of the species Varronia curassavica Jacq and has anti-
inflammatory properties. The chemical composition of essential oils of aromatic plants
can be influenced by factors that can be grouped in biotic and abiotic, and among them,
the age of the plant has been highlighted as one of the aspects that interfere in the
variation of chemical constituents and their yields. Thus, the objective of this study was
to investigate the possible influence of the plant age on the chemical composition of
the essential oil of V. curassavica extracted in industrial scale responses and the
antimicrobial and cytotoxic activities. In chapter 1 of this dissertation a literature review
was presented explaining the importance of medicinal plants for the maintenance of
human health, essential oils and their respective extraction methods, secondary
metabolites and the terpene class, as well as the main botanical and pharmacological
characteristics of species studied. In Chapter 2, the experimental results were
presented, from the collection of the vegetal material to the extraction of the essential
oils until their characterization and biological activities. In addition, as an adjunct to the
study, an anatomical profile of the species cultivated in the study access was
performed. The chemical composition of the oils was obtained by Gas
Chromatography coupled to Mass spectrometer (GC-MS). As a complement to this
analysis, a multivariate statistical analysis of principal components (PCA) and
hierarchical components (HCA) was performed. Microbiological assays were
performed by the minimum inhibitory concentration (MIC) determination method. The
cytotoxicity assay was determined by the colorimetric method MTT [3 (- (4,5-dimethyl-
2-thiazole) -2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide)]. The macroscopic analysis of the
species allowed us to identify that the species is a shrub, cal,5 m high, with cylindrical
branches, with lenticels, of glands in young branches. In the microscopic analysis it
was possible to verify that the adaxial surface of the leaf has irregular epidermal cells,
and variety in the number of types of trichomes. The main constituents of the study
essential oil are a-pinene, trans-caryophyllene and alloaromadendrene. The results
obtained from the quantification of the constituents of the oil showed a significant
difference in their composition when extracted from the plant at different ages. The
antibacterial activity had a minimum inhibitory concentration (MIC) greater than 1000
Mg / mL, while antifungal activity had a MIC of 1000 ug / mL. Both activities did not
change with the variable in question. The cytotoxic response was different for the
essential oils extracted at different plant ages, the oil extracted from the younger plant
being the one with the lowest mean cytotoxic concentration (CCso equal to 47.99
Mg/mL), suggesting a higher cytotoxicity. The PCA and HCA analysis allowed the
differentiation of the samples according to their respective substances of major
importance. The difference in cytotoxic response may have been influenced by the
difference in composition.

Key words: Medicinal plants, Cordia verbenacea, metabolites, bioshyntesis.
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INTRODUCAO

O conhecimento historico da utilizacdo de plantas medicinais mostra ao longo
dos tempos que, pela propria necessidade humana, elas foram os primeiros recursos
terapéuticos utilizados (MARTINS et al., 1994; RODRIGUES; CARVALHO, 2001). Seu
uso na melhoria da saude do homem evoluiu desde as formas mais simples de
tratamento até as formas mais aprimoradas, como a produ¢cdo em escala industrial de
principios ativos que essas plantas sdo capazes de sintetizar e armazenar, e que
servem de base para medicamentos (LORENZI; MATOS, 2002; ALMASSY JUNIOR
et al., 2005).

A escolha da fitoterapia como opc¢éo de tratamento € crescente nos ultimos
anos, e deriva principalmente dos efeitos adversos causados por farmacos sintéticos,
pela preferéncia dos consumidores por tratamentos mais "naturais " e seu relativo
baixo custo (CANIGUERAL et al., 2003; MELO et al., 2000). Nesse contexto, no Brasil,
0 Ministério da Saude divulgou no ano de 2009, a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS) contendo 71
espécies de plantas medicinais com potencial para gerar produtos com fins
terapéuticos. Depois disso, a procura por tratamentos a base de plantas medicinais e
medicamentos fitoterapicos pelo Sistema Unico de Saltde (SUS) mais que dobrou: o
crescimento foi acima de 160% (PORTAL BRASIL, 2016).

A "Erva-baleeira", espécie vegetal identificada como Varronia curassavica
Jacq., de sinonimias Cordia curassavica Jacq. Roem. & Schult. e Cordia verbenacea
DC., (STAPF, 2017) é uma das plantas pertencentes a RENISUS. Seu emprego
descrito na medicina popular para doengas osteoarticulares, nevralgias e contusoes,
levou a uma investigacdo mais aprofundada de sua acéo anti-inflamatéria (SILVA Jr.
et al, 1995).

Passos e colaboradores (2007) revelaram que o tratamento sistémico com o
Oleo essencial de V.curassavica nas concentracées de 300-600 mg / kg, reduziu o
edema de pata de rato induzido por carragenina, Além disso, o 6leo essencial inibiu 0
edema causado pelo veneno de Apis mellifera em ratos sensibilizados e diminuiu
significativamente o TNF, sem afetar a producéo de interleucina-1. O edema de pata
induzido foi marcadamente inibido por dois compostos sesquiterpénicos obtidos a

partir do 6leo essencial: a-humuleno e trans-cariofileno (50 mg/kg).
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Fernandes e colaboradores (2007) revelaram que o tratamento oral com
esses dois compostos isolados do 6leo essencial de V.curassavica apresentou efeitos
inibitérios marcados em diferentes modelos experimentais inflamatérios em
camundongos e ratos e foram eficazes na reducdo do fator de ativagdo plaquetéria,
edema de pata de camundongo induzido por bradicinina e ovoalbumina, enquanto que
apenas a-humuleno foi capaz de diminuir a formacédo de edema causada por injecéo
de histamina. Os efeitos anti-inflamatérios do a-humuleno e trans-cariofileno foram
comparaveis aos observados em animais tratados com dexametasona, farmaco
utilizado como controle positivo. Essa atividade farmacoldgica comprovada demonstra
a importancia de V. curassavica nha medicina tradicional

O potencial farmacologico e a instabilidade da maioria das sustancias
guimicas que compdem o 6leo essencial de plantas aromaticas e medicinais tem
despertado atencédo de grupos de pesquisa preocupados com a obtencdo de um
produto de qualidade (BORSATO et al.,, 2008). O rendimento, bem como a
composicdo quimica de um Oleo essencial depende de varios fatores que podem
agrupar-se em ambientais, geograficos, genéticos e fisioldgicos como a idade da
planta. Diante da vulnerabilidade das substancias que compdem o 6leo essencial da
erva-baleeira, tanto a fatores biéticos quanto a fatores abidticos, € comum encontrar
na literatura variacdes de rendimento, composicdo quimica e conseguentemente,
resposta biolégica (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo averiguar a interferéncia
da idade da planta na composi¢do quimica e atividades biol6gicas da espécie V.

curassavica.
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OBJETIVOS

Geral

Averiguar a influéncia da idade da planta na composicao quimica e atividades
biolégicas do 6leo essencial de Varronia curassavica Jacq. cultivada na area Agricola

da Centroflora, Tabuleiros Litoraneos - Pl e obter o perfil anatdmico da planta.

Especificos

Obter perfil cromatogréafico por GC-MS do 6leo essencial de erva-baleeira em

diferentes idades, correlacionando qualitativamente os constituintes do 6leo;

e Realizar andlise multivariada de componentes principais e hierarquicos como

forma de diferenciacdo das amostras;

e Quantificar o alfa-pineno, constituinte majoritario do 6leo essencial, nas

diferentes amostras;
e Quantificar os sesquiterpenos alfa-humuleno e trans-cariofileno;
e Tracar perfil anatbmico da planta cultivada no Piaui, devido as recentes

discordancias com relacao a classificacdo dessa espécie;

e Realizar protocolos de atividade antibacteriana e citotoxica do 6leo essencial e

averiguar se existe influéncia da idade da planta nas atividades apresentadas.
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1.CAPITULO I: REVISAO DE LITERATURA
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1.1 Plantas medicinais

Plantas medicinais sdo aquelas que atuam no combate as doencas,
destruindo ou inibindo o desenvolvimento de patdogenos. Auxiliam no bom
funcionamento do corpo, normalizando o funcionamento dos érgéos, no alivio de
sintomas locais e no aumento da resisténcia do organismo. Além disso, estimulam as
defesas naturais e suprem a falta de determinados elementos nutritivos, além de
promoverem a recuperacdo e a manutencdo da boa saude do homem (ALMASSY
JUNIOR et al., 2010).

Desde a antiguidade, as plantas medicinais e outros produtos advindos de
recursos naturais séo utilizados com eficiéncia no tratamento de doencas. Evidéncias
histéricas e arqueoldgicas comprovam que as propriedades curativas de ervas
medicinais ja eram conhecidas desde o periodo Neolitico, sendo provavel assim, que
nossos ancestrais tenham reconhecido através da observacdo da natureza a
importancia terapéutica das plantas (ALVES, 2013).

A cultura de utilizar fontes naturais como recurso terapéutico vem sendo
valorizada pela sociedade do mundo inteiro devido a busca por habitos de vida mais
saudaveis, pelo dificil tratamento de determinadas doencas e por conta do aumento
da resisténcia microbiana a medicamentos ja existentes (DE SMET, 2004; GIVEON et
al., 2004; ROCHA et al., 2004; BUGNO et al., 2005). A utilizacdo de plantas como
fonte de novos medicamentos esta se mostrando muito significativa para o tratamento
de doencas humanas, causando um grande impacto na industria farmacéutica
(NEWMAN, 2003; NEWMAN e CRAGG, 2007).

Durante séculos as informacdes terapéuticas acerca do uso de plantas
medicinais foram acumuladas e repassadas de geracdo a geracdo, fazendo
atualmente parte do conhecimento popular de incontaveis sociedades. A aplicacédo
desse saber curativo se constituiu como uma cultura medicinal que desperta o
interesse de pesquisadores envolvidos em areas como botanica, farmacologia e
fitoquimica, em respaldar a acdo farmacoldgica dessas plantas através da ciéncia
(MACIEL et al., 2002).

Os fitoterapicos representam uma porc¢ao significativa do mercado mundial de
medicamentos, com crescimento nas vendas de 15% ao ano. Em termos globais, do
total de US$ 320 bilhdes em vendas anuais de produtos farmacéuticos, o mercado de

fitoterapicos movimenta cerca de US$ 20 bilhdes todos os anos e esta em ascensao,
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principalmente pelo interesse das pessoas por mais qualidade de vida (VALECIO,
2016). De acordo com a Associacao Brasileira das Empresas do Setor Fitoterapico,
Suplemento Alimentar e de Promocdo da Saude (ABIFISA), o mercado de
fitoterapicos brasileiro apresentou crescimento em torno de 8% comparado ao mesmo
periodo de 2014, que havia crescido 6,1% em relacdo ao ano anterior.

Como qualquer outro medicamento, aqueles baseados em plantas medicinais
carecem da comprovacéao de sua eficiéncia e seguranca para uso. Procedimentos de
controle de qualidade devem ser estabelecidos em toda a sua cadeia produtiva, desde
0 seu plantio, passando por todos os processos até a obtencdo da droga vegetal e
medicamento pronto para a comercializacdo. Para a promoc¢do da manutencéo da
gualidade do material vegetal é indispensavel a determinacdo dos seus constituintes
guimicos, visando o conhecimento dos seus principios ativos e possiveis efeitos, para
gue sejam confirmadas a fidedignidade e repetibilidade dos dados clinicos e
farmacologicos (SOUZA-MOREIRA et al., 2010).

Para o controle de qualidade do material vegetal, devem ser aplicadas
metodologias quimicas de analise como Cromatografia de Camada Delgada (CCD),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ou Cromatografia Gasosa (CG),
metodologias botéanicas, para identificagdo da espécie, como o preparo de exsicatas,
além de metodologias de controle de qualidade microbiolégico (DRASARA;
MORAVCOVA, 2004; FAMEI et al., 2006; LIU et al., 2007).

Para que se faca o uso adequado das plantas medicinais, € necessaria a
identificacdo da doenca ou dos sintomas apresentados, assim como a escolha correta
da planta a ser utilizada, modo de preparo e quantidade. Além disso, um dos cuidados
mais necessarios € obter, com especialistas ou individuos que possuem tradicdo na
utilizacdo desse material vegetal a identificacdo correta para reduzir os riscos da

utilizacao de plantas nao indicadas para a doenca (SOUZA-MOREIRA et al., 2010).

1.2 Oleos essenciais

O Oleo essencial constitui-se como uma mistura complexa de substancias
organicas volateis, definido como um produto obtido ou através do processo de
destilacao por arraste a vapor de determinadas partes de plantas aromaticas ou do
processamento mecanico de pericarpos de frutos citricos (SIMOES, 2001). Seus

constituintes variam de terpenos, aldeidos, cetonas, &cidos inorganicos, lactonas,
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oxidos, até compostos sulfurados, que se apresentam em diferentes concentracgdes.
Normalmente, sdo liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente, que sao
soliveis em solventes apolares, possuem baixa solubilidade em agua, baixa
estabilidade e de sabor &cido e picante. A maioria dos 6leos possui indice de refracao
e sao opticamente ativos.

Os Oleos essenciais sdo pouco encontrados em monocotiledéneas (com
excecdo das gramineas e zingiberaceas) e em gimnospermas, com excecao das
coniferas. Angiospermas dicotiledéneas pertencentes as Familias Asteraceae,
Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Piperaceae e Rutaceae sdo alguns dos exemplos
de plantas ricas em 6leos essenciais (HEGNAUER, 1990) que podem estar estocados
nas folhas (capim-liméo), flores (laranjeira), cascas do caule (canela), raizes, rizomas
(carcuma), sementes (noz-moscada) ou frutos (BAKKALI et al., 2008).

De acordo com Girard (2005), o uso de Oleos essenciais ocorre desde a
antiguidade. Na China, india e Oriente Médio eram utilizados na perfumaria,
cosmeticos, cozinha, medicina e préticas religiosas. Com o passar do tempo e maior
desenvolvimento da quimica organica, as composi¢des quimicas comecaram a ser
reveladas, surgindo novas fragrancias e usos. Na década de setenta, desenvolveu-se
a cromatografia e a espectrometria, auxiliando cada vez mais no estudo das
composicoes.

A composigéo quimica, fragrancia e caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos
essenciais podem se distinguir a depender do 6rgao da planta que foi extraido. Além
disso, a composi¢cdo quimica de Oleos extraidos do mesmo Orgdo pode variar
significativamente de acordo com fatores biéticos e abiéticos (SIMOES et al., 2001).
Recomenda-se que as plantas aromaticas utilizadas na extracdo desses Oleos
recebam atencédo especial tanto no periodo da colheita, pds-colheita e principalmente
na armazenagem, que deve ser feita em recipientes bem fechados, para evitar
maiores perdas (CASTRO et al., 2010). De maneira geral, por serem constituidos em
sua grande maioria por substancias volateis, ndo sdo muito estaveis, principalmente
em presenca de ar, luz, calor, umidade e metais (COSTA et al., 2008).

A quantidade, bem como a diversidade das substancias que compdem esses
Oleos € que determinam a ampla variedade de suas a¢des farmacoldgicas. Estas, sdo
bem descritas na literatura, e dentre elas destacam-se atividade anti-inflamatoria,

antimicrobiana, antiespasmaodica, anestésica e acdo estimulante de secrecdes do
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aparelho digestivo. Enquanto a toxicidade cronica desses 6leos ainda é pouco
conhecida, sendo primordial a realizacdo de mais pesquisas que possam elucidar
eventuais efeitos mutagénicos, estudos de toxicidade aguda revelam desde reacoes
cutaneas a efeitos no sistema nervoso central.

O Brasil, assim como a india, China e Indonésia é reconhecido mundialmente
pela producéo de 6leos essenciais, tendo destaque na exportacédo dos 6leos de pau-
rosa, sassafras e menta e principalmente dos 6leos de origem citrica, subprodutos da
indastria de sucos. Entretanto, problemas como a falta de manutencéo do padréo de
qualidade, a baixa representatividade nacional e 0s poucos investimentos
governamentais geraram um quadro estatico no setor (BIZZO et al., 2009).

Diversas metodologias podem ser empregadas na extracdo de Oleos
essenciais de plantas aromaticas (CASSEL et al., 2009). A escolha do método
utilizado no processo bem como as condicbes operacionais estabelecidas pode
causar uma variacdo significativa no rendimento do Oleo essencial e dos seus
constituintes quimicos (SERAFINI et al.,, 2002). Os métodos de extracdo mais
utilizados sao: destilagdo por arraste a vapor d’agua, extragdo por solventes
organicos, hidrodestilacdo, extracdo por fluido supercritico, enfloracdo e prensagem
(YUSOFF et al., 2011).

1.2.1 Enfloracao

E um método extrativo empregado para obtenc&o de 6leo essencial de pétalas
de flores como a laranjeira, Citrus sinensis (L.) Osbeck, utilizado por algumas
industrias de perfumaria. Trata-se de um processo caro e demorado, aplicado
principalmente em plantas com baixo teor de 6leo que possuem alto valor comercial.
A extracdo consiste em depositar as pétalas sobre uma placa com gordura de origem
vegetal ou animal durante determinado periodo. As pétalas esgotadas sao entéo
substituidas por pétalas novas até atingir saturacdo. Nesse momento, a gordura é
tratada com alcool, que posteriormente sera destilado para obtencéo do 6leo essencial
(SIMOES; SPITZER, 2003).

1.2.2 Extragao por solventes organicos
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Na maioria das vezes, recorre-se a esse meéetodo de extracdo quando o
material vegetal possui baixo rendimento de 6leo essencial ou quando a substancia
de interesse ndo consegue ser extraida pelos métodos convencionais de destilacao.
Nesse processo, a extracdo do 6leo essencial é realizada através da utilizacdo de
solventes organicos, na maioria das vezes, de carater apolar, tais como
diclorometano, éter, metanol e hexano (GROSSMAN, 2005).

No entanto, além de extrair o 6leo essencial, esses solventes ao interagirem
com outras substancias possibilitam a extracdo de compostos indesejados, como
ceras e pigmentos, e a geracdo de residuos quimicos, tornando inapropriada a
utilizacdo do Oleo para fins medicinais, j& que este pode conter algum resquicio de
solvente (NEVES, 2011).

1.2.3 Prensagem ou expressao

E utilizado para a obtencéo de 6leos essenciais extraidos de frutos citricos.
Neste processo, a camada que contém o Oleo essencial é obtida apds a prensagem
do pericarpo dos frutos citricos. Posteriormente, o 6leo obtido é separado da emulséo
formada com a agua pelos processos de decantacédo, centrifugacdo ou destilacao
fracionada (WOLFFENBUTTEL, 2010).

1.2.4 Extracao por fluido supercritico

O fluido supercritico é obtido pela compressao e aquecimento de diéxido de
carbono (CO2) a uma temperatura superior a 31 °C. Nessas condic¢des, ele atinge um
guarto estado fisico, onde sua viscosidade é proxima a de um gas e sua capacidade
de solubilizacdo é elevada como a de um liquido. O processo de extracdo € realizado
utilizando condi¢Bes supercriticas para que se consiga extrair o 6leo essencial do
material vegetal utilizado. Apds a extracdo, a pressao é reduzida, fazendo com que o
CO:2 retorne ao estado gasoso, sendo eliminado do material oleoso obtido (SANTOS
et al., 2011).

A vantagem desse método € o fato de que os componentes do éleo essencial
praticamente ndo sofrem hidrdlise, esterificagdo ou altera¢des térmicas. O principal

obstaculo para o uso desse processo nha industria ainda € o alto custo fixo de
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investimento necessério para a sua instalacdo (PEREIRA e MEIRELES, 2010; MAUL
et al., 1996).

1.2.5 Hidrodestilagao

E 0 método de extracdo no qual os constituintes do 6leo essencial do material
vegetal, em contato com a 4gua aquecida, receberdo pressao das moléculas de vapor
de agua entrando em ebulicdo. No estado volatil, estes constituintes serao
condensados e separados da 4gua. O método é empregado com o uso de aparelho
tipo Clevenger, conforme preconiza a Farmacopeia Brasileira (BIASI; DESCHAMPS,
20009).

1.2.6 Destilacéo por arraste a vapor

E um processo de extracdo tradicional utilizado na obtencdo dos 6leos
essenciais a partir de partes aéreas de plantas aromaticas, que se baseia
principalmente na diferenca de volatilidade dos constituintes da matéria prima vegetal.
E um método extrativo utilizado pincipalmente pela inddstria por ser mais versatil
comercialmente e ndo necessita de altos investimentos como técnicas mais
avancadas como o fluido supercritico (CASSEL; VARGAS, 2006)

Este processo utiliza uma caldeira para geragdo de vapor, um extrator
(destilador), onde é colocada a matéria prima a ser extraida, um condensador e um
frasco de coleta ou vaso florentino (FULLER, 2008). O vapor ¢ percolado através do
leito de sélidos, no interior do destilador, arrastando o 6leo essencial. A mistura vapor-
Oleo segue entdo para o condensador, onde ocorre a mudanga de fase. O condensado
€ alimentado no frasco de coleta, onde ocorre a separacao das fases, por diferencas
de polaridade, ja que os Oleos essenciais sdo apolares ou pouco polares (Figura 1)
(STEFFANI, 2003).

Dois produtos sdo obtidos durante o processo de destilagdo por arraste a
vapor: o 6leo essencial e o hidrolato, que é a 4gua destilada durante a extracdo. O
hidrolato, apesar de na maioria das vezes ser descartado pela industria, possui
resquicios de substancias com atividade bioldégica e pequenas quantidades de

compostos aromatizantes advindos do 6leo essencial, possuindo potencial para ser
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utilizado como fragrancia nos setores industriais de cosmética e alimentos (LEAL et
al., 2008).

Figura 1. Sistema de destilacdo por arraste a vapor.
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Fonte: Sartor (2009)

Alguns aspectos devem ser considerados para a obtengdo do 6leo essencial
através dessa técnica. O material vegetal utilizado no processo de destilacao deve ser
preparado previamente para que se assegure uma extracéo eficiente e completa do
Oleo essencial contido nos 6rgaos vegetais (KOKETSU; GONCALVES, 1991). Em
linhas gerais, a depender da parte da planta utilizada no processo, a realizacdo de
fragmentacgdes ou trituracdes nesse material permite uma redugéo em sua espessura,
e torna mais facil a remoc¢ao dos seus constituintes volateis.

Flores, folhas e outras partes nao fibrosas da planta podem ser destiladas
sem necessitarem de fragmentagédo. As sementes, por sua vez, devem ser trituradas
para que se consiga romper a paredes celulares e aumentar a superficie de contato
entre o vapor de arraste e o 6leo essencial. Raizes, caules, cascas e outras partes
lenhosas precisam ser fragmentadas em pedacos pequenos (GUNTHER, 1948).

E importante ressaltar que, apos o material vegetal ser colhido e triturado,
deve seguir de forma imediata para o processo de destilagao para que nao haja perda
dos seus componentes volateis, ocasionando reducdo do rendimento da extracéo ou
alteracbes em sua composicao quimica. Quando nao for possivel realizar a extracao

de forma imediata, o material deve ser armazenado em ambiente livre de circulagcéo
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de ar, preferencialmente a baixas temperaturas para que se minimize a volatilizacdo
ou oxidacao do oleo essencial.

Esse método de extracdo de 6leos essenciais, apesar de ser simples e barato,
pode apresentar algumas limitagdes no que se refere a quantidade e qualidade do
produto obtido. Durante o processo, a agua, acidez, temperatura e pressao utilizadas
na extracdo podem provocar degradacdo térmica ou hidrolise dos metabdlitos
secundarios constituintes do 0leo, interferindo na sua qualidade final ou até mesmo
na sua acgao terapéutica. A degradacéo dos principios ativos pode gerar compostos
de baixa eficacia ou até mesmo, téxicos (SIMOES; SPITZER, 1999).

1.3 Metabélitos secundarios

Segundo Taiz e Zeiguer (2009), os metabdlitos secundarios sdo compostos
organicos que podem agir como atrativos para animais polinizadores e dispersores de
sementes e influenciar na defesa da planta contra herbivoros e infec¢cdes causadas
por microorganismos patogénicos. Sua origem pode ser resumida a partir do
metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais, o acido chiquimico e o
acetato.

Eles representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente. Os
estimulos decorrentes do ambiente, no qual a planta se encontra, podem redirecionar
a rota metabdlica, ocasionando a biossintese de diferentes compostos. Dentre estes
fatores, podem-se ressaltar as interagdes planta/microrganismos, planta/insetos e
planta/planta, idade e estddio de desenvolvimento, fatores abidticos como
luminosidade, temperatura, pluviosidade e nutricdo (MORAIS, 2009).

Sua biossintese nas plantas depende de fatores que podem ser genéticos,
fisiolégicos e ambientais, que podem interferir diretamente no teor de principios ativos
produzidos. Alguns desses fatores podem apresentar correlacdes entre si e ndo atuar
de maneira isolada, podendo influenciar a sintese de moléculas bioativas de maneira
conjunta. Ressalta-se ainda que, muitas vezes, as variacdes nesse teor podem ser
derivadas do desenvolvimento foliar e/ou surgimento de novos 6rgaos
simultaneamente a uma estabilidade no contetdo total de metabdlitos secundéarios
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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Dessa maneira, os fatores que influenciam as variacées nas concentracdes
destes principios devem ser avaliados, visando obter matéria-prima de melhor
gualidade, ja que a qualidade das plantas medicinais e sua eficacia terapéutica estao
relacionadas ao seu teor de principios ativos (FREITAS et al., 2004).

Nos ultimos anos, metabdlitos derivados de plantas, tais como flavonoides,
terpenos, alcaloides e 6leos essenciais tem recebido uma atencéo consideravel por
conta de suas propriedades farmacologicas (BARNABE, 2008). O enorme numero de
compostos encontrados atualmente possibilita a triagem de novos farmacos com
eficacia antimicrobiana, anti-inflamatéria e antiparasitaria a partir da diversidade
molecular de algumas plantas (BARREIRO, 2009).

A sintese dos metabolitos secundarios (Figura 2) tem origem no metabolismo
da glicose, que é convertida em moléculas de acido piravico que podem seguir duas
vias distintas: a primeira, na qual as moléculas de piruvato entram na via do &cido
chiquimico para a formacdo dos metabdlitos secundarios aroméaticos (taninos
hidrolisaveis, alcaloides, fenilpropanoides, ligninas e cumarinas) e a segunda, em que
0 piruvato continua sendo oxidado até a formacéo de moléculas de acetil-coenzima A
(SANTOS, 2007).

Figura 2. Rota biossintética dos metabdlitos secundarios em plantas.
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Adaptado de Simdes et al. (2010)
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1.3.1 Terpenos

Os terpenos sao sintetizados a partir do acetil-Coenzima A via rota do acido
mevalbnico. O metabolismo do acetil-CoA gera um diversificado grupo de metabdlitos
secundarios, os isoprenoides ou terpenoides, que representam a segunda classe com
maior nimero de constituintes ativos (RAVEN, 2001; VERPOORTE; MARASCHIN,
2001).

Podem ser definidos como um grupo de moléculas, frequentemente
encontradas em 6leos essenciais e responsaveis pela fragrancia das plantas, cuja
estrutura esta baseada em um numero definido de unidades isoprénicas (metil-buta-
1,3-dieno) com cinco atomos de carbono (SIMOES; SPITZER, 1999; LARCHER,
2000; RAVEN, 2001).

No decorrer do século XIX, estudos quimicos realizados com a terebintina,
produto extraido da destilacdo da resina de coniferas, levaram a denominagcdo de
terpene os hidrocarbonetos com a formula geral (CsHs)n. As estruturas quimicas
formadas através da juncdo de duas, trés, quatro, cinco, seis e oito unidades
isoprénicas sdo chamadas de mono, sesqui, di, sester, tri e tetraterpenos,
respectivamente (Tabela 1) (LIMA et al., 2003).

Tabela 1 Classificagéo dos terpenos

ATOMOS DE CARBONO UNIDADES ISOPRENICAS (N°) CLASSIFICACAO
10 2 MONOTERPENO
15 3 SESQUITERPENO
20 4 DITERPENO
25 5 SESTERTERPENO
30 6 TRITERPENO
40 8 TETRATERPENO

Fonte: Adaptado de LIMA et al., (2003)
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Essa classe de moléculas estd presente em pequenas quantidades em
organismo vivos, onde desempenham numerosos papéis vitais na fisiologia das
plantas bem como fun¢des importantes nas membranas celulares. A grande maioria
apresenta baixo peso molecular, natureza lipofilica, grande variedade de estruturas e
alta pressdo de vapor a temperatura ambiente (BAKKALI et al., 2008). Além disso,
sdo componentes de ceras, borrachas, resinas e balsamos.

Os monoterpenos sao conhecidos como constituintes da esséncia volatil de
flores e Oleos essenciais extraidos de plantas medicinais e ervas aromaticas,
justificando sua importancia para a industria de perfumes e aromatizantes. O geraniol,
mentol, linalool e o citral sdo exemplos de monoterpenos (LIMA et al., 2003). Assim
cCoOmo 0S monoterpenos, muitos sesquiterpenos também possuem importancia

bioldgica.

1.4 Varronia curassavica Jacq. (Erva-baleeira)

1.4.1 Aspectos botéanicos e distribuicdo

A espécie vegetal identificada como Varronia curassavica Jacq., de
sinonimias Cordia curassavica Jacq. Roem. & Schult. e Cordia verbenacea DC.,
(STAPF,2017), é uma planta popularmente conhecida como erva baleeira,
pertencente a familia Boraginaceae. Tal espécie é encontrada nas regifes tropical e
subtropical do globo, sendo nativa em grande parte do Brasil, encontrada em
abundancia no litoral (LADEIRA, 2002). Sua utilizacdo na medicina popular é vasta:
chas feitos a partir de suas folhas sao usados para tratamento de artrites, problemas
de coluna e reumatismo.

E um arbusto muito ramificado, ereto e aromatico, com hastes cobertas por
casca fibrosa e com altura de 1,5 a 2,5 metros (Figura 3a). As flores sdo pequenas,
brancas e dispostas em inflorescéncias racemosas de 10-15 cm de comprimento
(Figura 3b). Os frutos sao cariopses esféricas que quando maduros apresentam
coloracdo vermelha (Figura 3c). Folhas simples, alternas, coriaceas, arométicas de 5-
10 cm de comprimento (Figura 3d), séo utilizadas na medicina popular devido as suas

propriedades anti-inflamatéria, analgésica e cicatrizante (LORENZI; MATOS, 2008).
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Figura 3. Estruturas vegetais de Varronia curassavica Jacq.

Fonte: acervo pessoal do autor

A familia Boraginaceae € dividida em quatro diferentes familias, sendo o
género Cordia subdividido em quatro clados (Varronia, Sebestena, Collococcus e
Myxa). A diversidade morfolégica entre os géneros tem originado muita discusséo e
Varronia tem sido proposto como género que engloba varias espécies antes
pertencentes a Cordia (TOLKE et al., 2013). Recentemente, o Angiosperm Phylogeny
Group (2016) reconheceu a ordem Boraginales, sendo esta composta por oito
Familias: Codonaceae, Wellstediaceae, Boraginaceae, Hydrophyllaceae, Namaceae,
Heliotropiaceae, Cordiaceae e Ehretiaceae, indicando grande diversidade e a
complexa divisdo do grupo.

Dessa maneira, diversos estudos morfologicos e anatdmicos da folha e do
caule de V.curassavica foram desenvolvidos no intuito de identificar marcadores
anatdmicos que pudessem ser utilizados para a diferenciacdo dessa espécie vegetal
de outras matérias-primas vegetais. Pereira (2013) encontrou tanto na epiderme
adaxial quanto na abaxial a presenca de tricoma tector unicelular com base pluricelular

e tricoma glandular de cabeca unicelular. Feijd, Oliveira e Costa (2014) verificaram o
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efeito da irradiancia sobre a densidade dos tricomas, enquanto Ventrella e Marinho
(2008) caracterizaram a morfologia dos tricomas glandulares e sua histoquimica. Leal-
Costa e Ameélia (2017) focaram na descricdo da anatomia foliar da espécie: folhas
simétricas, de &pice agudo e base decorrente, limbo ovalado e lanceolado,
pubescentes em ambas as faces, hipoestomaticas e de margens irregularmente
denteadas.

O género Varronia € distribuido nas regides tropical e subtropical do mundo,
ocorrendo na Australia, Nova Caledbnia, América Central, Guiana e no Brasil
(RAPISARDA et al., 1997). No Brasil, a espécie Varronia curassavica Jacq. € um
arbusto nativo das restingas maritimas de quase todo litoral, apresentando uma
ocorréncia mais comum na costa litordnea dos estados de Santa Catarina e Sao
Paulo, ocorrendo também no Cerrado, nos estados de Minas Gerais e de Goias
(LORENZI; MATOS, 2008; PIANOWSKI, 2005; VAZ et al., 2006). A espécie é, ainda,
encontrada em areas sazonalmente secas, e é considerada como um importante
elemento nas florestas tropicais deciduas, em florestas arbustivas e em florestas
tropicais umidas (GOTTSCHLING et al., 2005).

Arrigoni-Blank et al. (1999) abordam que a erva-baleeira é uma espécie com
baixa exigéncia nutricional e elevada eficiéncia de absor¢do e utilizacdo dos
nutrientes. Entretanto os autores afirmam que, quando a espécie € cultivada em solos
acidos e de baixa fertilidade, devem ser feitas essencialmente a calagem e a
adubacdo para incrementar o seu desenvolvimento, uma vez que a omissdo da
calagem e dos nutrientes nitrogénio e potassio levou as maiores quedas na producao
de folhas, 6rgdo esse que € primordial na obtencédo do 6leo essencial da espécie. A
propagacao da espécie pode ser realizada, principalmente, utilizando sementes, mas
também por estacas de ramos novos (GILBERT; FAVORETO, 2012; MAGALHAES,
2010).

Segundo Montanari Janior (2011), a planta € uma espécie perene que pode
ser colhida regularmente. Uma lavoura de V. curassavica , apos trés anos, pode atingir
producéo de biomassa de 16.000 kg ha* ano™, suficiente para produzir 10 kg de 6leo
essencial. Utilizando genotipos selecionados e com melhores técnicas de cultivo,
pode-se atingir 25 kg ha! ano? de 6leo essencial (MORANDI, 2009).
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1.4.2 Aspectos fitoquimicos

A Analise das folhas frescas de V. curassavica demonstrou presenca de 6leo
essencial apresentando como constituintes majoritarios o a-pineno, transcariofileno,
alloaromadendreno e a-humuleno. Também foram observados [-felandreno,
citronelol acetato, [(-elemeno, [-gurjuneno, biciclogermacreno, espatulenol e
epoxicariofileno (CARVALHO JR et al., 2004).

Em outro trabalho, Santo et al. (2006) encontraram monoterpenos (47,3%) e
sesquiterpenos (43,9%), entre os quais a-pineno (20,5%), B-pineno (13,1%), trans-
cariofileno (12,4%) e biciclogermacreno (13,8%) como compostos predominantes do
O0leo essencial das folhas de V. curassavica. O a-pineno é um dos principais
constituintes dos O6leos essenciais de plantas aromaticas extraidos de folhas,
sementes, caules e frutos (COELHO-DE-SOUZA et al., 2005).

Um dos flavonoides encontrados por Sertié et al., (1990) e Bayeux et al., (2002)
na folha da dessa espécie foi a artemetina, substancia com poderosa acdo anti-
inflamatéria e cicatrizante, que pode atuar no ciclo celular e inibir a acdo da
lipoxigenase (CHOUDHARY et al., 2009). O acido rosmarinico foi encontrado no
extrato hidroalcodlico das folhas de erva baleeira (HAGE-MELIM, 2009). O &cido
caféico e acidos graxos sdo encontrados no 6leo da semente (SEIGLER et a., 1970).

Também ha outros flavondides presentes descritos por Almeida et al., (2009).

Figura 4. Estrutura quimica do alfa-humuleno (a) trans-cariofileno (b) e alfa-pineno

(©).

HsC CHj
G HC_  H
/ CHj
HiC™ X H;C
H:- ch
CHs H-C H3C
() (b) (c)

Fonte: Beck et al (2011)
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1.4.3 Aspectos farmacolégicos

Para fins medicinais, segundo a literatura etnofarmacolégica, € utilizada na
forma de ché para artrite, reumatismo e problemas de coluna (SILVA JR et al., 1995).
Na medicina popular também é utilizada para o tratamento de prostatites, nevralgias
e contusbes, como tdnico e cicatrizante (LORENZI; MATOS, 2008). Akisue et al.
(1993) mencionam o cha das folhas como homeostatico e no tratamento de tumores.
Na medicina tradicional é utilizada como anti-inflamatério, analgésico e anti-Ulcera
(VENTRELLA et al.,2008).

A erva-baleeira tem sua eficacia reconhecida pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e esta incluida no Formulario de Fitoterapicos da
Farmacopeia Brasileira e na lista da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS, a RENISUS (BRASIL, 2011; BRASIL, 2014). De acordo com Souza
et al. (2012), foi incluida no Programa Componente Verde da Rede Farmacias de
Minas, juntamente com outras 15 espécies pré-selecionadas, por meio de validagao
cientifica, mostrando, com isso, a importancia dessa especie.

Realizou-se um levantamento do mercado dos medicamentos anti-
inflamatorios, sendo possivel elaborar um plano para a produgéo sustentavel de um
novo fitoterapico no Brasil. Assim, o medicamento desenvolvido a partir do Oleo
essencial da V. curassavica, o Acheflan® (Figura 5), utiliza uma mistura padronizada,
que contém o a- humuleno e o trans-cariofileno como componentes ativos. Para o
desenvolvimento do medicamento, é necessario que o 6leo seja padronizado e que
contenha um teor minimo de 2,3% a 2,9% v/v de alfa-humuleno (MAGALHAES, 2010;
QUISPE-CONDORI, 2008). Esse medicamento, mediante aprovacao pela Food and
Drug Administration (FDA), tem sido enviado aos Estados Unidos, ao Canada e ao
Japéo (BOLZANI et al., 2012).

Fernandes et al. (2007) avaliaram o efeito anti-inflamatério do alfa-humuleno
e trans-cariofileno isolados do 6leo essencial da erva-baleeira. Esses autores afirmam
gue esses compostos atuam interferindo na acado de substancias mediadoras do
processo inflamatoério e na regulacdo da expressédo de proteinas responsaveis por
esse processo. Afirmam, ainda, que cada um atua por meio de mecanismos de acao

distintos e ainda ndo muito bem explorados.
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Figura 5. Acheflan, formulagcdo em creme para uso topico.

e acheflan

Cordia verbenacea DC.
5 no

[ ererims

Fonte: Imagem de dominio publico

Por meio do estudo farmacoldgico biomonitorado e de testes individuais dos
compostos, o a-humuleno foi considerado como o principal composto responsavel
pela atividade anti-inflamatoria. Esse composto atua inibindo a enzima ciclo-oxigenase
2 (COX 2) que esta presente no metabolismo das prostaglandinas, que séao
substancias envolvidas nos processos inflamatorios e na sintomatologia desses
processos (DORES et al., 2010; SANTOS et al., 2007).

Ambos os compostos sdo substancias pertencentes a classe dos terpenos,
gue € o grupo mais abundante e estruturalmente diverso dos metabdlitos naturais de
plantas (THOLL, 2006). Esses compostos sdo sintetizados pela enzima terpeno-
sintetase, que catalisam as reacfes de formacdo dos monoterpenos e dos
sesquiterpenos, e demais grupos de terpenos. Atuam formando compostos individuais
ou varios produtos ao mesmo tempo. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para
entender a estrutura e as fungdes dessas enzimas e como elas conseguem catalisar
a com elevada especificidade (DEGENHARDT et al., 2009; THOLL, 2006).

Outros estudos para utilizacdo do 6leo como fitomedicamento por via oral
estdo em fase de concluséo e os resultados sao promissores (PASSOS et al., 2007),
evidenciando que a administracdo oral do 6leo essencial apresenta um pronunciado
efeito anti-inflamatorio em diversos modelos de inflamacéo, tanto em ratos quanto em
camundongos, possivelmente por interferir com a expressao da citocina Fator de
Necrose Tumoral alfa- TNFa.

Matias et al. (2013) n&o encontraram acdo antibacteriana clinicamente
significativa do extrato e das fragbes do extrato das folhas, quando esses foram

utilizados isolados. Somente quando foram combinados com aminoglicosideos,
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apresentaram atividade sinérgica significativa. Oliveira et al. (2011) avaliaram o efeito
do extrato etanodlico de folhas de erva - baleeira sobre a acdo de mastocitos. Essas
células produzem histamina, que € mediadora do processo pro- inflamatério em
diferentes espécies de animais. Os autores observaram que o extrato das folhas inibiu
a secrecdo da histamina in vitro e in vivo. Afirmam, ainda, que a espécie possui efeito
terapéutico no tratamento de doencas alérgicas que envolvem a histamina no
processo, cComo asma, rinite, alergias alimentares e dermatites.

Rodrigues et al. (2012) indicam o 6leo essencial das folhas de erva - baleeira
como adjuvante de antibiéticos com acéo sobre os fungos Candida albicans e Candida

krusei e sobre as bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Escherichia coli.
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RESUMO

Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae) € uma espécie popularmente conhecida
como erva-baleeira e possui atividades bioldgicas bem descritas na literatura
etnofarmacologica. Mediante a confirmacao da atividade anti-inflamatoria do seu 6leo
essencial através da identificacdo dos sesquiterpenos alfa-humuleno e trans-
cariofileno, viabilizou-se a producao do primeiro fitomedicamento produzido no Brasil,
0 Acheflan®. A influéncia da idade da planta no momento da colheita sobre a
producao de oOleo essencial vem sendo estudada em diferentes plantas aromaticas.
Nesse contexto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da idade da planta
nos constituintes do 6leo essencial de V. curassavica extraidos em escala industrial e
averiguar as atividades antimicrobiana e citotdxica, investigando se a diferenca de
idades também interfere nessas respostas. Foi realizado como parte adicional ao
trabalho um perfil anatdmico da espécie cultivada no acesso do estudo. Partes aéreas
de erva-baleeira foram colhidas com 4 meses de idade (amostra A), 10 meses
(amostra B), 1 ano e 2 meses (amostra C) e 1 ano e 6 meses de idade (amostra D)
para a extracdo dos Oleos essenciais. A composicao quimica dos 0Oleos foi obtida por
Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometro de Massas (GC-MS). Ferramentas
guimiomeétricas como a analise de componentes principais (ACP) e componentes
hierarquicos (ACH) foi utilizada para diferenciacdo das amostras. Os ensaios
antimicrobianos foram realizados pelo método de determinacdo da concentracéo
inibitéria minima (CIM). O ensaio de citotoxicidade foi determinado pelo método
colorimétrico MTT (Brometo de (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio)].
A analise macroscopica da espécie permitiu identificar que se trata de um arbusto, de
1,5 metros de altura, ramos cilindricos, com presenca de lenticelas e glandulas nos
ramos jovens. Na andlise microscopica foi possivel verificar que a superficie adaxial
da folha possui células epidérmicas irregulares, e variedade na quantidade de tipos
de tricomas. Os principais constituintes do éleo essencial do estudo sdo o a-pineno,
trans-cariofileno e alloaromadendreno. Os resultados obtidos da quantificacdo dos
principais constituintes do 6leo mostraram diferenca significativa na sua composicao
guando extraido da planta em diferentes idades. O teor de alfa-humuleno foi superior
para a amostra C (3,02%), enquanto o trans-cariofileno e o alfa-pineno tiveram teores
superiores na amostra B com teores de 10,10% e 63,87% respectivamente. Uma
menor quantidade de alfa-humuleno e alfa-pineno foram encontrados na amostra A,
com teores de 2,04% e 28,03% e o trans-cariofileno foi encontrado em menor
guantidade na amostra D com 4,38%. A ACP e ACH diferenciaram as amostras de
acordo com as substancias que mais contribuem para a sua caracterizacdo. Os
resultados advindos da atividade antibacteriana demostraram que para as estirpes
utilizadas n&do houve inibicdo visivel de crescimento até a concentracdo de 1000
Hg/mL. A atividade antifungica apresentou uma CIM igual a 1000 pg/mL. A idade da
planta pareceu nao influenciar na resposta antimicrobiana das amostras. A atividade
citotoxica foi maior para a amostra A (CCs047,99 pg/mL), seguida das amostras B
(CCs060,22 pg/mL, C (CCso0 73,18 pg/mL) e D (CCs0171,90 pg/mL). Os resultados
encontrados sugerem que a idade da planta influenciou tanto na composi¢cao quimica
guanto na atividade citotoxica dos 6leos essenciais extraidos de V. curassavica.

Palavras chave: Cordia, metabolismo, compostos quimicos, farmacologia
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1. INTRODUCAO

A investigacao de principios bioativos advindos do metabolismo secundario de
vegetais superiores tem sido de grande valia na producdo de novos medicamentos a
base de produtos naturais. Atuam como alternativas terapéuticas ao mercado
farmacéutico atual e como incremento de produtos ja consagrados na industria
cosmeética e alimenticia (MONTANARI E BOLZANI, 2001; NEWMAN; CRAGG, 2004).

Tais substancias possuem funcgdes biolégicas de defesa do vegetal e ataque a
patdgenos e representam uma interface quimica entre a planta e o ambiente, sendo
sua biossintese coordenada e alterada tanto por fatores genéticos quanto pela
influéncia de variaveis bibticas e abidticas presentes em seu local de cultivo. Dessa
maneira, plantas pertencentes a mesma espécie cultivadas em distintos acessos
podem apresentar composi¢cdes quimicas diferentes (GOBBO-NETO; LOPES, 2007;
BARROS et al., 2009).

Varronia curassavica Jacg. (Boraginaceae) € uma espécie popularmente
conhecida como erva-baleeira, nativa do litoral brasileiro e encontrada nos estados do
Ceara, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Sao Paulo (LADEIRA, 2002). Constitui-se
como um arbusto aromatico de folhas alternas, utilizado na medicina popular sob a
forma de cha para o tratamento de contusdes, dores musculares e empregado como
analgésico e cicatrizante (LORENZI; MATOS, 2008).

As atividades bioldgicas das diferentes partes da planta sdo bem descritas na
literatura etnofarmacoldgica como antimicrobiana, anti-helmintica (MATHIAS et al.,
2015), analgésica, antitlcera e anti-inflamatéria (VENTRELLA et al., 2008). No Brasil,
0 Ministério da Saude divulgou no ano de 2009, a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS) contendo 71
espécies de plantas medicinais com potencial para gerar produtos com fins
terapéuticos, e a erva-baleeira € uma das plantas pertencentes a essa lista (PORTAL
BRASIL, 2016).

Apoés anos de estudos e investimentos em pesquisas envolvendo a espécie,
verificou-se que essa atividade estava relacionada a presenca de compostos quimicos
de baixa polaridade, os quais poderiam estar presentes no O6leo essencial
(CARVALHO JUNIOR et al., 2004). Mediante confirmacéo da atividade farmacolégica

através da identificacdo dos sesquiterpenos alfa-humuleno e trans-cariofileno
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(FERNANDES et al., 2007), viabilizou-se a producao do primeiro fitomedicamento
produzido no Brasil a base de 6leo essencial de V. curassavica, presente na forma de
creme e aerossol, com o nome comercial Acheflan® (BR 102015012438-4 A2). Esse
medicamento, apds aprovacdo pela Food and Drug Administration (FDA), tem sido
enviado aos Estados Unidos, Canada e ao Japdo (BOLZANI et al., 2012).

No que concerne a espécie V. curassavica, distintas pesquisas foram
desenvolvidas com o intuito de se averiguar a influéncia de variaveis no teor e na
constituicdo do O6leo essencial. Dentre elas pode-se destacar: sazonalidade
(PEREIRA, 2017), horério de coleta (QUEIROZ et al., 2016), orientacdo geogréfica e
dossel (SOUZA et al.,, 2009), adubacdo organica e rebrota (CAPAZ, 2017),
temperatura de secagem (GONELI et al., 2014), pré-tratamento com ultrassom
(SOUZA, 2016) e sombreamento (GOMES, 2007).

A influéncia da idade da planta no momento da colheita sobre a producéo de
Oleo essencial também vem sendo estudada em diferentes plantas aromaticas, como
Lippia sidoides, Porophyllum ruderale, Lippia alba, Cymbopogon citratus e Mentha
arvensis (SANTOS; INNECCO, 2004; FONSECA et al.,, 2007; PINTO 2017),
apresentando respostas diferenciadas para cada espécie. Nesse contexto, entender
a interferéncia dessa variavel na constituicdo quimica do 6leo essencial da erva-
baleeira, podera auxiliar na otimizacao da sua producao.

Dessa maneira, este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da idade da
planta nos constituintes do 6leo essencial de V. curassavica, com énfase nos terpenos
alfa-pineno, trans-cariofileno e alfa-humuleno. Além disso, objetivou-se averiguar as
atividades bioldgicas do 6leo, bem como, determinar se a diferenca quantitativa de
seus componentes nas diferentes idades interfere em seu potencial farmacoldgico.
Como complemento do trabalho, foi realizada uma caracterizagdo anatémica das
folhas e do caule da planta para se obter um perfil da espécie cultivada na area onde

0 estudo foi realizado.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Aspectos éticos

52



O desenvolvimento do estudo foi realizado através de parceria estabelecida
entre a Universidade Federal do Piaui-UFPI e as empresas Phytobios Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovacdo LTDA e o Grupo Centroflora Anidro do Brasil. As
informagBes metodoldgicas de producdo do dleo essencial sdo de propriedade
intelectual da indUstria e por isso ndo serao descritas neste trabalho.

2.1.1 Localizacéo e descricédo da area de estudo

Os experimentos foram realizados na area de producao agricola do Grupo
Centroflora Anidro do Brasil, localizada no Distrito de Irrigacdo Tabuleiros Litoraneos,
Parnaiba, Piaui. Essa unidade agricola é responsavel pela producéo organica para a
extracdo de Oleos essenciais e alcaloides, incluindo o plantio de espécies vegetais
como Azadirachta indica A. Juss (Nim), Pilocarpus microphyllus Stapf ex Holm.
(Jaborandi) e Varronia curassavica Jacq. (Erva-baleeira).

O plantio de Varronia curassavica Jacq localiza-se na area do pivot central
com 59.8 hectares de cultivo, dividido em subareas denominadas talhdes, que séo
enumerados e diferenciados uns dos outros de acordo com sua data de plantio. A area
selecionada para o desenvolvimento do projeto corresponde ao Talhdo 13, de
coordenadas geogréficas: latitude 3° 1,720’ S e longitude 41° 45.021°0, e dimensao
de 3,34 hectares.

2.2 Material vegetal e extracdo dos 6leos essenciais

O plantio do das mudas em campo foi realizado em margo do ano de 2016. O
material botanico utilizado para a producdo do Oleo essencial em escala industrial
consistiu em partes aéreas de erva-baleeira colhidas de forma mecanizada com o
auxilio de uma colhedeira de forragem que realizava de forma instantanea a

picotagem da planta. A altura de corte foi padronizada em 0,3 m acima do solo.

As respectivas colheitas do material vegetal foram realizadas seguindo
cronograma estabelecido pela empresa, sendo a primeira realizada em setembro de
2016 e as seguintes em marco, julho e novembro do ano de 2017, com intervalo
minimo de quatro meses entre um corte e outro. Apos a colheita, o material foi

designado para o processo de extragao.
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A destilacéo foi efetuada por meio de um modelo de extracdo por arraste a
vapor em escala industrial por um periodo de duas horas. As partes aéreas de erva-
baleeira foram depositadas em dorna de aco inoxidavel, uniformemente distribuidas e
compactadas por meio de pisoteio. Aliquotas de cada Oleo essencial produzido
utilizando como matéria prima o talhdo 13 foram cedidas ao término do periodo de

extracao.

O odleo essencial produzido no més de setembro de 2016, com 04 meses de
idade, foi identificado como amostra A. As amostras obtidas nos meses de marco,
junho e novembro de 2017 com idades de 10 meses, 1 ano e 2 meses e 1 ano e 6
meses foram identificadas como amostras B, C e D, respectivamente. ApoOs
identificacdo, o material foi armazenado em ambiente refrigerado para posterior

analise quimica e realizacéo de atividades biologicas.

O calculo de rendimento dos 6leos foi feito com base na matéria fresca da
amostra coletada e no peso do Oleo obtido. A formula utilizada para o célculo do

rendimento:
R(%) =(M0O+M) x 100

Onde: R = Rendimento de 6leo essencial; MO = Massa do 0leo essencial (g); M =

Massa do material vegetal (Q).

2.3 Aspectos botéanicos

2.3.1 Caracterizacdo anatébmica das folhas e caule de V.curassavica

Partes aéreas do talhdo 13 foram coletadas e destinadas a analise anatdmica
no laboratério de células e moléculas da Universidade Federal do Piaui-UFPI.
Exemplares da espécie também foram coletados e destinados para a preparacao de
exsicata que se encontra depositada no Herbéario Delta do Parnaiba (HDELTA),
localizado na UFPI com nuimero de registro 3930.

As andlises macroscoépicas foram realizadas com o auxilio de uma lupa.
Levou-se em consideracdo caracteristicas como tamanho, cor, odor e sabor. As

estruturas analisadas foram folhas, flores, frutos e inflorescéncia. As analises
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microscopicas por sua vez, foram feitas laminas com cortes a mao livre, paradérmicos
e cortes transversais do caule e da nervura mediana da folha (OLIVEIRA, 1998). As
amostras foram clarificadas com hipoclorito de sédio a 2% e posteriormente coradas
com safranina a 0.5 %. Os tecidos foliares foram observados ao microscoépio éptico e

as estruturas visualizadas foram fotografadas.

2.4 Andlises quimicas

2.4.1 Composi¢cado quimica dos 6leos essenciais

As amostras foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas para identificacdo e quantificacdo dos componentes
guimicos farmacologicamente ativos dos 6leos. Os experimentos foram realizados no
laboratério da empresa Phytobios Pesquisa Desenvolvimento e Inovacao LTDA.

Utilizou-se sistema cromatografico acoplado a espectrometro de massas com
ionizacdo por impacto de elétrons (GC-MS-QP210 SE, Shimadzu, Japéao). Foi utilizada
uma coluna capilar a Equity ™, equivalente a HP-1 de 60 m x 0,25 mm x 1 pum
(Supelco) seguindo a programagédo da temperatura de 100 °C a 240 °C (5°C min)
permanecendo por 5 minutos, seguido de aguecimento de 240 a 280 °C (10 °C/min?)
pelo mesmo periodo de permanéncia. O gas inerte utilizado para analise foi hélio a 1
mL min razdo de Split 1:10 e volume injetado de 1 pyL. O injetor foi mantido a 250°C
e o detector a 280°C. Para o espectrometro de massas foram utilizadas as seguintes
condi¢fes: temperatura da fonte de ions: 200°C; temperatura da interface: 290°C;
tempo de delay de 5 min; Modo de analise: scan (35-350 m/z). A identificacdo dos
constituintes dos 6leos essenciais de erva-baleeira foi feita através da comparacao
dos espectros de massas com o da biblioteca NIST 14, pelo tempo de retencéo obtido
através da injecéo direta dos padrbes analiticos de a-pineno, trans-cariofileno, e a-
humuleno e pelo indice de Kovats, calculado para cada constituinte que foi comparado
com o tabelado de acordo com a literatura (ADAMS, 2007).

A gquantificacao foi realizada com metodologia de uso de padrdo analitico e
padréo interno. O padrao interno utilizado foi o composto dibutilftalato e os padrdes

analiticos o alfa-humuleno, trans-cariofileno e alfa-pineno. Foram construidas curvas

55



de calibrac&o utilizando os diferentes padrdes analiticos para cada amostra de 6leo

essencial produzida. O teor das substancias foi expresso em porcentagem.

A formula utilizada foi:

(%) substancia = RA amostra x M padrdo x P padrédo x D amostra x 100

RA padrédo x D padrédo x M amostra

Onde: RA amostra= razdo entre as areas da substancia e dibutilftalato na amostra;
M padrdo = massa do padrdo em g; P padrdo= pureza do padrdo em decimal; D
amostra= diluicdo da amostra, em mL; RA padrdo= média da razdo entre as areas
da substancia e do dibutilftalato no padrdo; D padréo = diluicdo do padrdo, em mL; M

amostra= massa da amostra, em gramas.

2.4.2 Anélise Estatistica Multivariada

A andlise estatistica multivariada foi realizada para examinar a variabilidade da
composicdo quimica entre as amostras de Oleos essenciais extraidos de
V.curassavica em diferentes idades. Foi utilizado o software Pirouette- Infometrix
versdo 3.11 para a Analise dos Componentes Principais (PCA) e Analise dos
Componentes Hierarquicos (HCA).

Os valores de porcentagem em area (%) extraidos dos dados obtidos pela
andlise feita em Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de Massas (GC-
MS) foram convertidos em um arranjo matricial de dados (4 amostras x 27 variaveis)
para a construcdo dos graficos de PCA. A metodologia utilizada foi a centrada na
média, com rotacdo normal e maximo de fatores igual a 3. Para a realizacdo das

analises de HCA foram utilizados a distancia euclidiana e o método centrado na média.

2.5 Atividades biolégicas

2.5.1 Avaliacdo da atividade antibacteriana
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Os ensaios antimicrobianos foram realizados no laboratério de microbiologia da
Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro Reis Velloso. Para estudar a
atividade antibacteriana dos o6leos essenciais, cinco linhagens foram selecionadas
para realizacdo da determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) segundo
metodologia empregada pelo Clinical & Laboratory Standards Institute - CLSI para
bactérias de interesse clinico (2012). As cepas utilizadas foram Staphylococcus
aureus (ATCC 29213), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Staphylococcus
MRSA (ATCC 43300), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853). Todas foram reavivadas em agar Mueller Hinton e incubadas por 24
horas a 37 °C. Para o desenvolvimento do estudo, suspensdes dos microrganismos
foram preparadas em solucdo salina 0.85% p/v, sob a concentracdo 1-2x108 UFC/
mL, equivalente ao 0,5 da escala de McFarland. As leituras de turbidez foram
realizadas utilizando espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1800), no comprimento de
onda de 625 nm. A solucdo mae dos 6leos essenciais foi preparada com DMSO a
10% em agua.

O experimento foi delineado utilizando placas de microdiluicdo de 96 po¢cos com
caldo Mueller-Hinton inoculado com as respectivas bactérias (5x10° UFC/mL) e
concentracdes dos 6leos essenciais variando de 1000 a 7,8 pg/mL. As placas foram
incubadas durante 24 h a 37 °C em condi¢cdes aerbbicas. A CIM foi definida como a
menor concentracdo de amostra que restringiu o crescimento bacteriano visualmente.

O ensaio foi realizado em triplicata.

2.5.2 Avaliacdo da atividade antifungica

O fungo leveduriforme utilizado para a avaliacdo da atividade antifingica foi
Candida albicans. A suspenséo do microorganismo foi preparada em solucéo salina,
sob a concentragdo 1-3x10% UFC/ mL, equivalente ao 0,5 da escala de McFarland. As
leituras de turbidez foram realizadas utilizando espectrofotémetro (Shimadzu UV-
1800), no comprimento de onda de 530 nm. As amostras de 6leo essencial também
foram preparadas com DMSO a 10% em agua. O fungo numa concentracédo de 103
UFC/mL foi inoculado no caldo RPMI 1640 tamponado com MOPS e adicionou-se

concentragcbes dos Oleos essenciais variando de 1000 a 7,8 pg/mL. O ensaio foi
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realizado em triplicata. As placas foram incubadas durante 24 h a 37 °C em condi¢des

aerodbicas.

2.5.3 Avaliacdo do efeito dos Oleos essenciais sobre a viabilidade celular de

macroéfagos peritoneais murinos

2531 Animais

Foram utilizados 10 camundongos BALB/c machos (20 — 30 g) mantidos em
sala climatizada em temperatura de 24-25 °C, ciclo claro-escuro de 12 horas e livre
acesso a alimentacdo e agua. Os experimentos propostos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentagdo com Animal da UFPI (Parecer N° 327/17). Os
procedimentos referentes a eutanasia dos animais estardo em conformidade com a
Resolucao 1000 de 11 de maio de 2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria.
Assim, os animais foram eutanasiados com lidocaina 10mg/kg + tiopental sddico
100mg/kg (i.p.). Os cadaveres foram embalados em saco plastico e colocados em
freezer destinado para esse fim. Apds avaliacdo, os mesmos foram enviados para a
empresa Ecoservice, gerenciamento e tratamento de residuos Ltda, responsavel pela
incineracdo. Esse experimento foi realizado no Laboratério de Atividade
Antileishmania (LAA) do Nucleo de Pesquisa em Plantas Medicinais da Universidade
Federal do Piaui (NPPM-UFPI).

2.5.3.2 Obtencao de macréfagos peritoneais murinos

Os macrofagos utilizados neste trabalho foram obtidos da cavidade peritoneal
dos animais descritos no item 2.5.3.1. ApOs eutanasia realizada, foram mantidos em
alcool a 70% para a retirada dos macrofagos que foi feita em capela de fluxo laminar,
com os animais fixados em placa de cortica na posicdo de decubito dorsal,
administrando-se 6 mL de salina tamponada com fosfato (PBS — NaCl 145 mM,
Na2HPO4 9 mM, NazHPO4 1 mM, pH 7,4), estéril, a 4°C, na cavidade abdominal. Em
seguida foi feita uma massagem suave na regiao abdominal e realizada a aspiracao
do PBS injetado utilizando-se uma agulha acoplada a uma seringa estéril. O material

obtido foi transferido para um tubo cénico de poliestireno com capacidade de 50 mL,
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centrifugado a 1.000 rpm durante 10 min a 4 °C. O material foi lavado trés vezes com
PBS estéril na temperatura de 4°C. Para averiguacgao da viabilidade celular, as células
foram diluidas em corante azul de Trypan (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e foi
realizada avaliacdo da integridade celular e contagem de células em Céamara de
Neubauer.

2.5.3.3 Citotoxicidade

Para a realizacdo do ensaio de MTT, os macrofagos foram semeados a uma
densidade de 2x10° células em meio RPMI numa placa de 96 pocos durante um
periodo de 4 h a 37 ° C. As células foram lavadas duas vezes com RPMI e tratadas
com as amostras dos 6leos essenciais emDMSO 1% em concentracdes variando de
800 a 6,25 pg / mL. O DMSO foi usado como controle. As placas foram incubadas
durante 48 h a 37 ° C e 5% de CO2. Ap0Gs o periodo de incubacdo as células foram
tratadas com 10 yL de MTT diluido em meio RPMI numa concentragdo de 5 mg/mL
durante 4 h a 37 ° C. ApOs a incubacdo, o sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 100 yL de DMSO a cada pog¢o. As placas foram agitadas durante cerca
de 30 min em um agitador Kline (modelo AK 0506) a temperatura ambiente até
completa dissolucédo dos cristais de formazan. A absorbancia das amostras foi medida
num comprimento de onda de 550 nm usando um leitor de placas. (ALVES et al.,
2017).

2534 Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o software Graphpad Prism
(versdo 6.1) (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Para o calculo das
médias de teor de Oleo essencial foi aplicado o teste t de student com nivel de
significancia para p<0.05. Uma Andlise de variancia ANOVA foi utilizada para
averiguar se houve diferenca significativa estatistica das substancias quantificadas no

6leo essencial advindo de plantas com diferentes idades.

59



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Aspectos botanicos

A identificacdo botanica de espécies vegetais, principalmente quando se trata
de plantas medicinais, deve ser realizada da forma mais correta e precisa possivel.
Deve-se ter certeza da denominacédo correta da espécie da qual estdo sendo extraidas
as substancias bioativas que seréo indicadas para uso terapéutico, uma vez que cada
material vegetal apresenta caracteristicas peculiares, e, por isso, 0s principios ativos
de cada uma apresentardo diferencas que causam efeitos diversos (MARTINS-DA-
SILVA, 2002).

Em termos taxonOmicos, Varronia curassavica Jacq. foi revista por
especialistas botanicos que possuiam algumas divergéncias quanto a divisdo da
familia Boraginaceae e seus respectivos géneros por conta de diferencas
morfologicas das plantas enquadradas como pertencentes a eles (Vieira et al., 2013).
De sinonimia Cordia verbenacea, esta espécie é atualmente classificada pela maioria
dos taxonomistas como pertencente ao género Varronia e ndo mais ao género Cordia,
por apresentar caracteristicas anatdbmicas distintas como a presenca de
inflorescéncias condensadas em forma de espiga (MILLER; GOTTSCHLING 2007).

a) Macroscopia

O estudo anatémico de uma planta € de fundamental importancia para a correta
identificacdo da espécie, uma vez que o0s marcadores anatdmicos podem ser
utilizados para diferenciacdo de matérias-primas vegetais submetidas ao controle de
qualidade.

A andlise macroscopica da espécie permitiu identificar que a espécie se trata
de um arbusto, cal,5 m alltura, de ramos cilindricos, com presenca de lenticelas, de
glandulas nos ramos jovens e pubescentes.

Sua folha é simétrica, alterna espiralada; peciolo 0,7x0,3 cm; lamina 5-11x1,5-
3 cm, descolor, de limbo lanceolado, de apice agudo, base decorrente e margem

irregularmente denteada; face adaxial tomentosa com presenca de glandulas, face
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abaxial com inervacao proeminente. A inflorescéncia é racemosa do tipo espiga, 12-

18 cm de comp., pedunculo ca. 4-7,5 cm comp.

Figura 1. Macroscopia de V. curassavica. Fruto (A); Superficie adaxial da folha (B);

Superficie abaxial (C); Flores (D).

As flores por sua vez, sdo congestas, de corola branca de 06 pétalas,
campanulada, com 06 estames, 06 sépalas esverdeadas 4x3 mm, gamossépala
pubescente, gamopétala pubescente nas faces internas e externas e calice verde;
ovario supero 1x1 mm tricarpelar, estilete 3 mm e 3 estigmas; évulo gamocarpelar,
unilocular. Por fim, o fruto é do tipo drupaceo 0,7%x0,8 cm, de coloragéo avermelhada

e semente Unica ornamentada. As coloracdes encontradas foram: caule verde, folha
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bicolor, verde mais escuro na face adaxial, flor branca e fruto avermelhado. A planta

inteira possui odor forte e persistente e sabor ndo observado.

b) Microscopia

Os dados obtidos através da analise microscopica permitiram a identificacéo
de estruturas encontradas tanto na folha quanto no caule.

A superficie adaxial da folha possui células epidérmicas irregulares, e presenca
de glandulas de aporte de 6leo essencial. Ocorrem nessa face dois tipos distintos de
tricomas. O primeiro € um tricoma curto de forma coénica, que segundo Leal-Costa
(2017) é responsavel por conferir aspereza as folhas da familia Boraginaceae, e o
segundo, trata-se de um tricoma glandular vesiculoso de cabeca globular e base
constituida por 3 a 4 células. Nao foi verificada a presenca de estbmatos. A superficie
abaxial por sua vez é caracterizada pela abundancia em tricomas tectores de uma
Unica célula longa e afiada, além da presenca de estbmatos, sendo assim
caracterizada como hipoestomatica.

Os resultados encontrados através da analise das caracteristicas anatdomicas
das folhas V.curassavica sao corroborados com a literatura de estudos anatdémicos
realizados com a mesma espécie cultivada em outros acessos. Ventrella e Marinho
(2008) ao investigar a morfologia e histoquimica dos tricomas glandulares de folhas
de erva-baleeira, também encontraram diversas morfologias dessas estruturas,
incluindo tricomas tectores unicelulares, conicos, alongados e pontiagudos na parede
celular.

Os tricomas sao apéndices epidérmicos que atuam na defesa da planta no
combate a herbivoros e estdo intimamente ligados ao aumento da reflexdo de raios
solares, diminuindo a temperatura foliar e consequentemente sua perda de agua por
evaporacdo (EVERT, 2013). Além disso podem ser utilizados com propdsitos
taxondmicos e suas distintas morfologias podem ser utilizadas como uma das
caracteristicas diferenciais entre as espécies desse género (DEMETRIO, 2017).

O corte transversal do caule permitiu a observacdo de tecidos perfeitamente
diferenciados. A epiderme € uniestratificada, com a presenca de tricomas. A regido
cortical € homogénea com visualizacéo clara do esclerénquima. O sistema vascular é

circular e fechado e as células da medula sdo homogéneas. Resultados similares

62



foram encontrados por Pereira (2013), que realizou o perfil morfo-anatémico,
histoquimico, farmacognoéstico e a avaliacdo da atividade anti-candida do extrato

hidroetanolico e fracdes de folhas de erva-baleeira cultivada em S&o Paulo.

Figura 2. Fotomicrografia da folha de V.curassavica. Corte longitudinal da superficie
adaxial: células epidérmicas de carater irregular (A). Corte longitudinal da superficie
adaxial: glandula de aporte de 6leo essencial (B). Tricoma tector conico com sistolico
na base (C). Tricoma glandular com pé composto por 3 a 4 células (D). Corte
transversal do caule com foco no esclerénquima (E). Corte transversal da folha, com

presenca e pelos na superficie abaxial (F). Corte longitudinal da superficie abaxial (G).

3.2 Analise qualitativa dos 6leos essenciais

A producgdo de metabdlitos secundarios pode variar de acordo com o seu
ciclo reprodutivo, as rotas metabdlicas determinadas pelo efeito de horménios,

sazonalidade e idade da planta (BROWN JUNIOR et al., 1988). No presente
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estudo a composicdo quimica dos Oleos essenciais de V. curassavica foi
investigada por meio da analise por GC-MS. A Figura 3 mostra os cromatogramas
obtidos para as amostras A, B, C e D. A Tabela 1 traz os componentes que foram
identificados.

Através dos cromatogramas obtidos foi possivel verificar que os principais
constituintes do 6leo essencial de V. curassavica cultivado no acesso do estudo sdo

0 a-pineno, trans-cariofileno e alloaromadendreno.

Figura 3. Cromatogramas das amostras de 0leos essenciais A, B, C e D.
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Carvalho Jr. et al (2004) encontrou 0s mesmos constituintes majoritarios
estudando o 6leo essencial da mesma espécie cultivada no estado de Sao Paulo.
Nizio e colaboradores (2015) por sua vez encontraram tricicleno, a-zingibereno,
turmerona, canfeno e (E)-cariofileno como os constituintes principais em o6leos de
erva-baleeira cultivadas em Sergipe. Os constituintes a-pineno, a-santaleno e (E)-

cariofileno foram os principais compostos encontrados por Sciarrone et al (2017).

No presente estudo, a composi¢do dos 6leos essenciais extraidos por arraste
a vapor em escala industrial apresentou variagdo. Ao estabelecer comparativo entre
as amostras analisadas, observa-se que apenas na amostra A ha a presenca do
composto B-santaleno, apenas na amostra B o constituinte 3-funebreno é encontrado

e somente na amostra C os compostos D-limoneno e bergamotol.

As substancias mirceno e bornil-acetato sdo encontradas nas amostras A e B,

enquanto a-tujeno € visto nos 6leos C e D. Os compostos copaeno e a-santalona ndo
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apareceram nas amostras C. Por fim, 3-bisaboleno ndo foi encontrado na amostra A,

B-sesquifelandreno na amostra B e amorpha-4,7(11)-dieno na amostra D.

Tabela 1. Compostos identificados em 6leos essenciais extraidos da espécie Varronia
curassavica Jacq em diferentes idades por destilacdo por arraste a vapor em escala
industrial. Tempo de retencédo (TR), indice de Kovats da literatura (IK.i), indice de
Kovats calculado (IK. ca), Amostra (%): Percentual de area de cada substancia relativa

ao cromatograma total.

CONSTITUINTES TR IK.iit IK. ca AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA
(min) A (%) B (%) C (%) D (%)
a-tujeno 10,74 930 941,98 - - 1,35 1,56
Sabineno 10,78 975 943,24 1,20 1,49 1,05 0,95
a-pineno 11,17 961 955,50 33,08 34,60 33,45 37,55
Myrceno 12,08 990 984,12 1,1 1,22 - -
B-pineno 12,33 979 991,98 1,34 1,30 1,13 1,42
D-limoneno 13,60 1040 1031,93 - - 0,45 -
1,8-Cineol 13,72 1031 1035,70 1,79 1,74 1,56 1,65
Bornil acetato 21,25 1288 127252 0,78 0,56 - -
O-elemeno 23,25 1338 1335,42 3,35 4,13 3,66 4,03
Copaeno 2455 1376 1376,30 0,73 0,56 - 0,58
- elemeno 24,84 1390 1385,42 4,15 5,66 5,26 4,62
Trans-a- 25,24 1434 1398,00 1,09 1,10 1,03 0,96
bergamoteno
a- santaleno 25,65 1417 1410,90 8,29 8,67 7,74 7,34
Trans-cariofileno 25,95 1419 1420,33 13,05 16,25 18,25 12,52
B- cedreno 26,10 1420 1425,05 1,74 - 1,54 1,42
B-funebreno 26,22 1429 1428,82 - 1,75 - -
B-santaleno 26,58 1447 1440,15 0,77 - - -
a- humuleno 26,98 1454 1452,73 2.69 3,32 4,17 2,62
Alloaromadendreno 27,13 1452 1457,44 9,51 6,85 7,04 7,37
9-Epi-E-cariofinleno 27,28 1466 1462,16 291 2,14 2,27 2,16
B -bisaboleno 27,59 1528 147191 - 0,59 0,56 0,53
B-sesquifilandreno 28,05 1522 1486,38 0,81 - 0,69 0,66
0-cadineno 28,24 1523 1492,35 - - - 1,99
Amorpha-4,7(11)- 28,33 1481 1495,18 2,38 1,98 1,99 -
diene
Bergamotol 32,59 1690 1629,16 - - 0,86 -
a-santalona 32,78 1577 1635,14 0,96 0,96 - 1,23
Santalol (2)-a 33,17 1675 1647,40 1,20 1,24 1,06 1,46
TOTAL 93 96,37 95,19 92,75
DESCONHECIDOS 7 3,63 4,81 7.25

A influéncia da idade da planta no momento da colheita sobre a producédo de
Oleo essencial vem sendo estudada em diferentes espécies aromaticas, como Lippia

sidoides, Porophyllum ruderale, Lippia alba, Cymbopogon citratus e Mentha arvensis
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(SANTOS; INNECCO, 2004; FONSECA et al.,, 2007), apresentando respostas

diferenciadas para cada espécie.

Alteracbes na composicado quimica do 6leo essencial, em relacdo a idade da
planta foram encontradas para outras espécies como Pycnocycla spinosa (ASGHARI
et al.,, 2002), Alpinia zerumbet e Myrcia salzmanni (CERQUEIRA et al., 2009),
demonstrando que alguns compostos podem ser mais sensiveis que outros em
relacdo a idade, ao estadio de desenvolvimento da planta e ouros fatores como a
sazonalidade (MURAKAMI et al., 2009). Oliveira et al., (2011) ao estudarem a
producédo do 6leo essencial de Mentha x piperita var. citrata, concluiram que a idade

da planta influencia tanto o rendimento quanto a composicéo quimica dessa espécie.

Pinto (2017) estudando a influéncia da idade da planta na constituicdo quimica
do Oleo essencial de uma espécie de Lippia, estabeleceu uma anélise comparativa
entre as idades de 1 e 10 anos e verificou alteracdo na producao de linalool, geral e
geraniol. Os compostos secundarios presentes no 6leo essencial também sofreram

variagao, uma vez que houve variabilidade dos constituintes nas amostras analisadas.

3.3 Andlise quantitativa dos 6leos essenciais

3.3.1 Rendimento

A quantidade de 6leo essencial obtido do processo extrativo de Varronia

curassavica, bem como valores de rendimento sdo demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2. Rendimento dos 0Oleos essenciais extraidos em escala industrial por

destilacdo por arraste a vapor.

Amostra Extracéo MPV*(Kg) Oleo (Kg) Rendimento (%)
A SET/2016 1252 1.160 0.093%
B MAR/2017 1300 1.250 0.096%
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C JUL/2017 1200 0.996 0,083%

D NOV/2017 889,43 1.000 0.112%
*MPV = Matéria Prima Vegetal. v V v

Os resultados obtidos demonstraram um rendimento de 0.093% para a
amostra A, 0.096% para a amostra B, 0,083% para a amostra C e 0,112% para a
amostra D. Os trabalhos encontrados na literatura utilizando a mesma espécie
vegetal, em sua grande maioria, descrevem o valor de rendimento do 6leo essencial
obtido em escala laboratorial utilizando o método de hidrodestilacdo por aparelho do
tipo Clevenger modificado.

Tanto o potencial de atividade farmacoldgica quanto a vulnerabilidade das
sustancias quimicas que compdem O6leos essenciais de plantas medicinais tem
despertado interesse de diversos grupos de pesquisa preocupados com a obtencao
de um produto de qualidade (BORSATO et al., 2008).

A técnica de destilacdo por arraste a vapor para a extracdo de 6leos
essenciais é bastante difundida mundialmente. Por ndo necessitar de grandes
conhecimentos técnicos para ser operada, ha a facilidade de sua implementacdo em
escala industrial, possibilitando assim extracdo de maiores quantidades de 6leo e um
baixo custo operacional (SARTOR, 2009). Romdhane e Tizaoui (2005), confirmam
gue além de produzir um Oleo de alta qualidade, esse processo de extracao ndo agride

0 meio ambiente.

Carvalho Junior et al. (2004) verificaram um rendimento de 6leo essencial de
0,23%, extraido de folhas frescas de V. curassavica. Outro grupo de pesquisa,
estudando da atividade biologica do 6leo essencial também de folhas erva-baleeira,
obteve um rendimento médio de 0,38% pelo mesmo método extrativo (GUZZO et al.,
2009). Passos et al. (2007), realizaram hidrodestilacdo e obtiveram rendimento de
0,37% de oOleo.

Marques (2016), avaliando a interferéncia da sazonalidade no rendimento do
Oleo essencial da erva-baleeira coletada em 05 acessos, também pelo método de
hidrodestilagéo, observou rendimentos que variavam de 1,18 a 0,23% a depender da
estacdo do ano que planta foi coletada. Queiroz et al. (2016), estudando o teor do

0leo da mesma espécie em funcado do horéario de coleta encontrou valores de 1,36 a
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1,04% dependendo do horario em que foi coletada. Pinto (2017) averiguando a
influéncia da idade da planta na composi¢cdo quimica e atividade formicida do Oleo
essencial de Lippia alba, encontrou variacdo significativa na concentracdo de o6leo
essencial extraido de plantas de 1 ano de idade e 10 anos de idade.

Os valores de rendimento obtidos pelo método de hidrodestilagdo
encontrados na literatura foram bastante superiores ao rendimento do 6leo obtido da
mesma espécie extraido por destilacdo a vapor em escala industrial. Bezerra et al.
(2010) avaliando o rendimento do Gleo essencial de Myrcia sylvatica obteve melhores
rendimentos de 6leo essencial quando a biomassa foi submetida ao processo de
hidrodestilagcdo do que ao de arraste a vapor. O mesmo resultado foi encontrado por
Borsato et al. (2008) estudando o 6leo essencial da camomila. O rendimento do 6leo
essencial da camomila obtido por arraste a vapor foi de apenas 0,2%, bem menor que
0 obtido por meio da hidrodestilagéo (0,91%) em aparelho do tipo Clevenger.

Devido a diferenca de equipamento e operacao na extracao por arraste a vapor
em laboratorio e na indUstria, a curva de extracdo ndo € a mesma. No laboratorio, o
material vegetal € geralmente pré-tratado antes do processo, ocasionando o aumento
da sua eficiéncia. Nesse caso, uma maneira de se representar melhor uma unidade
industrial € a criacdo de uma unidade piloto, a qual aproxima os dados laboratoriais

ao que ocorre efetivamente na industria de 6leos essenciais (SARTOR, 2009).

3.3.2 Quantificacdo das substancias de interesse

A guantificacdo absoluta das substancias foi realizada utilizando o método de
padréo interno através da analise GC-MS do 6leo essencial (n = 4 para cada amostra).

Os padrbes analiticos de trans-cariofileno (98% pureza), a-humuleno (99%
pureza), a-pineno (99% pureza) e o padrdo interno dibutilftalato (99% pureza)
empregados neste estudo foram obtidos da Sigma-Aldrich. As solu¢des estoque foram
preparadas em acetona nas seguintes concentracdes: a-humuleno (600 ppm);
transcariofileno (1000 ppm) e a-pineno (6000 ppm). Foram construidos 5 pontos de
concentracdo em balBes volumétricos de 10 mL para as curvas analiticas, onde em
cada ponto foi adicionado 1 mL da solucdo de padrédo interno dibutilftalato
correspondendo a uma concentracao fixa de 200 ppm.

As curvas analiticas dos padrées de a-humuleno, trans-cariofileno e a-pineno

foram obtidas através dos valores de concentracéo utilizados para a construcao da
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curva versus os valores das suas areas sob a area do padrdo interno. Para cada

amostra de 6leo essencial analisada foi realizada uma curva de calibracdo de cada

substancia a ser quantificada. As curvas analiticas do alfa-humuleno, trans-cariofileno

e alfa-pineno séo apresentadas na figura 4, enquanto seus respectivos dados séo

demostrados nas tabelas 3 a 5.

Figura 4. Curvas analiticas dos compostos alfa-humuleno, trans-cariofileno e alfa-

pineno,
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Tabela 3. Dados para a construcao da curva analitica do padréo de alfa-humuleno.

CONCENTRACAO TEMPO DE RETENCAO AREA DOS PICOS (MEDIA)
(mg/mL) (min)
0,3 26,98 0,105+0,009***
0,6 26,98 0,248+0,004***
0,9 26,98 0,388+0,012***
1,5 26,98 0,744+0,059***
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2,1 26,98 1,030+0,032***

Valores sao apresentados como média +/- Erro padrdo. N=3.

Tabela 4. Dados para a construgéo da curva analitica do padréao de trans-cariofileno.

CONCENTRACAO TEMPO DE RETENCAO AREA DOS PICOS (MEDIA)
(mg/mL) (min)
1 25,95 0,184+0,002%**
2 25,95 0,441+0,004***
3 25,95 0,679+0,003***
4 25,95 0,828+0,017**
5 25,95 1,030£0,0005***

Valores sao apresentados como média +/- Erro padrdo. N=3.

Tabela 5. Dados para a construgdo da curva analitica do padrédo de a- pineno.

CONCENTRACAO TEMPO DE RETENCAO AREA DOS PICOS (MEDIA)
(mg/mL) (min)
1,87 11,17 0,607+0,040***
3,75 11,17 1,415+0,066***
7,5 11,17 2,656+0,093***
15 11,17 4,671+0,132***
30 11,17 8,284+0,185*+*

Valores sao apresentados como média +/- Erro padrdo. N=3.

Apos a realizacdo dos calculos envolvendo dos dados obtidos através da
curva de calibragdo, bem como de peso da amostra, diluicdo utilizada para o preparo
das solucdes e pureza do padréo, os resultados da quantificacdo de alfa-pineno, alfa-
humuleno e trans-cariofileno para cada amostra de 6leo essencial foram obtidos como

observado na Figura 5 e Tabela 6.

De acordo com os resultados obtidos, o teor de alfa-humuleno presente nas
amostras A,B,C, e D de 6leo essencial de V.curassavica extraido por arraste a vapor
em escala industrial apresentou diferenca significativa entre as diferentes idades com

p<0,0001. Através da realizacdo de multiplas comparacdes dos dados para essa
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substancia foi possivel verificar que as amostras A e D ndo apresentaram diferenca

significativa para os compostos alfa-humuleno e alfa-pineno.

Figura 5. Quantificacdo das substancias nas amostras de 6leo essencial de
V.curassavica
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Tabela 6. Determinacéo dos teores (%) dos compostos alfa-pineno, trans-cariofileno
e alfa-humuleno nos 6leos essenciais A, B, C e D extraidos de V.curassavica em

diferentes idades.

COMPOSTOS (%)

AMOSTRAS IDADE ALFA- TRANS- ALFA-PINENO
HUMULENO CARIOFILENO

A 4 meses 2,04+0,256%*** 6,14+0,679**** 28,0314, 25%**

B 10 meses 2,635+0,145***  10,10+0,594**** 63,87+7,36****

C 1 ano e 2 meses 3,02+0,102%+** 9,14+0,189**** 46,70+2 519*+*

D 1 ano e 6 meses 2,08+0,062**** 4,38+0,270%*** 36,92+1,760****

Valores sdo apresentados como média +/- Erro padrdo. N=4.
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Também foi encontrado através das andlises quantitativas desse estudo
diferenca significativa entre os teores de trans-cariofileno encontrados nas quatro
amostras de diferentes idades, com p<0,0001. Os teores dessa substancia nas

amostras B e C ndo apresentaram diferenca significativa entre eles.

A composicdo quimica dos 6leos essenciais € determinada por diversos
fatores que podem acarretar alterac6es significativas na producdo dos metabdlitos
secundarios, como por exemplo, a idade da planta. Letchamo e Marquard (1993), ao
estudarem a camomila cultivada no Canada observaram oscilagdo na constituicdo
quimica da planta nas diferentes idades e uma diminui¢do na porcentagem do a-

bisabolol a cada avancar da idade.

Estudos sobre a influéncia da idade da planta na constituicdo do Oleo
essencial de variedades de Ocimum basilicum averiguaram que as substancias
metilchaviol e linalool exibiram padrdes varidveis de acordo com da data de colheita
das plantas, sendo que esta ultima exibiu uma tendéncia decrescente com o aumento
da idade das espécies em estudo (KAKARAPARTH et al.,2015). Para as espécies
Alpinia zerumbet (Murakami et al., 2009) e Hyptis suaveolens (Martins et al., 2006) a
idade da planta também influenciou a constituicAo dos seus respectivos Oleos

essenciais.

Oliveira et al, 2012 ao averiguar essa mesma variavel na constituicdo do 6leo
essencial de alevante concluiu que o alfa-fenchol e cis-mirtanol, compostos
majoritarios identificados no 6leo, apresentaram teores variaveis de acordo com a
idade da planta. Ozkan e colaboradores 2010 ao investigar o 6leo essencial de
orégano (Origanum onites L.) observaram que ao longo dos meses o carvacrol, um
dos componentes principais apresentados, teve o seu conteudo total alterado. Por fim,
Pinto (2017) trabalhando com Lippia alba diz que seu estudo comprovou que a idade

da planta influéncia na producéo e a constituicdo quimica do 6leo essencial.

De acordo com a literatura, de maneira geral, hd uma correlacdo inversa entre alta
atividade metabdlica e producdo de aleloquimicos, o que gera uma diminuicdo na
producao de metabdlitos secundarios em rapidos periodos de crescimento da planta
GOBBO-NETO; LOPES, 2007), assim como é observado o0 mesmo comportamento
guando a planta comeca a entrar em senescéncia. Moraes (2009), aborda que a idade
da planta pode redirecionar a via metabodlica da planta e levar a biossintese de
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diferentes substancias que podem causar um aumento de determinados compostos.
As amostras que apresentaram teor de alfa-humuleno mais interessante para a
industria foram as amostras B e C, de idade intermediaria correspondente a 1 ano e 2

meses e 1 ano e 6 meses respectivamente.

3.4 Analise de componentes principais (ACP) e hierarquicos (ACH)

As ferramentas quimiométricas permitem o agrupamento e separacao de dados
multivariados. Possuem como finalidade, o entendimento mais completo e
sistematizado dos resultados derivados da utilizacdo de técnicas analiticas
cromatograficas (PEREIRA, 2017). As duas técnicas de analise mais conhecidas sao
a Andlise de Componentes Principais (PCA) e Andlise de Agrupamento Hierarquico
(HCA).

A primeira, trata-se de um método exploratorio que auxilia na elaboracao de
hipoteses através dos dados coletados, permitindo estimar a influéncia das variaveis
nas amostras no espectro de diferenciacéo, e ndo de quantificacdo. Constitui-se como
um procedimento matematico que utiliza a ortogonalizacédo de vetores para converter
um conjunto de observacBes de variaveis possivelmente correlacionadas num
conjunto de valores de variaveis linearmente nao correlacionadas chamadas
de componentes  principais. A primeira componente principal tem a
maior variancia possivel (sendo responsavel pelo maximo de variabilidade nos
dados), e cada componente seguinte, por sua vez, tem o restante da variancia sob os
dados.

A segunda analise exibe os dados de maneira a enfatizar os seus grupamentos
e padrdes naturais, determinando semelhancas entre as amostras (PANERO, et al.,
2009). A andlise de componentes principais foi aplicada aos dados obtidos por GC-
MS.

Através dos resultados obtidos para a andlise dos constituintes dos 0leos
essenciais, constatou-se que as duas primeiras componentes principais foram
suficientes para descrever os dados, uma vez que elas possuem variancia total

acumulada de 85,60%. A primeira componente principal (CP1) descreve 60,61% da
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variagéo total, enquanto a segunda componente principal (CP2), 24,99%. A figura 6

apresenta o grafico de scores das amostras de CP1 versus CP2.

Figura 6. Grafico dos scores, CP2 vs CP1, var. tot. 85,60%, amostras A, B,C e D.
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Por intermédio da componente principal 1, que possui maior probabilidade de
analise de componentes, é possivel observar a formacado de dois grupos. Ha uma
provavel correlacdo entre as amostras de mesmos sinais e na mesma propor¢cao, uma
inversabilidade entre as amostras de sinais diferentes (positivo e negativo). Dessa
maneira, ha a formacdo de um grupo representado pelas amostras B e C e outro
representado pelas amostras A e D.

O grafico de loadings na figura 7 mostra a influéncia das variaveis sobre as
amostras. Fazendo uma andlise a partir da CP1 é possivel identificar que as
substancias que mais contribuem para o agrupamento das amostras A e D séo alfa-
pineno (-0,0536), &-cadineno (-0,2378), a-santalona (-0,1566) e alloaromadendreno (-
0,1831), enquanto que as para as amostras B e C séo alfa-humuleno (0,1870) e
transcariofileno (0,7973).

Sob a odtica da segunda componente principal os valores mais positivos,
representados pelas substancias d-cadineno (0,3510), a-tujeno (0,3698) e a-pineno

(0,1355) diferenciam a amostra D da amostra A, sendo esta ultima, representada
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pelos valores mais negativos encontrados em alloaromadendreno (-0,5818) e amorfa-
4,7(11)-dieno (-0,3572). Observa-se ainda uma maior semelhanca entre as amostras
B e C, que sao diferenciadas por valores muito aproximados, sendo alfa-pineno
(0,1355), beta-elemeno (0,1179), 6-elemeno (0,1870) e beta-bisaboleno (0,1790) mais
representativas para C e beta-funebreno (0,06020) para B.

Figura 7. Grafico dos loadings, CP2 vs CP1. Influéncia das variaveis no agrupamento
das amostras A e D e B e C de acordo com a CP1 (I). Influéncia das variaveis na
discriminacéo das amostras A, B, C e D de acordo com a CP2 (lI).
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As téndencias observadas através da andlise de componentes principais (PCA)
foram confirmadas através do dendrograma obtido pela HCA. O dendograma
apresentado na figura 8 possui eixo vertical apresentando as variaveis e eixo
horizontal com as medidas de similaridade calculadas através da distancia euclidiana.
Inicialmente, pode-se observar a formagdo de dois grupamentos separados, com
distancia euclidiana normalizada de 7,53%.

Os resultados obtidos através das associagcfes entre as amostras do estudo
demonstram uma tendéncia de agrupamento entre as amostras A e D com nivel de
similaridade de 28,6% e entre as amostras B e C com nivel na altura de 43%,

apresentando forte similaridade entre si.

Figura 8. Dendograma representando andlise de Grupamentos hierarquicos das
amostras de 6leo essencial A, B, C e D.
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3.5 Atividades biologicas dos 0leos essenciais

3.5.1 Atividade antimicrobiana

Os Oleos essenciais representam uma importante fonte de compostos que
atuam no combate a agentes infecciosos, tendo algumas espécies, sua eficacia
comprovada cientificamente. A variacdo da atividade bioldgica exercida € dependente
da sua composicdo. Os constituintes quimicos desses 0leos séo responsaveis por
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propriedades antissépticas, antibacterianas, antifingicas e antiparasitarias (SARTO,;
ZANUSSO JUNIOR, 2014). Os resultados antimicrobianos encontrados neste estudo

sao representados na tabela 7.

Tabela 7. Concentracao Inibitéria Minima (ug/mL) para os 6leos essenciais A, B, C e

D extraidos de V. curassavica de diferentes idades.

BACTERIAS A B C D
S. aureus ATCC 29213 >1000 >1000 >1000 >1000
S. epidermidis ATCC 12228 >1000 >1000 >1000 >1000
S. MRSA ATCC 43300 >1000 >1000 >1000 >1000
E. coli ATCC 25922 >1000 >1000 >1000 >1000
P. aeruginosa ATCC 27853 >1000 >1000 >1000 >1000
FUNGO
C. albicans 1000 1000 1000 1000

Uma analise cuidadosa dos resultados de CIM obtidos para os 0leos essenciais
deste trabalho foram préximos aos encontrados por Hernandez et al., (2014). Ao
estudarem a variacdo da composicdo quimica e atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de V. curassavica em duas estacdes do ano, 0s autores encontraram uma
CIM para S. epidermidis de 750 a 1000 pg/mL e para S. aureus de 1000 a 1500 pg/mL.

Meccia e colaboradores (2009) por sua vez, encontraram resultados
discrepantes trabalhando com a mesma espécie cultivada na Venezuela, com CIM de
170 pg/mL para S. aureus. Rodrigues et al. (2012), avaliando a atividade
antimicrobiana da erva-baleeira contra cepas bacterianas encontrou uma CIM >1024
para P. aeruginosa, similar ao encontrado neste trabalho. Além disso, concluiu que ha
indicios de que a atividade antimicrobiana do 6leo seja mais eficiente para bactérias
Gram-positivas do que para a as Gram-negativas.

Cruz et. al, (2017) ao investigar a atividade antimicrobiana do éleo essencial de
V. curassavica frente a cepas de bactérias de interesse clinico, encontrou uma CIM
de 100 pL/mL para as cepas de S. aureus e E.coli, enquanto Pinho (2012), ndo
encontrou efeito inibitério para esta ultima e uma CIM de 400 uL/mL para S.aureus.

O oleo essencial dessa espécie possui atividade antifungica contra fungos

fitopatogénicos como Pseudocercospora griseola, Colletotrichum truncatum, e
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Ichthyophthirius multifiliis (SILVA et. al, 2012; HOYOS et.al, 2012; SILVA et.al, 2014,
NIZIO, 2015) e fungos oportunistas causadores de doencas no homem como os do
género Candida sp. No presente estudo foi encontrado uma CIM de 1000 pug/mL para
todas as amostras de 6leo essencial testadas contra a espécie de Candida albicans.

De Carvalho e colaboradores (2004) utilizando o teste de difusdo em agar para
conhecer o potencial antimicrobiano do 6leo de erva-baleeira, encontraram halos de
inibicdo que variaram de 15 a 48 mm contra mais de 10 espécies de Candida,
concluindo que o 6leo possui potencial antifingico contra estes micro-organismos.
Braga et. al, (2006) ao avaliar a atividade antifungica e anti-leishmania de plantas
medicinais utilizadas no Brasil ndo encontrou efeito do 6leo essencial contra cepas de
Candida albicans.

Algumas caracteristicas intrinsecas aos 0Oleos essenciais podem afetar de
forma significativa a resposta de suas atividades bioldégicas quando testadas em
metodologias in vitro, como por exemplo, sua volatilidade e natureza hidrofila. Em
decorréncia disso, € comum encontrar na literatura variacdes tanto com relacdo aos
testes utilizados, quanto as respostas encontradas (Hammer et al., 1999).

Além disso, diversos fatores agrupados em genéticos, ambientais, técnicas de
extracdo podem afetar a composi¢do quimica dos 6leos e provocar, dessa maneira
alguma alteracdo na resposta a atividade antimicrobiana (Lambert et al., 2001).
Neste estudo, nao foi verificada diferenca na resposta da atividade antibacteriana e
antifangica das amostras de 6leo essencial advindas da extracdo de V. curassavica

em diferentes idades.

3.5.2 Atividade citotoxica

O ensaio de MTT é um dos indicadores colorimétricos de viabilidade celular
mais utilizados, uma vez que possui a capacidade de avaliar a funcdo celular
mitocondrial de acordo com a reducdo enzimatica do sal de tetrazolio pelas
desidrogenases mitocondriais em células viaveis (Mosmann, 1983). A avaliacdo da
citotoxicidade das amostras de 6leo essencial sobre macrofagos € apresentada na

figura 9, enquanto os valores de CCso séo descritos na tabela 8.

Figura 9. Efeito citotdxico das amostras A, B, C e D contra macrofagos peritoneais de

murinos BALB/c. Os dados sao apresentados como meédia = SEM de trés
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experimentos realizados em triplicata * p <0,05; ** p <0,01; *** quando comparado

com o controle.
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Tabela 8. Efeitos citotoxicos (CC50) contra células de mamiferos para as amostras

de 6leo essencial.

AMOSTRAS MACROFAGOS CC50 (pg/mL)
A 47,99
B 60,22
C 73,18
D 171,90

Os resultados obtidos evidenciaram que a amostra A demonstrou toxicidade
significativa a partir de 12,5 pg/mL, com maior valor de citotoxicidade contra
macrofagos dentre todas as amostras, com CCso igual a 47,99 pug/mL. As amostras B
e D por sua vez, apesar de reduzirem a viabilidade celular na mesma concentracao
da amostra A, apresentaram uma CCso de 60,22 pg/mL e 171,90 pg/mL

respectivamente. A amostra C, em todas as concentragdes utilizadas no ensaio,
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apresentou toxicidade significativa, resultando numa CC50 equivalente a 73,18

pg/mL.

Braga e colaboradores (2006) investigando as atividades de plantas medicinais
utilizadas na medicina tradicional brasileira encontraram, utilizando o mesmo ensaio
de citotoxicidade utilizando macréfagos J774 uma ICspigual a 120 pg/mL para a erva-
baleeira. Andrade et al. 2016, investigando as atividades bioldgicas de diversos 6leos
essenciais encontrou através da avaliagdo da toxicidade in vitro em células
musculares L6 uma ICso igual a 130 pg/mL para a mesma espécie. Resultados
semelhantes foram encontrados por Parisotto (2011) avaliando o potencial citotoxico
do extrato bruto e supercritico de V.curassavica frente a células do carcinoma de Erlich
com ICsp igual a 133,96 e ICspigual a 198,40, respectivamente.

Um dos critérios mais aceitos na avaliagdo de citotoxicidade de uma
substancia, é que para ser considerada toxica deve apresentar a capacidade de
induzir citotoxicidade com ICso menor que 200 pg/mL (SUFFINES; PEZZUTO, 1990).
Todas as amostras testadas apresentaram valores inferiores ao referenciado, sendo

0 0leo essencial da amostra D o menos ativo.

As analises de componentes principais PCA e componentes hierarquicos
HCA diferenciaram as amostras de acordo com a influéncia dos seus constituintes.
Os resultados encontrados revelaram que umas das substancias de maior valor para
a amostra D é o alfa-pineno. Estudos de avaliacdo citotoxica do 6leo essencial de
folhas de Zanthoxylum rhoifolium Lam. Identificaram uma CCso do alfa-pineno para
linhagens de células Vero acima de 200 pg/mL (SILVA; FIGUEIREDO; YANO, 2007).
Dessa maneira, uma menor concentracao citotoxica observada pela amostra D pode
ser decorrente da influéncia exercida por esse composto.

Dentre os compostos que possuem maior valor na diferenciacdo das
amostras B e C de A e D encontram-se as substancias alfa-humuleno e
transcariofileno. Tai substancias possuem suas toxicidades bem descritas na literatura
tanto para linhagens e células normais, quanto para linhagens de células tumorais,
incluindo He-la, A-549 e CT-26 (LEGAULT et al., 2003; SYLVESTRE et al., 2006; HOU
et al., 2006). O alfa-humuleno apresentou uma CCso igual a 109.7 e 179.3 pg/mL para
linhagem de células Vero, enquanto o trans-cariofileno demonstrou valores de CC50

igual a 80.3 pg/mL em estudos realizados com O6leos essenciais (SILVA;
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FIGUEIREDO; YANO, 2007). Da mesma maneira, o valor de CCso apresentado pelas
amostras B e C pode ser resultante da maior proximidade a esses sesquiterpenos.

A amostra A foi o 6leo essencial que apresentou menor valor de CCso, e por
ISso, maior toxicidade. Dois compostos foram identificados como contribuintes para a

sua diferenciacéo: o alloaromadendreno e o amorfa 4,7(11)-diene.
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4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que a composicao
guimica do 6leo essencial de Varronia curassavica Jacq. sofreu variagdo significativa
com a influéncia da idade da planta. Os principais constituintes dos 6leos essenciais
do estudo sdo o a-pineno, trans-cariofileno e alloaromadendreno. As amostras que
obtiveram niveis aceitaveis de citotoxicidade e apresentaram teor de alfa-humuleno
mais interessante para a industria foram as amostras B e C, de idade intermediaria
correspondente & 1 ano e 2 meses e 1 ano e 6 meses respectivamente.

A avaliacdo da acdo antibacteriana das amostras de 0leo essencial frente as
estirpes utilizadas no estudo permitiu concluir que a concentracao inibitéria minima
encontra-se acima de 1000 pg/mL, enquanto a atividade antifingica observada para
a espécie Candida albicans demostrou uma CIM de 1000 pg/ mL. Ambas ndo sofreram
influéncia da mudanca da composicdo quimica dos 0Oleos essenciais extraidos da
planta em diferentes idades.

A atividade citotoxica, por sua vez, foi maior para a amostra A (CCs049,18
pHg/mL), seguida das amostras B (CCs059,02 pg/mL, C (CCso 66,67 pg/mL) e D
(CCs0159,81 pg/mL). A andlise estatistica multivariada de PCA e HCA permitiu a
diferenciacdo das amostras de acordo com suas respectivas substancias de maior
importancia. A diferenca na resposta citotoxica pode ter sido influenciada pela
diferenca de composicdo. Essa diferenca de atividades deve ser amplamente
investigada.
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5. PERSPECTIVAS

Utilizar os padrbes quantificados nas amostras para a realizacdo do ensaio
MTT;

Investigar a diferenca na composicdo do Oleo essencial da espécie extraido da
planta em idades mais avangadas;

Avaliar a atividade anti-inflamatoria das amostras de 6leo essencial extraidos
em diferentes idades da planta;

Investigar a acdo antibacteriana e antifingica utilizando outras espécies de
interesse clinico;

Investigar a citotoxicidade do alloaromadendreno e amorfa 4,7(11)-dieno.
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