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RESUMO

Ocotea ¢ um dos importantes géneros da familia Lauraceac e compreende cerca de 350 espécies, sendo
encontradas, especialmente na América latina. No Brasil, espécies do género sdo importantes economicamente,
pela utilizagdo da madeira. Todavia a caracterizagdo da espécie por estudos morfoanatomicos, quimicos ¢
atividades biologicas envolvendo o 6leo essencial sdo precarios. Esse trabalho teve como objetivo realizar o
estudo da morfoanatomia das folhas de Ocotea porosa a fim de auxiliar na identificacdo desse taxon, determinar
a composi¢do quimica, investigar o potencial citotoxico e a atividade antioxidante do o6leo essencial dessa
espécie vegetal. O material botanico foi coletado em Unido da Vitoria, Parana, Brasil. A partir dos métodos
usuais de microscopia optica e eletronica de varredura, ficou comprovado que as folhas sdo hipoestomaticas,
possuem estomatos paraciticos € possuem tricomas tectores. A nervura central e o peciolo sdo biconvexos ¢
apresentam um feixe vascular colateral em arco aberto. O caule apresenta camada esclerenquimatica e areia
cristalina formada por oxalato de célcio. Compostos fendlicos sdo encontrados na epiderme, floema e xilema da
nervura central, peciolo e caule. Por meio de hidrodestilagdo de folhas, obteve-se um teor de 1,03% = 0,7% de
6leo essencial. Os componentes majoritarios do 6leo essencial de O. porosa identificados por CG-EM foram o
biciclogermacreno (24,62%), a-pineno (19,71%) e B-pineno (13,86%). Quanto a citotoxicidade avaliada pelo
método do MTT, o oleo essencial de O. porosa mostrou-se citotoxico para as linhagens celulares fibroblasto
murino (McCoy, ATCC® CRL-1696), melanoma murino (B16F10) e adenocarcinoma de mama humano
(MCF7). Desta forma ndo evidenciou seletividade contra as células tumorais em estudo. Quanto a analise
antioxidante o 6leo essencial evidenciou baixa atividade pelo método DPPH e ndo evidenciou agdo inseticida e
antimicrobiana.

Palvras-chave: Citotoxicidade. Morfoanatomia. Oleo essencial. Antioxidante, imbuia, ICs.



ABSTRACT

Ocotea is one of the most important genera of the family Lauraceae and comprises about 350 species, being
found, especially in Latin America. In Brazil, species of the genus are economically important for using the
wood. However, the characterization of the species by morphological, chemical and biological activities
involving the essential oil are precarious. The objective of this work was to study the morpho-anatomy of the
leaves of Ocotea porosa in order to help in the identification of this taxon, determine the chemical composition,
investigate the cytotoxic potential of the essential oil and the antioxidant activity. The botanical material was
collected in Unido da Vitoria (Parana, Brazil). From the usual methods of optical microscopy and scanning
electron microscopy, it has been proven that the leaves are hypostomatic, have paracytic stomata and have non-
glandular trichomes. The central vein and the petiole are biconvex and have a collateral vascular bundle in an
open arch. The stem has a sclerenchymatic layer and calcium oxalate crystals. Phenolic compounds are found in
the epidermis, phloem and xylem of the central vein, petiole and stem. The main anatomical marker of the stem
is the presence of a continuous sclerenchymatous sheath in the pith. Two shapes of calcium oxalate crystals
namely crystal sand and raphides are observed in this species. By means of hydrodistillation of leaves, a content
of 1.03% =+ 0.7% of essential oil was obtained. The essential oil of O. porosa were identified by GC-MS and the
major compounds were bicyclogermacrene (24.62%), a-pinene (19.71%) and B-pinene (13.86%). As for
cytotoxicity assessed by the MTT method, the essential oil of O. porosa was shown to be cytotoxic to the cell
lines murine fibroblast (McCoy, ATCC® CRL-1696), murine melanoma (B16F10) and human breast
adenocarcinoma (MCF7). Thus, there was no selectivity against the tumor cells under study. As for the
antioxidant analysis, the essential oil did not show activity.

Keywords: Cytotoxicity. Morphoanatomy. Essential oil. Antioxidant. Imbuia.
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1 INTRODUCAO

Os vegetais tém sido utilizados por diversas civilizagdes desde a antiguidade tanto
como fonte alimentar quanto na utilizagdo como farmacos para o tratamento de vérias
patologias (DUTRA et al., 2016). A pratica milenar do uso de plantas medicinais tornou-se
parte fundamental no processo evolutivo, contribuindo de forma significativa para o
desenvolvimento tecnologico (VANDERLINDE et al., 2012; SOUZA et al., 2011).

O tratamento de doengas utilizando produtos naturais de origem; vegetal apesar de
serem consideradas formas antigas da pratica medicinal sdo utilizadas por diversas
comunidades no mundo todo e servem de base para a pesquisa e desenvolvimento de novos
farmacos (DAVID, WOLFENDER, DIAS, 2015, LAHLOU, 2013). Estima-se que 80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento dependam das plantas medicinais para seus
cuidados primarios em saude (PICKING, 2017).

O ecossitema brasileiro, rico em diversidade principalmente vegetal, possui matéria
prima para ensaios e andlises de novos farmacos aplicados no tratamento de diferentes
doengas, uma vez que sdo muitos os compostos quimicos vegetais que apresenta (RUFATTO
et al., 2013).

Dessa forma, para garantir que o uso de uma planta seja seguro e eficaz € essencial o
desenvolvimento de ensaios farmacologicos e toxicologicos (BLASS, 2015;
CHAVEERACH, SUDMOON; TANEE, 2017). Considerando o desenvolvimento de
medicamentos fitoterapicos sao necessarias diversas pesquisas de carater multidisciplinar,
pois esses estudos envolvem diversas areas do conhecimento a exemplo da botanica,
agronomia, quimica, farmacologia, etnofarmacologia, toxicologia, desenvolvimento
tecnoldgico, entre outros (MACIEL, et al., 2002).

Espécies de Lauraceae se destacam entre as outras familias botanicas pela sua
importancia econdmica. Diversas espécies sdo utilizadas pelas industrias alimenticia,
farmacéutica e cosmética, especialmente porque sdo produtoras de 6leos essenciais. Muitas
espécies ainda tém uso medicinal restrito as comunidades tradicionais que detém o
conhecimento empirico da utilizagao dessas plantas (MARQUES, 2001).

Ocotea Aubl. ¢ um dos géneros mais representativos da familia Lauraceae com 428
espécies (THE PLANT LIST, 2018), sendo 169 espécies ocorrendo no Brasil (Ocotea na
Flora do Brasil 2020 em construcdo). Os representantes brasileiros mais importantes do

género sdo O. porosa (Nees & Mart.) Barroso e O. pretiosa Mez. (VATTIMO-GIL, 1980). A
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taxonomia e a delimitacdo do género sdo problemadticas, especialmente em relagdo a
Cinnamomum ¢ Nectandra (ROHWER, 1986).

Investigacdes de atividades biologicas de espécies de Ocotea t€m mostrado
resultados significativos, principalmente para as atividades antioxidante, citotoxicas e
inseticidas (SILVA, 2017). Muitas das atividades biologicas de espécies de Ocotea estdo
relacionadas a presenca dos Oleos essenciais, entretanto a quantidade e a qualidade dos
componentes dos Oleos essenciais podem variar dependendo do 6rgdo da planta, métodos
utilizados para extracdo e armazenamento, € com as caracteristicas edafica e ambientais.
Nesse sentido, ¢ importante o estudo da composicdo quimica do 6leo essencial, pois este
interfere diretamente nas atividades biologicas (SAULLE et al., 2018).

Ocotea porosa (Nees & Mart.) Barroso, conhecida popularmente como imbuia,
canela-imbuia, canela-preta e canela-broto, apresenta Oreodaphne porosa Ness, Phoebe
porosa (Nees & Mart.) Mez e Cinnamomum porosum (Nees & Mart.) Kosterm como
sinonimias (THE PLANT LIST, 2018).

O. porosa possui escassos estudos anatdomicos e histoquimicos, de composi¢do
quimica e de atividades biologicas do 6leo essencial extraido de folhas. Adicionalmente, ha
estudo do oleo essencial de O. porosa apenas extraido da madeira dessa espécie vegetal
(WEYERSTAHL et al., 1994; REYNOLDS, 1995).

Considerando as atividades bioldgicas de espécies de Ocotea, a auséncia de estudos
dos constituintes do 6leo essencial extraido de folhas de O. porosa e a caréncia de estudos
anatomicos e histoquimicos, o objetivo desse trabalho foi fornecer caracteres micrograficos
de folha e caule a fim de auxiliar na identificagdo da espécie, determinar os constituintes
quimicos e as atividades antioxidante, citotdxica, inseticidas e antimicrobianas do Oleo

essencial de O. porosa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

A humanidade sempre utilizou plantas para sua alimentacdo e também para o
tratamento de doengas. Registros anteriores a Cristo demonstravam o uso de plantas como
medicamentos (CRAGG, NEWMAN, 2016, DUTRA, 2016). Na Mesopotamia encontrou-se
o primeiro registro do uso de plantas medicinas, no qual eram usados 6leos das espécies de
Cedrus atlantica (Endl.) Manetti ex Carricre, Cupressus sempevirens L. e Papaver
somniferum L., estas espécies sdo utilizadas até hoje para o alivio de tosses, resfriados,
infecgdes e inflamacdes. Foram encontrados em timulos egipcios e datam de 3000 a.C.,
como o Papiro Hieratic e Papiro Ebers. No ano de 1500 a.C. foi encontrado o Ebers Papyrus
que tem descrito 811 prescricdes com uso de 700 medicamentos, incluindo cebola, papoula,
coentro, mirra, aloe, anis entre outras espécies (ATANASOV, 2015; CRAGG, NEWMAN,
2016).

Na Babilonia, em 1770 a.C. foram encontrados registros que descreviam entre as
drogas vegetais usadas para o tratamento de doengas o Opio, ricino, mirra, diversos minerais
entre outros. Na medicina Indiana (Ayurveda e Riveda) os medicamentos usados atualmente
sdo os mesmos desde 2000 a.C. incluindo plantas sagradas, além do sandalo, 4loe, 6leo de
gergelim, oleo de ricino, gengibre, canabis, cravo, cardamomo, pimenta, entre outros. A
medicina chinesa, famosa pelas técnicas de acupuntura, tem em seus apontamentos (3000
a.C.) evidencias do uso de plantas medicinais como o anis, ginseng, ruibarbo, roma entre
outros (ELUFIOYE; BADAL 2016; ATANASOV, 2015; CRAGG, NEWMAN, 2016).

As plantas também foram importantes para fixar grupos populacionais em
determinadas regides geograficas, estabelecendo suas culturas alimentar. As espécies vegetais
desempenharam importante papel na histéria da descoberta de novas drogas para a medicina,
sendo utilizadas para o tratamento de diversas doengas (CHE et al., 2017).

O estabelecimento do consumo de determinadas plantas por grupos populacionais
com a baixa incidéncia de doengas levou cientistas a pesquisar a relagdo existente, como
exemplo entre dieta mediterranea e a menor incidéncia de cancer. Esta informagao levou ao
isolamento de diferentes compostos presentes em alimentos como por exemplo o -caroteno,

licopeno, curcumina, catequinas, antocianinas, resveratrol, entre outros compostos. No
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entanto, alguns sem efeito contra o cancer, mas que continuam sendo estudados para
descobrir outras atividades biologicas (GORDON; CRAGG; PEZZUTO, 2016).

As plantas ainda fazem parte da medicina tradicional em todo mundo. Estima-se que
80% da populacdo no mundo ndo tem acesso a medicina convencional, fazendo uso das
plantas como a principal fonte para o tratamento de doengas (PFERSCHY-WENZIG;
BAUER, 2015).

Devido a grande aplicabilidade das plantas na medicina tradicional, estudos da
composi¢ao quimica e os efeitos biologicos de espécies vegetais tem sido cada vez mais
enfatizados). Por exemplo, os alcaloides vimblastina (1) e vincristina (2), ambos isolados de
Catharanthus roseus, o paclitaxel (3), isolado das cascas de Taxux brevifolia, ¢ a
camptotecina, isolada de Camptotheca acuminata Decne sdo farmacos utilizados no
tratamento linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de ovario e testiculo e leucemia
linfoblastica aguda infantil (BRANDAO et al., 2010; CRAGG, NEWMAN, 2016).

O paclitaxel (3) (Taxol®), utilizado no tratamento de cancer de mama, ovério e
pulmao, induz diferentes tipos de morte celular, seu exato mecanismo de citotoxicidade
frente a células ¢ amplamente estudado. Os analogos dos taxanos tem se mostrado
importantes para o desenvolvimento de agentes antineoplasicos (CRAGG, NEWMAN, 2016;
LEE et al., 2016).

FIGURA 1 - Estrutura quimica dos alcaloides.
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18

A classe de agentes derivados da camptotecina (4), um alcaloide isolado de uma
arvore ornamental chinesa, Camptotheca acuminata Decne também oferece uma contribuigdo
importante. O extrato da C. acuminata ¢ utilizado no tratamento de atividade antitumoral e a
camptotecina foi estabelecida como o componente ativo (CRAGG, NEWMAN, 2016; LEE et
al., 2016).

Em ensaios pré-clinicos feitos na década de 70, a substancia apresentou uma baixa
atividade cancerigena e toxicidade para os rins, entretanto, pesquisas realizadas
posteriormente, desenvolveram o irinotecan (5) e topotecan (6), dois equivalentes da
camptotecina, utilizados para cancer de ovério, pulmdo e colon-retal (BRANDAO et al.,
2010; CRAGG; NEWMAN, 2016).

Estima-se que existam entre 350.000 e 550.000 espécies de plantas, das quais menos
de 20% foram investigadas. O Brasil detém aproximadamente 10% da flora mundial, sendo
que menos de 1% de suas espécies ja foram estudadas quanto a sua composi¢do quimica e
suas propriedades biologicas (KUMAR, 2015).

A fitoterapia representa aproximadamente 5% do mercado atual de medicamentos,
devendo-se considerar as diferencas existentes no uso entre paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, neste ultimo, o uso de produtos a base de plantas medicinais para o
tratamento de doencas chega a representar 80% dos medicamentos usados.

A pesquisa cientifica com produtos naturais para a descoberta de compostos
biologicamente ativos bem como, suas estruturas quimicas, ¢ um passo importante para a
evolucdo da ciéncia na busca de medicamentos que possam ser efetivos na cura das doencgas
(GORDON; CRAGG; PEZZUTO, 2016). No entanto, apenas uma pequena parcela do reino
vegetal foi avaliada quanto as suas propriedades quimicas e bioldgicas, assim, continua sendo
importante a busca por novas biomoléculas ativas, bem como, a elucidagdo quimica e

identificacao das atividades bioldgicas (KUMAR, 2015).

2.2 FAMILIA Lauraceae JUSS.

Lauraceae ¢ uma das maiores familias das Angiospermas, sendo catalogadas
aproximadamente 2.978 espécies divididas em 68 géneros (THE PLANT LIST, 2018). Essa
familia vem sendo apontada como uma das mais representativas, tanto em numero de
individuos quanto em riqueza de taxons nos inventarios floristicos e fitossociologicos

(BROTTO; CERVI; SANTOS, 2013).
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Espécies de Lauraceae apresentam ampla distribuicdo geografica, no entanto, ¢ na
América do Sul onde ocorre a maior concentracao de diversidade de espécies. No Brasil, essa
familia apresenta 24 géneros com 438 espécies registradas, distribuidas de Norte a Sul do
pais (FLORA DO BRASIL 2020, em construgao, 2018).

Espécies de Lauraceae sdo importantes economicamente, pois sdo utilizadas na
marcenaria e construcao civil, na fabricacdo de papel, na industria quimica, farmacéutica e de
perfumes (MARQUES et al., 2001). Muitas espécies sdo também utilizadas na culindria a
exemplo do louro (Laurus nobilis L.) Além do uso como condimento na culinaria, essa
espécie era utilizada pelos gregos e romanos para confeccionar coroas, com as quais Se
homenageavam guerreiros e atletas vitoriosos (BROTTO; CERVI; SANTOS, 2013).

Outra espécie de destaque € Persea americana Mill., procedente da América Central,
reconhecida pelo alto valor nutricional da polpa dos seus frutos, do mesocarpo e da semente,
e também do oOleo que ¢ utilizado na para a fabricagio de cosméticos. A canela
(Cinnamomum zeylanicum Blume) também merece lugar de destaque entre as espécies de
Lauraceae, pois, especialmente suas cascas sdo muito utilizadas na medicina e na culinaria
(BROTTO; CERVI; SANTOS, 2013).

Em vestigios da Floresta Atlantica, Lauraceae tem grande representatividade tanto
pela numerosa populacdo, quanto pela riqueza de taxons (QUINET; ANDREATA, 2002).
Entre esses, destacam-se as espécies produtoras de madeira, a exemplo de O. porosa
(BRITO, 2009). Decorrente da exploragdo econdmica, cerca de 36 espécies dessa familia
estdo sob ameaga de extingdo (IUCN, 2018). Adicionalmente, de acordo com a Portaria n°
443/2014 do Ministério do Meio Ambiente no Brasil, diversas espécies da familia encontram-
se nas categorias “vulneraveis”, “ameacadas” e “criticamente em perigo” (MINISTERIO DO

MEIO AMBIENTE, 2014).

2.3 O GENERO Ocotea Aubl.

O género Ocotea ¢ dos mais representativos da familia Lauraceae, sendo descrito
primeiramente por Aublet (1775) e tendo como espécie-tipo O. guianensis Aubl. E
considerado o maior género no Neotropico, apresentando aproximadamente 792 espécies
distribuidas do México e sul da Florida até a Argentina, das quais 140 ocorrem no Brasil
(THE PLANT LIST, 2018), onde 84 sdao endémicas. O estado do Parana possui representacao

muito significativa em quase todas as formacoes florestais e campestres (BROTTO; CERVI;
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SANTOS, 2013). Algumas espécies de Ocotea aparecem entre as dominantes no estrato
arboreo da Floresta Ombroéfila Densa e Floresta Ombroéfila Mista (RODERJAN et al., 2001).

A figura 2 mostra a distribui¢cdo da espécie Ocotea porosa no Brasil.

FIGURA 2 — Distribui¢do da espécie Ocotea porosa (Nees & Mart.) Barroso no Brasil.

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

Nas florestas Paranaenses, Ocofea se encontra entre os géneros mais abundantes,
representado por 11 espécies na Floresta Ombrofila Mista e 18 espécies em na Floresta
Ombroéfila Densa e, ainda 8 espécies em Floresta Estacional Semidecidual, (SCHEER,
BLUM, 2011).

Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze ¢ uma das principais espécies associadas a
Floresta Ombroéfila Mista e integram-se a ela diversas espécies, destacando-se
Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O.Berg (gabiroba), Cedrela fissilis Vell. (cedro-rosa),
Dicksonia sellowiana Hook. (xaxim-bugio), llex paraguariensis A.St.-Hil. (erva-mate), O.
odorifera (Vell.) Rohwer (canela-sassafras), O. porosa (imbuia), Podocarpus lambertii
Klotzsch ex Endl. (pinheiro-bravo), entre outras (MAACK, 2002).

Ocotea apresenta grande variagdo morfoldgica, servindo como ultima op¢do para
espécies que ndo sdo prontamente acomodadas em outros géneros (VAN DER WERFF
1991). Coe-Teixeira (1980) afirma que os géneros Nectandra e Ocotea sao muito dificeis de

distinguir, sendo possivel identifica-los apenas pela posicao das glandulas basais e da forma
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das anteras. Adicionalmente, a plasticidade morfoldgica, o grande numero de espécies, a
inexisténcia de estudos taxonomicos atualizados, € a caréncia de coletas associadas a
determinagdes pouco precisas torna esse grupamento vegetal de dificil taxonomia (BROTTO;
CERVI; SANTOS, 2013).

O estudo realizado por DAMASCENO (2017) mostra que a morfologia dos estames e
o desenvolvimento da cuipula do fruto sdo considerados os caracteres morfolégicos de maior
importancia pelos especialistas na familia, e sdo usualmente empregados nas chaves de
identificacdo, para a 36 separacdo entre espécies de Lauraceae (COE-TEIXEIRA, 1980;
BROTTO; CERVI; SANTOS, 2013).

As espécies de Ocotea, O. catharinensis Mez., O. odorifera (Vellozo) Rohwer e O.
porosa sdo conhecidas popularmente como imbuias e tém alto valor comercial tanto de sua
madeira quanto dos Oleos essenciais que delas sdo extraidos. Devido a importancia
econdmica, especialmente na Mata Atlantica do Brasil, essas espécies tém sofrido exploracao

predatdria, o que levou as espécies ao estado de vulnerabilidade (MARTINS et al., 2014).

2.3.1 Ocotea porosa (Nees & Mart.) Barroso

Ocotea porosa, conhecida popularmente como imbuia, canela-imbuia, imbuia-
amarela, imbuia-preta e imbuia-zebrina, ¢ uma arvore monoica que pode atingir 7 m de altura
e diametro de 50-150 cm na altura do peito. O caule € grosso, tortuoso, formando copa
ampla, pouco densa, sendo as folhas simples, alternas e verde-claras. A inflorescéncia se
apresenta como racemos simples ou subracemosos corimbosos, sendo as flores
hermafroditas, pequenas, amareladas e os estames externos (tipicos de Ocotea) quase sésseis.
O fruto da imbuia ¢ uma baga globosa (esférica), de 13 a 17 mm de didmetro, com superficie
lisa, pesando 1,2 a 2,3 g, o qual deve ser despolpado para a retirada da semente (KALIL
FILHO et al., 2004; 2005). A semente apresenta superficie lisa, contendo iniimeras estrias,
medindo de 12 a 15 mm de diametro (SIMEONE; KALIL FILHO, 2010).

A figura 3 mostra a exsicata da espécie Ocotea porosa, confeccionada e depositada no

herbario da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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FIGURA 3 — Exsicata de Ocotea porosa (Nees & Mart.) Barroso, catalogada no herbario da
UEPG.
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O. porosa ¢ encontrada nos estados do sul, sudeste, centro-oeste e nordeste do Brasil,
concentrando—se em vastas areas no norte do Estado de Santa Catarina, onde foi considerada
arvore mais importante depois do pinheiro-brasileiro, imprimindo a fisionomia a paisagem
(BRITO, 2009). Essa espécie, possivelmente seja a espécie arborea mais longeva da "floresta
de araucaria", podendo ultrapassar 500 anos de vida (CARVALHO, 1994). E tolerante a
sombra até cerca de 1 m de altura. Individuos de tamanho maior em ambientes pouco
iluminados ndo sdo encontrados no interior de florestas, o que indica uma possivel mudanga

de comportamento em relagdo a luminosidade (AMATO; MARQUES, 2001).
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A madeira de imbuia por muito tempo foi manipulada na confeccio de moveis
diversos, sendo considerada como artigo de luxo. A madeira empregada para movelaria,
exportada e suas qualidades estéticas sdo universalmente apreciadas. Foi também utilizada na
construgdo civil usada como vigas, caibros, ripas, forro, tabuas e tacos para assoalhos, marcos
ou batentes de portas e janelas, venezianas, molduras e lambris. Na carpintaria ¢ marcenaria
também recebeu destaque sendo muito requisitada para obras de entalhes, coronha de arma
de fogo, estaca, piquete, esquadrias, instrumentos musicais, escadarias, dormentes e

hidraulicas (CORREA, 1969).

2.4 OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais (OE) sdao produtos do metabolismo secundario de algumas
plantas, denominadas aromaticas por possuirem atividades conservantes, terapéuticas e por
darem sabor agraddvel aos alimentos. Os OEs sdo utilizados hd muitos anos por diversas
civilizagdes. O uso de plantas aromadticas data de 10.000 anos a.C. (KUBECZKA, 2016) e
Paracelsus Von Hohenheim, no século 16, foi o primeiro a utilizar o termo “6leo essencial”,
que significa “a alma da planta” ou “a quinta esséncia” para a cura (HENRIQUES; SIMOES-
PIRES; APEL, 2012). O aperfeigoamento do uso dos OEs iniciou—se por volta do século XIII
quando as farmécias comecaram a produzir compostos denominados de 6leos-remédios e a
registrar as suas propriedades farmacoldgicas e efeitos fisiologicos nas Farmacopéias
(BRITO, 2009).

Os OEs, conhecidos como esséncias, 0leos volateis e 6leos etéreos, sdo complexas
misturas de compostos volateis de baixo peso molecular produzidos por organismos vivos e
extraidos por métodos fisicos, utilizando-se a planta inteira ou seus diferentes o6rgaos. Os
compostos volateis sdo derivados principalmente de trés rotas biossintéticas, via do
mevalonato formando os sesquiterpenoides, via do metil-eritritolfosfato produzindo
monoterpenoides, e via do acido chiquimico formando fenilpropanoides. Uma vez
biossintetizado, os terpenoides podem sofrer diversas reagdes enzimaticas, a exemplo da
isomerizagdo e oxidacdo (RAUT; KARUPPAYIL, 2014; FRANZ, NOVAK, 2016).

Os compostos volateis presentes nos OEs apresentam diversas fungdes ecologicas,
como antibacterianos, antivirais, antifingicos, inseticidas, inibidores da germinagdo, na
protecao contra predadores, na atragdo de polinizadores, na prote¢do contra desidratagao,

elevacdo da temperatura, entre outros (SOLETTI, 2015). Os OEs podem ser biossintetizados
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e acumulados em todos os orgdos das plantas e anatomicamente sdao armazenados em
estruturas secretoras, a exemplo de cavidades, dutos e tricomas glandulares (BUDEL et al.,
2018a).

OEs tém sido amplamente utilizados em todo o mundo e a demanda por produtos com
alta qualidade est4 constantemente aumentando. Para garantir a qualidade, os OEs podem ser
analisados por diferentes técnicas, a exemplo de métodos fisicos, organolépticos, quimicos,
cromatograficos e andlise espectroscopica (DO et al., 2015).

Grandes quantidades de OEs sdo produzidas anualmente e utilizadas nas industrias de
aromas, fragrancias, cosméticos, farmacéutica e alimenticia (DO et al., 2015). Alguns OEs
sdo produzidos em grande escala, por exemplo, em 2008, a produgdo de 6leo de laranja era ~
51.000 toneladas, 6leo de horteld-pimenta ~ 32.000 toneladas e 6leo de limdo ~ 9.200
toneladas (SAWAMURA, 2010).

Diversas familias botanicas apresentam espécies aromaticas que tém sido alvo de
pesquisa, por exemplo em dicotiledoneas, destacam-se Apiaceae, Asteraceae, Geraniaceae,
[lliciaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myristicaceae, Myrtaceae, Oleaceae, Rosaceae e
Santalaceae. Em monocotiledoneas, a plantas aromadticas sao substancialmente mais restritas
a Acoraceae, Poaceae and Zingiberaceae (FRANZ, NOVAK, 2016).

Diversas atividades biologicas de OEs tém sido encontradas e entre essas destacam-
se: antibacteriana, antifingica, antitumoral, antimutagénica, antidiabética, antinociceptiva,
antiviral, anti-inflamatoria, antitripanossoma, antimalarica, vasodilatadora, citotoxica e
inseticida (HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007; FLORAO et al., 2012; RAUT;
KARUPPAYIL, 2014, BUCHBAHUER, BOHUSCH, 2016; PEREIRA et al.,, 2017;
PERERA et al., 2011; BUDEL et al., 2018).

Comumente, nos OEs, sdo encontrados entre 20 e 60 compostos volateis em
diferentes concentracdes, e estes sdo caracterizados por dois ou trés componentes principais
com concentragdes mais altas em comparagdo com outros compostos presentes. Em geral, os
compostos majoritarios presentes nos OEs sdo os responsaveis pelas atividades biologicas
(GUIMARAES et al., 2012; RAUT, KARUPPAYIL, 2014).

A composi¢do quimica dos OEs produzidos por uma espécie vegetal pode variar
dentro da mesma espécie. Essa variagdo pode ocorrer por fatores edaficos e ambientais,
presenca de quimiotipos, além dos métodos utilizados para extragdo e armazenamento desses

Oleos essenciais (SOLETTI, 2015; SAULLE, 2018).
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A familia Lauraceae estd entre as mais utilizadas por industrias. As espécies
Cinnamomum camphora (L.) Presl. e Lindera benzoin (L.) Blume sdo reconhecidas como
algumas das principais espécies produtoras de oOleos essenciais da familia. Cinnamomun
camphora (L.) Presl., popularmente conhecida como canfora, ¢ uma das espécies conhecidas
desde a Grécia antiga (MARQUES, 2001).

Entre as espécies de Ocotea encontradas em Santa Catarina, destaca-se a espécie O.
pretiosa (Nees) Benthan & Hooke (canela-sassafras), da qual se pode extrair um OE muito
peculiar pelo seu odor caracteristico, misto de cinamomo, sassafras e rosa, semelhante a O.
costulata Mez que apresenta agradavel aroma de canfora pela presenca do OE na casca e na
madeira.

Ocotea apresenta o maior nimero de espécies medicinais entre as Lauraceae. O.
aciphylla (Nees) Mez ¢ usada como tonico e estomaquico em infusdes de folhas, enquanto
que a casca ¢ utilizada como anti-reumadtica e depurativa. Estudos etnobotanicos, mencionam
o uso da folha para enrolar o cigarro em rituais de cura, por indios do Xingu, quando
queimada, pode ter um efeito narcotico (MARQUES, 2001).

O. indecora Schott. é utilizada como sudorifica, anti-reumatica e até anti-sifilitica,
devido as propriedades do OE obtido da casca que ¢ geralmente extraido do caule ou da raiz.
O OE de O. barcellensis Mez, extraido da madeira, ¢ utilizado no tratamento da pitiriase,
enquanto que o OE de O. opifera Mart, extraido dos frutos, ¢ utilizado no combate ao
reumatismo e artrites (BRITO, 2009).

Uma avaliacao preliminar realizada com O. porosa para testar a agdo antifingica do
OE nao apresentou inibicdo do crescimento dos organismos Cladosporium spharospermum €

C. cladosporioides (BRITO, 2009).

2.5 ATIVIDADES CITOTOXICAS

Atualmente, um problema considerado grave na satide publica ¢ a incidéncia de
diversos tipos de cancer. Caracterizada pela multiplicacdo desordenada de células que
invadem o organismo, tecidos e 6rgdos, o cancer, uma doenca invasiva e agressiva, tem seu
desenvolvimento acelerado e desordenado, com a capacidade de formar tumores, afetando o
funcionamento do organismo (SAMPAIO; COSTA, 2017).

O cancer esta sendo considerado uma doenca de paises desenvolvidos, ha mais de

quarenta anos. Porem observa-se também um crescente numero de casos em paises em
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desenvolvimento, que possuem poucos recursos voltados a qualidade da Medicina
(MORAES et al., 2017).

No Brasil, estimou-se para o ano de 2017, apontamentos sobre a ocorréncia de
aproximadamente 600 mil novos casos de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma,
reforgando a magnitude desse problema no pais (ALVES; MORAIS NETO, 2015; MORAES
et al., 2017).

Muitos estudos apresentam resultados promissores em relagdo a atividade citotoxica
dos OEs de plantas contra células tumorais. Terpenoides tem se demonstrado atuantes na
prevencgdo da proliferacao de células tumorais através de necrose ou induc¢do de apoptose.
Nesse contexto, estudos de OEs e compostos volateis presentes em espécies de ocotea, a
exemplo de O. caudata (Nees) Mez, O. cujumary Mart. e O. caniculata (Rich.) evidenciaram

acao citotoxica frente a diferentes linhagens celulares (DA SILVA et al., 2017).

2.6 ATIVIDADES ANTIOXIDANTES

A enorme quantidade de compostos fendlicos nos OE favorece os estudos com
interesse focado ao seu potencial antioxidante, uma vez que os radicais livres e outras
espécies reativas de oxigénio, quando existentes na constituicdo do organismo, favorecem
varias alteracdes celulares que se relacionam a patologias diversas, entre elas doencas
cardiopatias, cancer, diabetes, Alzheimer, entre outras (LI et al., 2012; MIGUEL, 2010).

OEs que possuem propriedade antioxidante comprovadas tém sido utilizados na
industria farmacéutica, de cosmético e, principalmente, na alimenticia. Como exemplo temos
os Oleos de orégano (Origanum vulgare L.), de menta (Mentha spp.) e alecrim (Rosmarinus
officinallis L.). Entretanto, OEs com propriedades antioxidantes podem apresentar uso
terapéutico, uma vez que o potencial antioxidante estd ligado a uma série de atividades
farmacologicas por representar uma protecdo contra danos celulares causados por radicais
livres e espécies reativas de oxigénio (HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007).

Dentre as atividades farmacoldgicas ja encontradas em algumas espécies de Ocotea,
destacam-se a antioxidante (BRUNI et al., 2004). Neste contexto, os OEs e seus componentes
quimicos isolados agem como antioxidantes naturais por conterem normalmente em sua
estrutura quimica um anel benzeno com uma hidroxila funcional que atua como doador de

elétrons seja ele o hidrogénio ou outro (AMIRI, 2012; DOLL-BOSCARDIN, 2010).
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2.7 ATIVIDADES INSETICIDAS

Extratos e substincias quimicas diversas sdo testados e muitas vezes utilizados num
sistema agroecoldgico como praguicidas ou mesmo utilizadas como modelo de novos
inseticidas necessarios para uma producgao organica (TAVARES et al., 2009).

Compostos bioativos provenientes de vegetais possuem acdo repelente, inibi¢do de
crescimento e efeito toxico, representando estratégias para o manejo e controle de insetos
(CAVALCANTE et al. 20006).

Pesticidas sintéticos sdo amplamente usados como estratégia para o controle de pragas
e doengas de plantas, porém sua aplicacdo ilimitada causa problemas diversos como o
acimulo de residuos em produtos tratados, a contaminacdo do ambiente e o desenvolvimento
de resisténcia das pragas entre outros (PRIETO, et.al. 2010).

Devido aos inconvenientes gerados pelo uso continuo de agroquimicos convencionais,
a necessidade de desenvolver novos biocontroladores para tratar pragas que afetam muitas
plantas, fontes de alimentos ou uso industrial aumentou (PRIETO, et.al. 2010). Nesse
sentido, OE extraidos de O. odorifera mostraram resultados promissores como inseticidas
naturais no controle de Sitophilus zeamais (PINTO JUNIOR et al., 2006). Apesar dos OE
estarem se destacando no controle de pragas, ndo se conhece a ac¢do inseticida do OE de O.

porosa.

2.8 ATIVIDADES MICROBIOLOGICAS.

A utilizagdo dos OEs com o objetivo de inibir a multiplicacdo bacteriana, pode ser
demonstrado por diversos mecanismos, como por exemplo, a coagulacdo do citoplasma,
alteragdo na membrana plasmatica e nas proteinas de membrana e na degradagdo da parede
bacteriana (CANTON et al., 2010).

Recentes pesquisas justificam o surgimento de novas espécies de microrganismos e
novos perfis de resisténcia comparado aos antimicrobianos convencionais (MENDES et al.,
2011). Terpenos, seus derivados oxigenados e terpenoides, incluindo compostos fendlicos sao
os grupos mais comuns presentes nos OEs. Esses grupamentos tém mostrado atividade contra
virus, fungos, bactérias e protozoarios (PROBST, 2012).

A terapia da combinagdo entre antibidtico e extratos de plantas pode expandir o

espectro antimicrobiano, evitando o aparecimento de resisténcia mutante € minimizando a
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toxicidade. Muitas vezes o efeito sinérgico exercido pela a combinagdo de drogas, ultrapassa
o seu desempenho individual, tornando o agente antibacteriano mais eficaz na inibi¢do de

uma espécie particular de micro-organismo (CHANDA; RAKHOLYA, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Realizar estudo anatomico de folha e caule, caracterizar quimicamente e investigar as
atividades inseticida, antioxidante e citotoxica do o6leo essencial de Ocotea porosa

(Nees & Mart.) Barroso.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar o material botanico de O. porosa;

e Promover a identificagdo botanica de O. porosa,

e Avaliar anatomicamente as folhas e caules de O. porosa;

e Extrair e determinar o teor de 6leo essencial de folhas de O. porosa;

e Identificar e quantificar os compostos volateis presentes no 6leo essencial de O.
porosa,

e Avaliar in vitro a atividade citotdxica do 6leo essencial de O. porosa.

e Testar a atividade inseticida do 6leo essencial de O. porosa.

e Determinar a atividade antioxidante do 6leo essencial de O. porosa;

e Avaliar a acdo antimicrobiana do 6leo essencial de O. porosa;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL BOTANICO

A coleta do material botanico foi realizada no bairro Rio Vermelho, no Municipio de
Unido da Vitoria, na regido sul do estado do Parand (830 m de altitude, 26.9'18,5" S de
latitude e 51.0'58,8" O de longitude), no més de margo de 2017. Foram confeccionadas
exsicatas, depositadas e identificadas pelo numero HUPG 22243, no herbario da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, Parand. O acesso ao patrimonio genético Ocotea
porosa (Nees & Mart.) Barroso foi autorizado pelo Conselho de Gestao do Patrimoénio

Genético (CGEN/SISGEN) e esta registrado sob o nimero AD3F256.

4.2 PREPARACAO DA AMOSTRA PARA MICROSCOPIA DE LUZ

Para o estudo anatomico, folhas e os caules frescos de O. porosa foram coletados e
fixados em solugdo de FAA70, contendo etanol 70% (90%), formaldeido (5%) e acido
acético (5%). O material vegetal foi fixado em FAA 70 (JOHANSEN, 1940) e estocados em
etanol a 70% (BERLYN; MIKSCHE, 1976).

As laminas semipermanentes foram seccionadas nos sentidos transversal e
longitudinal a mao livre, utilizando-se 1dminas de barbear. Para a montagem das laminas foi
usado uma gota de glicerina 50% e para lutagem utilizou-se esmalte incolor. As secgdes
foram coradas com azul de astra e fucsina basica (ROESER,1962) ou azul de toluidina
(O’BRIEN et al., 1964). Para a analise das caracteristicas epidérmicas das folhas, as amostras
serao mergulhadas em solucao de hipoclorito de sodio até ficaram transliicidas. As amostras

foram lavadas com 4gua e coradas com safranina (KRAUS, ARDUIN, 1997).

4.3 MICROMEDIDAS

Estudos quantitativos dos estdmatos foram realizados por meio de 20 medidas de
multiplas folhas de O. porosa. O indice estomatico (SI) foi calculado utilizando a seguinte
formula SI= (S/(E+S)) x 100; em que S = niimero de estdomatos por unidade de érea, e E =

numero de células epidérmicas (incluindo tricomas) na mesma area unitaria.



31

O comprimento e a largura dos estdmatos foram medidos a partir de 20 estdmatos

em diferentes locais da lamina foliar para se determinar o tamanho estomatico médio.

4.4 ANALISES HISTOQUIMICAS

Para os testes histoquimicos foram realizadas sec¢des transversais mao livre com
material fresco. Os reativos utilizados foram: Sudam III para compostos lipofilicos (SASS,
1951), solugdo de cloreto férrico 2% (JOHANSEN, 1940) e solucao de dicromato de potassio
20% (GABE, 1968) para a pesquisa de compostos fendlicos, solucao de floroglucinol/HCI
para detectar lignina (FOSTER, 1949) e solugdo de lugol para verificar a presenga de amido
(BERLYN; MIKSCHE, 1976) Os resultados foram registrados por meio de fotomicrografias
no microscopio fotonico Olympus CX 31, acoplado a camera digital C7070 do laboratério de

Farmacognosia da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

4.5 PREPARACAO DA AMOSTRA PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA POR EMISSAO DE CAMPO (FESEM)

Para essa analise foram utilizadas folhas e caules frescos de O. porosa e analisados
em um microscopio eletronico de varredura por emissao de campo (Mira 3 Tescan).
Primeiramente, as amostras foram submetidas a desidratagdo em série etandlica crescente
(30, 50, 70, 80, 90 e 100%) e apds montagem em suporte, foram submetidas a metalizagdo

com ouro em aparelho Quorum, modelo SC7620.

4.6 EXTRACAO E DETERMINACAO QUANTITATIVA DO OLEO ESSENCIAL (OE)

Folhas de O. porosa foram coletadas, selecionadas e padronizadas para obten¢do do
material vegetal. Em seguida, foi seco em estufa com ventilagdo, a temperatura de 35° e
cortados em pequenos pedagos (~ 1 cm). A extragdo foi realizada por meio de
hidrodestilacao, utilizando o aparelho de Clevenger (USP XXXVIIL, 2014) para esséncia
menos densa, onde utilizou-se 300 gramas do material vegetal em 500 ml de dgua, com
duracdo de 6 horas. Apos esse tempo, a quantidade de OE obtida foi determinada através da
medicdo em tubo graduado. O material obtido foi estocado em tubos Eppendorf, em

temperatura de 4 + 0,5°C.
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FIGURA 4 - Aparato de Clevenger utilizado na extragdo de 6leo essencial de O. porosa.

Fonte: O autor, 2018

4.7 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

As analises do OE de O. porosa foram realizadas utilizando um cromatografo
Shimadzu GC-2010 Plus GC-EM/EM acoplado a um detector de massas tandem TQ8040
triplo tipo quadrupolo e um injetor automatico AOC-5000 Plus para andlise de amostras
liquidas. A amostra foi diluida a 1% (v/v) em diclorometano e caracterizada usando as
seguintes condi¢des analiticas: coluna capilar de silica fundida Rtx-5MS (5% difenil + 95%
dimetilpolisiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum). O gas utulizado foi o hélio com vazao de
1,02 mL min”', em modo de divisio 1:90, o injetor a 250 °C e o sistema de ionizagao 70 eV. 1
ul de amostra foi injetado na seguinte rampa de aquecimento: temperatura inicial de 60 °C (0")
a 250 °C, com aquecimento a 3 °C/min. Uma série homoéloga de hidrocarbonetos saturados
lineares, C8 a C19, foi usada para calcular o indice de retencdo. O indice de retengdo

experimental foi calculado usando a equagdo de Van den Dool e Kratz (mostrada abaixo):

T.r - T:lz—l

Retention index = 100 x {C,, — C,—1) X ( ) + 100 % Cpi—y
T:'z - T:lz—l

(1
Cn é o nimero de atomos de carbono do n-alcano cujo tempo de retengdo é imediatamente maior que o tempo de
retengdo do analito, Cn-1 € o nimero de atomos de carbono do n-alcano cujo tempo de retengdo ¢ imediatamente
menor que o tempo de retencdo Tx é o tempo de retengdo do analito, Tn é o tempo de retengao do alcano Cn, Tn-

1 é o tempo de retencdo do alcano Cn-1.
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Os componentes dos OEs foram identificados comparando os indices de retengado e
espectros de massa com a literatura de Adams (2007) e os espectros de massa também foram
comparados com a biblioteca de massa NIST 02 (NIST, Gaithersburg, EUA). A quantificacio
relativa foi determinada a partir da normalizagdo da area dos picos com a area total do
cromatograma, sem o uso de nenhum fator de correcdo. Essas analises foram realizadas na

Universidade Federal do Parana.

4.8 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.8.1 Atividade Citotoxica

4.8.1.1 Linhagens tumorais

Foram utilizadas células de melanoma murino (B16F10), carcinoma de mama
humano (MCF-7) e a linhagem ndo tumoral de fibroblasto murino (McCoy) obtidas de
culturas mantidas no laboratério da Universidade Estadual de Ponta Grossa, através de
expansdo continua em meio RPMI® 1640 suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SFB)
e antibidticos (penicilina e estreptamicina) em estufa a 37°C em uma atmosfera umidificada

contendo 5% de CO,.

4.8.1.2 Ensaio de viabilidade com MTT

O método do MTT baseia-se na utilizacdo de um corante, o brometo de 3-[4,5-
Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) para determinar a viabilidade celular por meio
da atividade mitocondrial,majoritariamente pela hidrogenases. O MTT ¢ um sal de tetrazolio,
solivel em agua, o qual ¢ convertido em um formazan purpura insoluvel apds a clivagem do
anel de tetrazolio por desidrogenases mitocondriais (MOSMANN, 1983). As células McCoy,
B16F10 ¢ MCF7 (3 x 10°/pogo) foram plaqueadas 24 h antes da exposicdo ao OE de O.
porosa para a aderéncia, espalhamento e estabilizagdo das mesmas na placa. Depois as
células foram expostas a concentragdes crescentes de OE (7700 pg/mL a 77 mg/mL) em
meio RPMI, suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibidticos por 72 h.
Imediatamente antes do tratamento, as solugdes contendo o 6leo € o meio de cultivo eram
submetidas a agitacdo vigorosa utilizando agitador do tipo “vortex” por pelo menos 1 min.
Ap6s periodo de tratamento o meio foi substituido por uma solugdo de MTT (0,5ug/uL) por
2 h a37°C. Em seguida, a solugdo de MTT foi substituido por alcool isopropilico acido (HCI
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0,1M) para solubilizagcdo dos cristais de formazan e leitura da absorbancia em 570 nm em
leitor de microplacas. A densidade dptica obtida no grupo controle (células sem tratamento)
foi considerada como equivalente a 100% de células viaveis e a viabilidade celular nos
demais tratamentos foi calculada por regra de trés. Portanto, quanto maior a densidade optica

obtida no ensaio, maior o numero de células viaveis.

EQUACAO 2 - Célculo da porcentagem de viabilidade celular pelo método de redugdo do MTT.

Viabilidade (%) = Absorbéncia do tratado

x100
Média das absorbancias do

controle

2)

4.8.1.3 Calculo da Concentragao inibitoria minima ICs

A concentragdo que inibe em 50% a viabilidade celular (ICsg) foi calculada usando
programa GraphPad Prisma, versao 7.00 para Windows (GraphPad Software, La Jolla
California USA, www.graphpad.com) seguindo tutorial fornecido pela GraphPad Software,

Inc, acessado em 19 de maio de2018. (https://www.graphpad.com/support/fag/how-to-

determine-an-icsub50sub/).

4.8.1.4 Calculo do indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) do OE foi definido pela razdo da ICsy do composto
entre as linhagens nao-tumoral (McCoy) e as tumorais (MCF-7 e B16F10) conforme Equagao
3:

IS =1Cs (CELULA NAO TUMORAL) / ICs (CELULA TUMORAL)
3)
4.8.2  Atividade Antioxidante

4.8.2.1 Método da reducao do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

A atividade antioxidante dos OEs foi realizada de acordo com o protocolo descrito por

Yamaguchi et al. (1998). Foram preparadas diferentes concentragdes (35, 30, 25, 20, 15, 10,


http://www.graphpad.com/
https://www.graphpad.com/support/faq/how-to-determine-an-icsub50sub/
https://www.graphpad.com/support/faq/how-to-determine-an-icsub50sub/
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5,1 e 0,5 mg/mL) dos OEs em metanol. Esse solvente também foi empregado na obtencao
das dilui¢des seriadas dos controles positivos: acido ascéorbico e acido galico (1000 a 0,387
pg/mL) e na obtengdo da solu¢do de DPPH (0,1mM).

Em microplacas de 96 pogos foram transferidos 20 uL das solugdes de OEs de O.
porosa bem como dos controles positivos € do branco (metanol) e 100 uL da solucdo de
DPPH. As placas foram homogeneizadas durante 1 min e a leitura foi realizada apds 30 min
de incubacdo no escuro a temperatura ambiente em leitor de microplacas (Biotek Instruments,
Winooski, VT, EUA) no comprimento de onda de 517 nm.

A atividade antioxidante (AA) foi determinada sob a forma de porcentagem e
calculada pela taxa de declinio da absorvancia da solu¢do de DPPH com o OE ou padrdes,
apds 30 min de reagdo, em relacdo a solugdo de referéncia (DPPH em metanol), de acordo

com a equacao 04:

Y%AA= 100‘[(A amostra ~ A branco/ A controle) X 100)]
4)

Onde, A ¢ o valor de cada absorbancia. A partir da porcentagem da atividade
antioxidante obtida para cada concentragdo de 6leo essencial foi construido um grafico. A
equacdo da reta obtida foi utilizada para o célculo do ICs, substituindo o valor de Y por 50%.
O valor de ICsy encontrado representa a concentragao da amostra com capacidade de reduzir

50% da concentragao de DPPH adotada.

4.8.2.2 Método Redugao pelo complexo de fosfomolibdénio.

O método de redugdo do complexo fosfomolibdénio foi utilizado para determinar a
capacidade antioxidante total. Uma aliquota de 300 pL de OE em uma solugdo de etanol a
200 pg/mL foi adicionada a um tubo de ensaio, juntamente com 3 mL do reagente (4
mmol/Molibdato de amédnio L, fosfato de sodio a 28 mmol/L e 4cido sulfurico a 0,6 mol/L).
O tubo foi selado e transferido para um banho de até¢ a 95 °C durante 90 min. O tubo foi
arrefecido e a leitura foi realizada utilizando um espectrofotometro modelo UV/Vis
Shimadzu1601-695 nm a 695 nm contra um branco (a 300 puL de etanol foram adicionados 3

mL de reagente) em triplicado. Para fins de calculo, o acido ascorbico foi considerado como
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100% de atividade antioxidante, de acordo com a Equacao 5:

% AA = (Abs. amostra — Abs. branco / Abs. acido ascorbico - Abs. branco) x 100
(5)

4.8.3 Atividades inseticidas

4.8.3.1 Criagao dos insetos

As cepas dos insetos (Cimex lectularius) (Bayonne 'Resistente a inseticidas' e Ft. Dix
'Susceptivel') foram fornecidas pelo Dr. Changlu Wang, Departamento de Entomologia,
Universidade Rutgers, New Brunswick, NJ e foram criadas em massa no National Center of
Natural Products Research, Oxford, Mississippi. Os insetos foram alimentados em frascos de
vidro transparente de 473 mL, contendo papel-toalha (papel 92 - padrao multiuso) como
abrigos. Os frascos foram cobertos com pano de malha fina para ventilagdo e foram mantidos
no lugar com um eléstico (Campbell e Miller, 2015). Os frascos foram mantidos em uma
camara de crescimento a 26°C e 60% de umidade relativa com um fotoperiodo de 13:11 h
claro/escuro. Os insetos foram alimentados com sangue de coelho desfibrinado (Hemostat,
CA) semanalmente.

Os insetos foram alimentados de acordo com o método descrito por Montes et al.
(2002). Alimentadores de sangue (CG-1836-75 ChemGlass, NJ) foram ligados a um banho
de agua utilizando tubos de latex e um pedagco de membrana de parafilme "M" foi esticado ao
longo do fundo do alimentador. Colocou-se uma quantidade de 5 mL de sangue de coelho
desfibrinado (Hemostat) no centro oco do material de vidro e reuniu-se no parafilme. O
parafilme forneceu uma barreira para o inseto se alimentar. O banho de 4gua foi ajustado para
circular e aquecer o sangue a 37°C. Os insetos deitaram apoOs a alimentagdo e os frascos

foram removidos.

4.8.3.2 Bioensaio topico

Estudos inseticidas com o OE de O. porosa foram conduzidos de acordo com o
procedimento descrito por Romero et al. (2009). Os insetos adultos foram separados usando
uma pinga de peso pena nas placas de Petri. Os insetos foram anestesiados com CO, ¢ 1 mL

de uma solucdo de tratamento em acetona foi colocada na superficie dorsal do abdémen com
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um dispensador de repeticdo de mao (Hamilton Co., Reno, NV) equipado com uma seringa
de vidro de 50 mL (Hamilton Co). Insetos controle receberam apenas 1 mL de acetona. Apds
o tratamento, os insetos foram transferidos para os frascos de vidro transparente de 20 mL
contendo tira de papel (padrao 92 - papel multiuso) e mantidos na camara de crescimento. Os
dados para a mortalidade dos insetos foram registados aos 1, 2, 3, 5 e 7 dias apos o
tratamento. Os insetos foram considerados mortos quando nenhuma parte do corpo se moveu,
apos serem tocados com uma agulha. Ocorreram 3 repeticdes com 10 insetos (ambos os
sexos)/réplica. Quatro doses foram utilizadas, 125, 50, 25 e 12,5 ug EO/inseto e a

deltametrina foi usada como inseticida padrao.
4.8.3.3 Bioensaio residual

Estudos residuais foram feitos usando o método de papel filtro em uma placa de
Petri, conforme descrito por Campbell e Miller (2015) apés pequenas modificagdes. Um
disco de papel de filtro de 20 cm” (Whatman # 1) foi tratado com uma aliquota de 100 pL de
cada concentracio de tratamento (25, 50 e 100 pg EO/cm?) usando pipeta. A aliquota de 100
uL de tratamento cobriu completamente o papel de filtro. Os papéis de filtro tratados, foram
entdo colocados na placa de Petri (50 mm x 9 mm, Falcon). Os tratamentos de controle
receberam apenas acetona. Dez insetos adultos foram liberados no papel de filtro e a
mortalidade foi registrada durante 7 dias como mencionado anteriormente. Foram utilizadas 3

repeticoes com 10 insetos/replicacdo. A deltametrina foi usada como padrao.
4.8.3.4 Bioensaio de fumigagao

Os insetos foram submetidos a toxicidade por vapor em frascos de vidro
transparente de 125 mL. Um pequeno pedaco de papel foi colocado no fundo da jarra para
fornecer um substrato para os insetos descansarem durante os testes com o 6leo essencial de
O. porosa. Bed bugs foram introduzidas nos frascos 2-4 h antes do tratamento para se
aclimatarem. Uma solu¢do de tratamento ou aliquota de acetona de 2 pL foi depositada
diretamente na superficie interna da parede lateral da garrafa a 4 cm do fundo da garrafa
usando uma seringa a 50 pL a prova de gas (Hamilton Company, Reno, NV) acoplada a um
PB600, Reno, NV) repetindo dispensa. Cinco concentragdes: 15,6, 31,25, 62,5, 125 e 250 ug

EO/125 cm? foram testadas contra os insetos. Os frascos foram colocados na cdmara de
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crescimento e os dados para mortalidade foram registrados 24 h ap6s o tratamento. O 2,2-

diclorovinil-dimetilfosfato (DDVP) foi usado como padrao.

4.8.4  Atividade antimicrobiana

4.8.4.1 M¢étodo da microdilui¢ao em caldo

Para a analise da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas bacterianas de
Staphylococcus aureus ATCC® 25923, Escherichia coli ATCC® 25922 e o fungo Candida
albicans ATCC® 10231. Para as bactérias foi utilizado caldo BHI (brainheartinfusion) e para
o fungo caldo Sabouraud. O teste de microdilui¢do foi realizado em placas de 96 pogos de
acordo com o protocolo M7-A6 do NCCLS (2004) adaptado. Em um tubo estéril, foram
adicionados o 6leo essencial e o caldo na propor¢ao 1:1 e 15% de polisorbato 80. Foram
realizadas diluicdes seriadas para obtencdao das concentragdes de 0,035 g/100 uL, 0,0175
g/100 pL; 0,00875 g/100 pL; 0,004375 g/100 uL; 0,0021875 g/100 uL. Em seguida, foram
adicionados 10 pL da suspensdo de micro-organismos inoculada em salina contendo
aproximadamente 1 x 105 UFC/mL. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 h. Para
confirmagdo de microrganismos vidveis em concentragdes nao inibitorias, foram utilizados
15 pL do corante TCC (2,3,5cloreto de trifeniltetrazolio) a 1% e aguardado 30 min em estufa
a35°C.
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4 ANALISE ESTATISTICA

A viabilidade celular foi analisada por estatistica descritiva, sendo que a barra
representa a média + o erro padrdo da média de 3 experimentos diferentes realizados em
quadruplicata. ANOVA de uma via e pos teste de Tukey. Foi considerado significativo
p<0,05. A concentragcdo que inibe em 50% a viabilidade celular (ICs;) foi calculada usando
programa GraphPad Prisma, versdo 7.00 para Windows (GraphPad Software, La Jolla

California USA, www.graphpad.com), pela aplicacao do teste de normalidade.

Para o teste inseticida, as médias de tratamento da toxicidade por vapor foram
comparadas usando analise de variancia de dois fatores (ANOVA) e separadas pela diferenca
honesta significativa de Tukey (HSD). Os valores de ICsy e ICyy foram calculados usando a

analise Probit. As analises foram realizadas no SAS® 9.3 e no JMP® 10.0.


http://www.graphpad.com/
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ESTUDOS ANATOMICOS

Ocotea porosa (Nees & Mart.) Barroso (Fig. 5a, b) apresenta domacias nas folhas,
frequentemente localizadas na jun¢do da nervura mediana com as veias secundarias (Fig. 5d).
Esta caracteristica foi encontrada em varias espécies de Ocotea, como Ocotea urbaniana
Mez, Ocotea pulchella (Nees & Mart.) Mez, Ocotea tristis (Nees & Mart.) Mez, Ocotea
catharinensis Mez (SANTOS et al., 1995).

Em vista frontal, a epiderme foliar revela paredes anticlinais retas na face adaxial e
onduladas na face abaxial (Figs. 5c, e). Essa caracteristica foi encontrada em Ocotea
puberula (Rich.) Nees (FARAGO et al., 2005). Entretanto, O. indecora (Schott) Mez
apresentou paredes anticlinais sinuosas em ambas as faces (GONCALVES et al., 2018),
enquanto O. gardneri (Meisn.) Mez. evidenciou paredes anticlinais retas (COUTINHO et al.,
2006). Esta caracteristica mostra-se importante para distinguir as espécies de Ocotea.

Ceras epicuticulares foram encontradas na epiderme, especialmente nos estomatos
(Fig. 5g, h). Os estomatos sdo do tipo paracitico e anomocitico (Fig. 5e) e as folhas sdo
hipoestomaticas, como também relatadas para varias outras espécies de Ocotea (TOLEDO et
al., 2000; FARAGO et al., 2005; COUTINHO et al., 2006; GONCALVES et al., 2018). Os
estomatos medem 29 pm de comprimento € 23 um de largura, em média e o indice de
estomatos ¢ 16,43 na face abaxial.

Ocotea porosa mostra tricomas tectores unicelulares simples em ambas as superficies,
sendo raros na face adaxial (Fig. 5f, g). Tricomas semelhantes foram relatados para O.
puberula (FARAGO et al., 2005), O. indecora (GONCALVES et al., 2018). Apesar de essa
caracteristica ser comum em espécies de Lauraceae (GONCALVES et al., 2018), O. gardneri

apresentou folhas glabras (COUTINHO et al., 2006).
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FIGURA 5 — Morfoanatomia de Ocotea poro

ees & Mart.) Barroso.
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[c, e: Microscopia de luz; d, f, g, h: FESEM]. a. Planta no hébito. b. Folhas. c-h. Folha vista da superficie (c.
Adaxial, e-h. Abaxial). [g] - domacia de glandulas, st - estdmatos, nt - tricoma tector, wa — ceras epicuticulares].
Barra:a=35cm;b=4cmd=1mm; f=100 pm, ¢, e =50 um; g =20 um; h=35 pm; =2 pm.

Fonte: Autor, 2018.

Em se¢do transversal, a epiderme foliar ¢ unisseriada (Fig. 6a, b) e coberta por uma
cuticula fina e lisa que reagiu com Sudam III. As

Células secretoras com forma de esférica a oblonga (Fig. 6b) e células epidérmicas
contém compostos fendlicos que reagiram positivamente nos testes histoquimicos. A folha ¢
dorsiventral e ¢ formada por 2 camadas de parénquima paligddico e 5-6 camadas de
parénquima esponjoso (Fig. 6b, c). Os feixes vasculares colaterais de pequeno porte
atravessam a regido do mesofilo e sdo circundados por bainha esclerenquimatosa que
apresenta extensoes que alcancam ambas as faces da epiderme (Fig. 6b). O mesofilo
dorsiventral ¢ frequente na familia Lauraceae (METCALFE E CHALK, 1972). Entretanto,
mesofilo isobilateral foi encontrado em O. gardneri (COUTINHO et al., 2006).
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A borda da lamina ¢é ligeiramente curva. A epiderme possui células de formato
irregular e recobertas por cuticula espessa. Abaixo da epiderme sdo encontradas muitas
camadas de células esclerenquimaticas (Fig. 6a). Essas mesmas caracteristicas foram
observadas em O. gardneri (COUTINHO et al., 2006).

Cavidades secretoras com contetudo lipofilico amarelo-claro reagiram com o Sudan III
no teste histoquimico (Fig. 6a). Essas sdo encontradas no mesofilo, especialmente na face
adaxial, bem como na nervura central. Células secretoras foram amplamente relatadas para
espécies de Ocotea (TOLEDO et al., 2000; FARAGO et al., 2005; COUTINHO et al., 2006;
GONCALVES et al., 2018).

lamina; d e e. TS do peciolo; f-k. TS do caule. [co - colénquima, cr - cristais, cs - camada subepidérmica, ct -
cuticula, cx - cortex, ep - epiderme, fi - fibras, nt - tricoma tector, pc - compostos fendlicos, sc - células
secretoras, sg - graos amido, ph - floema, pp - parénquima paligadico, pi -medula, sp - parénquima esponjoso,
vb - feixe vascular, xy - xilema]. Barra: ¢, d, f=200 um; a, b, e, g, h, i1=50 pm; k=10 um; j =5 pm.

Fonte: Autor, 2018.

Em seccdo transversal da folha, a nervura central ¢ biconvexa (Fig. 6c). Essa
caracteristica foi observada em O. odorifera (Vell.) Rohwer (TOLEDO et al., 2000), O.
puberula (FARAGO et al., 2005), O. indecora (GONCALVES et al., 2018) e O. gardneri
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(COUTINHO et al., 2006). A epiderme unisseriada ¢ formada por células com diferentes
formas e tamanhos contendo compostos fenolicos que reagiram com o cloreto férrico (Fig.
7d) e ¢ coberta por uma cuticula espessa evidenciada pelo Sudan III nos testes histoquimicos
(Fig. 7a). Abaixo da epiderme, varias camadas de colénquima anular sdo encontradas.
Colénquima anular foi encontrado em O. odorifera (TOLEDO et al., 2000), enquanto o tipo
angular foi encontrado em O. puberula (FARAGO et al., 2005).

O sistema vascular da nervura central € representado por um feixe vascular colateral
em arco aberto que ¢ circundado por uma bainha continua de fibras esclerenquimatosas (Fig.
6¢) que reagiu com o floroglucinol/HCI (Fig. 7b). Compostos fenolicos foram encontrados
em algumas células do xilema e em varias células do floema. Esses compostos foram
evidenciados nos testes histoquimicos utilizando dicromato de potéssio (Fig. 7c). Idioblastos
contendo compostos fenolicos também foram encontrados na nervura central de O. odorifera
(TOLEDO et al., 2000) e O. puberula (FARAGO et al., 2005).

O peciolo, em sec¢do transversal, varia de biconvexo com duas extensdes laterais na
regido distal (Fig. 6d), plano-convexo na regido medial (Fig. 7e) a cilindrico na regido
proximal. O mesmo padrao foi observado em O. diospyrifolia (Meinz) Mez., O. pulchella
(Nees & Mart.) e O. tristis (Ness & Mart.) Mez. também apresentou formato cilindrico na
regido proximal. No entanto, a forma biconvexa com duas extensdes laterais ocorreu nas
regides mediana e distal de O. pulchella, enquanto a forma plana-convexa foi encontrada nas
mesmas porgoes de O. tristis (SANTOS E OLIVEIRA, 1995). Considerando os diferentes
formatos do peciolo, essa caracteristica pode ser usada na diferenciacdo das espécies de
Ocotea, como observado nas espécies de Passiflora (WOSCH et al., 2015), Mikania
(ALMEIDA et al., 2017) e Baccharis (BOBEK et al., 2016).

A epiderme ¢ coberta por cuticula espessa, evidenciada pela reagdo com Sudan III
(Figs. 6e, f) e mostra numerosos tricomas tectores (Fig. 6€). Subjacente a epiderme, varias
camadas de colénquima anular sdo observadas em ambas as faces (Fig. 6d, e). Algumas
células secretoras estdo distribuidas no peciolo (Fig. 7f). Ocotea gardneri evidenciou
tricomas tectores similares apenas no peciolo (COUTINHO, 2006). O sistema vascular é
semelhante a nervura central, tendo o xilema e as fibras reagido com a floroglucina cloridrica
(Fig. 7g), e os compostos fendlicos localizados no xilema e na epiderme, evidenciados pelo

dicromato de potéssio (Fig. 7h) e cloreto férrico (Figura 7i), respectivamente.
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FIGURA 7 - Testes hlstoqulmlcos de folhas e caules de Ocotea porosa

[a, e, f, j: Sudan III; b, g, k: floroglucinol/HCI; d, i, m, n: cloreto férrico 2%; c, h, 1: solu¢@o de dicromato de
potassio (10%). Seccgdo transversal. a—d: nervura central; e-i: peciolo; j-n: caule [ct, cuticula cx, cortex;
en, endoderme; ep, epiderme; fi: fibras, gp, parénquima fundamental; pc, compostos fendlicos ph, floema pi,
medula; sc: cavidade secretora; sl, camada esclerenquimatica; xy, xilema]. Barras: e = 200 pm, 1, m = 100 pum,
a—d, f-k =50 pm.

Fonte: Autor, 2018.

Em estrutura secundaria incipiente e em secc¢do transversal, o caule ¢ circular (Fig.
6f). A epiderme ¢ unisseriada e coberta por uma cuticula delgada que reagiu positivamente a
pesquisa com Sudam III (Fig. 7j). Subjacente a epiderme, uma camada de células
esclerenquimaticas (Fig. 6g, 7j) que reagiram com floroglucina cloridrica (Fig. 7k) e uma
camada de células contendo compostos fendlicos (Fig. 6g, h) que reagiram com dicromato de
potassio (Fig. 7m) e cloreto férrico (Fig. 7n) também foi observada.

O parénquima cortical apresenta 10-12 camadas (Figs. 6h, 7j-n). Os idioblastos
secretores também estdo presentes no cortex (Figs. 6h, 7j). O sistema vascular evidencia
floema voltado para a periferia e o xilema voltado para a medula, e entre esses, o cdmbio ¢
observado (Figs. 61, 71, m). Grupamentos de fibras perivasculares estdo apostos ao floema
(Figs. 6g, h, i, 7k, 1, m). Fibras perivasculares e xilema reagiram com floroglucinol/HCI e
coraram em rosa, evidenciando lignifica¢do nas paredes (Fig. 6k).

A medula ¢ constituida por células parenquimaticas de paredes delgadas. Graos de

amido (Fig. 6j) e cristais sd@o encontrados (Fig. 6k) na regido medular.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/sudan-iii
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/petiole-botany
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ground-tissue
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/endodermis
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6.2 EXTRACAO E TEOR DO OLEO ESSENCIAL (EO)

O OE de O. porosa apresentou coloragdo amarelo-clara (Figura 8), odor forte e
caracteristico. A coloracao amarelo-clara ¢ comum a diversas espécies de Ocotea (TAKAKU

et al., 2007).

FIGURA 8 - Oleo essencial de Ocotea porosa extraido por meio de hidrodestilagio.

!

Fonte: Autor 2017

O rendimento do OE de O. porosa foi 1,03% + 0,7. As espécies O. caudata (Nees)
Mez, O. cujumary Mart. e O. caniculata que foram coletadas na Floresta Nacional de
Caxiuand, Amazonas, Brasil, apresentaram em média um rendimento de 0,8% (DA SILVA et
al., 2017b). No presente estudo, folhas foram usadas para extragdo. O estudo anatomico
evidenciou varias cavidades secretoras (Fig. 6b, 7a, 7f) que armazenam o OE na lamina foliar

e peciolo.
6.3 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS

A composicao quimica do OE extraido de folhas de O. porosa foi obtida através de
CG-EM e esta sumarizada na Tabela 1. A figura 09 mostra o cromatograma onde o numero
indicado para i composto esta em correspondéncia com a tabela 1. Comparando os grupos
quimicos, o OF de O. porosa possui 38,19% de monoterpenoides hidrocarbonetos, 1,02% de
monoterpenoides oxigenados, 35,21% de sesquiterpenoides hidrocarbonetos e 18,20% de
sesquiterpenoides oxigenados. Alta concentragdo de sesquiterpenoides também foi
encontrada em espécies de Ocotea, a exemplo de O. gomezii W.C.Burger e O. morae
Gomez-Laur (CHAVERRI et al., 2011).

A tabela 1 demonstra os componentes encontrados no o6leo essencial de Ocotea

porosa.



TABELA 1 - Composi¢ao quimica do 6leo essencial de Ocotea porosa.
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(continua)
N° T, AI' | Al Adms? Composto quimico [ 1%
1 | 6,080 | 933 932 a-Pineno 19,71
2 | 6,544 | 947 946 Canfeno 0,48
3 | 7,354 | 973 969 Sabineno 0,60
4 | 7,464 | 976 974 p-Pineno 13,86
5 17954 | 991 988 Mirceno 2,07
6 | 8908 | 1017 1014 a-Terpineno 0,25
7 19,368 | 1028 1024 Limoneno 0,78
8 9,459 | 1031 1026 Eucaliptol 0,24
9 (10,581 | 1059 1054 y-Terpineno 0,36
10 | 15,640 | 1177 1174 Terpinen-4-ol 0,43
11 116,248 | 1191 1186 a-Terpineol 0,35
12 124,286 | 1376 1374 a-Copaeno 0,34
13 124,661 | 1385 1387 B-Bourboleno 0,53
14 | 24,994 | 1392 1389 B-Elemeno 0,51
15 126,100 | 1419 1417 (E)-Cariofileno 1,70
16 {26,905 | 1439 1440 Aromadendreno 0,86
17 | 27,491 | 1453 1452 o-Humuleno 0,57
18 |27,799 | 1461 1458 Allo-aromadendreno 1,98
19 | 28,626 | 1481 1484 Germacreno D 1,88
20 129,266 | 1497 1500 Biciclogermacreno 24,62
21 129,959 | 1515 1513 y-Cadineno 1,17
22 130,346 | 1525 1522 d-Cadineno 0,66
23 31,331 | 1550 1548 Elemol 0,74
24 131,620 | 1558 1559 Germacreno B 0,39
25 132,415 | 1578 1577 Espatulenol 5,34
26 32,650 | 1584 1590 Globulol 2,09
27 132,951 | 1592 1592 Viridiflorol 0,99
28 33,207 | 1599 1600 Guaiol 1,95
29 33,846 | 1616 1618 1,10-di-epi-cubenol 0,95
30 34,470 | 1633 1630 v-Eudesmol 0,42
31 | 34,716 | 1640 1639 Epoxido de allo aromadendreno 0,72
32 135,136 | 1651 1649 B-Eudesmol 1,77
33 135,251 | 1654 1652 a-Eudesmol 1,09
34 135,418 | 1659 1656 Valerianol 1,40
35 135,797 | 1669 1670 Bulnesol 0,75
Classe de compostos %
Monoterpenos Hidrocarbonetos 38,12
Monoterpenos oxigenados 1,02
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TABELA 1 - Composi¢ao quimica do 6leo essencial de Ocotea porosa.

(conclusao)

Sesquiterpenos Hidrocarbonetos 35,21
Sesquiterpenos oxigenados 18,20
Total 92,54

Tr: Tempo de retencdo dos compostos calculado em comparagdo n-alcanos na coluna HP-5MS. [ ] %:
abundancia dos componentes do 6leo essencial. 'Indice de retengio calculado. 2indice de retencio da literatura .
Foram identificados os compostos de concentracdo > 0.2%. Sdo destacados em negrito os compostos
majoritarios.

Fonte: autor, 2018.

FIGURA 9 - Cromatograma do 6leo essencial de Ocotea porosa.
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Fonte: autor, 2018.

Por meio de CG-EM foi possivel identificar 92,54% dos componentes volateis do
OE, sendo 35 compostos e dentre os majoritarios foi encontrado 24,62% de
biciclogermacreno (7), 19,71% de a-pineno (8) e 13,86% de B-pineno (9). Os respectivos
espectros de massa desses compostos estdo ilustrados nas Figuras 11, 12 e 13.

Weyesthal et al. (1994) verificou uma composi¢cdo quimica distinta para o dleo
essencial de O. porosa extraido da madeira. Esses autores encontraram como principais
componentes do OE o acetato de carquejila (2,1%), a-copaeno (5,6%), y- pineno (3,5%) e
d-cadineno (3,1%), cremoligenol (8,4%), B-eudesmol (8,4%), valerianol (5%), a-bisabolol
(3,6%) and B-bisabolol (2.9%). Diferentemente, Reynolds e Kite (1995) analisaram o OE
extraido de cascas de O. porosa e encontraram como compostos majoritarios o-copaeno
(6.25%), o-cadineno (3.28%), P-eudesmol (6.86%), valerianol (7.55%) and a-bisabolol
(3.33%).
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No presente estudo, a diferenca encontrada na composi¢ao quimica do OE de O.
porosa em relacdo aos dados da literatura ocorreu devido ao fato de que o OE foi obtido de
folhas e ndo da madeira. Adicionalmente, ndo apenas as composi¢des dos OEs, mas também
as quantidades dos compostos variam ao longo da vida da planta. Isso esta relacionado aos
ritmos circadianos, condi¢des sazonais e influéncias ambientais que afetam o
desenvolvimento das espécies (BUDEL et al., 2018b).

Takakua et al. (2007) analisaram os componentes volateis de folhas de varias
espécies de Ocotea provenientes da Costa Rica, sdo elas O. floribunda (Sw.) Mez, O.
holdridgeana W.C.Burger, O. meziana C.K.Allen, O. sinuata (Mez) Rohwer, O. tonduzii
Standl, O. valerioana (Standl.) WCBurge, O. veraguensis (Meisn.) Mez e O. whitei
Woodson. Os compostos volateis mais comuns entre essas espécies foram a-pineno, f-
pineno, B-cariofileno e germacreno D. No presente estudo, a-pinene e B-pinene estiveram
presentes em alta concentragao.

Brito (2009) descreve a presenga de a-pineno, B-pineno, B-elemeno, B-cariofileno, a-
humuleno, germacreno D, y-cadineno, d-cadineno e a-cadinol no OE de folhas de espécies de
Ocotea. No presente estudo, com excegdo de B-elemeno, y- cadineno e a-cadinol, os demais
também foram encontrados em O. porosa.

Considerando a regido, o tipo de solo, a estagdo do ano, altura da planta, clima,
métodos utilizados para secagem do material vegetal e o processo de extracdo, os 6leos
essenciais podem apresentar variagdes em sua composicao (BROOKER; KLEINIG, 2006;
BARBOSA et al., 2016).

Considerando as atividades bioldgicas, a composi¢do quimica do OE ¢ extremamente
importante e deve ser avaliada (BARBOSA et al, 2016). No presente estudo, o
biciclogermacreno, composto mais abundante no OE de O. porosa apresentou agado larvicida
nos vetores da maléria, da dengue, da encefalite japonesa (GOVINDARAJAN; BENELLI,
2016) e agao fungicida (SILVA et al., 2017).

Os compostos volateis a-pineno e B-pineno também foram encontrados em alta
concentragdo no presente estudo e tém sido avaliados quanto as atividades biologicas. Ambos
os compostos apresentaram atividades antibacteriana, antiviral, antifungica, hipotensiva
(KOZIOL et al., 2014). a-Pineno apresentou atividades anti-inflamatoria, hipoglicemiante
(OZBEK; YILMAZ, 2017), antimalarica (RODRIGUES et al., 2015), antinociceptiva
(AYDIM et al., 2008) e gastroprotetora (PINHEIRO et al., 2015), enquanto B-pineno mostrou
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atividade antidepressiva (GUZMAN-GUTIERREZ et al, 2015) e antiviral (ASTANI;

SCHNITZLER, 2014).
FIGURA 10 - Espectro de massas do biciclogermacreno presente no 6leo essencial de Ocotea
porosa.
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Fonte: Autor, 2018

FIGURA 11 - Espectro de massas do a-pineno presente no 6leo essencial de O.porosa
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Fonte: autor, 2018.
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FIGURA 12 - Espectro de massas do B-pineno presente no 6leo essencial de O. porosa
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Fonte: autor, 2018.

6.4 AVALIACAO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS
6.4.1 Citotoxicidade
6.4.1.1 Determinagdo da citotoxicidade e ICsy do 6leo essencial de Ocotea porosa.

Neste estudo avaliou-se a citotoxidade do OE extraido de O. porosa em cultura de
células de fibroblasto murino (McCoy, ATCC® CRL-1696), melanoma murino (B16F10,
Banco de Células do Rio de Janeiro, codigo 0342) e adenocarcinoma de mama humano
(MCF7, Banco de células do Rio de Janeiro, 0162). A citotoxicidade do OE de Ocotea
porosa em linhagem celular de fibroblasto e melanoma murino e carcinoma de mama

humano estdo demonstrados no grafico 1.
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GRAFICO 1 - Viabilidade celular apds 72 h de exposigdo a diferentes concentragdes do 6leo essencial de
Ocotea porosa pelo método do MTT. A — McCoy, B — B16F10, C — MCF-7. Cada barra
representa a média £ o erro padrio da média de 3 experimentos diferentes realizados em
quadruplicata. ANOVA de uma via e pos teste de Tukey. Foi considerado significativo p<0,05.
*p<0,05, ***P<0,001.
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Pode-se perceber que em relagdo ao controle (células encubadas apenas com o meio
de cultivo celular) o OE foi capaz de reduzir a viabilidade das células em todas as linhagens
testadas até a concentragdo de 0,7 pg/mL para as linhagens McCoy e B16 F10 e 7 ng/mL
para a linhagem MCF-7.

Utilizando os resultados de viabilidade celular obtidos por meio do ensaio de
citotoxicidade da figura 14, foi calculado o valor de ICs para o OE de O. porosa para trés as

linhagens celulares, como demonstrado na tabela 2:

TABELA 2 - Valores de ICsg para as linhagens celulares incubadas com o OE de Ocotea porosa e os indices de
seletividade (IS) das linhagens tumorais (BI6F10 e MCF-7) em relacdo a linhagem ndo tumoral

(McCoy).

Linhagem 1Csy (ug/mL) IS
McCoy 9,23 -
B16F10 8,82 1,05
MCF-7 185.4 0,05

Fonte: Autor, 2018.

Virias pesquisas t€ém mostrado uma atividade supressiva dos OEs contra o cancer,
tanto in vitro como in vivo (BHUY AN et al., 2017).

Concentracdes crescentes do OE de O. porosa foram adicionadas as culturas celulares
em placas de 96 pogos por um periodo de 72 h. O dleo essencial foi capaz de reduzir a
viabilidade celular de todas as linhagens testadas (Figura 1). Através da interpolacdo das
concentragdes utilizadas no ensaio de citotoxicidade, foi possivel determinar ICsy do o6leo
essencial para as linhagens testadas.

A razdo entre a ICsyp da linhagem ndo tumoral (McCoy) em as ICsy das linhagens
tumorais nos permitiu determinar o indice de seletividade (IS) (tabela 1). Ayesh, Abed e Faris
(2014) sugerem que para um composto ser considerado de baixa toxicidade e com boas
chances de ser uma nova droga anticancer, deve apresentar um IS superior a 2. Os resultados
da tabela 1 mostram IS inferiores a 1, entretanto, esses valores podem melhorar apds
fracionamento e isolamento de compostos. O ICs, significativamente baixo para a linhagem
B16F10 sugere que o OE de O. porosa apresenta um grande potencial para bioprospecc¢do de
novos componentes com potencial para o desenvolvimento de novos produtos anticancer.

Estudos com as espécies O. caudata (Nees) Mez, O. cujumary Mart., e O. caniculata
(Rich.) apresentaram valores de ICsy de biciclogermacreno, a-pineno e B-pineno contra

células MCF-7 foram de 19,0, 30,7 e 80,2 pg/mL, respectivamente, esses componentes
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sugerem uma boa acdo citotdxica contra o carcinoma cervical (HeLa), leucemia (HL-60),
carcinoma do cdlon (HCT), adenocarcinoma de mama (SKBr) e melanoma (A2058) (SILVA
et al., 2017a).

FIGURA 13 - Alteragoes morfologicas encontradas em linhagens celulares.

Pe=s

Linhagens celulares incubadas com 77 pg/mL do o6leo essencial de O. porosa por 24 h. A: linhagem de
adenocarcinoma de mama humano (MCF7) controle (incubada apenas com meio de cultura). B: MCF7 tratada
com 6leo de O. porosa. C: Linhagens celulares de melanoma murino (B16F10) controle (incubadas apenas com
meio de cultura). D: BI6F10 tratada com 6leo de O. porosa. E possivel perceber alteragdes morfologicas
importantes como condensa¢do de cromatina (A), arredondamento celular (T) e formagdo de blebs (=).
Aumento de 1000x, coloragdo de May Grunwald-Giemsa.

Fonte: autor, 2018.

6.4.2 Analise Morfologica

O OE de O. porosa apresentou citotoxidade para as linhagens utilizadas no estudo. O
6leo induziu nas linhagens uma série de alteragdes morfologicas importantes como
condensagdo de cromatina, arredondamento celular e formagdo de blebs (Figura 14). Efeitos
adversos resultantes da interferéncia nos processos essenciais para a sobrevivéncia,
proliferacao e funcdo celular ¢ denominado citotoxicidade. Esses efeitos podem envolver
diferentes fatores que mantém a integridade celular, como alteragdes na permeabilidade da

membrana e do citoesqueleto, metabolismo celular, sintese ou degradacdo de produtos
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celulares ou liberacao de constituintes celulares ou produtos, regulacdo de ions e na divisao
celular, o que podem desencadear um processo de morte celular (ESTEVES-PEDRO, 2013).
Estdo dentre os processos de morte celular, a necrose, apoptose, autofagia, citostase e
cornificagdo (KROEMER ET AL, 2009). As alteragdes morfologicas observadas nas células
ap6s o tratamento com o OE de O. porosa foram caracteristicas de um processo de morte
celular por apoptose (formacdo de blebs, condensacdo de cromatina e arredondamento
celular) (MEER et al, 2010). Apesar disso, a confirmag¢do da ocorréncia de apoptose sO
poderia ser feita apos a utilizacdo de técnicas mais especificas como externalizacao de

fosfatidilserina e mensuragdo de caspases.

6.4.3 Atividade Antioxidante.

A atividade antioxidante do OE de O. porosa foi avaliada por meio dos métodos do

fosfomolibdénio e do 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH).

6.4.3.1 Método da reducdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

A tabela 3 apresenta a atividade antioxidante relativa (AA%) do OE de O. porosa em
relacdo ao padrao acido géalico que foi usado como substancia de referéncia, em diferentes
concentragdes para o ensaio experimental, considerando que sua atividade antioxidante foi de

100%.

TABELA 3 - Média e desvio padrdo das porcentagens de atividade antioxidante pelo método do DPPH+ em
diferentes concentragdes, no tempo 30 min.

AA%

0,5 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL 15 mg/mL 20 mg/mL

Oleo essencial | 43,67+ 6,07 42,26+ 1,59 43,39+ 1,75 51,34+ 0,99 45,99+ 2,34

Acido galico 88,61+ 0,76 87,97+ 1,38 89,31+ 0,24 95,15+ 0,36 89,03+ 0,21
Fonte: Autor, 2018.

O padrao acido galico apresentou uma capacidade antioxidante bem maior do que do
OE de O. porosa.

O radical DPPH, quando sofre redu¢do formando difenil-picril-hidrazina, apresenta
coloragdo amarela. Essa capacidade de redugdo do DPPH se relaciona a sua capacidade

especifica de receber um hidrogénio da amostra, ou seja, esse método avalia o poder redutor
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do antioxidante (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Através da reducdo do radical livre
DPPH, ocorre a mudanga da coloracdo violeta original, para uma coloracdo amarelada.

Em forma geral, os OEs, ndo contém numerosos compostos aromaticos que possuem
mais de uma hidroxila, portanto, ndo sdao capazes de reduzir de forma significativa o radical
livre DPPH pelos seus compostos volateis insaturados (DOLL-BOSCARDIN et al., 2015).

Considerando espécies de Ocotea, a atividade antioxidante utilizando o método do
DPPH foi observada em O. bullata (Burch.) E. Meyer in Drege (PICKING, 2017), O.
odorifera (GONTIO et al., 2017), O. bofo Kunth (GUERRINI et al., 2006, FUNASAKI,
2006) e em O. acutifolia, O. indecora, O. puberula e O. silvestre (RAMBO, 2014).

6.4.3.2 Determinacdo da atividade antioxidante pela formag¢ao do complexo fosfomolibdénio

A andlise da atividade antioxidante do OE de O. porosa por meio da formacdo do
complexo fosfomolibdénio foi realizada (Tabela 4), evidenciando atividade antioxidante de
1,989 £ 0,16. O valor atingido pelo OE ¢ maior do que o determinado para o 4cido gélico

para esse método (1,1636 = 0,16).

TABELA 4 - Determinagdo da atividade antioxidante pela formacdo do complexo fosfomolibdénio

Atividade antioxidante

Acido ascorbico Acido Galico Oleo essencial

60,64+0,16 103,61+0,16 53,76+0,16

Fonte: Autor, 2019.

O ensaio de reducdo do complexo fosfomolibdénico utilizado para avaliar a
capacidade antioxidante total de OEs e de outras substincias, a partir da redu¢do do
molibdénio (VI) para molibdénio (V) com a formagio de um complexo fosfato-Mo™ em pH
acido, apresenta coloragdo verde (PRIETTO; PINEDA; AGUILAR, 1999).

Comparando os dois métodos utilizados na pesquisa da atividade antioxidante, o0 OE
de O. porosa inclui muitos volateis com estruturas quimicas insaturadas que podem promover
a reducdo do complexo fosfomolibdénico. Entretanto, apresenta poucos compostos com
hidroxilas &cidas ou de natureza fendlica que dificultam a reducdo do radical livre DPPH
(DOLL-BOSCARDIN et al., 2015).

O. bicolor Vattimo-Gil evidenciou atividade antioxidante, com destaque da fracdo
hexanica pelo método de formagdao do complexo fosfomolibdénio com resultados de 52,33%

(DAMACENO, 2017).
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6.4.4 Atividade Inseticida

O OE de O. porosa foi exposto ao teste de toxicidade contra duas cepas de percevejo
(resistente a Insecticida 'Bayonne' e suscetivel 'Ft. Dix') usando trés métodos de entrega, ou
seja, topico, residual e fumigante. O OE de O. porosa (100 pg/inseto) produziu 13,3% de
mortalidade em ft. Dix estirpe que poderia chegar a 23,3%, 7 dias apods o tratamento em FT.
Dix, enquanto nenhuma mortalidade foi registrada na linhagem de Bayonne. O OE de O.
porosa ndo foi toxico para percevejos no teste de atividade fumigante (250 pg/125 mL de ar)
e residuais (100 pg/cm?).

Utilizando os mesmos métodos, o EO de Baccharis sphenophylla Dusén ex Malme
produziu 66,67 + 3,33% de mortalidade na cepa resistente a inseticida 'Bayonne', enquanto
produziu 83,33 + 3,33% de mortalidade na cepa suscetivel 'Ft.Dix', 24 h depois do tratamento
(BUDEL et al., 2018), enquanto o OE de Schinus molle L. produziu 100,0 + 0,00% (Ft. Dix)
e 90,0 £ 5,77% (Bayonne) de mortalidade, 24 h apds o tratamento (MACHADO et al., 2019).

6.4.5 Atividade Antimicrobiana

Durante o ensaio ndo foram encontradas concentracdes do OE que inibissem o
desenvolvimento das espécies microbianas Staphylococcus aureus ATCC® 25923,

Escherichia coli ATCC® 25922 e do fungo Candida albicans ATCC® 10231, analisadas.

TABELA 5 - Referente a atividade antimicrobiana por microdiluigao.

0,035g/100uL | 0,0175g/100pL 0,00875g/100uL | 0,004375g/100puL | 0,0021875g/100uL

Microorganismo
Staphylococcus
aureus NI NI NI NI NI
Escherichia coli
NI NI NI NI NI
Candida albicans
NI NI NI NI NI

(NI): nao houve inibigao do crescimento bacteriano; (IT): inibi¢ao total do crescimento bacteriano.

Fonte: O autor, 2019.
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7 CONCLUSAO

Nesse estudo foram encontradas caracteristicas anatomicas que auxiliam na
identificacdo de O. porosa (Nees & Mart.) Barroso, como folhas hipoestomaticas, estomatos
paraciticos e tricomas tectores, nervura central e peciolo biconvexos com um feixe vascular
colateral em arco aberto, caule com camada esclerenquimatica e areia cristalina formada por
oxalato de calcio; compostos fenolicos encontrados na epiderme, floema e xilema da nervura
central, peciolo e caule.

O OE apresentou um teor médio de 1,03% = 0,7% e, quando analisado por CG/MS,
evidenciou como compostos majoritarios, o biciclogermacreno (24,62%), a-pineno (19,71%)
e B-pineno (13,86%).

Quanto a citotoxicidade avaliada pelo método do MTT, o OE de O. porosa mostrou-
se citotoxico para as linhagens celulares fibroblasto murino (McCoy, ATCC® CRL-1696)
ICsp igual a 9,23, melanoma murino (B16F10) ICs, igual a 8,82 e adenocarcinoma de mama
humano (MCF7) ICsq igual a 185,4. No entanto, ndo evidenciou seletividade contra as células
tumorais em estudo.

Quanto a analise antioxidante, o OE de O. porosa apresentou reduzida atividade, pelo
método DPPH, enquanto que pelo método do fosfomolibidénio o OE evidenciou um
potencial antioxidante maior do que o acido galico.

O EO de O. porosa ndo se mostrou toxico para bed bugs como fumigante, nem ativo
em aplicagdes topicas e residuais. Nenhuma mortalidade foi observada em ambas as cepas,
Bayonne e Ft. Estirpe Dix decorrente do uso do OE de O. porosa.

Durante o ensaio ndo foram encontradas concentracdes do OE que inibissem o

desenvolvimento das espécies microbianas.
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