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COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA DO OLEO
ESSENCIAL OBTIDO DAS FOLHAS E CASCAS DA Nectandra
lanceolata NEES (LAURACEAE) COLETADA NO ESTADO DE
MATO GROSSO DO SUL

RESUMO

O presente trabalho consiste em extrair e caracterizar quimicamente o 6leo essencial da
espécie conhecida popularmente como canela branca, Nectandra lanceolata, coletada no
estado de Mato Grosso do Sul, pertencente a familia Lauraceae constituida por 52 géneros
e aproximadamente 3000 espécies. A extracdo do 6leo essencial (OE) das folhas e cascas
da planta foi realizada através do processo de hidrodestilacdo com aparelho Clevenger. O
6leo essencial das folhas e cascas foi submetido & andlise antioxidante por DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo), porém foram considerados ineficientes como sequestradores de
radicais livres. A identificacdo e quantificacdo dos constituintes foram realizadas por meio
de analises cromatograficas em Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massas e ao detector de ionizacdo em chama (CG-EM e CG-DIC) e também foi realizado o
calculo do indice de Kovats (IK), possibilitando a identificacdo de 91,03% do OE das
folhas entre os majoritarios destacam-se 0s compostos sesquiterpenos biciclogermacreno
(18,21%), espatulenol (16,91%), cariofileno (12,45%), B-bourboneno (5,96%), e 92,19%
do OE das cascas, dentre os principais constituintes identificados, os monoterpenos, -
pineno (7,87%) e limoneno (3,68%) e os sesquiterpenos guaiol (13,18%) e a-eudesmol
(7%), a analise quimica dos Oleos permitiu verificar grande variacdo qualitativa e
quantitativa de seus constituintes. Através do fracionamento por meio da Cromatografia
em camada delgada preparativa (CCDP) foi possivel o isolamento do composto guaiol,
majoritario para o OE da casca, ¢ y-patchouleno para o OE da folha. Para confirmacao
estrutural do composto y-patchouleno foi realizada a técnica de RMN *3C e *H. A atividade
antimicrobiana foi realizada para ambos os OE, por meio do método de disco difusdo em
agar, contra a bactéria Acinetobacter baumannii, entretanto na triagem prévia somente o
OE das cascas se mostrou ativo contra a bactéria. Foi realizado em seguida com este OE o
teste de Concentracdo inibitoria minima (CIM), o OE apresentou fraca atividade
antibacteriana (CIM 1800 pg/mL). Os OE também foram testados quanto a inibicdo total
do crescimento de nove linhagens de células, o OE das cascas mostrou melhores atividades
na inibicdo total do crescimento das células de leucemia (14,6 pug/mL) e glioma (37,3
pg/mL). Portanto os 6leos volateis estudados demonstraram diferengas importantes em sua
composicao quimica e consequentemente, diferentes respostas aos testes biologicos.

PALAVRAS-CHAVE: 6leo volatil, constituintes quimicos, Nectandra lanceolata.
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CHEMICAL COMPOSITION AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF
ESSENTIAL OIL OBTAINED FROM LEAVES AND THE BARK OF

Nectandra lanceolata NEES (LAURACEAE) COLLECTED AT THE
STATE OF MATO GROSSO DO SUL

ABSTRACT

This work consists of extracting and chemically characterize the essential oil of the species
known popularly as “canela branca”, Nectandra lanceolata Nees collected in Mato Grosso
do Sul state belonging to the Lauraceae family. The extraction of the essential oil (EO)
from the leaves and bark of the plant was carried out by hydrodistillation with the
Clevenger apparatus process. The OE leaves and bark were subjected to analysis by DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) antioxidant, but were considered inefficient as free radical
scavengers. The identification and quantification of constituents were performed by
chromatographic analysis in gas chromatography coupled to mass spectrometer and the
ionization detector flame (GC-MS and GC-FID) and it was also performed the calculation
and Kovats indices (IK), enabling the identification of 91.03% of the essential oil from
leaves between the main highlights are the sesquiterpenes compounds, bicyclogermacrene
(18.21%), spathulenol (16.91%), caryophyllene (12.45%), p-bourboneno (5,96%), and
92.19% of essentilal oil from the bark, among the main constituents identified, the
monoterpenes, a-pinene (7.87%) and limonene (3.68%) and sesquiterpenes guaiol
(13.18%) and a-eudesmol (7%), the chemical analysis of oils has shown great qualitative
and quantitative change of its constituents. By fractionating by thin layer chromatography
preparative (CCD) was possible to isolate the compound guaiol, the majority compound of
the bark essential oil and y-patchouleno for the leaves essential oil. For structural
confirmation of y-patchouleno was used at **C NMR and *H NMR. The antimicrobial
activity was performed for both oils through the disc agar diffusion method, against the
bacteria Acinetobacter baumannii, however in previous screening only the OE of the bark
proved active against bacteria. It was done then with this essential oil the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) test, the oil showed weak antibacterial activity (MIC 1800
mg.mL™). The oils were also tested for total inhibition of growth of nine cell lines, the bark
essentilal oil showed better activities in complete inhibition of growth of leukemia cells
(14.6 mg.mL™) and glioma (37.3 mg.mL™). Therefore, the volatile oils studied showed
significant differences in their chemical composition and thus different responses to
biological testing.

Key Words: essential oil, chemical constituent, Nectandra lanceolata.
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1 INTRODUCAO

No que se refere ao mercado de 6leos essenciais, observa-se que constitui uma forte
atividade econémica, isto é confirmado quando observamos o grande crescimento no cultivo
de especies aromaticas, utilizadas como fontes de matérias primas para a utilizacdo industrial.
Dentro de temas que tratam da utilizagdo dos componentes de 6leos essenciais, encontramos
uma vasta gama de aplicacdes, envolvendo desde utilizacdo em perfumes e fragrancias até
emprego em condimentos alimentares e produtos farmacéuticos. As pesquisas desenvolvidas
nesta area incluem temas diversificados como: controle de qualidade de produtos utilizados
como alimentos como, por exemplo, sucos de frutas [46,47], elucidacdo das propriedades
biologicas de 0Oleos essenciais visando o descobrimento de novos agentes antimicrobianos
[48] e estudos que envolvem interacdes planta-inseto e planta-planta (alelopatia) [49,50].

Devido ao grande interesse nesta area de pesquisas, observou-se na Ultima década o
desenvolvimento de novas e mais modernas técnicas de analises, como o aprimoramento dos
métodos cromatograficos de anélise de componentes volateis dos 6leos essenciais.

Os 06leos essenciais sao importantes fontes renovaveis de matéria-prima para setores
da industria oleoquimica, pois oferecem um grande nimero de materiais diversificados e de
baixo custo. Estes fatores tornam os Oleos essenciais materiais de partida de grande
importancia econémica, tecnoldgica e cientifica. O isolamento de novas moléculas organicas
pertencentes as classes dos monoterpenos, sesquiterpenos e eventualmente diterpenos, tem
sido possivel através do estudo com 6leos volateis. As plantas aromaticas sdo objeto de vastos
estudos, devido ao interesse em suas aplicacbes terapéuticas e beneficios. Os efeitos
biologicos dos 0Oleos dependem dos principios ativos que compdem a fracdo volatil das
espécies, entre estes compostos, o0s terpendides volateis, tém mostrado especial interesse,
devido a grande variedade de propriedades bioldgicas exibidas por representantes deste grupo
de produtos naturais [51]. Por estas caracteristicas 0s terpenos naturais sdo considerados
importantes materiais de partida para sintese de flavours, fragrancias, produtos farmacéuticos
e agentes de biocontrole.

Problemas ambientais causados pelo uso excessivo de pesticidas, aliados a pressdo por
parte dos consumidores para reduzir o uso de aditivos quimicos sintéticos em alimentos, tem

causado o interesse e impulsionado pesquisas a fim de desenvolver métodos alternativos de
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controle de pestes ou pragas. Plantas com propriedades pesticidas sdo algumas das
alternativas a serem utilizadas no controle de patdgenos [52,53]. Os 6leos essenciais, extratos
e substancias isoladas tém sido extensivamente estudados com relacdo a suas atividades
fungicidas e pesticidas, e avaliados quanto seu potencial de uso no controle de patégenos em
alimentos, e como agroquimicos [54].

O fato de muitos destes produtos serem caracterizados por uma vasta gama de
compostos volateis, muitos dos quais substancias com importante funcdo na qualidade de
aroma (“flavour”) do alimento ¢ mais um fator que provoca interesse por substancias
aromaticas [55]. Muitos mecanismos de acdo tém demonstrado que, quando submetidas a
situacOes adversas como, por exemplo, o ataque de microorganismos patogénicos, a planta
reage produzindo substancias para combater estes organismos invasores. Desta forma, 0s
Oleos volateis e seus constituintes isolados tem sido testados quanto a sua potencialidade de
aplicacdo como agentes antifingicos e antimicrobianos naturais [55,56].

O Pantanal, o Cerrado e outros Biomas existentes em Mato Grosso do Sul, ricos em
biodiversidade, representam um grande potencial de exploracdo para a obtencdo de produtos
vegetais Uteis, com propriedades quimicas ainda ndo conhecidas. Portanto neste trabalho
foram estudados Odleos essenciais extraidos das folhas e cascas da espécie Nectandra
lanceolata Nees (Lauraceae) coletada na regido Sul do estado de Mato Grosso do Sul,

destacando que se trata de uma espécie inédita.

2 OBJETIVOS GERAIS

v Extracdo do 6leo essencial das folhas e cascas da espécie Nectandra lanceolata Nees
(Lauraceae) por hidrodestilacéo.
v’ Caracterizacdo Quimica dos 6leos essenciais

v Testes Biologicos com os 6leos brutos, fracdes e compostos purificados.

2.1 Obijetivos especificos

v' Identificacdo dos constituintes quimicos dos éleos essenciais por CG-EM, CG-DIC e

calculo do indice de kovats (IK).
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v" Fracionamento do 6leo bruto do dleo essencial das folhas e cascas por cromatografia
em camada delgada preparativa.

v" Andlise da atividade antimicrobiana do 6leo essencial bruto pelos testes de disco
difusdo em agar e concentracao inibitéria minima (CIM).

v Analise antitumoral do 6leo essencial bruto e das fragdes.

v Analise estrutural de compostos puros por ressonancia magnética nuclear (RMN).

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Oleos Essenciais

Oleos volateis também chamados de OE constituem-se de uma mistura complexa de
substéancias volateis, de viscosidade semelhante a de 6leos, insoliveis em agua e soltveis em
solventes orgéanicos [1].

A I1SO (International Organization for Standartization) define 6leo essencial como:
“um produto obtido por destilagdo em agua ou vapor, por destilacdo seca de materiais naturais
Ou por processos mecanicos de extracao de pericarpos de frutos citricos. Apos a destilacdo o
Oleo essencial é fisicamente separado de fase aquosa” [2]. Sendo que na literatura sdo citadas
outras formas de extracdo de OE nas plantas dentre elas, extracdo com solventes organicos,
enfloracdo, prensagem ou utilizacdo de CO; supercritico. Em funcdo do método de extracédo
utilizado havera variacdo na composicao do 6leo obtido [3,4].

As principais caracteristicas de um Gleo essencial séo sua fragrancia e suas atividades
antimicrobianas e antioxidantes, portanto, sdo largamente utilizados em industrias de perfume,
de aditivos naturais para aromatizar alimentos, indUstrias farmacéuticas, por conter estruturas
fendlicas que o tornam ativo contra microrganismos e em industrias de cosméticos [9].

Quimicamente a grande maioria dos 6leos € constituida de derivados fenilpropandides
ou de terpenoides, de acordo com a origem biossintética, sendo que os Ultimos preponderam.

Os compostos terpénicos sao constituidos de duas ou mais moléculas de isopreno (Tabela 1).

Tabela 1. Nomenclatura dos terpenos por unidade de isopreno

Atomos de Carbono Unidade de Isopreno Nomenclatura

10 2 Monoterpenos
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15 3 Sesquiterpenos
20 4 Diterpenos
25 5 Sesterterpenos
30 6 Triterpenos
40 8 Tetraterpenos

Monoterpenos - sdo as moléculas de maior abundéancia nos OE, representando cerca de
90% dos constituintes, formados pela justaposicdo de duas unidades isoprénicas. O composto
comum para formacdo dos monoterpenos é o pirofosfato de geranila (GPP), com uma ligacdo
dupla, o que possibilita reacbes com formacdo de isdmeros, gerando diversos tipos
monoterpénicos. Podem apresentar cadeias abertas, ciclicas ou biciclicas, oxigenadas ou nédo
[89].

Sesquiterpenos - € uma classe de terpenos em que possui grande nimero de estruturas
diferenciadas, todas com 3 unidades isoprénicas, podendo ser aciclicas, monociclicas,
biciclicas ou lactonas sesquiterpénicas. Nos 6leos essenciais sdo encontrados sesquiterpenos
de cadeia ciclica ndo oxigenados (aromadendreno, B-cariofileno, B-elemeno) e oxigenados
(espatulenol, globulol e a-cadinol). O a-bisadolol € um exemplo sesquiterpénico de um alcool
monociclico insaturado, com a hidroxila ligada ao carbono saturado, que faz parte da
composicdo do 6leo da camomila.

Os compostos mais frequentes em 06leos volateis sdo monoterpenos, sesquiterpenos e
os fenilpropanoides (Figura 1) que caracterizam-se por serem derivados benzénicos com
cadeia lateral de trés &tomos de carbono originados de acidos aromaticos de carbono que por

sua vez se originam do acido chiquimico [1,5].
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Figura 1. Unidade de isopreno, C5 (1) monoterpenos, C10 (2) sesquiterpenos, C15 (3) e fenilpropanoides (4).
Fonte: Adaptado de Baser e Buchbauer, 2010.

A composicao quimica dos OE pode ser determinada por fatores exdgenos (condi¢des
de cultivo) e por fatores endogenos (caracteristicas genéticas, anatbmicas e fisiologicas). A
exposicdo por um longo periodo de tempo aos fatores exdgenos pode afetar genes
responsaveis pela producdo dos volateis e levar a existéncia de quimiotipos ou ragas quimicas
dentro da mesma espécie, estes quimiotipos sdo vegetais da mesma espécie que Ssdo
botanicamente idénticos, mas que diferem quimicamente. Além disso, 0 estagio de
desenvolvimento dos 6rgdos da planta também pode ser um fator determinante para a
composicao dos OE [7,8].

Diversas atividades de OE e de seus componentes foram comprovadas, tais como,
antibacteriana, antiviral, antibiotica, antitoxigénica, antiparasitaria, inseticida, analgésica,
sedativa, anti-inflamatéria, espamolitica, anestésica local, hipotensora, vasorrelaxante,

anticonvulsdo, antioxidante e a anticancer [1,23,24,25,26]

3.2 Extracéo dos Oleos Essenciais

Utilizam-se diferentes métodos para extracdo de tais Gleos essenciais, devendo-se
ressaltar que, dependendo do método, a composicao do 6leo pode variar significativamente,
alguns dos métodos de extracdo mais utilizados sao: hidrodestilacdo, extracdo por solventes
organicos, destilacdo a vapor, extracdo por fluido supercritico, enfloracdo, prensagem a frio,
dentre outros. Mas para melhorar a qualidade do 6leo, o rendimento e a viabilidade
econémica foram feitas modificacdes nesses métodos e outros foram desenvolvidos, como

extragdo subcritica, extracdo por gés refrigerante, por micro-ondas e ultrassom [10,11].
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Os métodos de extracdo variam conforme a localizacdo do éleo essencial na planta e
com a proposta de utilizacdo do mesmo, sendo 0s principais métodos citados a seguir.

3.2.1 Hidrodestilacéo

A hidrodestilagdo ¢ um método antigo e versatil no qual o material vegetal permanece
em contato com a agua em ebulicdo, o vapor for¢a a abertura das paredes celulares e ocorre a
evaporacdo do 6leo que esta entre as células da planta. O vapor, que consiste na mistura de
6leo e 4gua, passa por um condensador, onde ocorre seu resfriamento e, como o0s
componentes volateis e a 4gua sdo imisciveis, ocorre a formacao de duas fases liquidas que

podem ser separadas [12,13].

3.2.2 Extragéo por solventes organicos

Determinados tipos de Oleos sd@o muito instaveis, ndo suportando aumentos de
temperatura. Neste caso, utilizam-se solventes organicos para sua extracao, tais como hexano,
benzeno, metanol, etanol, propanol, acetona, pentano e diversos solventes clorados, sendo
que, geralmente tem-se preferéncia por solventes apolares, ressaltando-se que o benzeno € um
dos mais utilizados. As principais caracteristicas que o solvente deve ter sdo: a seletividade,
uma baixa temperatura de ebulicdo, ser quimicamente inerte e possuir um baixo custo [14,
15,16].

3.2.3 Destilacéo a vapor

A destilacdo por arraste a vapor é uma operacao unitaria, utilizada principalmente para
materiais sensiveis a temperatura, sendo baseada na diferenca de volatilidade de determinados
compostos presentes na matéria-prima vegetal. A industria prefere a destilacdo por arraste a
vapor devido a sua maior simplicidade e economia, pois permite tratar de uma Unica vez
quantidades significativas de material vegetal [17]. Na extracdo por arraste a vapor, o0 material
vegetal, de onde sera extraido o éleo, é geralmente moido ou triturado [15]. Este processo
utiliza uma caldeira para geracdo de vapor, um extrator (destilador), onde é colocada a

matéria prima a ser extraida, um condensador e um frasco de coleta (vaso florentino). O vapor
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é percolado através do leito de soélidos, no interior do vaso extrator, arrastando o 6leo
essencial. A mistura vapor-6leo segue entdo para o condensador, onde ocorre a mudanca de
fase. O condensador é alimentado no vaso florentino, onde ocorre a separacdo das fases, por
diferencas de polaridade, j& que os Oleos essenciais sdo apolares ou pouco polares [17].

Posteriormente o 6leo essencial é envasado em vidro a&mbar e mantido em local

abrigado de temperaturas elevadas e luminosidade [18].

3.2.4 Arraste por vapor d’agua

Os 6leos volateis possuem tensdo de vapor mais elevada que a da agua, sendo por isso,
arrastados pelo vapor d’agua. Em pequena escala, emprega-se 0 aparelho Clevenger. O dleo
volatil obtido, apds separar-se da agua, deve ser seco com Na,SO, anidro. Existem dois tipos
de extragdes distintas por arraste de vapor d’agua. Esta distingdo ¢ realizada pela forma da
qual se estabelece o contato da amostra com a agua. A primeira chamada de hidrodestilacéo,
onde a amostra fica imersa na agua numa caldeira (como descrito acima). Na segunda
chamada de destilagcdo por vapor de dgua, a amostra € mantida em um recipiente separado e o

vapor d’agua que flui provem de um gerador [63].

3.2.5 Extracao por fluido supercritico

Vaérias substancias podem ser utilizadas como solventes supercriticos, tais como
metano, etano e etileno, porém o CO, apresenta algumas caracteristicas que o elegeram como
uma opcdo diferenciada, entre elas estd a facilidade de separacdo do soluto por ser
extremamente volatil, ndo toxico, ndo inflamavel, relativamente barato e ndo apresenta odor
[17].

A extracdo supercritica baseia-se no principio da solubilidade dos compostos
organicos em fluidos supercriticos, em relacdo a solubilidade dos mesmos em fluidos na fase
vapor [19]. No caso de extracdo utilizando CO,, costuma-se empregar condicdes onde a
pressdo € de até 200 atm e a temperatura € de 33°C. Nessas condicdes, estando o CO, em
estado de fluido supercritico, este recebe as partes da planta que tem o éleo extraido, nas quais
age como um solvente. Ap6s o equilibrio entre a pressdo da substancia e a pressdao do
ambiente 0 CO, volta ao estado gasoso restando apenas o Oleo essencial [20]. O CO, €

utilizado de forma a alcancar um estado em que sua viscosidade corresponde a de um gas,
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mas sua capacidade de solubilidade é igual a de um liquido [16]. Utilizando-se esse método,
obtém-se 6leos essenciais de melhor qualidade e, por isso mesmo, de acentuado potencial
terapéutico, uma vez que este processo mantém de forma muito significativa a integridade dos

extratos em termos de compostos ativos [20].

3.2.6 Enfloracéo

O método de enfloracdo foi amplamente utilizado no passado, porém atualmente é
empregado apenas para algumas industrias de perfumes. Emprega-se este método na extragdo
de 6leos volateis de petalas de flores como, por exemplo, do jasmim, da laranjeira e de rosas.

Esta técnica € empregada em flores que possuem baixo teor de 6leo essencial, sendo
este extremamente instavel, ndo podendo ser destilado por arraste a vapor, pois pode sofrer
perdas quase completas de seus compostos aromaticos [20]. O método consiste na deposicéo
das pétalas a temperatura ambiente sobre uma camada de gordura durante certo periodo de
tempo. Em seguida, estas pétalas esgotadas sdo substituidas por novas até a saturacdo total,
quando a gordura é tratada com alcool. Visando a obtencdo de um d6leo volatil, o alcool é
destilado a baixas temperaturas e o produto, assim obtido, possui alto valor comercial [21]. O
principio do método de enfleurage esta na grande capacidade da gordura absorver 0s
constituintes volateis emitidos pelas flores. Considera-se este processo bastante lento,

complexo e caro [16].

3.2.7 Prensagem a frio

Este método € empregado para a extracdo dos Oleos volateis de frutos citricos, como
por exemplo, a bergamota, o limdo, a grapefruit e a laranja, ressaltando-se que, no caso
especifico do Brasil, cuja exportacdo de éleos essencial de laranja é significativa, a prensagem
a frio vem sendo utilizada em grande escala nas unidades de extracdo de suco de laranja no
estado de Séo Paulo [16,20].

O método consiste em colocar os frutos inteiros diretamente em uma prensa
hidraulica, sendo coletados o suco e o 6leo presentes na casca. Posteriormente, o Oleo é
separado da emulsdo formada com a &gua através de decantacdo, centrifugacdo ou destilacdo
fracionada [20,21].
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3.3 Técnicas para ldentificacdo dos Oleos Essenciais

A Cromatografia gasosa é uma técnica que pode ser utilizada para caracterizar
compostos volateis dos 6leos essenciais, por ter um alto poder de separacdo dos compostos
existentes na amostra, essa técnica consiste num cromatografo a gas, equipamento composto
por um injetor, coluna capilar e um detector, que é um dispositivo sensivel que favorece a
ionizacdo dos constituintes da amostra, esta € injetada por micro-seringa no injetor, segue
para a coluna, fase estacionaria, e € arrastada por um gas, fase moével, até chegar ao detector.
[referencia]

O detector proporciona uma resposta através de um sinal elétrico proporcional a
quantidade da amostra eluida pela coluna cromatografica. Um dos primeiros detectores
criados é por lonizagdo de Chama, mas com 0 avango na area surgiram outros mais
eficientes, como Espectrometro de Massa, Infravermelho entre outras técnicas [90, 91, 92].

A cromatografia gasosa pode ser combinada com outras técnicas analiticas, como a
espectrometria de massa, que € uma importante técnica qualitativa e quantitativa, fornece
dados moleculares e estruturais dos compostos, por isso tem alta capacidade de
diferenciacdo, este método permitiu obter um cromatograma com informacdes estruturais
dos compostos através da ionizacdo e fragmentacdo da molécula, estes dados séo
interpretados por um programa, e posteriormente comparados aos dados espectrais da
biblioteca do equipamento, onde se observa o tempo de retengdo de cada composto,
representado pelos “picos cromatograficos”. Para uma confirma¢do mais confiavel calcula-
se o Indice de Kovats (IK) utilizando os tempos de retencdo fornecidos pelo cromatograma e
de uma série de hidrocarbonetos homologos. Os valores de IK calculados sdo entdo
comparados aos IK tabelados, neste momento também é observado a semelhanca da
fragmentacdo da molécula, obtida pelo EM, com o fornecido pela literatura [89, 90, 91, 92].

A ressonancia magnética nuclear (RMN) também €é uma técnica analitica
espectroscopica, de grande importancia para elucidacdo do esqueleto molecular de substancias
naturais, consiste na exposi¢cdo de uma amostra pura ou semi-purificada a um campo
eletromagnético na frequéncia de radio. Os nlcleos que possuem campo magnético, 0s mais
utilizados sdo o **C e *H, entram em ressonancia e absorvem essa energia, que posteriormente
é liberada gerando um sinal elétrico. A frequéncia e a intensidade dos sinais permite obter um

espectro de RMN, em que a frequéncia € representada pelos desvios quimicos que sao
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expressos em ppm (parte por milhdo). Os diferentes desvios quimicos do espectro
representam os sinais de RMN que caracterizam cada grupo quimico. A analise dos diferentes
espectros obtidos por RMN possibilita identificar os tipos e quantidades de grupos quimicos,
sendo importante ferramenta para a elucidacdo de estruturas moleculares de compostos
volateis [91, 92, 93, 94].

A CCD é um método simples e réapido, que utiliza uma fase estacionaria e uma fase
modvel. A fase estaciondria consiste numa placa recoberta por silica ou outro composto,
denominada de cromatoplaca ou cromatofolha. A fase movel é composta por um ou mais
solventes e uma cuba cromatogréfica. Uma pequena aliquota do 6leo é espalhada de forma
continua na cromatoplaca, esta € acomodada na cuba previamente saturada com o sistema
solvente para eluicdo da fase movel por efeito de capilaridade. Apos a cromatoplaca é retirada
da cuba, e é usado um revelador fisico que consiste numa camera UV-VIS (luz ultravioleta na
regido do visivel) propiciando a visualizacdo de manchas de diferentes cores e posi¢des, que
representam cada composto da amostra, e um revelador quimico, geralmente a vanilina, mais
especifico para terpendides e fenilpropanos, onde é borrifado sobre a placa e em seguida
aquecido em chapa aquecedora. Obtém-se entdo um perfil cromatografico com manchas de
coloragdes caracteristicas de cada composto e diferentes tempos de retencdo (RF), que
permite a identificacdo ou até mesmo deteccdo de possiveis falsificacOes, através de

comparagdes com dados da literatura [64, 105, 106, 107].

3.4 Testes bioldgicos com Oleos essenciais

3.4.1 Antimicrobianos

Os Oleos essenciais apresentam atividade contra uma ampla variedade de
microrganismos: virus, fungos, protozoarios e bactérias. Os compostos e suas porcentagens
presentes nos OE variam de acordo com a espécie considerada, as condi¢bes de coleta e
extracdo, e as partes da planta utilizadas [108].

Apesar de varias estruturas quimicas isoladas de produtos do metabolismo secundario
das plantas exercerem alguma acdo antibacteriana, a maior parte destas moléculas apresenta
atividade fraca e espectro de acdo limitado quando utilizadas sozinhas. Porém, ao serem

combinadas entre si ou com antibiéticos, podem atuar como adjuvantes, modificando a
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resisténcia bacteriana frente determinadas drogas, diminuindo a dose necessaria de
antibidticos para um resultado eficaz [64].

A atividade antimicrobiana dos OE tem sido atribuida principalmente aos terpenos e
derivados, sendo estes compostos capazes de interagir com diferentes moléculas alvo e
funcGes das células bacterianas. Varios estudos tém avaliado a atividade antibacteriana destes
compostos e relataram diferentes mecanismos de agdo, como inibicdo da sintese de acidos
nucleicos, das fungdes da membrana citoplasmatica e do metabolismo energético [52].

3.4.2 Antitumoral

O Brasil possui uma grande diversidade de espécies de plantas, entretanto, um valor
inferior a 10% foram avaliadas no que diz respeito as suas caracteristicas biologicas e menos
de 5% foram submetidas a estudos fitoquimicos detalhados. Dentro desse universo elas séo
escassamente estudadas quanto a citotoxicidade em linhagens de células tumorais. Mas,
esforcos estdo sendo realizados por pesquisadores na tentativa de explorar a natureza a
procura de novas substancias com potencial atividade anticancer ou que melhorem a acéo de
compostos ja existentes [109].

Os OE tem atraido consideravel interesse devido a diversidade de seus constituintes
bioativos, 0s quais desempenham um papel importante na prevencdo e tratamento do cancer,
mesmo com 0s avancos existem muitos OE que apresentam moléculas desconhecidas que
podem possuir propriedades anticancer, além disso moléculas individuais precisam ser
sinteticamente modificadas para melhorar a sua atividade, cada vez mais investigacGes sdo
justificadas pela ciéncia e comunidade médica para o desenvolvimento de protocolos de
tratamentos mais eficazes, que altere a condi¢do de vida de quem sofre com o problema [26].

O teste de citotoxicidade em cultura de células, que avalia a inibicdo causada pelos
compostos que sdo analisados quanto a atividade antineoplasica, utiliza o sal de tetrazolium
MTT [84]. Outro teste também muito utilizado na investigacdo antitumoral é da SRB, ambos
sdo amplamente utilizados na rotina de triagem de drogas anticancer pelo Instituto Nacional
de Céancer dos Estados Unidos (NCI) [85, 86]. Uma das vantagens deste Ultimo método € a
estabilidade da placa para leitura, pois as células sdo primeiramente fixadas, coradas e a

medida da absorbancia pode ser realizada por varias semanas apds o término do ensaio [110].
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3.5 Importancia econdmica dos Oleos essenciais

Os OE sdo importantes fontes renovaveis de matéria-prima para setores da industria
oleoquimica, pois oferecem um grande nimero de materiais diversificados e de baixo custo,
estes fatores tornam os OE materiais de partida de grande importancia econémica, tecnologica
e cientifica. O isolamento de novas moléculas organicas pertencentes as classes dos
monoterpenos, sesquiterpenos e eventualmente diterpenos, tem sido possivel através do
estudo com Gleos volateis.

Atualmente existe um grande nimero de plantas conhecidas para producdo de OE, o
gue gerou uma expressa importancia econdmica por serem empregadas principalmente como
aromatizantes, fragrancias, fixadores de fragrancias, em composicdes farmacéuticas e
comercializados em sua forma bruta ou purificada. As 18 espécies de plantas mais
representativas neste mercado sdo a Citrus sinensis, Mentha arvensis, Eucalyptus globulus,
Cymbopogon winterianas, Mentha x piperita, Citrus limon, Eucalyptus citriodora, Syzgium
aromaticum, Juniperus virginiana, Citrus aurantifolia, Mentha spicata, Chamaecyparis
funebris, Lavandula intermedia, Cinnamomum micranthum, Cinnamomum camphora,

Coriandrum sativum, Citrus paradise e Pogostemon cablin [22].

3.6 Funcdo dos dleos essenciais nas plantas

Diversas hipdteses foram levantadas ao longo dos anos para explicar a producdo de
OE, uma das principais propostas era que estes compostos eram de importancia secundaria
para as funcgdes vitais das plantas, considerados como produtos de residuos metabdlitos [57].

Esses compostos volateis tém sua distribuicdo limitada no reino das plantas, a sua
biossintese é restrita em tipos de tecidos especificos e em especificos estagios de
desenvolvimento, os compostos volateis das flores sdo os principais responsaveis pela atracéo
de insetos polinizadores, mas também os dispersores de sementes, talvez até mesmo estejam
envolvidos na direcdo da co-evolucdo de ambos, polinizador e polinizado [58,59]. Em muitas
espécies as quais ndo sdo autopolinizaveis a atracdo de polinizadores é absolutamente
requerida para reproducdo destas espécies [60]. Embora esses metabolitos ndo sejam

requeridos para o processo do metabolismo primario como, por exemplo, a sintese de
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proteinas, muitos sdo requeridos para a manutencao da espécie e no processo de adaptacdo ao
meio ambiente [57].

Os 0leos volateis nas plantas também podem atuar como um mecanismo de defesa
contra seus inimigos naturais, os herbivoros, exemplos desta interacdo entre plantas,
herbivoros e parasitas tém sido descritas [57].

Alguns constituintes de OE podem atuar também na protecdo de folhas e meristemas
contra perda de agua e aumento da temperatura, na protecdo contra predadores e infestantes
como é o caso do mentol e da mentona, inibidores do crescimento de varios tipos de larvas,
alguns monos e sesquiterpenos, como mirceno, canfeno, a-pineno e longifoleno retardam o
crescimento de fungos decompositores [61,62]. Além disso, em diversas espécies de Salvia,
Atemisia, Eucalyptus, Rosmarinus e Thymus, foi observado o efeito alelopatico de compostos
presentes nos OE (como canfeno, canfora, cineol, tujona, o ¢ - pineno) devido a atividade
inibidora de respiracdo das raizes e da germinacdo, afetando o espacamento entre plantas e a

composicao da comunidade [62].

3.7 Plantas Medicinais

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a definigcdo de plantas medicinais é
tida como “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, compostos que podem
ser utilizados com fins terapéuticos ou que sejam precursores de fArmacos semissintéticos”.
No inicio da década de 1990, a OMS divulgou que 65-80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados
béasicos de saude [72].

A producéo de plantas medicinais apresenta muitas oportunidades, estende-se desde a
producdo e extracdo de Oleos essenciais, industrias de alimentos, bebidas, cosméticos,
fitoterapicos, fitofarmacos, corantes, entre outros, além de contribuir para a preservacao das
espécies [64,65]. Estas plantas atuam através de substdncias ativas, que agem
fisiologicamente no organismo, podendo modifica-lo, por meio de acdes terapéuticas ou
profilaticas. Propicia-nos a descoberta de novos principios ativos, para promover beneficios e
evitar os males do corpo, uma planta pode conter um ou mais principios ativos ou bioativos.
Os bioativos sdo substancias do metabolismo secundéario das plantas, que formam diversas
classes de compostos, como flavonoides, alcaldides, fenilpropanos e terpenos, sendo estes 0s

compostos que fazem parte dos constituintes quimicos dos OE obtido das plantas [64].
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3.8 Familia Lauraceae

As Lauraceas formam uma grande familia de arvores e arbustos, predominantemente
tropicais, com a excecdo de Cassytha, popularmente conhecida como cip6-chumbo, uma
herbacea parasita. A familia esta mais representada nos trépicos americanos e asiaticos, tendo
também um grande numero de espécies na Australia e Madagascar, mas € pobremente
representada na Africa. Atualmente sdo reconhecidos por volta de 50 géneros e o nimero
estimado esté entre 2.500 - 3.000 espécies [27,28].

Na regido neotropical ocorrem 30 géneros da familia Lauraceae, sendo que, no Brasil
identificaram-se 22 géneros. Destes, apenas 16 estdo representados nos atuais remanescentes
da Mata Atlantica brasileira: Aiouea, Aniba, Beilschimiedia, Cassytha, Cinnamomum,
Cryptocarya, Endlicheria, Licaria, Mezilaurus, Nectandra, Ocotea, Persea,
Phyllostemonodaphne, Rhodostemonodaphne, Urbanodendron e Williamodendrom [29].
Além dos géneros nativos é importante ressaltar outros dois, que foram introduzidos no
Brasil, devido a sua importancia econdmica: Laurus e Litsea [30,31]. As espécies desta
familia destacam-se das demais, pela sua importancia econémica.

Algumas espécies tém sido utilizadas pelas industrias para fabricacdo de diversos
produtos, porém a maioria destas espécies tem seu uso restrito as comunidades tradicionais
que detém o conhecimento empirico da utilizacdo destas plantas. Essas espécies possuem alto
valor comercial no mercado também por serem espécies aromaticas e produtoras de 6leos
essenciais, sendo frequentemente utilizadas como matérias prima nas industrias. Os géneros
Nectandra, Aniba e Ocotea sdo aquelas que apresentam o0 maior nimero de espécies de
importancia econdmica [32]. Os Oleos essenciais da familia Lauraceae podem ser encontrados
em toda estrutura da planta, desde as folhas, como na propria madeira, destacando-se o 6leo
do Pau-Rosa, Sassafras, Canela-da-China, entre outros [33].

O potencial econémico das espécies dessa familia é conhecido desde os tempos
remotos, através de documentos da China de 2800 a.C., onde ja era empregado o dleo de
Cinnamomum camphora (L.) J. Presl. e de outras espécies do género na medicina, as folhas
de Laurus nobilis L., o loureiro, eram utilizadas pelos antigos gregos e romanos para
confeccionar coroas, com as quais se homenageavam guerreiros e atletas vitoriosos, e estdo

entre os condimentos conhecidos da culinaria de todo o mundo [43, 44].
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3.8.1 Género Nectandra

O género Nectandra Rol. ex Rottb esta entre os géneros mais importantes da familia,
com 114 espécies reconhecidas, sendo 43 destas brasileiras, e algumas das espécies deste
género estdo localizadas na bacia do rio Parana MS [45].

Algumas espécies do género Nectandra tém sido amplamente utilizadas na medicina
popular devido a sua atividade antirreumatica, digestiva e diurética. Algumas das
propriedades medicinais foram comprovadas por alguns estudos, como em Nectandra
salicifolia (Kunth) Nees, cujo extrato alcodlico da casca evidenciou propriedade relaxante
muscular, atividade antifingica e antimalérica, devido a presenca do alcaloide costaricina
obtido do extrato metandlico da casca [34]. Propriedades anti-inflamatorias também foram
relatadas para a espécie N. angustifolia (Schrad.) Nees, os frutos e folhas de N. pichurim
(Kunth) Mez sdo odoriferos e usados contra célicas e problemas gastricos e o lenho de N.
rodiei Schomb. é reconhecido como tbnico, antipiréetico, relaxante vascular e antimalarico
[32,35].

Dentre outras espécies representativas no Brasil pode-se citar Nectandra
megapotamica (Spreng.) Mez, vulgarmente conhecida como canela-louro, canela-preta,
canela-ferrugem e canela-fedorenta, muito utilizada como planta ornamental no Estado de S&o
Paulo, esta espécie ocorre desde o sul de Minas Gerais até 0 Rio Grande do Sul e também na
regido Centro-Oeste, trata-se de uma planta sem preferéncia definitiva por tipo de solo,
desenvolvendo-se em solos Umidos até os de drenagem rapida [36, 37].

A composicdo quimica do dleo essencial provindo das folhas e galhos evidenciou a
presenca de sesquiterpenos como o E-nerolidol, espatulenol, 6xido de cariofileno e guaiol, nas
folhas, o componente majoritario do 6leo essencial foi o E-nerolidol e este € conhecido pela
sua atividade antimalarica, j& nos galhos, o guaiol foi encontrado como componente
majoritario do 6leo essencial e lhe é atribuida atividade antibacteriana [38].

A espécie N. grandiflora é encontrada predominantemente nos biomas Mata Atlantica
e Cerrado, entre os estados de Minas Gerais e Rio Grande do Sul, também é considerada
como uma espécie ameacada de extingdo. Conhecida popularmente como canela-amarela,

canela-fedida e canela cheirosa, ¢ uma planta heliéfila e secundaria, sendo uma das espécies
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de melhor regeneracdo dentro da floresta [36, 39]. Na medicina popular, a espécie é utilizada
como anti-reumatica, diurética e digestiva.

A atividade antimicrobiana em Nectandra grandiflora, inibindo o crescimento de
Staphylococcus aureus foi descrita pelos mesmos autores que aferem a presenca de
espatulenol, a-pineno, cariofileno e copaeno no dleo essencial da espécie [40]. Estudos
cromatograficos do extrato etandlico das folhas de N. grandiflora verificaram que o
isolamento de dois flavonoides glicosilados apresentaram atividade antioxidante inibindo a
oxida¢do do B—caroteno [41]. Estudos quimicos e farmacolégicos preliminares realizados com
essa espécie evidenciaram atividade antitumoral do extrato etandlico de sua casca, que
produziu efeito inibitorio do sarcoma 180 e do carcinoma de Ehrlich implantados em ratos
[42].

Na literatura sdo reportados poucos estudos de 6leos essenciais do género Nectandra,
contudo se faz necessario o estudo de novas espécies visando contribuir para o conhecimento
da composicdo quimica e das atividades bioldgicas de novas espécies nativas de Mato Grosso
do Sul.

3.8.2 Espécie Nectandra lanceolata

Conhecida popularmente como canela branca € uma arvore com até 25 metros de
altura que se destaca pela intensa floracao branca (Figura 2), o que a recomenda como espécie
ornamental para ruas, pracas e rodovias. Seus frutos sdo intensamente consumidos por varias
espécies de passaros sendo também indicada para a restauracdo de areas. Esta espécie quase
sempre apresenta folhas avermelhadas que ajudam na identificacdo, tronco levemente
tortuoso, casca externa aspera e casca interna com cheiro desagradavel. Sua madeira é
indicada para moveis e construcdo civil, especialmente para tabuas, ripas e caibros [29,36].

Sendo importante destacar que sao inexistentes estudos sobre a caracterizagdo quimica

e atividade bioldgica do 6leo essencial desta espécie em Mato Grosso do Sul.
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Figura 2. Espécie Nectandra lanceolata Nees

Fonte: Acervo pessoal

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

A espécie selecionada para o estudo foi identificada pelo grupo de pesquisa do
professor Etenaldo Felipe Santiago (UEMS), através de comparagdo com exsicata presente no
herbério da (UFGD).

Foram coletadas folhas e cascas da espécie Nectandra lanceolata na regido rural da
cidade de Japora-MS, em novembro de 2014 e julho de 2015, o material foi levado ao
laboratério da UEMS unidade de Navirai MS, onde foi preparado para extracéo.

A extracdo do OE foi realizada por hidrodestilacdo utilizando um aparelho Clevenger
(Figura 3) modificado conforme determinado pela Farmacopéia Bras.(1988), utilizando um
baldo de fundo redondo de 5L, onde o material vegetal ficou encoberto por agua destilada em
aquecimento por 7 horas, em seguida o 6éleo extraido foi retirado utilizando éter etilico e
dessecado com sulfato de sodio anidro (Na,SO4). O teor de 6leo volatil foi obtido por

pesagem em balanca analitica e posterior calculo de rendimento (%) em fungdo da massa
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utilizada de folhas e cascas para extracdo, por fim o OE foi acondicionado em frasco d&mbar

(Figura 4) sob refrigeracéo e protegido da luz..

Figura 3. Extrator Clevenger adaptado

Figura 4. Oleos Essenciais da espécie Nectandra lanceolata, (F) folhas e (C) cascas.

4.2 Teste de Atividade Antioxidante pelo método do radical livre (DPPH)

A avaliacdo antioxidante qualitativa ocorreu pelo método fisico-quimico de separagéo
cromatografica, onde em cromatoplacas de silica foram aplicados ambos os 6leos obtidos das

folhas e cascas da N.lanceolata, dissolvido em etanol com auxilio de um capilar, sendo em
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seguida eluidas em cloroférmio. Apds a secagem, as placas foram imersas na solucdo 0,3
umol.L™ de DPPH em metanol para a indicacio de possivel atividade [67].

A técnica foi adaptada conforme literatura consultada [87,88]. O método baseia-se na
transferéncia de elétrons onde, por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar, o
DPPH que possui cor purpura é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracéo

amarela.

4.3 Analises Cromatograficas

4.3.1 Cromatografia a gas acoplada a detector de ionizacdo de chama (CG-DIC)

A avaliacdo do perfil cromatografico do 6leo e pureza das fracbes isoladas foi
realizada em CG-DIC-HP5890 (Figura 5), com coluna ZB5 40m (0,25 mm X 0,25 um), fase
estacionaria 5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano e outra coluna de fase apolar (100%
Polietilenoglicol).  Condi¢des de analise: razdo de divisdo do injetor em split 1:80, gas de
arraste: N, (1,2 mL min™); forno cromatografico 60 °C, elevacdo de 3°C até 240°C, injetor
250°C e detector 250°C.

Figura 5. Cromatografo & gas com detector de ioniza¢do em chama
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4.3.2 Cromatografia a gs com deteccao por espectrometria de massas (CG-EM)

A andlise qualitativa foi realizada em um Cromatografo Shimadzu GCMS-QP2010

(Figura 6), equipado com uma coluna HP5MS e com biblioteca NIST 32, sob as mesmas
condicdes do CG-DIC.
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Figura 6. Cromatdgrafo 4 gas acoplado ao espectrometro de massas

Para a identificacdo dos compostos comparou-se a fragmentacdo do ion molecular dos
espectros da amostra obtido com os espectros da biblioteca NIST do equipamento, calculando
também o indice de Kovats (1K) determinado por meio da injecdo de uma série de n-alcanos,
Cy-Cy4 injetados nas mesmas condi¢bes cromatograficas das amostras de OE e confirmados
através do IK tabelado da literatura Adams [68].

4.3.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises de cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas utilizando
placas de aluminio com silica-gel 60 G (P254) da marca Merck. O 6leo obtido das folhas e
cascas da N. lanceolata foram aplicados nas placas e corridas com eluentes preparados com
hexano e acetato (He/AcEt) nas concentracGes de 90/10 85/15 e 80/20 em porcentagem
respectiva, essas placas foram observadas em camaras UV (em A de 365 e 254 nm). As
revelacdes dos cromatogramas, em CCD, foram feitas por revelador de vanilina (preparado

com 0,1 g de vanilina adicionando-se 10 mL de &cido sulfurico e 100 mL de etanol), depois
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de submersas essas placas no revelador, foram aquecidas em chapa aquecedora e pode-se
observar os compostos revelados e definir o melhor sistema de eluicdo.

Para o isolamento de fragdes purificadas de compostos destes OE 0s mesmos foram
aplicados em placas de vidro recobertas com silica-gel, preparadas manualmente com 15¢g de
silica-gel e 45 mL de agua destilada, nestas foram aplicados 100 mg de cada 6leo, e levadas a
cuba cromatogréfica (Figura 7), essas placas também foram reveladas em lanterna de emissao
de radiagcdo UV Marca Pro Tools modelo PA0105, e utilizou-se revelador de vanilina, para
uma melhor definicdo dos compostos separados.

Figura 7. Cuba cromatografica

4.3.4 Identificacdo dos Constituintes Quimicos

Para a identificacdo dos compostos comparou-se a fragmentacao do ion molecular dos
espectros da amostra com o0s espectros da biblioteca NIST do equipamento CG-EM,
calculando também o indice de Kovats (Figura 8) este indice relaciona o tempo de retencio
dos composto ao tempo de retencdo de uma série de hidrocarbonetos homologos injetados nas
mesmas condic¢Bes cromatograficas das amostras de OE e confirmados através do IK tabelado
da literatura Adams [68], os valores encontram-se entre 900 (volatil) e 1900 (menos volatil),

neste intervalo sdo encontrados a maioria dos monoterpenos e sesquiterpenos.
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IK = 100.n+ 100 X (—)
tTg _ETE

Figura 8. Férmula para célculo do indice de Kovats
*|K= indice de kovats, n= nimero de carbonos do alcano que elui antes do pico de analise, tr;=tempo de
retencdo do pico em analise, tr,= tempo de retencdo do alcano que elui antes do pico em analise, trz= tempo de

retencdo do alcano que elui depois do pico base.

4.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os experimentos de RMN foram registrados em um espectrometro da marca
BRUCKER DPX-400, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), que opera a 400 MHz para 'H-RMN e a 100 MHz para
BC-RMN, utilizando tubos de 5mm. Foi utilizado cloroférmio  deuterado
como solvente (CDCls).

Utilizando como solvente o cloroformio deuterado (CDClI;). Os deslocamentos
quimicos (8) foram registrados em ppm, em relacdo ao TMS (6=0).

Esta analise de RMN foi realizada apenas com a fracdo 4 equivalente a um
composto isolado extraido do OE obtido das folhas, para elucidacdo de sua estrutura e

confirmacéo na identificacéo.

4.5 Atividade Antimicrobiana

Para ensaio antimicrobiano foi selecionada a bactéria Gram-negativa ndo fermentadora
da espécie Acinetobacter baumannii produtora de carbapenemase, portadora do gene de
resisténcia blaoa-23, isolada de processo clinico humano, caracterizada previamente no
Laboratorio de Pesquisa em Ciéncias da Saude (LPCS) da UFGD.

Os OE obtidos das folhas e cascas da N. lanceolata foram submetidos a uma triagem
inicial utilizando o método de disco difusdo em &gar segundo Clinical and Laboratory
Standards Institute, com adaptacdes [69,70]. A suspensdo do micro-organismo foi semeada
com auxilio de um swab descartavel, em toda a superficie do agar Muller-Hinton., em seguida
foram adicionados discos de papel filtro estéreis impregnados com 5 pL de cada 6leo (forma
bruta) a ser testado, apds incubacdo das placas a 37°C por 24 horas foi realizada a leitura dos

resultados medindo-se o didmetro do halo formado ao redor dos discos. Foi considerado como
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resultado final de cada extrato a média das duas medidas da duplicata e como suscetivel halo
igual ou acima de 8 mm de didmetro considerando também o diametro do disco. Como
controle positivo foi usado disco de tigeciclina.

O teste de Concentracado Inibitéria Minima (CIM) foi realizado utilizando o método de
microdiluicdo em placas, de acordo com literatura descrita [71]. A suspensdo bacteriana foi
realizada em solucéo salina com turvagdo correspondente a inéculo de 1 x 10° UFC/mL, os
6leos foram inicialmente diluidos em &gua destilada estéril, obtendo-se a concentragdo de
16%, para obtencdo dessas diluicbes considerou-se a densidade das substancias igual a 0,9
g/mL, foram adicionados em tubos de vidro estéril: 0,8 mL do 6leo, 0,05 mL de Tween 80% e
4,2 mL de agua destilada estéril, o conjunto foi agitado durante 5 minutos em vortex e a
concentracdo final obtida foi de 16% equivalente a 144 mg/mL, em cada um dos pog¢os das
placas de microdilui¢do foram inseridos 100 puL de caldo Miiller-Hinton, em seguida inseriu-
se 100 puL das emulsdes dos Oleos para obten¢do da concentracdo inicial de 8% (72 mg/mL)
na primeira linha da placa de microduicéo.

As concentragcdes subsequentes dos Oleos foram obtidas apds diluicdo seriada na
propria placa, partindo-se da concentracdo inicial de 8% até 0,0625% , pela transferéncia de
100 puL do contetido ao pogo subsequente. Os testes foram realizados em duplicata, sendo
também realizado o controle de toxicidade do Tween 80%, na concentracdo utilizada para
emulsdo, no intuito de verificar se este ndo possui atividade inibitdria para a bactéria, também
foi realizado controle do 6leo para verificar sua esterilidade (6leo mais meio de cultura), como
controle positivo, suspensao bacteriana em solucdo salina com turvacao correspondente a 0,5
da escala McFarland acrescida de polimixina B (antibiotico comercial com acgéo inibitéria
para 0 micro-organismo estudado) e como controle negativo, suspensdo bacteriana mais meio
de cultura.

As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Para revelacdo dos resultados, foi
utilizada uma solucdo indicadora de resazurina sodica 0,01%, apds a incubacdo foram
adicionados 30 pL da solugdo indicadora em cada cavidade e as placas incubadas por duas

horas em estufa a 37°C.

4.6 Atividade Antitumoral in vitro

A capacidade antiproliferativa foi realizada no departamento de farméacia da UFMS,

sob supervisdo da Prof.2 Dra. Maria de Fatima Cepa Matos.
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As linhagens celulares tumorais, utilizadas neste trabalho sdo originarias de neoplasias
humanas e foram cedidas pelo National Cancer Institute (NCI) dos EUA. Todas as linhagens
foram enviadas congeladas, sendo entdo descongeladas e repicadas, quando necessario, sob
condicdes estéreis (Fluxo Laminar Veco®, Classe 11B2) e mantidas em frascos de 25cm?
(T25) com 5 ml de RPMI-1640 /SFB e incubadas a 37°C em atmosfera de 5 % de CO; em
ambiente imido.

Para avaliacdo da atividade anticAncer dos 0Oleos essenciais obtidos da N.lanceolata

foram utilizadas nove linhagens tumorais humanas apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Linhagens celulares utilizadas nos testes de atividade antitumoral

CODIGOS CELULAS
U251 Glioma
MCE-7 Mama

NCI-ADR/RES Ovirio com fenétipo resistente

786-0 Rim
NCI-H40 Pulmio
PC-3 Préstata
OVCAR-03 Opvirio
HT29 Célon
K562 Leucemia
HaCat Queratindcitos imortalizados

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento

A espécie estudada apresentou baixo rendimento de Oleo essencial, conforme

demonstrado na Tabela 3.
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Tabela 3. Rendimento dos 6leos essenciais
AMOSTRA RENDIMENTO (%)

N.lanceolata folha 0,09%

N.lanceolata casca 0,04%

Este € o primeiro estudo de rendimento do dleo essencial desta espécie em MS, mas o
mesmo pode ser considerado baixo quando comparado a estudos realizados com outras
espécies deste género Nectandra, como no estudo realizado por Silva [73] com a espécie
Nectandra grandiflora, o autor verificou que o rendimento de (OE) médio da espécie foi em
torno de 0.51% um valor muito acima do obtido neste estudo.

Estes rendimentos obtidos também s&o inferiores quando comparados com espécies de
Lauraceae do género Cinnamomum, sendo que em estudos realizados estas apresentaram
rendimento para OE das folhas em torno de 1,5% [83].

Alguns autores estudaram o efeito da sazonalidade sobre o rendimento de espécies
pertencente a familia Lauraceae, (Ocotea porosa, Nectandra megapotéamica, Ocotea
odorifera), sendo que estas espécies apresentaram diferenca significativa no teor de 6leo
essencial extraido conforme a época de coleta (diferentes estagdes). Nestes estudos observou-
se que a quantidade e a composicdo volatil muitas vezes sdao dependentes da espécie e das
fases fendlicas em que a mesma se encontra [74, 75, 76, 77,78]. Portanto o teor de éleo volatil

extraido da espécie N. lanceolata pode variar dependendo a época de colheita.

5.2 Analise Antioxidante (DPPH)

Dados literarios evidenciam que algumas espécies da familia Lauraceae possuem
atividade antioxidante, as espécies Aniba roseodora (galhos), Licaria martiniana (folhas e
galhos), Ocotea splendens (folhas), Mezilaurus duckei (folhas e galhos) foram analisadas
guanto as suas atividades antioxidante e inibidora de acetilcolinesterase, e todas apresentaram
acdo antioxidante, mas apenas a espécie Mezilaurus duckei, apresentou inibicdo do
crescimento da enzima [112]. Também existem estudos que comprovam a agdo antioxidante
da espécie Nectandra megapotamica coletada aqui no estado de MS [113]. Porém os OE
obtidos das folhas e cascas da espécie N.lanceolata ndo apresentaram atividade antioxidante,

portanto foram considerados ineficientes como sequestradores de radicais livres.
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5.3 Analises Cromatograficas

5.3.1 Cromatografia Gasosa Acoplada ao detector de ionizacdo em chama (CG-DIC)

O OE obtido das folhas e cascas da N. lanceolata foram analisados por CG-DIC, em
duas colunas de polaridade diferente para maior precisdo na identificagdo dos constituintes
quimicos, levando em consideracdo a diferenca de polaridade entre eles, e também a hipétese
que duas substancias diferentes podem ter mesmo indice de kovats.

Abaixo (Figura 9 e 10) estdo demonstrados os cromatogramas obtidos para folha e

casca na coluna polar.

I.I.‘l . ] A__JL

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
=] =] 10 12 14 16 12 20 22 24 2B 28 =0 32 =4 36 35 40 42 44 45 45 =0 o2 =4
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Figura 9. Perfil cromatogréafico do 6leo essencial obtido das folhas da N. lanceolata, coluna ZB5 40m (0,25 mm

x 0,25 um), fase estacionéria 5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano.
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Figura 10. Perfil cromatografico do 6leo essencial obtido das cascas da N. lanceolata, coluna ZB5 40m (0,25

mm x 0,25 um), fase estacionéria 5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano.

Cromatogramas obtidos para folhas e cascas utilizando coluna apolar (Figura 11 e 12).
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Figura 11. Perfil cromatografico do 6leo essencial obtido das folhas da N. lanceolata por CG-DIC, coluna 100%

polietilenoglicol
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Figura 12. Perfil cromatogréafico do 6leo essencial obtido das cascas da N. lanceolata por CG-DIC, coluna 100%

polietilenoglicol.

Pode-se observar através dos cromatogramas obtidos por CG-DIC para o 0leo
essencial das folhas e cascas da N. lanceolata a presenca de compostos monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos, também observa-se a diferenca entre os cromatogramas obtidos
para cada coluna (polar e apolar), a afinidade dos compostos com a coluna pode ser analisada
comparando os tempos de retencdo em que 0s picos eluirdo e também a intensidade dos sinais
de cada pico.

Em uma andlise preliminar é possivel afirmar a diferenca entre o nimero de
compostos (picos) no OE da folha e casca, e também a intensidade destes em cada amostra.

Portanto por meio desta analise nota-se a diferenga na composicao guimica mesmo se

tratando de um 6leo volatil obtido de mesma espécie (N. lanceolata), confirmando que o 6leo
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extraido de uma mesma planta pode diferir quimicamente, dependendo do érgdo da planta

(folha e casca) utilizado para extragéo.

5.3.2 Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-EM)

O OE obtido das folhas da espécie N. lanceolata apresentou uma grande diversidade
de compostos destacando-se como compostos majoritarios 0s sesquiterpenos B-bourboneno,

cariofileno, biciclogermacreno e espatulenol, como apresentados na Figura 13.

o i) Cro E 3 -
: etV biciclogermacreno
cariofileno r .

espatulenol
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Figura 13. Perfil cromatogréafico do 6leo essencial obtido das folhas da N. lanceolata por CG-EM

Entretanto, o 6leo obtido das cascas da mesma espécie (N. lanceolata) apresentou uma
composi¢cdo quimica diferente, apresentando como compostos principais 0 monoterpeno o.-

pineno, seguido dos sesquiterpenos B-selineno, guaiol, a-eudesmol (Figura 14).

—r E\gj:j/h a.-eudesmol
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Figura 14. Perfil cromatogréafico do 6leo essencial obtido das cascas da N. lanceolata por CG-EM.

As analises em CG-EM confirmaram que os 6leos obtidos das folhas e cascas da

espécie N.lanceolata sdo ricos em compostos terpénicos, em maior quantidade os
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sesquiterpenos para ambos os OE, entretanto estes diferiram quimicamente em sua
composicao, sendo que o 6leo da folha apresentou somente sesquiterpenos entre 0s compostos
majoritarios, ja o OE das cascas tem em sua composicao entre 0s principais constituintes

quimicos, 0 monoterpeno a-pineno.

5.4 ldentificacdo dos Constituintes Quimicos

5.4.1 Constituintes Quimicos Folhas

Por meio dos cromatogramas obtidos por CG-DIC e CG-EM e célculo dos indices de
Kovats foi possivel a identificacdo dos constituintes quimicos (Tabela 4) do 6leo essencial
obtido das folhas da N. lanceolata, 30 compostos (91,03%) foram identificados entre eles
monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos, destacando em maior porcentagem no OE os

hidrocarbonetos sesquiterpénicos (59,36%).

Tabela 4. Constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas da Nectandra lanceolata

N COMPOSTOS TR  CONC. (%) IK¢ IK" PB-IM
Hidrocarbonetos Monoterpénicos 1,84%

1 0-pineno 7,87 0,58 927 932 93-136

2 B-pineno 9,53 0,63 973 974 93-136

3 Limoneno 11,65 0,63 1026 1024 68-136

Monoterpenos Oxigenados 0,2%

4 Linalool 14,82 0,2 1099 1095 71-136
Acidos Graxos 0,08%

5 Acido Butanoico 18,72 0,08 1184 1197 67-101
Fenilpropandéides 6,03%

6 Vanilina 30,57 6,03 1454 1452 161-204
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos 59,36%

7 Elemeno 25,19 0,42 1328 1335 121-204

8 a-cubebeno 25,85 0,17 1343 1345 105-204

9 a-ylangeno 26,78 0,23 1364 1375 105-204

10 a-copaeno 27,07 3,31 1371 1374 119-204

11 B-bourboneno 27,40 5,96 1379 1387 81-204

12 B-elemeno 27,68 2,58 1389 1389 81-204

13 a-gurjuneno 28,38 0,24 1401 1409 105-204

14 E cariofileno 28,93 12,45 1415 1417 93-204

15 B-cubebeno 29,33 1,44 1424 1387 161-204
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16 Aromadendreno 29,73 1,75 1434 1439 91-204
17 1-methoxy-naphthaleno 29,94 0,49 1439 1444 161-204
18 Allo-aromadendreno 30,24 0,49 1446 1458 91-204
29 y-muuroleno 31,22 1,34 1470 1478 161-204
22 Germacreno D 31,46 4,56 1476 1484 161-204
21 Biciclogermacreno 32,07 18,21 1491 1500 121-204
22 y-patchouleno 32,98 5,45 1513 1502 161-204
Sesquiterpenos Oxigenados 22,07%
23 a-copaen-11-ol 33,53 0,27 1527 1539 161-204
24 Espatulenol 35,29 16,91 1572 1577 91-220
25 Oxido cariofileno 35,91 1,0 1588 1582 79-205
26 a-acorenol 37,40 2,27 1627 1632 119-220
27 a-epi-muurolol 37,84 1,47 1639 1640 161-222
28 Aromadendreno epéxido 38,96 0,69 1669 1639 107-220
Diterpenos 1,18%
29 Farnesilacetona 47,24 0,38 1906 1913 69-161
30 Geranil 55,63 0,8 2176 2217 69-136
Total 91,03%

Legenda; TR= Tempo de Reten¢io; Conc= concentragio; IK = Indice de Kovats Calculado; IK'=Indice de Kovats da
Literatura; PB= Pico Base; IM= fon Molecular

5.4.2 Constituintes Quimicos Cascas

Para o OE das cascas foi possivel a identificacdo de 36 compostos (Tabela 5) que
equivale a 92,19 % da composicdo total, entre eles monoterpenos e sesquiterpenos,

destacando-se 0s sesquiterpenos oxigenados (39,89%).

Tabela 5. Constituintes Quimicos das cascas da Nectandra lanceolata

N Compostos TR Conc. % IK€ IK" PB IM
Hidrocarbonetos Monoterpénicos 14,09%

1 o-pineno 7,87 6,9 927 932 93-136

2 Canfeno 8,47 0,89 943 946 93-136

3 B-pineno 9,53 2,19 973 974 93-136

4 Carenox< 0-3-> 10,77 0,09 1006 1008 93-136

5 Limoneno 11,65 3,68 1026 1024 68-136

6 Y-terpineno 12,90 0,1 1054 1054 93-136

7 Terpinoleno 14,1 0,24 1082 1086 93-136
Monoterpenos Oxigenados 3,31%

8 Fenchol 15,64 0,57 1116 1118 81-121

Borneol 18,05 0,68 1165 1182 95-154

o
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10 Terpine-4-ol 18,44 0,26 1187 1174 71-136
11 y-terpineol 19,13 1,8 1193 1199 59-139
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos 31,54%
12 a-cubebeno 25,85 0,94 1343 1345 105-204
13 Ciclosativeno 26,77 0,71 1354 1369 161-204
14 0-copaeno 27,07 2,96 1371 1374 119-204
15 B-bourboneno 27,40 0,11 1379 1387 81-204
16 B-elemeno 27,68 0,96 1385 1389 81- 204
17 0-gurjuneno 28,39 0,46 1401 1409 105-204
18 E-cariofileno 28,89 2,48 1459 1464 91- 204
19 B-copaeno 29,33 0,27 1424 1430 161-204
20 1-methoxy-naphthaleno 29,67 0,34 1432 1444 161-204
21 Alloaromadendreno 30,56 3,81 1446 1458 91 -204
22 y-muuroleno 31,22 1,35 1470 1478 161-204
23 B-Selineno 31,73 6,25 1482 1489 161-204
24 Y-gurjuneno 32,06 2,75 1490 1475 91-204
25 y-cadineno 32,99 7,68 1513 1513 161-204
26 a-calacoreno 33,85 0,47 1535 1544 157-200
Outros 3,36%
27 Acetato elemol 34,18 1,3 1655 1680 59-204
28 Palustrol 34,97 0,62 1564 1567 111-222
29 Acetato cariofileno 35,25 1,44 1750 1701 79-220
Sesquiterpenos Oxigenados 39,89%
30 Globulol 35,60 2,3 1580 1590 109-222
31 Guaiol 36,09 13,18 1592 1600 161-222
32 Viridiflorol 36,51 2,62 1603 1592 109-222
33 Cubenol 37,23 7,6 1623 1627 161-204
34 a-epi-cadinol 37,77 4,82 1637 1638 161-222
35 o-eudesmol 38,27 7.0 1651 1652 161-204
36 Bulnesol 38,63 2,37 1660 1670 107-222
Total 92,19%

Legenda; TR= Tempo de Retencio; Conc= concentracio; IKC= Indice de Kovats Calculado; IK'=Indice de Kovats da

Literatura; PB= Pico Base; IM= fon Molecular

A composicdo quimica encontrada para N. lanceolata difere das ja descritas na

literatura para o género Nectandra. Em N. rigida (folhas) os majoritarios encontrados foram

a-felandreno e B-felandreno, no 0leo essencial das folhas da N. augustifolia foi identificado

como composto majoritario o a-terpinoleno, ja para o 6leo essencial da casca da N. salicina os

principais compostos foram atractilona e germacreno D [94, 95, 96]. Importante destacar que
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este € o primeiro trabalho relatando a composi¢do quimica do OE da espécie N. lanceolata no
estado de Mato Grosso do Sul.

Os monoterpenos a-pineno, B-pineno e limoneno estdo presente em ambos o0s Gleos
volateis, porém em maior propor¢do no OE das cascas, assim como 0 sesquiterpeno o-
cubebeno.

Os sesquiterpenos E-cariofileno e B-bourboneno estdo presentes em maior proporcao
no Oleo das folhas, além destas diferencas em propor¢des dos constituintes em cada OE
também é notavel a diferenca na presenca de monoterpenos em maior porcentagem no OE das

cascas.

5.5 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A melhor separacéo foi determinada para concentragdo de 85/15 de hexano/acetato de
etila He/AcEt (Figura 15).

-

¥y u

a) b)

Figura 15. Perfil cromatografico obtido por CCD para dleo das folhas (a) e cascas (b) da Nectandra lanceolata.

5.5.1 Cromatografia em camada delgada preparativa do 6leo essencial das folhas

O OE obtido das folhas da N. lanceolata foram aplicados nas placas cromatogréaficas,
(Figura 16) sendo assim possivel a separacdo de 5 fracGes, obtendo-se 0 enriquecimento de

alguns compostos e também o isolamento de um composto.
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Figura 16. Fracionamento do dleo bruto das folhas por CCDP

Através do fracionamento do OE bruto obteve-se o enriquecimento de alguns
composto e também o isolamento do composto y-patchouleno, na fracdo 5 pode-se observar o
enriquecimento de 2 diterpenos, Farnesilacetona e Geranil (Figura 17), sendo que este
composto é descrito na literatura por diversos autores por sua elevada atividade

antimicrobiana e também por sua atividade citotoxica [79, 80, 81, 82].

1. Farnesil acetona 1

2. Geranilgeraniol g
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Figura 17. Cromatograma obtido do dleo essencial das folhas por CG-EM para fragdo 5

5.5.2 Cromatografia em camada delgada preparativa do 6leo essencial das cascas

O oleo essencial obtido das cascas da N. lanceolata foi aplicados em 3 placas

cromatogréficas (Figura 19) , sendo assim possivel a separacdo de 8 fracOes, nestas alguns
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compostos mostraram-se em maior proporcdo que no 6leo bruto, e obteve-se também o

isolamento de um composto.

Figura 18. Fracionamento do 6leo bruto das cascas da N. lanceolata por CCDP

Na fracdo 3 (Figura 19 a)) pode-se observar o enriquecimento do composto cubenol, e
na fracdo 7 (Figura 20 b) dos compostos borneol e a-terpineol.

Fracdo 3
Cubencl HO
b l.l A P
a) 200 Wwo r =
Bomeol e o- terpineol Fragdo 7
o 1
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.
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Figura 19.Cromatograma obtido do 6leo essencial das cascas por CG-EM para fragdo 3(a) e 7(b)

Na fracdo 5 (Figura 20) o composto majoritario (Guaiol) do 6leo essencial da casca foi

isolado.
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Figura 20. Cromatograma obtido do dleo essencial das cascas por CG-EM para fragdo 5.

5.6 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

5.6.1 Atribuicdo do composto isolado: sesquiterpeno y-patchlouleno

O composto isolado na forma pura (Figura 21) a partir do fracionamento do 6leo das
folhas de N. lanceolata, teve sua estrutura confirmada apds analise mais detalhadas.

Inicialmente, ndo foi possivel atribuir sua real identidade devido a dados discrepantes
entre o indice de Kovats e os espectros de massas da base de dados de Adams. Estas
discrepancias se deveram ao fato das informacgdes ndo serem confirmadas, pois ocorreram
diferencas significativas entre as massas moleculares dos compostos sugeridos para uma
determinada faixa de indice de Kovats, onde se encontra o composto analisado. As
informacGes fornecidas pelo indice de Kovats e o espectro de massas do composto (Figura 22)
foram capazes de caracterizar que se tratava de um sesquiterpeno com massa molecular 204

g.mol™.

Fracdo 4

b

bl i ik it it i i b il b ki) LA S A RALE ML) LLbl L) Akl LA LA RAAE LALE LALS LAkl LAt Ml LAAE)
2 04 B B 1012 416 1820 N MW XN 02 M I B 424 M6 5052 M HE S

Figura 21. Cromatograma do composto isolado do 6leo essencial das folhas com indice de kovats 1513.
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Figura 22. Espectro obtido por CG-EM para o composto isolado do 6leo essencial das folhas.

A atribuicdo de que se tratava do composto y-patchouleno foi baseada na unido dos
dados de espectro de massa e ressonancia magnética nuclear (RMN de 'H e 3C). Nestes
espectros observamos que o composto isolado apresentava uma ligacdo dupla. Atraves do
espectro de RMN de *C (Figura 23) pode-se confirmar que se tratava de uma dupla
exociclica, por meio da andlise do espectro de DEPT-135 (Figura 24), em que € possivel
observar os sinais dos carbonos da ligacdo dupla (6 106 ppm e & 153 ppm), a dupla ligacédo
também ¢é evidenciada pelos deslocamentos de prétons olefinicos em & 4,66-4,69 (Figura 25)

ppm (Figura 25), demonstrando que existe o sistema —CH=CH,.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 &80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figura 23. Espectro de RMN *3C obtido para fracio 4 do 6leo essencial das folhas..
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Figura 24.Espectro de DEPT-135 para fracdo 4 do 6leo essencial das folhas.
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Figura 25. Espectro de * H obtido por RMN para fracéo 4 do 6leo essencial das folhas.
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Sabendo que o composto analisado apresentou um indice de Kovats de 1513, aliado as
informagdes dos espectros (EM, RMN) foi possivel excluir diversos compostos
sesquiterpénicos com indice de Kovats proximo, devido a discrepancias referentes a massa
molecular, presenga de compostos saturados, presenca de compostos oxigenados, presenca de
compostos monoinsaturados endociclicos e compostos poliinsaturados. Desta forma,
chegamos a estrutura do y-patchouleno (Figura 26), que apresenta dados espectrais que

corroboram com sua estrutura quimica.

Figura 26. Estrutura do y-patchouleno, sesquiterpeno isolado do 6leo das cascas de Nectandra lanceolata.

O IK listado para este composto na literatura é 1502, este composto € relatado na
literatura originado do Oleo de Pogostemon cablin Benth. (Lamiaceae) popularmente
conhecida como patchouli, este OE é amplamente empregado em inddstrias de perfumaria e
cosméticos [114,115], sdo também conhecidas atividades antibacteriana, antioxidante,
inseticida, e repelente contra insetos [116, 117, 118,119]. Pode-se atribuir todas as
caracteristicas deste OE a sua composicdo quimica que apresenta como componente
majoritario o patchoulol ou alcool patchouli, um sesquiterpeno oxigenado, e também grande
namero de outros hidrocarbonetos sesquiterpenos, em torno de 27 compostos, tais como, a, o,
B, v — patchoulenos, a-bulneseno, a-guaieno e seicheleno, com estruturas claramente

relacionadas ao patchoulol e outros sesquiterpenos [115, 117, 120, 121, 122].

5.7 Analise Antimicrobiana

O OE obtido das folhas e cascas da N. lanceolata foram submetidos a uma triagem
inicial utilizando o método de disco difusdo em agar, sendo que na triagem prévia somente o
Oleo essencial obtido das cascas desta espécie foi considerado ativo contra a bactéria

Acinetobacter baumannii.
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Apos incubacdo das placas a 37°C por 24 horas foi realizada a leitura dos resultados
medindo-se o didmetro do halo formado ao redor dos discos como mostrado na Figura 26.

@ Oleo essencial cascas
@ Oleo essencial folhas

Figura 27. Teste da atividade antimicrobiana dos 6leos por disco-difusdo

Foi considerado como resultado final de cada extrato a média das duas medidas da
duplicata e como suscetivel halo igual ou acima de 8 mm de diametro considerando também o

didmetro do disco (Tabela 6), como controle positivo foi usado disco de tigeciclina.

Tabela 6. Diametro dos halos de inibicdo pela técnica de disco-difuséo

Oleos essenciais Acinetobacter Interpretagio*
baumannii (halo)

N.lanceolata casca 18 mm S

N.lanceolata folha 0 mm R

Legenda: S=sensivel; R= resistente

Como o dleo essencial da casca mostrou-se ativo contra a bactéria testada, foi
realizado em seguida com este Gleo o teste de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM).

A leitura dos resultados para determinacdo da CIM foi considerada como positiva para

os orificios que apresentaram coloracdo azul indicando auséncia de crescimento visivel e

negativa os de coloracdo vermelha significando a presenca de células vidveis, como

visualizado na Figura 28.
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Figura 28. Teste da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) dos OE pelo método de microdilui¢do em placa
Legenda: O1 e 02: Oleo essencial casca; C+: controle positivo (Acinetobacter baumannii + polimixina B +
caldo Muiller-Hinton); CT: controle da toxicidade do Tween 80 (Acinetobacter baumannii + tween 80 + caldo
Muiller-Hinton); C-: controle negaitivo (Acinetobacter baumannii + caldo Muller-Hinton); CE: controle de
esterilidade do extrato (6leo + caldo Miller-Hinton.

O controle positivo permitiu validar a técnica, ja que a polimixina B foi eficiente em
inibir o crescimento do Acinetobacter baumannii, o controle do Tween 80 permitiu verificar
gue este ndo inibe por si s6 0 micro-organismo, ja o controle negativo permitiu verificar que a
bactéria tinha capacidade de se desenvolver nas condicdes propiciadas ao cultivo e que nada
do que foi adicionado, com excecdo dos Oleos ou antibidticos, inibia seu crescimento, o
controle de esterilidade dos 6leos permitiu verificar que estes ndo possuiam nenhum micro-
organismo interferente.

As diluicbes do 6leo essencial da casca apresentaram CIM de 1800 pg/mL, e de
acordo com a literatura, 6leos essenciais com CIM até 500 pg/mL sdo considerados com forte
atividade antimicrobiana, com CIM entre 600 e 1600 pg/mL possuem atividade moderada e

CIM acima de 1600 pg/mL é considerado com atividade fraca [98, 124].
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Em estudos realizados com OE da espécie Callistemon viminalis (Myrtaceae),
utilizando o teste de Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) frente a bactérias Gram negativas
e Gram positivas, este OE apresentou CIM igual ou superior a 2000 pg/mL para as bactérias
testadas [123], valor proximo aos resultados obtidos para 0 OE da N. lanceolata, sendo que a
espécie Callistemon viminalis apresentou em sua composi¢cdo quimica um alto teor de
monoterpenos e alguns deles como limoneno, terpineno, fenchol, terpinen-4-ol, também
foram identificados no OE da espécie N. lanceolata.

Dados literérios evidenciam que outras espécies da familia possuem atividade
antimicrobiana comprovada, em um estudo com Oleos essenciais de quatro espécies de
Lauraceae, pelo mesmo método utilizado no presente estudo (CIM), definiu-se que a espécie
Cinnamomum zeylanicum apresentou melhor atividade antifungica diante de vérias cepas,
logo em seguida vieram as espécies Aniba roseodora e Sassafras albidum, sendo que ja havia
sido citado o efeito antifingico de Aniba roseodora por outros autores inibindo o crescimento
de E.coli e Staphylococcus aureus [101,102]. O OE da espécie Cinnamomum camphora Nees,
em um estudo realizado em 2010 mostrou atividade frente a 19 micro-organismos dentre eles,
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, utilizando mesma metodologia adotada neste
estudo [104].

A atividade antimicrobiana deste OE pode ser atribuida a presenca dos monoterpenos
(a-pineno, B-pineno, limoneno) em maior concentragdo que no OE obtido das folhas, esta
acdo tem sido explicada pelo efeito toxico na estrutura e funcdo da membrana celular, como
resultado do carater lipofilico, os monoterpenos irdo, preferencialmente, se deslocar da fase
aquosa em direcdo as estruturas da membrana, o que resulta em expansdo da membrana,
aumento da fluidez e permeabilidade da membrana, desordenando as proteinas embebidas na
membrana, inibindo a respiracdo e alterando o processo de transporte de ions [99,100]. Dessa
forma, danos estruturais a membrana citoplasmatica levam ao comprometimento das fungoes,
como barreira seletiva e local de a¢do enzimatica e geracao de energia [99].

Portanto o préximo passo na avaliacdo da atividade deste OE é a capacidade de

sinergismo com antibi6ticos disponiveis comercialmente.
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5.8 Analise Antitumoral
5.8.1 Andlise antitumoral in vitro dos 6leos de folhas e cascas de N. lanceolata

No teste de capacidade antiproliferativa frente as nove linhagens de células
cancerigenas, observou-se que a melhor atividade para o OE obtido das cascas (Tabela 7).

Tabela 7. Valores de TGI* (pg/mL) dos 6leos de folhas e cascas de N. Lanceolata

Cédigos Células Oleo cascas Oleo folhas  Doxorrubicina
U251 Glioma SNC 37,3 75,8 0,83
MCE-7 Mama 77,0 89,0 9,8
T R O
786-0 Rim 67,5 102,8 13,1
NCI-H40 Pulmio 70,1 85,6 12,9
PC-3 Préstata 47,0 >250 4,9
OVCAR-03 Ovirio 61,6 195,2 5,5
HT29 Célon 195,2 107,0 >25
K562 Leucemia 14,6 72,4 3,4
HaCat Queratindcitos 90,6 101,7 9,1
imortalizados ’ ’ ’
Média TGI** 71,4 >123,0 >11,2

Legenda; TGI= concentracio (em pg/mL) necessdria para inibir totalmente a proliferagio celular; Média TGI=

atividade citostdtica média da amostra considerando-se apenas linhagens tumorais.

O Instituto Nacional do Cancer Americano preconiza que um extrato é promissor
quando o IC50 (capacidade de 50% de inibicdo) € inferior a 30 pg/mL [111]. Para valores
expressos em TGl os parametros encontrados apontam que valores de TGI>50 ppm séo
considerados inativos, 15 ppm < TGI < 50 pmm sdo considerados fracamente ativos, 6,25
ppm < TGI <15 ppm moderadamente ativos e valores de TGl < 6,25 ppm potencialmente

ativos.
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Portanto analisando os resultados obtidos pode-se observar que o 6leo essencial
(bruto) obtido das cascas apresentou melhor atividade contra duas, das nove células
cancerigenas avaliadas (Glioma e Leucemia), com uma melhor atividade para a célula de
leucemia, este resultado pode ser atribuido a presenca dos compostos, borneol, cariofileno E,
y-terpineol, a-pineno, que apresentaram atividade antitumoral comprovada em estudos onde
foram testados de forma isolada [26]. O limoneno, composto deste OE, também ja foi alvo de
diversos estudos contra células cancerigenas, e apresentou eficacia inibindo o crescimento de
diversos tipos de tumores, entretanto a alta dose requerida (1000mg/kg/dia) limitou sua
utilizacdo clinica, atualmente outros monoterpenos tém sido estudados [103].

Através de dados literarios analisados pode-se constatar que outras espécies da familia
Lauraceae tem apresentado atividade antitumoral como a espécie N. membranosa e também a
espécie N. salicina que apresentou em seu OE 0s compostos a-pineno, B-pineno entre 0s
compostos principais, e estes quando testados individualmente, sdo capazes de induzir
toxicidade elevada sobre as células tumorais [31].

A andlise destes dados literarios e os resultados obtidos neste estudo relaciona
novamente a atividade antitumoral do 6leo essencial da casca da N.lanceolata a presenca de
um maior teor de monoterpenos quando comparado ao OE obtido das folhas da mesma
espécie.

Atualmente muitos resultados dos ensaios antitumorais sdo expressos em inibicao do
crescimento total (TGI), devido a este fato a Tabela 7 apresenta estes valores. Conforme
dados de TGI da literatura (112 ) pode-se atribuir que o 0leo apresenta moderada atividade,
contra a linhagem celular mais sensivel, leucemia (K562). Esta atividade foi semelhante a dos
6leos de Magnolia ovata (Magnoliaceae), os quais apresentaram valores de TGI proximos ao
deste trabalho (12-16 mg.mL™) para células da linhagem cancer de mama (MCF?7), préstata
(PC3) e glioma (U251).

5.8.2 Fracionamento do 6leo da casca e ensaios antitumorais

A fim de analisar o efeito do fracionamento na atividade antitumoral foram realizados
testes contra duas linhagens celulares (786-0 e HT-29). Para estes ensaios antitumorais foram
testadas seis fracdes obtidas do fracionamento do 6leo das cascas de N. lanceolata, o qual se
mostrou mais ativo quando comparado ao Gleo das folhas. As fracbes foram obtidas a partir

de cromatografia em camada delgada preparativa, procedimento este que utilizou 3 placas
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para a obtencdo das seis fracdes analisadas, as quais foram reunidas de acordo com o perfil
cromatografico em CCD. A Tabela 8 mostra as massas obtidas por placa apos a purificacéo,
com a aplicacdo de 100 mg de 6leo.
Tabela 8. Quantidade de dleo nas fragGes, resultantes do fracionamento do 6leo das cascas de N.
lanceolata (quantidades obtidas por placa em mg)

Sigla da amostra Nome Quantidade (mg)
LCIC Lauracea Casca Fracio 1 6
LC2C Lauracea Casca Fragio 2 5
LC3C Lauracea Casca Fragio 3 16
LC4C Lauracea Casca Fracio 4 11
LC5C Lauracea Casca Fragio 5 17
LC6C Lauracea Casca Fragio 6 6

Apos obtencao das fragdes em quantidades suficientes, as mesmas foram submetidas
aos testes antitumorais, a fim de verificar se o0 enriquecimento de compostos ou mudancgas no
perfil quimico, quando comparado ao Oleo bruto, repercute em mudancas na atividade
antitumoral. Para este teste usou-se duas células tumorais, sendo estas a linhagem 786-0 e
HT-29. Foi também utilizada a célula normal, ndo tumoral, NIH-3T3. Os resultados de GI%

estdo expressos na Tabela 9 (em Glsp) e Tabela 10 (em TGI).

Tabela 9. Valores de GI50 (ug/mL) em linhagem de células tumorais 786-0 e HT-29 e em células ndo tumorais

NIH/3T3
Amostra 786-0 HT-29 NIH/ 3T3
Oleo casca <0,25 <0,25 26,70
LC1C 0,77 <0,25 224,97
LC2C 3,37 <0,25 >250
LC3C <0,25 9,53 >250
LC4C 5,85 <0,25 >250
LC5C 8,83 <0,25 82,39

LC6C 18,09 <0,25 65,87
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DOXO 0,12 0,25 2,27

*Legenda; 786-0=Rim; HT-29=Célon; NIH/3T3=Célula nio tumoral.

Tabela 10. Valores de TGI (ug/mL) das frac6es do dleo das folhas contra linhagens de células tumorais 786-0 e

HT-29 e em células ndo tumorais NIH/3T3.

AMOSTRA 786-0 HT-29 NIH/ 3T3

Oleo casca 67,5 195,2 90,6
LC1C 89,01 47,89 >250
LC2C 32,44 51,29 >250
LC3C 45,96 89,57 >250
LC4C 52,14 79,50 >250
LC5C 63,33 58,99 218,79
LC6C 70,21 39,58 132,89
DOXO 13,1 >25 9,1

*Legenda; 786-0=Rim; HT-29=Célon; NIH/3T3=Célula nio tumoral.

Conforme os resultados expostos nas Tabelas 9 e 10 podem-se observar, que o
fracionamento do 0Oleo das cascas, afetou a atividade das fracdes quando comparada ao 0Oleo
bruto. Através deste fracionamento, foram obtidas em quantidades significativas 6 fracdes, as
quais foram encaminhadas para testes antiproliferativos contra células tumorais. Comparado
com o Oleo bruto das cascas, notou-se que as fracdes aumentam o poder de inibicdo de
crescimento das células. Foram usadas as celulas 786-0 e HT-29, sendo estas linhagens
tumorais e NIH/3T3 como linhagem nao tumoral. Conforme a Tabela 10 pode-se observar
que 4 fracbes acentuaram seu efeito quando comparado ao 6leo bruto, no ensaio frente a
linhagem 786-0, com destaque para a fracdo LC2C que apresentou o valor de TGI de 32,44
pg/mL. Ja para as células tumorais HT-29, todas as fragbes apresentaram melhor efeito
inibitorio, quando comparadas ao valor de TGI do 6leo bruto das cascas, sendo que a fracao
LC6C apresentou 0 menor valor de TGI (39,58 pg/mL).

Este fracionamento do 6leo da casca possibilitou o enriquecimento de compostos em
todas as fracGes obtidas. Na fracdo LC1C notou-se a maior quantidade de componentes, com
destagque para os sesquiterpenos cadineno, 6xido de cariofileno e cubenol. Esta fracdo foi a

segunda mais ativa contra a linhagem HT-29 com valor de TGI 47,89 pug/mL.
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Na fragdo LC2C a composicdo foi também predominante de sesquiterpenos com

destaque para guaiol e a-cadinol. Na fragdo LC3C guaiol, cubenol e a-cadinol foram os

principais sesquiterpenos identificados. Na fracdo LC4C guaiol e a-cadinol; na fragdo LC5C

a-copaeno, cariofileno, allo-aromadendreno, éxido de cariofileno e cadineno); na fracdo

LC6C cadineno, 6xido de cariofileno, cubenol e a-cadinol, foram os principais componentes.

As (Figuras 29 & 35) demonstram o perfil das fragdes comparadas ao 6leo bruto.
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Figura 29. Cromatograma do 6leo bruto da casca (N. lanceolata).
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Figura 30. Cromatograma da fragdo 1, LC1C
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Figura 31. Cromatograma da fragdo 2, LC2C
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Figura 32. Cromatograma da fracdo 3, LC3C
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Figura 33. Cromatograma da fragéo 4, LC4C
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Figura 34. Cromatograma da fragdo 5, LC5C
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Figura 35. Cromatograma da fragéo 6, LC6C

A identificacdo dos compostos principais das fracdes, foi baseada em analises dos
indices de retencdo de Kovats e pelos espectros de massas dos compostos. Nas Figuras 36 &
41 s&o expostos 0s espectros destes compostos, 0s quais foram os majoritarios nas fracdes.
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Figura 36. Espectros (a, b,c) dos principais compostos da fra¢do 1, LC1C
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6 CONCLUSAO

Os oleos essenciais de N. lanceolata foram obtidos com rendimentos de 0,09% para
folhas e 0,04% para cascas.

A composicao de componentes volateis foi diferente para as partes estudadas (folhas e
cascas). Nas folhas o principal composto encontrado foi o biciclogermacreno enquanto no OE
da casca foi 0 guaiol, os monoterpenos a-pineno, B-pineno e limoneno estdo presente em
ambos os Oleos volateis, porém em maior propor¢do no OE das cascas, assim como 0
sesquiterpeno a-cubebeno. Os sesquiterpenos cariofileno E e B-bourboneno estdo presentes
em maior proporcdo no Oleo das folhas, além destas diferencas em propor¢des dos
constituintes em cada OE também é notavel a diferenca na presenca de monoterpenos em

maior porcentagem no OE das cascas.

Os 6leos foram testados contra a bactéria resistente Acinetobacter baumanni, onde se
observou que o OE das cascas foi mais ativo apresentando um halo de inibicdo de 18 mm,

sendo que a bactéria € sensivel ao 6leo. O 6leo das folhas apresentou-se inativo.

Foi possivel o isolamento de um composto na forma pura a partir do 6leo essencial das

cascas, 0 sesquiterpeno y-patchouleno, portanto a casca pode ser fonte natural deste composto.

Os oOleos foram testados em ensaios antitumorais contra 9 linhagens de células
tumorais, os resultados demonstraram que o Oleo essencial das cascas € mais ativo. A
linhagem mais sensivel ao 6leo das cascas foi K562 (leucemia) com valor de TGI igual a 14,6

mg.mL™.

Ja para o 6leos essenciais das folhas a linhagem mais sensivel foi também a K562

(leucemia), porém com um valor de TGI mais elevado (72,4 pg.mL™).

O Oleo das cascas foi fracionado visando um estudo de atividade bioguiada,
relacionada a atividade antitumoral. Foram obtidas 6 fracGes com quantidades significativas
de terpenos, em todas as fracGes foram observados enriquecimentos de componentes quando

comparados ao 6leo bruto.
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As fracOes foram testadas contra duas linhagens (786-0 e HT-29). A maioria das
fracBes apresentou melhoria na atividade quando comparada ao 6leo bruto. Os valores mais
significativos de TGI foram para a fracdo LC2C (32,44 pug.mL™) contra linhagem celular 786-
0 e LC6C (39,58 pg.mL™) contra HT-29. Tal resultado demonstra que o fracionamento pode
ser util no estudo de atividades biolégicas de 6leos essenciais, podendo resultar em atividades

relevantes.
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Figura 42. Cromatograma obtido por CG-EM para fragdo 1 do OE das folhas
Fonte: Acervo pessoal
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Figura 43. Espectro obtido por CG-EM para fragdo 1 do OE das folhas
Fonte: Acervo pessoal
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Figura 44. Cromatograma obtido por CG-EM para fragdo 2 do OE das folhas
Fonte: Acervo pessoal
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Figura 45. Espectro obtido por CG-EM para fracdo 2 dos OE das folhas
Fonte: Acervo pessoal
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Figura 46. Cromatograma obtido por CG-EM para fragéo 3 do OE das folhas
Fonte: Acervo pessoal
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Figura 47. Espectro obtido por CG-EM para fragdo 3 do OE das folhas

Fonte: Acervo pessoal
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Figura 48. Espectro obtido por CG-EM para fracdo 5 do OE das folhas

Fonte: Acervo pessoal
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