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RESUMO

O género Ocotea Aubl. (Lauraceae), amplamente distribuido no estado do Rio
Grande do Sul, foi investigado visando a andlise quimica dos Oleos volateis e a
avaliagdo in vitro das atividades anti-inflamatéria, antioxidante e antifingica dos
Oleos obtidos. Foram coletadas quatro espécies de Ocotea (O. acutifolia, O.
indecora, O. puberula e O. silvestris) em diversas localidades do Rio Grande do Sul.
A composicdo quimica foi determinada por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas, onde o0s Oleos apresentaram predominancia de
sesquiterpenos. Nao foi observada a presenca de monoterpenos nas espécies
estudas, exceto para uma das coletas realizadas para O. indecora, cujo 6leo
apresentou 16% de monoterpenos hidrocarbonetos, representados em especial por
beta-pineno. Para uma das espécies, O. acutifolia, foi observada a predominancia de
um diterpeno no 6leo. A atividade anti-inflamatéria foi realizada pelo método da
camara de Boyden, sendo que nenhum Oleo analisado apresentou atividade. Na
avaliacdo da atividade antioxidante, esta foi determinada pela reagdo com 2,2-
difenil-1-picrilidrazila (DPPH) por espectrofotometria. Apenas o 6leo de O. silvestris
foi testado, e o resultado foi negativo para essa atividade. A avaliacdo da atividade
antifangica foi realizada através da concentracdo inibitéria minima e os Oleos
volateis testados apresentaram uma inibicdo no crescimento da cepa de Candida
parapsilosis numa concentracdo de 500 pg/mL.

Palavras-chave: Ocotea, 6leo volatil, Lauraceae, atividade anti-inflamatoria, atividade
antioxidante e atividade antifungica.
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ABSTRACT

VOLATILE OILS OF OCOTEA NATIVE SPECIES OF RIO GRANDE DO SUL:
CHEMICAL COMPOSITION AND ANTIOXIDANT, ANTI-INFLAMATORY AND
ANTIFUNGAL ACTIVITIES
The genus Ocotea Aubl. (Lauraceae), widely distribuited in the state of Rio Grande
do Sul, was investigated aiming to chemical analysis of volatile oils and in vitro
evaluation of anti-inflammatory, antioxidant and antifungal activities of the obtained
oils. Four species of Ocotea (O. acutifolia, O. indecora, O. puberula and O. silvestris)
were collected from different localities of Rio Grande do Sul. The chemical
compositions was determined by gas chromatography coupled to mass spectrometry,
where the oils showed a predominance of sesquitepenes. O. indecora, except for, it
was observed the absence of monoterpenos in the studied species. In this species,
the oil presents 16% hydrocarbon monoterpenos represented in particular beta-
pinene. For one species, O. acutifolia, the predominance of a diterpene in the oil was
observed. The anti-inflamatory activity was evalued by the Boyden Chamber method,
and this activity was observed for the tested oils. In the evaluation of antioxidant
activity, this was determined by reaction with 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) by
spectrophotometry method. In this test only the oil, O. silvestris was tested and the
result was negative for this activity. The evaluation of antifungal activity was
performed by minimum inhibitory concentration and volatile oils tested showed an
inhibition in the growth of Candida parapsilosis strain at a concentration of 500

pg/mL.

Keywords: Ocotea, volatile oils, Lauraceae, anti-inflamatory activity, antioxidant
activity and antifungal activity.

XiX






LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Unidade basica de formacao de terpenos...........ccceeeeeeeeeeevivveeviiiiicieee e 39
Figura 2. Biossintese dOS MONOIEIPENOS. .......cceiaiiuuiiiiiee et ee e 42
Figura 3. Biossintese d0S SESQUILEIPENOS. ......cccuuiiuiiiiie e ieiiieee e sieneeee e 44
Figura 4. Quimiossistematica da Familia Lauraceae............c.ccccevviuiiieiiieiniiiiieeneenn. 47
Figura 5. Processo de formacao de espécies reativas de oXigénio.......................... 65
Figura 6. Cromatograma das folhas de Ocotea acutifolia (Nees) Mez...................... 79
Figura 7. Componentes majoritarios do 6leo voléatil de Ocotea acutifolia.................. 79
Figura 8. Cromatograma das folhas de Ocotea indecora (SA)..........ccoevvvevvvviviennnnnnn. 83
Figura 9. Cromatograma das folhas de Ocotea indecora (SV).........cceevvvvvvrevvvivnnnnnnn. 83
Figura 10. Componentes majoritarios de Ocotea indecora (SA).......ccceevvvvevvvvvvvnnnnnns 83
Figura 11. Componentes majoritarios de Ocotea indecora (SV) .......ccccceviivireeneennns 84
Figura 12. Cromatograma das folhas de Ocotea puberula (coleta 1)........................ 87
Figura 13. Cromatograma das folhas de Ocotea puberula (coleta 2)........................ 87
Figura 14. Estrutura quimica de Ocotea puberula (coleta 1)............cccoevvvvvrivvvnnnnnnnnn. 87
Figura 15. Estrutura quimica de O. puberula (coleta 2)..........cccoviiieeiiiiniiiiiiieeeeee 88
Figura 16. Cromatograma das folhas de Ocotea silvestris (coleta 1).........cccceeeennn.... 89
Figura 17. Cromatograma das folhas de Ocotea silvestris (coleta 2)..........cccceeennn.... 90
Figura 18. Fluxograma de trabalho realizado para a atividade antifingica............... 91
Figura 19. Porcentagem de terpenoides encontrados nas espécies de

L@ oo (- F TSP 98

XXi






LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Dados de coleta e rendimento dos o6leos volateis obtidos a partir das
ESPECIES COIBLAUAS. ... .cci i i e e e ettt e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeesanaaaane 77

Tabela 2. Composicao quimica do 6leo volatil das folhas de Ocotea acutifolia (Nees)
Mez coletadas em Cagapava do SuUl............cccuuuiiiiiiiiiii e 78

Tabela 3. Composi¢éo quimica do 6leo volatil das folhas de Ocotea indecora
coletadas em Santo Antdnio da Patrulha.............cccoeeeiieiiiiiiiiiicc e 82

Tabela 4. Composi¢cdo quimica do Oleo volatil de diferentes coletas de Ocotea
PUDBTUIAL ...t s s e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeessnennnnns 86

Tabela 5. Identificacdo e comparacdo quimica de espécies de Ocotea
][NV (U UTT RO 89

Tabela 6. Screening contra fungos filamentosos e leveduriformes de diferentes
ESPECIES UE OCOIBA. .. uuuuiiieiiiiiiee e e e e e et e e e e e e e e et e e e e aeaeaeeeeesas s ssanreeenennenees 92

XXiii






LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1. Processo de formacao de terpenos derivados de DMAPP E IPP pela

(V=W (o =Tl To [0 I 412V = | (o oo o T PEPRUPPPRR 40
Esquema 2. Vias de formacao do ISOPIrenO0...........ooevveuiiiiiiiiiee e 41
Esquema 3. Estruturas dos nUcleos MoNOterpeNICOS. ........cceevvvvvvvviiiiiiiieaeeeeeeeeeeeee, 43
Esquema 4. Ciclizacédo do pirofosfato de farnesila por terpeno ciclases.................. 45
Esquema 5. Estruturas formadas pela enzima &-selineno sintase............ccccceeeeeenn.. 46

XXV






CG/MS
CIM
CLSI
DAMPP
DPPH
EROs
GPP
IPP
LPS

uv

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
Concentracao inibitdria minima
Clinical Laboratory Standart Institute
Difosfato de dimetilalila
2,2-difenil-1-picrilhidrazila
Espécies reativas de oxigénio
Pirofosfato de geranila
Difosfato de Isopentanila
Lipopolissacarideo de Escherichia coli

Ultravioleta

XXVii






INTRODUCAO







29

As plantas sdo fontes naturais ricas em compostos capazes de exercer as mais
diversas agOes farmacoldgicas. Essa caracteristica, aliada a sua grande diversidade
quimica, faz dos produtos de origem vegetal excelente matéria-prima para a sintese
de novos farmacos, sendo que variagdes morfolégicas podem ocorrer dentro da
mesma espécie em funcdo da sua adaptacdo a locais e climas diferentes. O
conhecimento da composicdo quimica pode, ainda, auxiliar na sua classificacdo
botanica. Entre os produtos do metabolismo secundario vegetal mais promissores de
mais facil acesso para a pesquisa de compostos ativos, encontram-se 0s 0leos
volateis ou essenciais, que tém sido considerados o maior grupo de produtos
naturais e fonte potencial de substancias biologicamente ativas (DEMYTTENAERE e
KIMPE, 2001; BELTRAME et al., 2010; FREIRE et al., 2011).

Os Oleos volateis se caracterizam pela sua alta volatilidade e odor. Essas
substancias tém sido empregadas em grande escala nas industrias farmacéuticas,
principalmente na sua utilizacdo em cosméticos, perfumaria e ainda em
condimentos, devido as suas propriedades biolégicas, tais como, atividades anti-
inflamatdria, antioxidante e antifingica (KAMATOU et al., 2007; KOSE et al., 2010;
SANTURIO et al., 2011; ANDRADE et al., 2012).

O aumento de resisténcia aos antifungicos tem levado ao desenvolvimento de
inimeras pesquisas em busca de alternativas de tratamento e profilaxia, como a
investigacdo de atividade farmacologica em substancias isoladas de plantas
(BAJPAI et al.,, 2009). Entre essas substancias encontram-se 0s terpenoides,
compostos presentes nos 6leos volateis, originados do metabolismo secundario dos
vegetais, e caracterizados como estruturas complexas, que demonstram importantes
atividades biolégicas, entre elas, antibacteriana e antifungica, tornando-se possiveis
alternativas de tratamento dessas infec¢cdes (KAMATOU et al., 2007; LOPES-LUTZ
et al., 2008; SINGH et al., 2008; BAJPAI et al., 2009; AHMADI et al., 2010; KOSE et
al., 2010).

As dermatomicoses séo infec¢des fungicas comuns entre as infec¢gdes humanas
e em animais, causadas por fungos dermatofitos dos géneros Epidermophyton,
Microsporum e o Trichophyton. Estes fungos infectam a pele, as unhas e o couro
cabeludo. Por outro lado, algumas micoses superficiais podem estar associadas a

presenca de leveduras, dentre elas, o género Candida, sendo que estas podem ser
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encontrada em pequena quantidade na pele sadia, mas pode rapidamente colonizar
a pele danificada (DA SILVA, 2005).

A diversidade de plantas medicinais, algumas caracterizadas pela presenca de
substancias com atividade antifungica, contribui para estudos que objetivam
demostrar a acao e eficacia de alguns compostos, os quais poderdo ser empregados
na terapia antifungica (DA SILVA, 2005).

O uso indiscriminado de antimicrobianos vem trazendo um aumento crescente
no numero de cepas resistentes ao tratamento convencional, principalmente em
pacientes imunocomprometidos que fazem uso de antifingicos azéis na profilaxia de
infeccdes micoticas (McCARRON et al., 2004; PANACEK et al., 2009).

Em associacéo a atividade antimicrobiana, muitos dos 6leos volateis apresentam
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes. Um composto com essas
propriedades auxilia de forma significativa na cicatrizacdo da lesao, ja que infeccbes
concomitantemente desencadeiam um processo inflamatério (WU e TEIK, 2007;
OLIVEIRA et al., 2011). A acao anti-inflamatoria associada a a¢ao antifangica em um
anico composto tem a vantagem de limitar sintomas, como prurido, ardor e eritema,
enquanto que o efeito antioxidante elimina os radicais livres responsaveis pelo dano
tecidual durante o processo inflamatério (TEPE et al., 2007; HAVLICKOVA e
FRIEDRICH, 2008; MASTELIC et al., 2008; JIA et al., 2010).

O género Ocotea Aubl. (Lauraceae), de ocorréncia natural no estado do Rio
Grande do Sul, € quimicamente caracterizado pela presenca de Oleos volateis e
atividades como antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana, analgésica dentre
outras, tém sido reportadas para espécies deste género. Dessa forma, os objetivos
da presente proposta sdo a analise dos Oleos volateis em espécies de Ocotea de
ocorréncia no Rio Grande do Sul, para as quais ndo ha nenhum relato quimico ou
farmacoldgico, e a avaliacdo in vitro da atividade antifingica, anti-inflamatoria e

antioxidante dos 6leos obtidos.



1. OBJETIVO
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1.1 Objetivo Geral

Tendo em vista a importancia dos 6leos volateis, o presente trabalho visou a
analise da composicdo quimica do Oleo volatii do género de Ocotea Aubl.
(Lauraceae) nativas do Rio Grande do Sul e a investigacdo de suas atividades

biolégicas.

1.2 Objetivos especificos

- Andlise da composic¢édo quimica de 6leos volateis extraidos de folhas de plantas do
género Ocotea coletadas no Rio Grande do Sul:

e Obtencdo do 6leo volatil por hidrodestilacdo utilizando aparelho tipo
Clevenger;
e Caracterizacdo quimica dos Oleos volateis obtidos por cromatografia a gas
acoplada a espectrometro de massas;
- Avaliacao da atividade antifungica contra fungos filamentosos e leveduriformes de
interesse clinico.
- Avaliagdo da agédo anti-inflamatoria in vitro dos 6leos volateis obtidos pelo método
da cAmara de Boyden.
- Avaliagdo da atividade antioxidante dos Oleos volateis utilizando o ensaio

colorimétrico com DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila).
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2.1 Oleos volateis

As plantas sdo fontes naturais, ricas em compostos capazes de exercer as
mais diversas ac¢fes farmacologicas. Essa caracteristica, aliada a sua grande
diversidade quimica, faz dos produtos de origem vegetal excelente matéria-prima
para a sintese de novos farmacos. Entre os produtos do metabolismo vegetal mais
promissores e de mais facil acesso para a pesquisa de compostos ativos,
encontram-se 0s Oleos volateis ou essenciais, que nos ultimos anos tém sido
considerados fonte potencial de substancias biologicamente ativas. Conforme
definicdo da ANVISA (BRASIL, 1999), “Oleos essenciais sdo produtos volateis de
origem vegetal obtidos por processo fisico e que podem se apresentar isoladamente
ou misturados entre si, retificados, desterpenados ou concentrados”. Podem ser
encontrados em todas as estruturas vegetais, sendo obtidos por diferentes
processos, dependendo da localizacdo no vegetal, da quantidade e das
caracteristicas requeridas para o produto final. As técnicas mais usuais para sua
obtencdo sdo: prensagem ou espressdo, extracdo com solventes organicos ou
gorduras, com fluido supercritico, destilagdo por arraste de vapor ou, ainda, por
headspace. (BELTRAME et al., 2010; FREIRE et al., 2011).

Sao misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente
liguidas e odoriferas, ndo possuem na sua constituicdo ésteres glicerilicos dos
acidos graxos, ndao deixam manchas gordurosas e ndo sao saponificados com
alcalis. Podem ser chamadas de Oleos etéreos ou esséncias ou ainda Oleos
essenciais. Estas nomenclaturas provém de suas caracteristicas fisico-quimicas e
designam produtos odorantes ndao formados anteriormente na planta. Sua principal
caracteristica € a volatilidade, diferenciando-se assim dos Oleos volateis fixos
(SANTURIO et al., 2007; BELTRAME et al., 2010).

Os Oleos essenciais derivados de plantas que séo utlizados como
condimentos, apresentam complexas misturas de substancias naturais, que sao
utilizadas para acentuar o paladar ou o aroma de alguns alimentos. Estes ocupam
um papel importante nas industrias de insumos farmacéuticos, agroalimenticias,
perfumaria e cosmeéticos, ndo somente pela possibilidade de obtencdo de compostos

aromaticos, mas também para a obtencdo de compostos com propriedades
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terapéuticas, protecdo contra os processos de oxidacdo ou ainda deterioracao por
microrganismos (SANTURIO et al., 2011; ANDRADE et al., 2012).

Os oOleos volateis ndo apresentam distribuicdo muito ampla no reino vegetal,
sendo encontrados em aproximadamente 50 familias. Dentre elas, Lamiaceae
(Mentha ssp.), Myrtaceae (Psidium ssp.), Poaceae (Cymbopogon ssp.), Lauraceae
(Ocotea ssp.), Rosaceae (Rosa ssp.) e Asteraceae (Matricaria ssp, Calendula ssp.)

sao bastante conhecidas por suas propriedades aromaticas relacionadas a eles.

A composicdo quimica de O6leos volateis pode variar amplamente, desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenadis,
ésteres, éteres, oOxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas,
até compostos com nitrogénio e enxofre. Toda essa diversidade funcional, no
entanto, pode ser agrupada em duas séries principais: a série aromatica e a série
terpénica (BELL e CHARLWOOD, 1980).

Na série aromatica sdo classificados os derivados do fenilpropano (C6-C3),
oriundos do metabolismo do &cido chiquimico. Esses compostos sdo formados por
reacdes de transaminacdo enzimatica da fenilalanina e da tirosina que originam 0s
acidos cinamico e p-cumarico, respectivamente. Os derivados mais comuns em
Oleos volateis sdo as cumarinas e alguns aldeidos arométicos (GEISSMAN e
CROUT, 1969; GUIGNARD et al., 1985). Na série terpénica, quantitativamente mais
numerosa e qualitativamente mais variada encontram-se 0S monoterpenos,
compostos cujo esqueleto é formado por 10 &tomos de carbono e o0s
sesquiterpenos, com 15 atomos, arranjados em estruturas aciclicas, monocilicas,
biciclicas e triciclicas (CROTEAU, 1987; CANE, 1990).

Muitas atividades farmacolégicas sé@o atribuidas aos oOleos volateis, mas
devido a complexidade de sua composi¢cado quimica é dificil relacionar as atividades
a um Unico componente. Enfase tem sido dada as propriedades: antimicrobiana,
antiviral, anestésica, analgésica, anti-inflamatdria, anticolinesterasica, antioxidante,
anticancerigena, anti-helmintica, antiparasitaria e antimaléarica, além de sua acédo
sobre o sistema nervoso central. Geralmente, a acdo atribuida a um composto
isolado pode ndo ser exata, devido a interacdes que podem ocorrer entre 0s

componentes do 6leo (TEPE et al., 2005).
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A maior parte dos trabalhos foi realizada com os 6leos sem fracionamento e,
em alguns casos sem a identificagcdo dos componentes quimicos. Em outros, a acdo
foi atribuida a algum dos componentes do 6leo, com base em estudos realizados
com substancias isoladas. Entretanto, substancias presentes em menor quantidade
podem contribuir, pelo menos em parte, para a agao, possivelmente pela ocorréncia

de sinergismo entre os compostos do 6leo.

2.1.1 Terpenoides

Os terpenoides constituem uma classe de produtos naturais com uma grande
diversidade estrutural, e até o momento, observa-se o maior numero de substancias
descritas. Estes sdo biossinteticamente originados da condensacao enzimatica de
unidades isoprénicas (5 &tomos de carbono), mostrados na Figura 1, que podem ser
unidas por ligacbes cauda-cabeca ou ainda cabeca-cauda, sendo que esta ultima é
a forma preferencial destas ligacfes, possibilitando a formacao de diversos grupos
de terpenos, tais como: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos
(C15), diterpenos (C20), sesterpenes (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40).
Os percursores dos terpenos sao identificados como ésteres difosfatos denominados

pirofosfato de dimetilalila (DMAPP) e pirofosfato de isopentilalila (IPP) mostrados no

P

unidade isopreno isopreno

Esquema 1.

Figura 1. Unidade basica de formacéo de terpenos (PETERSEN, 2006).

Esses compostos podem servir para diferentes funcdes, dentre elas estéo:
compostos de defesa (monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos), transporte de
elétrons, regulacdo subcelular, componentes de membranas, fotoprotecao,
hormdnios, resisténcia ao extresse oxidativo e termotoleréncia. A termotolerancia
dos monoterpenos acredita-se que seja a sua capacidade de captar radicais
derivados do oxigénio oriundo do processo fotossintético (BRUNETON, 2001;
PENUELAS e LLUSIA, 2002; PENUELAS e MUNNE-BOSCH, 2005).
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Esquema 1. Processo de formacao de terpenos derivados de DMAPP E IPP pela via
do acido mevalbnico (DEWICK, 1997).

Existem duas principais vias principais para a formacéo do isopreno: a via do
mevalonato e a via da desoxixilulose-5-fosfato. A bioquimica dessas unidades
isoprénicas, com formacdo de IPP, sdo derivadas da rota metabolica principal
denominada via do acido mevalbnico, que se inicia com a acetilcoenzima-A (acetil-
CoA) e procede através do acido mevalbnico como intermediario. Sendo que em
algas, bactérias e plantas superiores ocorre também por outras vias (McCASKILL e
CROTEAU, 1997; LICHTENTHALER et al., 1997; SCHWENDER et al., 1997;
DEWICK, 1999; DUBEY et al., 2003) (Esquema 2).
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Esquema 2. Vias de formacéo do isopreno: via do mevalonato (a) e 1-desoxixilulose-5-
fosfato (b) para biossintese de IPP/DMPP. AACT: Acetil-CoA:acetil-CoA C-
acetiltransferase; CMK: 4-(citidina-5’-difosfo)-2-C-metileritritol quinase; DXPS: 1-
desoxixilulose-5-fosfato sintase; DXR: 1-desoxixilulose-5-fosfato redutiisomerase; HMGR:
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase; HMGS: 3-hidréxi-3-metilglutaril-CoA sintase; IPPI:
pirofosfato de isopentenila isomerase; MCT: 2-C-metileritritol-4-fosfato citidiltransferase;
MDC: mevalonato-5-fosfato descarboxilase; MECPS: 2-C-metileritritol-2,4-ciclodifosfato
sintase; MK: mevalonato quinase; PMK: fosfomevalonato quinase (adaptado de
MAHMOUND e CROTEAU, 2002.
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2.1.2 Monoterpenos

Os monoterpenoides sdo 0s compostos mais volateis presentes nas plantas,
devido ao seu baixo peso molecular. Estes compostos, muitas vezes, ndao estao
presentes em grandes quantidades em algumas espécies vegetais. Além disso, de
acordo com sua rota biossintética (Figura 2) podem ser transformados em

sesquiterpenoides.

Me Me
e . X — I~ A~
S
Me)‘\\/\ O-P-P No-P-P Me O-P-P
DMAPP IPP Pirofosfato de geranila

Figura 2. Biossintese dos monoterpenos (PINTO, 2012).

Estes compostos podem ser isolados através de destilacdo ou extracdo. O
primeiro monoterpenoide a ser isolado foi a “turpentina” (C1o0H1e6) Nna década de 1850
na Alemanha. Atualmente sdo conhecidos mais de 1.000 monoterpenoides naturais
e alguns tém sido empregados nas industrias de perfumes e fragrancias, producéo
de especiarias, culinaria, industria de alimentos e condimentos (OLIVEIRA et al.,
2003).

Os monoterpenos podem ser divididos em trés sub-grupos: aciclicos,
monociclicos e biciclicos e ainda em cada sub-grupo ha outras classificacfes:
hidrocarbonetos insaturados, alcoois, aldeidos ou cetonas, lactonas e tropolonas e

alguns desses sub-grupos estao mostrados no Esquema 3 (VUNDA, 2011).

Ocorrem em pélos glandulares, células parenquiméaticas diferenciadas e em
canais oleiferos. Eles podem estar estocados em flores (laranjeira), folhas (capim-
liméo), nas cascas dos caules (canela, madeira, sdndalo ou no pau-rosa) e em frutos
como na erva-doce (PERES, 2004).
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Esquema 3. Algumas estruturas

representativas dos principais nucleos

monoterpénicos: GPP, pirofosfato de geranila (adaptado de MAHMOUD e

CROTEAU, 2002).
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2.1.3 Sesquiterpenos

Os sesquiterpenos formam um grande grupo de produtos naturais, que
podem ser encontrados em plantas, microrganismos e em alguns organismos
marinhos. Nas plantas, estes constituintes possuem uma fungdo ecolégica muito
importante, agindo na interagdo com insetos e microbios. Além disso, sao
componentes de muitos Oleos essenciais, 0s quais sdo largamente utilizados na

industria como flavorizantes e aromatizantes (PROSSER et al., 2002).

Atualmente, mais de 300 esqueletos sesquiterpénicos distintos foram
identificados e seus derivados oxidados ou modificados ja foram isolados a partir de
plantas, fungos ou ainda bactérias (PROSSER et al., 2002; FELICETTI e CANE,
2004).

A formacdo dos sesquiterpenos ocorre pela adicdo de uma terceira unidade
de IPP ao GPP, via fenil transferase, formando a unidade fundamental
sesquiterpénica, o pirofosfato de farnesila (FPP), conforme a Figura 3, o qual pode
levar & formacdo dos sesquiterpenos lineares e ciclicos, conforme o Esquema 4.
Nessas substancias, a adicdo de numeros de carbonos leva ao numero de isémeros
envolvendo o carbocation e a diversidade estrutural das ciclizacbes tornam-se

significativas, conforme o Esquema 5.

Os sesquiterpenos sdo da mesma natureza dos compostos precedentes,
podendo ser divididos em: aciclicos, monociclicos ou biciclico ou ainda lactonas

sesquiterpénicas.

pirofosfato de geranilo

pirofosfato de isopentenilo pirofosfato de farnesilo

Figura 3. Biossintese dos sesquiterpenos (PINTO, 2012).
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Esquema 4. Estruturas formadas pela acdo da enzima &-selineno sintase,
isolada de Abies grandis (douglas ex D. Don) Lindl. (Pinaceae) sobre o
farnesilpirofosfato (FPP): OPP: pirofosfato (STEELE, 1998).
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CICLIZAGAO DO PIROFOSFATO
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Esquema 5. Ciclizacdo do pirofosfato de farnesila por terpeno ciclases origina
diversos nucleos sesquiterpénicos: PPI: pirofosfato; a- grupo humulano (anel de 11
membros); b- grupo germacrano (anel de 10 membros); c- grupo caroteno (anel de 7
membros); d- grupo bisabolano (anel de 6 membros) (CHAPPELL, 1995).
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2.2 Consideracdes Botanicas sobre a familia Lauraceae

A familia Lauraceae Juss. pertence a ordem Laurales, uma das familias mais
primitivas das angiospermas. Esta forma junto com Canellales, Piperales e
Magnoliales um clado que é suportado entre as Angiospermas basais (APG II,
2003). O provavel relacionamento entre as espécies esté ilustrado na Figura 4. Esta
familia € conhecida por produzir uma diversidade de alcaloides, neolignanas e
terpenoides (GOTTLIEB, 1972; MILLER e TUCK, 2013; FUNASAKI 2006).

Chemosystematics of the Lauraceae

Magnolisceoe

| Illicaceae

Schisandracege

|Himun1undraceﬂe | i Wimeruceuel IEupmnﬁmua |

Caneloceoe

Monimiaceas
LAURACEAE
Hernandiaceae

I Myrishicacege |

Figura 4. Possiveis relacdes entre algumas familias Magnoliales (GOTTLIEB, 1972).

Compreende cerca de 52 géneros e aproximadamente 2500-3000 espécies e
um registro fossil, principalmente encontradas em Regides Tropical e Sub-Tropical,
mas também sendo bem representadas na América, Asia, Australia, Madagascar e
raras na Africa. Na Australia esta representada por 129 espécies em sete géneros.
Na regido Himalaia 15 espécies foram relatadas e as folhas e cascas dessas
espécies sao utilizadas como ingredientes de especiarias e aromatizantes, e a
mistura com outros ingredientes sao utilizadas como tonicos (VAN DER WERFF e
RITCHER, 1996; LIN et al., 2007; JOSHI et al., 2010; BANNISTER et al., 2012;
MILLER, e TUCK, 2013).
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Estudos revelam que algumas espécies desta familia apresentam atividades
como antioxidante, antibacteriana, citotdxica, fungicida e atividade inibitéria da
cruzaina (JOSHI et al., 2010).

Apresenta uma grande familia de arvores geralmente verdes, folhas picantes
e arbustos (VAN DER WERFF e RITCHER, 1996). A populacdo tem usado essa
familia devido a sua madeira, frutos comestiveis, gordura da semente, drogas,
especiarias e ainda Oleos essenciais, principalmente usados na fabricacdo de
perfume (GOTTLIEB, 1972; OH et al., 2012).
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2.3 Consideragdes Botanicas sobre o género Ocotea

O género Ocotea foi descrito por AUBLET (1775) tendo como espécie-tipo
Ocotea guianensis Aubl. O género Ocotea Aubl. € o maior género Neotropical desta
familia, compreendendo, aproximadamente, 300-350 espécies nha regido
Neotropical, mais cerca de 50-60 espécies na Africa e Madagascar. E altamente
incidente na Mata Atlantica do Brasil, onde 20 - 30% das espécies de Ocotea
ocorrem. Estima-se que no Brasil ocorra aproximadamente entre 120 a 160 espécies
(ROHWER, 1986; BAITELLO, 2001; BAITELLO e MARCOVINO 2003; ASSIS et al.,
2005, QUINET, 2005).

A organizacado desse género comecou a ser melhor compreendida a partir do
estudo de MEZ (1889) que traz 199 espécies de Ocotea distribuidas em quatro

subgéneros, Hemiocotea, Dendrodaphne, Mesphilodaphne e Oreodaphne.

ROHWER (1986) reconheceu 205 espécies e as reuniu em dois subgéneros,
Dendrodaphne e Ocotea, organizando-as em grupos informais. ASSIS (2009)
utilizou uma analise combinada de dados morfolégicos e moleculares, dividindo o
complexo Ocotea em oito clados, realizando também a revisdo do grupo Ocotea
indecora (Schott ex Spreng.) Mez.

Estudos filogenéticos tém relacionado Ocotea com o0s géneros mais
representativos do Novo Mundo. CHANDERBALI e colaboradores (2001)
configuraram um clado mais derivado dentro da familia com um grupo Persea,
Laureae, Cinnamomum asiatico e um complexo Ocotea, este especialmente diverso

nas terras baixas da América do Sul.

Este género caracteriza-se por apresentar flores mondclinas ou diclinas, com
6 tépalas, flores estaminadas, com androceu com 9 estames férteis, anteras
quadrilocelares, locelos dispostos em pares superpostos; estames das séries | e Il
com 3 estames cada, anteras introrsas. Estames da série Ill com 3 estames, par de
glandulas na base dos filetes, anteras extrorsas e na série IV ausente ou quando
presente com 3 estaminddios, em geral reduzidos, filiformes, ou raramente
estaminodios bem desenvolvidos, cordados ou sagitados; pistildide presente ou
ausente. Flores pistiladas com estaminédios reduzidos, de morfologia semelhante

aos estames das flores estaminadas. Fruto bacaceo, sobre ou parcialmente
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envolvido pela cupula, em geral com margem simples e tépalas deciduas (QUINET,
2010).

A identificacdo entre espécies do género Ocotea e Cinnamomum nem sempre
sdo tao claras, pois algumas espécies apresentam caracteristicas intermediérias
entre os dois géneros, mas as espécies do género Ocotea podem ser distinguidas
por estames com quatro sacos polinicos dispostos em dois pares, um sobre o outro,
juntamente com funcionalidades adicionais, tais como flores geralmente com falta de
papilas, apresentam tépalas livres, e podem ser unissexuais ou bissexuais (VAN
DER WERFF, 1991 e 2002; QUINET, 2010).

A importancia econdémica desse género diz respeito aos representantes
fornecedores de madeira de excelente qualidade, que podem ser também utilizados
na culindria, medicina popular, fabricacdo de papel, inddstrias quimica e
farmacéutica (KLEIN et al., 1979; INOUE et al., 1984; MARQUES, 2001).

No Parana, inUmeras espécies foram exploradas predatoriamente para uso da
madeira, dais quais apenas cinco sdo recomendadas para planos de manejo
(INOUE et al., 1984). A pressdo sobre as florestas nativas levou Ocotea
catharinensis, Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer e Ocotea porosa (Nees) Barroso a
serem incluidas na Lista Oficial de Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de
Extincdo (MELLO FILHO et al., 1992; BRASIL, 2008).
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2.4 Revisédo quimica e biolégica do género Ocotea

Plantas pertencentes ao género Ocotea sao conhecidas popularmente como
canelas e sdo de grande importancia econdmica, com relatos da utilizagdo dos seus
Oleos volateis como matéria-prima na industria de cosméticos, além de alguns
apresentarem atividades antimicrobiana, antifingica, antioxidante e anti-inflamatoria.
Estudos fitoquimicos envolvendo espécies deste género tém revelado a presenca de
neolignanas, lignanas, tetrahidrofuranos, alcaloides aporfinicos, alcaloides
benzilisoquinolinos, fenilpropanoides, flavonoides e sesquiterpenos, além de uma
variedade de terpenos presentes em seus Oleos essenciais (ROHWER, 1986;
ROHWER, 1993; VAN DER WERFF, 2002; MADRINAN, 2004; TAKAKU, et al.,
2007; PABON e CUCA, 2010).

Ocotea corymbosa, coletada na regido do cerrado de S&o Paulo, foi
submetida a investigacdo fitoquimica, flavonoides, 4&cidos fendlicos, um
sesquiterpeno, rel-(1R,4S)-7-hidroxicalameneno, e lignanas foram caracterizados
(BATISTA et al., 2010). De O. macrophylla, coletada na Colémbia, foram isolados
alcaloides aporfinicos (PABON e CUCA, 2010; BARRERA, e SUAREZ, 2009), e
outras dez espécies de Ocotea provenientes da Costa Rica tiveram seus 6leos
volateis caracterizados pela predominédncia de alfa-pineno, beta-pineno, beta-
cariofileno e germacreno-D (TAKAKU et al., 2007).

A andlise da composicao quimica do 6leo volatil de Ocotea puberula, coletada
no Parand, levou a identificacdo de trés monoterpenos e dez sesquiterpenos, sendo
beta-cariofileno e biciclogermacreno os compostos majoritarios (DE ARAUJO et al.,
2001).

Ocotea pulchella, coletada em Torres, foi submetida a investigagdo quimica
de derivados semi-sintéticos, trés novos alcaloides e furanoeudesmano (BOTEGA et
al., 1993). De Ocotea porosa, foram identificados um sesquiterpeno e um flavonoide
pelo método de RMN de hidrogénio. Na literatura ha relatos de neolignanas

presentes no caule desta planta (DAVID et al., 1994).

De Ocotea duckei foi obtido o 6leo essencial caracterizado por altos teores de
beta-cariofileno nas folhas, beta-eudesmol nas cascas do caule, limoneno nos frutos

e elemol nas raizes. Estes 6leos foram ensaiados para atividade cardiovascular em
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ratos normotensos, ndo anestesiados, e o0 6leo essencial das diferentes partes desta
espécie induziu significante hipotensao seguido de bradicardia (BARBOSA-FILHO et
al., 2008). Ocotea bofo, proveniente do Equador, teve seu 6leo volatil caracterizado
e testado para as atividades antimicrobiana e antioxidante apresentando resultados
promissores (GUERRINI et al., 2006).

Estudos bioldgicos foram conduzidos a fim de verificar atividade anti-
inflamatéria do Oleo volatil de Ocotea quixos, coletada no Equador, e de seus
componentes majoritarios, os fenilpropanoides trans-cinamaldeido e metil-cinamato,
em ensaios tanto in vitro como in vivo. Os resultados demonstraram que o 6leo e
apenas trans-cinamaldeido foram capazes de inibir a liberacdo de Oxido nitrico
induzido por LPS de macréfagos J774 em concentracdes nao toxicas, além de inibir
a liberacédo de COX:z induzida por LPS e aumentar a producdo de AMPc induzido por
forskolina. Quando testados no ensaio de edema de pata de rato induzido pela
carragenina, ambos apresentaram também efeito anti-inflamatério sem causar dano
a mucosa gastrica (BALLABENI et al., 2010). Em um trabalho anterior, a atividade
antitrombdética foi investigada em camundongos, através de tratamento subagudo
com o Oleo essencial desta mesma espécie e o resultado positivo foi relacionado a
sua capacidade de inibir a agregacao plaquetaria, retrair o coagulo formado e pela
vasoconstricdo (BALLABENI et al., 2007). Além destes trabalhos, esta espécie
também foi investigada para as atividade antioxidante in vitro e antimicrobianas
(BRUNI et al., 2004).

ZANIN e colaboradores (2011) descrevem a ocorréncia e quantidade de
alcaloides aporfinicos em mudas de germinacdo de Ocotea puberula com 12 meses
de idade e em folhas de plantas adultas. Nas folhas das mudas mostrou-se um perfil
de alcaloides semelhante a folhas da planta adulta. No entanto, as folhas das mudas
apresentaram maiores teores de alcaloides boldina, dicentrina, leucoxina e

isodomesticina quando comparado ao adulto.

FARAGO e colaboradores (2005) coletaram Ocotea puberula no Parana e
nessa amostra foram isolados quatro alcaloides aporfinicos, a ocoteina, a
deidroocoteina, a dideidroocoteina e a talicminina e ainda neste estudo analizaram a

morfoanatomia foliar dessa planta.
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A partir das folhas de Ocotea elegans, coletada em Sao Paulo, foram isolados
um sesquiterpeno aromatico (rel-(1R, 4S)-7-hydroxycalamenene) e um flavonoide
derivado da quercetina e de Ocotea corymbosa foram isolados flavonoides também,
derivados da quercetina como a aglicona diidroquercetina e um éster do acido 4-OE-
cafeoilquinico (BATISTA et al., 2010).

De Ocotea cymbarum, proveniente do estado do Parg, foi isolada a
neolignana burchelina que apresentou importante acdo contra o0 agente etiolégico da
doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi (CABRAL et al., 2010). De O. foetens,
coletada em Portugal, foi realizado teste para atividade antioxidante utilizando
extrato hidroalcodlico e o resultado positivo foi relacionado a presenca de
flavonoides (TAVARES et al., 2010).

Ocotea gomeziie e Ocotea morae, coletadas na Costa Rica, tiveram a
identificacdo dos seus componentes presentes nos seus 6leos essenciais. Os Oleos
de O. gomeziie foram constituidos principalmente por sesquiterpenoides como alfa-
cadineno, 1,10-di-epi-cubenol, alfa-muuroleno, epi-alfa cadinol dentre outros,
engquanto os de O. morae apresentaram monoterpenos (beta-pineno, mirceno dentre
outros) e sesquiterpenoides como germacreno D, biciclogermacreno dentre outros
(CHAVERRI et al., 2011).

COUTINHO e colaboradores (2006) coletaram em Paraiba Ocotea duckei e
realizaram um estudo, morfoanatémico e quimico, das folhas dessa espécie. Essa
amostra é rica em alcaloides, lignanas e 6leos essenciais. Um dos constituintes mais
importantes € iangambina, uma lignana furo-furanica, que tém demonstrado varias
atividades farmacoldgicas como: antagonista do receptor do fator de agregacéao
plaquetaria (PAF), efeito protetor contra colapso cardiovascular e choque anafilatico,
antialérgica, analgésica, anticonvulsivante e depressora do sistema nervosos

central.

CANSIAN e colaboradores (2010) estudaram a avaliacdo do potencial
antioxidante de extratos aquosos, hidroalcoolicos e 6leo essencial de Ocotea
odorifera, bem como a atividade antimicrobiana desse 0leo essencial. Observaram
que o extrato hidroalcoodlico apresentou atividade antioxidante duas vezes superior

ao extrato aquoso e mais de 200 vezes superior ao 6leo essencial. A analise
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antimicrobiana mostrou que o 6leo essencial possui um amplo espectro de acéo,

inibindo todas as bactérias avaliadas nesse estudo.

Os oOleos essenciais das folhas de Ocotea nigrescens Vicentini e Ocotea
splendens (Meisn.) Baill coletadas em Manaus, foram analisados quimicamente e
avaliados para a agregacao plaquetaria. Beta-cariofileno foi a substancia com o
maior percentual para as duas espécies (37,9% e 51,0%, respectivamente). Os
Oleos essenciais de ambas as espécies mostrou um baixo fator anti-agregante,
10,8% para O. nigrescens e 11,74% para O. splendens, quando comparado com o
padrdo positivo acido acetilsalicilico que inibe fortemente a agregacdo plaquetéaria
(100%) (YAMAGUCHI et al., 2013).

Algumas espécies de Ocotea apresentam diferentes aplicacbes, como por
exemplo, O. quixos € usada como desinfetante, anti-diaréico e anestésico local, O.
lancifolia € usada como antiparasitaria e O. caparrapi € usada no tratamento contra
picada de insetos, picada de cobra, bronquite e ainda tumores cancerosos (PABON
e CUCA, 2010).

Dentre as atividades farmacoldgicas ja encontradas em algumas espécies de
Ocotea, destacam-se como antibacteriana (SOUZA et al.,, 2004), antifungica
(SOUZA et al., 2004), anti-inflamatéria (ZSCHOCKE, et al., 2000a,b), antialérgica
(SERRA et al., 1997), depressora do SNC (MORAIS et al., 1998), relaxante muscular
(RIBEIRO et al.,, 2003), hipotensora (DIAS et al., 2004), e antagonista do PAF
(FARIA-NETO et al., 1995a,b), entre outras.
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2.5 Atividade antifingica

A resisténcia aos antimicrobianos € a baixa susceptibilidade do micro-
organismo ao agente antimicrobiano, pelo teste de sensibilidade in vitro, no qual a
concentracéo inibitéria minima do farmaco supera o limite do ponto de corte definido
para este microrganismo. Essa resisténcia pode ser de duas maneiras, a resisténcia
primaria, que € conhecida por estar presente em um organismo sem prévia
exposicdo ao farmaco e a resisténcia secundaria ou adquirida que se desenvolve em
resposta a exposicdo a estes farmacos e normalmente € dependente de uma
alteracdo na expressdao de genes (ESPINEL-INGROFF, 2008; KANAFANI e
PERFECT, 2008; PFALLER, 2012; TOBUDIC et al., 2012).

A resisténcia clinica é definida como uma persisténcia da infeccdo, mesmo
apos a administracdo de um agente antifingico, que demonstre nos teste de
susceptibilidade in vitro uma concentracéo inibitdria minima baixa contra o patdgeno
causador da doenca (TOBUDIC et al., 2012).

De maneira geral, o controle das infec¢Bes fungicas depende inicialmente da
resposta imune do hospedeiro. A doenca se instala quando ocorre uma falha nas
defesas ou o patégeno se evade das respostas, 0 que leva a necessidade de se
utilizarem drogas fungistaticas ou fungicidas que atuem o mais especificamente
possivel contra o agente agressor, de modo a evitar danos ao hospedeiro (PERES
et al., 2010). Devido a isto, a resisténcia dos azolicos é uma das questdes que

desperta o interesse de estudos na atualidade.

Em 1856, o termo micose foi empregado pela primeira vez por Rudolf Virchow
para designar infeccbes produzidas por microfungos parasitas. As micoses
causadas por fungos queratinofilicos sdo denominados dermatofitoses e sé&o
classificadas como micoses superficiais, sendo causadas por fungos dos géneros
Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton (ZAMPRONHA et al., 2005).

Uma dermatomicose é uma infecgéo fungica do pélo, unha ou pele causada
por um nao-dermatéfito (Aspergillus sp., Penicillium sp., Curvularia sp., Candida sp.,
Rhyzopus sp.), ou seja, os fungos que ndo sdo classificados nos géneros

Microsporum, Trichophyton ou Epidermophyton. Apesar de raramente apresentarem
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risco de vida para os pacientes, podem acarretar efeitos debilitantes, afetando a sua
qualidade de vida (ROTTA et al., 2012).

Os antifungicos podem ser classificados em 4 classes principais. O grupo dos
azolicos, que constituem o maior grupo de antifungicos (interferem na sintese do
ergosterol), grupo dos poliénicos (que atuam na membrana plasmatica), as
pirimidinas (que promovem a inibicdo da sintese de acidos nucléicos) e o grupo das
equinocandinas (que atuam inibindo a sintese de glucana da parede celular de
diversos fungos patogénicos) (LACAZ et al., 2002; WHITE et al., 2005; CUENCA-
ESTRELLA, 2010; SIDRIM e ROCHA, 2010).

O mecanismo de acao primario dos derivados azélicos envolve a inibicdo da
biossintese do ergosterol, que é o produto final da via metabdlica de esterois
fungicos. Isso ocorre por meio da inibicdo seletiva da enzima 14 a-demetilase,
dependente do citocromo P-450, que participa da sequéncia de eventos envolvidos
na conversao de lanosterol a ergosterol, resultando no acimulo de uma série de
precursores metilados (incluindo o lanosterol) e concomitante diminuicdo ou mesmo
auséncia do produto final da via biossintética. Em seguida, a substituicdo do
ergosterol pelos precursores metilados determinara a formacdo de membranas
plasmaticas defeituosas e com permeabilidade alterada (KOKJOHN et al., 2003;
MARTINDALE, 2005). Os azdis causam menos reacfes adversas que a anfotericina
B, mas sdo menos potentes que a mesma. Podem ter acdo fungistética ou fungicida.
O uso excessivo dos azéis levou ao aparecimento de resisténcia em espécies
suscetiveis. Além disso, os azdis ainda apresentam a desvantagem da resisténcia
cruzada (BERGOLD e GEORGIADIS, 2004).

A anfotericina B faz parte do grupo dos polienos. Tem como mecanismo de
acdo a sua ligacdo aos ester6is da membrana, principalmente o ergosterol. Essa
ligacdo resulta na formacdo de inUmeros poros na membrana que alteram a sua
permeabilidade, levando a perda de sodio, potassio e outros componentes
citoplasmaticos, 0 que causaria a morte fungica. Assim a anfotericina € considerada

um farméco fungicida (GABLER et al., 2008).

A nistatina € um antifingico poliénico, obtido a partir do Streptomyces noursei.
O mecanismo de acdo da nistatina se da através de ligacdo aos esteroides

(ergosterol) existentes na membrana celular dos fungos susceptiveis, com resultante
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alteracdo na permeabilidade da membrana celular e consequente extravasamento
do conteudo citoplasmatico. A nistatina ndo apresenta atividade contra bactérias,
protozoarios ou virus. Tem acéo fungistatica e fungicida in vitro contra uma grande
variedade de leveduras e fungos filamentosos, incluindo C. albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. guilliermondi, C. pseudotropicalis, C. krusei, Torulopsis glabrata,

Tricophyton rubrum, T. mentagrophytes. (BRASIL, 2012).

Flucitosina, um analago da pirimidina citosina, interfere com a sintese de RNA
e portanto com a sintese proteica. Todos os fungos sensiveis sdo capazes de
desaminar a flucitosina em 5-fluoruracila, um potente antimetabdlito e como
resultado final, a sintese de &cido desoxirribonucléico (ADN) dos mesmos fica
prejudicada. Embora as células dos mamiferos ndo convertam a flucitosina em
fluoruracila, o que € crucial para agéo seletiva do composto, alguns microrganismos
da flora intestinal o fazem, causando certa toxicidade aos humanos. A flucitosina tem
espectro de acdo restrito (tem atividade clinicamente utii somente contra
Cryptococcus neoformans, Candida spp. e 0s agentes da cromomicose) e a
resisténcia medicamentosa que surge durante a terapia € causa importante de
fracasso terapéutico (BERGOLD e GEORGIADIS, 2004).

As equinocandinas sdo inibidores ndo competitivos da enzima [(-1,3-glicano
sintase, que catalisa a polimeralizacédo da glicose-uridina-difosfato (UDP-glicose) em
B-1,3-glicano. Quando a sintese deste polimero é inibida, ocorre o extravasamento
de componentes da célula, como resposta a alta pressao osmética exercida sobre a
membrana enfraquecida (KURTZ e DOUGLAS, 1997). Existem duas formas da
subunidade catalitica da enzima, uma € ativa quando o fungo estd na fase
vegetativa (FKS1) e a outra é ativa quando o fungo se encontra na fase reprodutiva
(FKS2). As candinas tém acdo sobre as duas formas da enzima (KURTZ e
DOUGLAS, 1997; GEORGOPAPADAKOU, 2002; BERGOLD e GEORGIADIS,
2004). Entre as equinocandinas, a anidulafungina foi a primeira molécula isolada
com posterior descobrimento da caspofungina e micafungina; entretanto, somente
em 2001 a caspofungina foi liberada para uso em humanos, seguido da micafungina
em 2005 e finalmente anidulafungina em 2006 (CORTEZ e RUSSI, 2011).
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2.5.1 Dermatoéfitos

Dermatofitoses séo processos infecciosos causados por um grupo de fungos
capazes de invadir e infectar tecidos queratinizados como pélo, pele e unhas, tanto
em humanos quanto em animais. Comuns em paises em desenvolvimento, em
geral, essas infec¢cbes sao superficiais, mas podem afetar as mucosas. A
denominacéo dessas patologias € definida conforme a regido anatémica afetada,
como tinea barbae, afetando a barba e o bigode e tinea capitis, infectando o couro
cabeludo (BALAKUMAR et al., 2011; DIEGO, 2011).

Os dermatofitos, fungos causadores desta patologia, classificam-se em trés
géneros: Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, de acordo com a formacéo
e morfologia de seus conidios (estruturas de reproducdo assexuada). Além disso, as
espécies de dermatofitos sdo divididas em zoofilicas, geofilicas e antropofilicas,
dependendo de seu habitat primario (animais, solo ou humanos, respectivamente).
As espécies zoofilicas sdo responsaveis por cerca de 30% das dermatofitoses
humanas e geralmente provocam uma inflamacéo aguda, enquanto que as espécies
antropofilicas representam cerca de 70% das infeccbes nesses hospedeiros,
causando uma infeccao crénica e de progressao lenta, sugerindo que o fungo tenha
se adaptado ao hospedeiro humano. Até o momento, cerca de 30 espécies de
dermatofitos ja foram identificadas dentre os patdégenos humanos. Em relacdo ao
género Epidermophyton, a espécie E. floccosum € a Unica patogénica ao homem,
enquanto que o género Microsporum apresenta cerca de 20 espécies, sendo que
dez deles sdo patégenos humanos. Trichophyton é considerado o género mais
frequente, implicando quadros de infeccao humana, onde as espécies T. rubrum e T.
mentagrophytes complex sdo comumente responsaveis por grande parte dos casos
de tinea (PERES et al., 2010; DIEGO, 2011).

A transmissédo das dermatofitoses ou tineas ocorre pelo contato direto com
animais e humanos infectados, ou indireto por fémites contaminados, e as formas
clinicas variam de acordo com o agente etiologico (espécie) e o sitio anatdmico
acometido. Os sintomas podem ser brandos ou severos dependendo do estado
imunoldgico do hospedeiro, e geralmente ndo ocorre invasdao de tecidos
subcuténeos ou 6rgaos internos. As lesfes caracteristicas nas infec¢des de pele sao

circulares, eritematosas e pruriginosas, sendo consequentes da agao direta do fungo
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ou de reacdes de hipersensibilidade ao microrganismo e/ou a seus produtos
metabdlicos. Nas infec¢des de unha (onicomicoses) pode ocorrer descolamento das
bordas, espessamento, aparecimento de manchas brancas e até distrofia total das
unhas (PERES et al., 2010).

As infeccbes causadas por dermatofitos sdo de dificii manejo. Cura
espontanea € muito improvavel, exigindo, portanto, tratamento na maioria dos casos.
A terapia além de ser complexa, alto custo, longa e frequentemente apresenta
recorréncia. Além desses fatores, 0 aumento da resisténcia pelos patdégenos e o
crescente numero de pacientes imunocomprometidos, caracterizados com alto risco,
constitui este tipo de infec¢do fungica como um problema mundial. Dessa maneira,
esforgos cientificos tém sido realizados com a finalidade de desenvolver tratamentos
que possam ser empregados como alternativa a terapia convencional, com grande
interesse na investigacao da acado antifungica de diferentes extratos vegetais e 6leos
volateis (PINTO et al., 2006; BAJPAI et al., 2009; BALAKUMAR et al., 2011; DIEGO,
2011; JAMALIAN et al., 2012).

2.5.2 Candida spp.

As principais espécies de Candida relacionadas a infec¢des clinicas sao: C.
albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis e C.
tropicalis. Ha relatos que ha casos de doencas superficiais e invasivas relacionadas
a espécies emergentes de Candida, como por exemplo, C. dubliensis, C. kefyr, C.
famata, C. rugosa, C. utilis entre outras (FRIDKIN e JARVIS, 1996; SLAVIN, 2002;
COLOMBO e GUIMARAES, 2003; EGGIMANN et al., 2003; PASQUALOTTO, 2004).

Candida albicans pode ser encontrada no trato gastrointestinal, cutaneo e
genital e esta espécie € a mais frequente nos processos de infec¢do fangica.
Candida glabata é uma levedura que surge como um importante patdgeno
hospitalar, constituindo-se na segunda ou terceira espécie mais comum na maioria
das séries de candidemia relatada na Europa e nos Estados Unidos. Candida
parapsilosis, desde os anos 80, € um importante patdégeno hospitalar de fungemias.
Sua ocorréncia é ainda maior em criancas e recém-nascidos. Isolados clinicos séo
sensiveis aos triazolicos e a anfotericina B. Candida krusei é uma espécie que vem
aumentando sua incidéncia nos ultimos anos, acometendo principalmente pacientes

imunocomprometidos. Pacientes portadores de HIV estdo sujeitos as infeccdes
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oportunistas, dentre elas a criptococose, que é causada pelo fungo Cryptococcus
neoformans, esse microrganismo é cosmopolita e pode ser encontrado associado as
fezes de aves (BATISTA, 2011).

As trés espécies consideradas ndo-albicans mais prevalentes séo C. glabrata,
C. parapsilosis e C. tropicalis, sendo que C. glabata é a segunda espécie mais
prevalente em candidemia (PASQUALOTTO, 2004).

As espécies de Candida spp. crescem em presenca de oxigénio (aerobiose),
suportam pH entre 2,5 e 7,5 e temperatura de 20 °C a 38 °C. Estas espécies fazem
parte da microbiota da pele, das mucosas e ainda do trato gastrointestinal, sendo
que Candida albicans é a mais frequente em humanos. Suas coldnias crescem em
meio Sabouraud e &gar sangue e apresentam textura cremosa, membranosa e
Uumida, ndo formando hifas aéreas (LACAZ et al., 2002; EGGIMANN et al., 2003;
SIDRIM e ROCHA, 2004; PASQUALOTTO, 2004).

2.5.2.1 Candida parapsilosis

Candida parapsilosis € uma levedura saprofitica encontrada na pele ao invés
de superficies das mucosas. Esta espécie emerge como um importante patdégeno
nosocomial (comensal, quando em individuo sadio) associada a cateteres, com
manifestacdes clinicas que incluem fungemias, endocardites, endoftalmites, artrites
e peritonites, e estas infeccdes usualmente ocorrem em associagado a procedimentos
invasivos ou dispositivos protéticos. C. parapsilosis é a mais frequente em infeccbes
na corrente sanguinea, sobretudo em neonatos, pacientes transplantados,
associadas a cateteres, pacientes que recebem nutricdo parenteral e prévia terapia
antifingica. Essas caracteristicas podem ser um importante fator de risco para
infeccbes em pacientes com cancer que usam dispositivos de acesso (ASBECK et
al., 2008; BARBEDO e SGARBI, 2010; OLIVEIRA et al., 2010; PAUGAM et al., 2011;
CORTI et al., 2013).

Candida parapsilosis € a segunda espécie mais isolada em amostras de
candidemia em muitas regides do mundo, a primeira sendo encontrada é a C.
albicans. No entanto, tornou-se o principal agente em algumas instituicbes
localizadas na Asia, Europa e no Sul da América. Esta espécie de candidas que

apresenta 0 maior aumento em trés espécies que estdo agrupadas em Candida
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parapsilosis, dentre elas estdo: C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis, e C.
metapsilosis, com base em diversos critérios, incluindo andlise de DNA, eletroforese
de isoenzimas, eletroforese de caridtipos, morfotipos, sequéncias de DNA
mitocondrial, habilidade de producéo de biofilmes, dentre outras. C. metapsilosis é
raramente isolada de material clinico e possivelmente tem origem a partir de um
ambiente de ndo-mamiferos, sendo a menos virulenta entre as trés (GACSER et al.,
2007; BARBEDO e SGARBI, 2010; VAZ et al.,, 2011; ROMEO et al., 2012;
SINGARAVELU et al., 2014).

Ha relatos na literatura que essa espécie apresenta uma certa adesao e
habilidade em formar biofilmes, principalmente pela producéo de iodo extra-celular
em superficies abiodticas. Essa formacdo de biofilme de fungos em cateteres e
proteses contribui para o desenvolvimento de infecgbes nosocomiais (OLIVEIRA et
al., 2010; SARDI et al., 2014).

Este patégeno € relativamente sensivel para a maioria dos agentes
antifingicos sistémicos incluindo cetoconazol, itraconazol, fluconazol e anfotericina
B, flucitosina e equinocandinas. A caspofungina (CAS), micafungina e
anidulafungina apresentam atividade potente contra Candida spp. tanto in vivo e in
vitro (KRCMERY e BARNES, 2002; ASBECK et al., 2008).

SZABO e colaboradores (2009), avaliaram in vitro a eficacia de cinco
antifangicos (anfotericina B, fluconazol, voriconazol, posaconazol, e 5-fluorocitosina)
contra seis Candida parapsilosis, trés Candida orthopsilosis, e quatro Candida
metapsilosis utilizando a metodologia de tempo de morte, sendo que observaram
nas primeiras 24 horas em concentracdes de 1 a 4ug/mL de anfotericina B foram
mortas um isolado de seis de C. parapsilosis, um isolado de trés C. orthopsilosis, e
trés isolados de quatro C. metapsilosis. Os antifungicos voriconazol e fluconazol séo
menos ativos in vitro contra C. parapsilosis. O antifungico 5-fluorocitosina provou ser

fungistatico contra as trés espécies.

Avaliagbes das concentragdes inibitorias minimas do antifungico caspofungina
frente a infeccdo de cepas de C. parapsilosis foram testadas por SALAS e
colaboradores (2013), sendo que esta apresentou uma alta concentragdo inibitoria

minima frente a equinocandinas quando comparado a outras espécies de Candida.
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Dessa maneira, essa classe farmacéutica, provavelmente, pode ser uma boa

escolha para essas infeccoes.

Uma investigacdo molecular de C. parapsilosis em unidades de terapia
intensiva para neonatos foi estudada por RUIZ e colaboradores (2013). Estes
encontraram 11 casos de fungemia causadas por esse microrganismo e a
confirmagdo desses casos foi através da técnica de microssatélite. Os autores
relatam que h& outros estudos mostrando que esta técnica € eficiente na
comprovacao de C. parapsilosis nas infec¢cdes em pacientes que estdo nas unidades

de terapia intensiva.

LATTIF e colaboradores (2010) avaliaram a capacidade de isolados clinicos
de C. parapsilosis, C. orthopsilosis, e C. metapsilosis de formar biofilmes em discos
de elastbmero de silicone, sendo que esta capacidade foi determinada utilizando a
atividade metabdlica e ensaios de peso seco. Os ensaios revelaram que a atividade
metabdlica de C. metapsilosis foi significativamente maior do que isolados de C.
parapsilosis e C. orthopsilosis. Em contraste, ndo houve diferenca estatisticamente

significativa na biomassa do biofilme formado por essas espécies.

Estudos de BONASSOLI et al., 2005, relatam a alta frequéncia de C.
parapsilosis em maos de pessoas saudaveis. Das pessoas analisadas 59,3%
carregavam leveduras em suas maos, sendo que em 51 % foi encontrada C.

parapsilosis.
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2.6 Atividade anti-inflamatoéria

A inflamacdo € uma resposta de defesa que ocorre apdés o dano celular
causado por microrganismos, agentes quimicos (substancias causticas, toxinas),
fisicos (trauma, radiacdo, queimaduras), necrose tecidual e rea¢cdes imunoldgicas
(LIMA et al., 2007). E uma tentativa de protecdo do organismo para remover os
estimulos nocivos e para iniciar o processo de cura. Esta pode acometer milhares de
pessoas no mundo (KUMAWAT et al., 2012).

A resposta inflamatéria inclui a participacdo de diferentes tipos celulares,
como por exemplo, neutréfilos, macréfagos, mastoécitos, linfécitos, plaquetas, células
dendriticas, células endoteliais e fibroblastos (LIMA et al., 2007). Compreende dois
mecanismos de defesa: uma resposta inespecifica (resposta inata), responsavel
pelas caracteristicas da regido inflamada (vermelhiddo, edema, calor, dor e perda de
funcdo) e uma resposta imunoldgica, na qual ha producao de anticorpos especificos
contra um determinado agente agressor (COUTINHO et al., 2009; ROMANI, 2011).
Alguns mediadores do processo inflamatério podem ser: metabdlitos do &acido
araquidoénico, reacao especifica, 6xido nitrico (NO) e ainda citocinas. Atualmente, os
principais agentes anti-inflamatorios sdo representados pelos glicocorticéides e
pelos anti-inflamatorios néo esteroidais (AINES).

A descoberta de novos farmacos a partir de plantas conduziu ao isolamento
de muitas substancias que ainda hoje sao utilizadas clinicamente ou entdo servem
como prototipos para a sintese de novos farmacos. Estes estudos tém investigado a
capacidade de inibicdo da migracao leucocitaria como mecanismo relacionado a
propriedades anti-inflamatérias do composto (MONKS et al., 2002; SOUZA et al.,
2003; ANDRADE et al., 2011; SUYENAGA et al., 2011; BARROS et al., 2013).

Outra técnica usual para sua avaliagdo é o edema de pata de rato induzido
pelos agentes inflamatoérios dextrina e carragenina (DI ROSA et al., 1971; SANTOS
e RAO, 2000).
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2.7 Atividade antioxidante

Muitas plantas contém antioxidantes naturais que agem em resposta
metabdlica a producdo endbégena de radicais livres e outras espécies oxidantes. A
oxidacao € um processo biologico para producdo de energia, intrinseco e controlado
por varios mecanismos celulares. Estas respostas séo devidas ao estresse ou séo
promovidas por toxinas produzidas por fungos ou bactérias patogénicas.
Recentemente, o interesse tem aumentado na ocorréncia de antioxidantes naturais
que podem ser utilizados para proteger o ser humano dos danos causados pelo
estresse oxidativo (TEPE et al., 2007; HOSSAIN e SHAH, 2011; ZENG et al., 2011).

Antioxidantes sdo substancias com acdo enzimatica ou ndo, capazes de
prevenir os efeitos deletérios da oxidacdo pela inibicdo da lipoperoxidacéo,
sequestro de radicais livres e/ou quelacdo de ions metélicos. No primeiro grupo
estdo os compostos capazes de bloquear a iniciacdo da oxidacdo, ou seja, as
enzimas que removem as espécies reativas ao oxigénio. No segundo grupo estéo as
moléculas que interagem com as espécies radicalares e sdo consumidas durante a
reacdo (antioxidantes naturais, como os compostos fendlicos (MOREIRA e MANCINI
FILHO, 2003). Existindo ainda os compostos naturais com acdo hormética, que em

pequenas doses ativam o sistema enziméatico antioxidante (UMEMURA et al., 2008).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo encontradas em todos os
sistemas biol6gicos e geradas naturalmente nos organismos pelo processo
metabdlico natural. Em condicfes fisiolégicas do metabolismo celular aerébio, o
oxigénio sofre reducao tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na
formacdo de agua, conforme a Figura 5. Durante esse processo, sao formados
intermediarios reativos, sob a forma de radical superéxido, radical hidroperoxila,
radical hidroxila e peroxido de hidrogénio. Além da geracdo normal de radicais livres,
situacdes nao-fisiologicas podem tambéem levar a formagcédo de EROs (BARBOSA,
2008).
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H,O

Figura 5. Reducédo tetravalente do oxigénio molecular (O2) na mitocondria até a
formacdo de H20. Varias espécies reativas sdo formadas no processo (fonte:
modificado de FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

E comum considerar que EROs sdo geradas em situacBes de estresse
oxidativo e participam do dano celular conduzindo a varios processos inflamatorios.
Diversos estudos tém demonstrado que EROS estéo altamente relacionados com o
processo inflamatoério via ativacdo da membrana da fosfolipase Az (PLA2) a qual
catalisa a biotransformacdo do acido araquidénico (AAs) a prostaglandinas e
tromboxanos pelas COX. EROS séo diretamente produzidos pela COX no local da
inflamacéo e amplificam a fase aguda da resposta inflamatéria. Com isso, agentes
antioxidantes e sequestradores de radicais livres podem atenuar O processo
inflamatorio mediado pela COX pela anulacdo dos efeitos das EROS (MCINTYRE et
al., 1999; SCOUT et al., 1999).

Alguns produtos naturais dotados de agao antioxidante e anti-inflamatoria s&o
0os 6leos essenciais. Varios estudos demonstraram o potencial antioxidante dos

Oleos, principalmente em espécies vegetais utilizadas como condimentos. Alguns
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exemplos sdo os Oleos de orégano (Origanum vulgare L.), timo (Thymus L.), menta
(Mentha L.), alecrim (Rosmarinus officinalis L.), anis (Pimpinella anisum L.), funcho
(Foeniculum vulgare Mill.) e coriandro (Coriandrum sativum L.), enquanto que 0sS
fenilpropanoides, como o carvacrol e o eugenol e hidrocarbonetos monociclicos
também apresentam atividade antioxidante para os Oleos volateis. Estudos
mostraram que 0s monoterpenos, como o timol e y-terpineno apresentam atividade,
podendo atuar na inibicdo da peroxidacéo lipidica (BASMACIOGLU et al., 2004;
BOTSOGLOU et al., 2004; TEPE et al.,, 2007; MASTELIC et al., 2008; VIUDA-
MARTOS et al., 2011).

RUBERTO e BARATTA (2000) avaliaram a atividade de diversos
componentes isolados de O6leos volateis. Nesse trabalho, foi evidenciado o efeito
antioxidante de monoterpenos (terpinoleno, a-terpineno, y-terpineno e sabineno). Em
particular, a atividade do a-terpineno e do y-terpineno foi comparavel a do a-
tocoferol, utilizado como controle positivo nos ensaios, e de compostos fendlicos,
classe quimica com reconhecida acdo antioxidante. Atividade antioxidante
pronunciada foi também observada para 6leo volatil de Eupatorium laevigatum Lam.
e a acao foi relacionada, pelo menos em parte, a presenca do composto majoritario
levigatina, um sesquiterpeno furanico, cujo efeito foi semelhante ao encontrado para
0 6leo (SOUZA, 2007).

Uma grande variedade de testes in vitro € utilizada para a determinacéo desta
atividade em extratos vegetais. No caso de Oleos essenciais, 0s testes mais
adequados sdo DPPH, PCL e B-caroteno, pois permitem a avaliacdo das etapas
primaria e secundaria da oxidacdo em sistemas lipossoluveis (MANTLE et al., 1998;
SACCHETTI et al., 2005) e o uso de testes combinados torna-se necessario quando
0 objetivo é determinar o mecanismo da acao antioxidante (DORMAN et al., 2000).



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Material vegetal

Foram coletadas as partes aéreas de espécies do género Ocotea nativas do
Rio Grande do Sul. Um exemplar de cada planta foi identificado pelo Prof. Dr. Sérgio
Augusto de Loreto Bordignon, botanico, e depositado no Herbéario da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (ICN).

3.2 Obtencéo do oleo volatil

O dleo volétil foi obtido a partir das folhas frescas, reduzidas com auxilio de
um moinho de facas e submetidas a hidrodestilacdo em aparelho tipo-Clevenger
(Farmacopéia Brasileira, 2010), durante 4 horas. A quantificacdo foi realizada pela
leitura do volume de O6leo coletado. Os 6leos obtidos foram armazenados sob
refrigeracdo 4-5 °C até a andlise dos seus constituintes.

3.3 Andlise quimica do 6leo voléatil

Os 6leos volateis obtidos a partir da hidrodestilagdo foram diluidos a 2% em
éter etilico ou acetona (V/V) (Tédia) para a andalise cromatografica.

A identificacdo quimica desses Oleos extraidos foi realizada em cromatografo

a gas acoplado detector de massas (CG/MS).

3.3.1 Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas

As amostras foram analisadas por CG-EM em um aparelho Shimadzu
QP5000 com quadrupolo cilindrico, equipado com coluna capilar de silica fundida
DB-5 (30 m, 0,25 mm de diametro interno e filme de 0,25 yum de espessura),
operando com energia de ionizacdo de 70 eV. A temperatura do injetor e detector foi
de 220 °C e 250 °C, respectivamente, e a programacéo de temperatura da coluna foi
de 60 a 300 °C a 3 °C/min, com hélio como gas carreador a 80 kPa e fluxo de 1

mL/min.
3.3.2 ldentificagdo dos componentes

Os componentes quimicos presentes nos 6leos extraidos foram identificados
por comparacéo de seu indice de retencéo (indice de retencéo relativo) e o espectro
de massas foi comparado com dados na literatura (ADAMS, 2009), bem como a
espectroteca de aquisicdo (NIST 12 e NIST 62 — National Institute of Standars and
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Technology, Kyoto, Jap&o) e para o célculo do indice de retencdo relativo (1) foi

utilizada a seguinte equagao:

|= 100z + 100 tr, - tr;)
[trz4 - trz)

Onde: z = namero de carbonos do alcano com menor peso molecular;

trx = tempo de retencdo do composto X, sendo trx intermediario entre trz e trz+1);
trz= tempo de reteng¢ado do alcano com “n” carbonos;

tr(z+1) = tempos de retengéo do alcano com “n+17;

Quantidades relativas de cada composto foram calculados a partir das areas

dos picos do CG.

3.4 Atividade antifangica

As amostras foram submetidas ao teste de suceptibilidade ao flucoconazol, os
antifngicos mais prevalentes responsaveis pelas micoses cutaneas e mucocutaneas

no homem.

Foram selecionadas as espécies de fungos filamentosos Microsporum canis
38, Microsporum gypseum 01, Trichophyton mentagrophytes 32 e Trichophyton
rubrum 51 e espécies de leveduras Candida albicans 15, Candida glabata 09,
Candida krusei 03, Candida parapsilosis 52, Candida tropicallis 750 e Cryptococcus

neoformans 16.

Para a obtencao de células viaveis para os testes, os isolados leveduriformes
foram crescidos em Agar Sabouraud contendo cloranfenicol 0,04% por 48 h a 32 °C.
Nos isolados filamentosos, por sua vez, alterou-se apenas o periodo de incubacédo no

agar, que foi 7 dias a 30 °C.
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3.4.1 Preparo da amostra

As amostras foram pesadas em balanca de precisdo Mettler Toledo, modelo
AB 204. Estas foram dissolvidas em Tween 2% e &gua estéril, tendo ao final uma

concentracdo de 500 pg/mL.
3.4.2 Preparo do in6culo fungico para os testes de susceptibilidade

Tomou-se como referencial, o método de microdiluicdo, segundo as
recomendacdes do Clinical Laboratory Standart Institute (CLSI, 2008 e 2012). Foram
seguidos os protocolos de preparacdo do indéculo fungico de acordo com o0s
documentos M27-S4 e M38-A2, respectivamente para fungos leveduriformes e

filamentosos.

As leituras dos in6culos foram realizadas em espectofotdmetro Femto, modelo
600 Plus e a homogeneizacdo dessas amostras no meio foi através de vortex IKA,

modelo Lab Dancer.

3.4.3 Avaliacdo da atividade antifungica dos 6leos volateis pelo método de

microdiluicdo em placa.

O teste de susceptibilidade aos 6leos volateis foi testado de acordo com as
recomendacdes dos documentos aprovados pelo Clinical and Laboratory Standart
Institute (CLSI, 2008), e os resultados expressos em concentracao inibitéria minima
(CIM).

Os ensaios foram desenvolvidos em quadriplicata, sendo realizado, portanto,
guatro experimentos para cada cepa estudada. As microplacas foram incubadas a 35
°C durante 2 dias para leveduras e 7 dias a 35 °C para fungos filamentosos em
estufa DelLeo e a leitura para determinacdo da CIM do 6leo essencial foi realizada
pelo método visual, comparando com os controles do teste, sendo um controle
positivo do meio (RPMI 1640) e o outro o controle do diluente da amostra (Tween
2%).

3.4.4 Material utilizado

Todos os materiais utilizados nesse trabalho foram autoclavados em autoclave

vertical Phoenix, modelo AV 50.
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3.5 Atividade anti-inflamatoria

A atividade quimiotaxica in vitro foi empregada através da técnica de BOYDEN
(1962) descrita por SUEYNAGA e colaboradores (2011).

Para a obtencéo da suspencao dos neutrofilos, foi injetado um volume de 20 mL
de uma solugdo de glicogénio a 1% na cavidade peritoneal de um rato Wistar

macho, adulto, pesando cerca de 180 g, procedente do Biotério Central da UFRGS.

Apés um periodo de 4 horas, a coleta das células foi realizada. Para esta
coleta, o rato foi sacrificado por exposicado ao éter etilico, a seguir, foi injetado na
cavidade peritoneal, 60 mL de solugéo de Hanks.

Apoés, a cavidade peritoneal foi aberta e o liquido contendo as células foi
retirado, lavando-se duas vezes esta cavidade com 10 mL de solucdo de Hanks
cada, promovendo assim a lise das hemécias por meio de um choque hipoténico.
Essas soluc¢des foram centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos. O sedimento
obtido foi ressuspendido com solu¢do de Hanks. A quantidade de células que foi
adicionada ao compartimento superior da camara de quimiotaxia foi de 1,5 x 10°

células/mL, contadas em camara de Neubauer.

Como fator quimiotaxico foi utilizado lipopolissacarideo de Escherichia coli
(LPS), em uma concentracdo de 65 ug/mL, ativado em banho-maria a 37 °C por 30
minutos. As amostras foram igualmente dissolvidas em plasma, ativadas em banho-
maria a 37 °C por 30 minutos e diluidas em solucdo de Hanks. O plasma foi diluido

em uma solucdo de Hanks na concentracéao de 20%.

A atividade migratéria dos leucécitos foi determinada em camaras cilindricas,
construidas em acrilico transparente, consistindo de dois compartimentos (0,5 mL de
capacidade cada): o compartimento inferior preenchido com uma solu¢do contendo
o fator quimiotaxico, e o compartimento superior com a suspensao de neutrdfilos,
separados por um filtro de nitrato de celulose com 13 mm de didmetro e poros de 8
um de didmetro. As camaras foram cobertas com gaze umedecida e envolta um
saco plastico, sendo em seguida, incubadas na estufa, a 37 °C durante 1 hora.
Imediatamente apo6s esse periodo, os filtros foram removidos, fixados, corados,

diafanizados overnight e montados entre lamina e laminula.
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A leitura desses filtros foi realizada sob microscopia Optica, de campo claro
conforme descrito por ZIGMOUND e HIRSCH (1973), utilizando-se ampliacdo de 40
vezes. Com o foco no plano superior do filtro, a observacdo microscopica sera até
que apenas duas células estejam visiveis. A distancia que € medida em
micrdmetros, entre o plano superior do filtro e dessas duas células em foco, permitira
avaliar a capacidade migratéria dos neutrofilos dos animais, esse resultado foi
comparado estatisticamente com o controle positivo. A leitura foi realizada em cinco
campos de cada filtro, totalizando 10 leituras por amostra, uma vez que cada
amostra foi testada em duplicata. Os resultados foram expressos como médiaterro

padrdao da média (epm) e analisados estatisticamente pelo teste “t” de Student.

A carcacga do rato utilizado neste estudo foi envolta em sacos plésticos de cor
branca, armazenadas em freezer (-20 °C) até o recolhimento desta carcaca sadia

pela Empresa Aborgama do Brasil.
3.6 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante de cada o6leo foi avaliada por espectrofotbmetro
Agilent, modelo 8453, utilizando como reagente o DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila).
As amostras foram testadas em diversas concentragdes, utilizando metanol como
branco. A mistura foi incubada a temperatura ambiente por 30 min. A absorbancia foi

medida a 515 nm. As concentracdes testadas foram 10, 50, 100 e 150 pg/mL.

3.7 Procedimentos para tratamento dos residuos

Durante este trabalho tentou-se diminuir, na medida do possivel, a geracdo de
residuos. Os residuos produzidos durante os experimentos foram segregados de
acordo com suas caracteristicas, conforme normas preconizadas pela COSAT

(Comisséo de Seguranca do Trabalho da Faculdade de Farméacia da UFRGS).






4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Foram coletadas quatro espécies de Ocotea de ocorréncia no Estado do Rio
Grande do Sul, nas cidades de Nova Petropolis (29°22'33"S; 51°06'43"W), Cacapava
do Sul (30°30'44"S; 53°29'29"W) e Santo Antbnio da Patrulha (29°49'03"S;
50°31'11"W). Os dados de coleta da cada espécie estdo apresentados na Tabela 1,
bem como o rendimento de cada éleo obtido por hidrodestilacdo a partir das folhas
frescas dessas espécies. Neste estudo foram realizadas duas coletas para O.

indecora, O. puberula e O. silvestris e somente uma para O. acutifolia.

Tabela 1: Dados de coleta e rendimento dos 6leos volateis obtidos a partir das

espécies coletadas.

Espécie Data das coletas Local ICN Rendimento (%)

O. acutifélia 11/09/2012 Cacapava do Sul 176762 0,2

O. indecora 18/07/2013 Santo Antdnio da 192541 0,3
Patrulha

O. indecora 18/07/2013 Santo Antdnio da 192541 0,2
Patrulha

O. puberula 03/07/2012 e Nova Petropolis 176761 0,2

O. puberula 08/04/2013 Nova Petropolis 176761 0,2

O. silvestris 03/07/2012 e Nova Petropolis 176763 0,2

O. silvestris 08/04/2013 Nova Petropolis 176763 0,2

4.1 Andlise quimica dos 6leos volateis

Os oleos volateis obtidos a partir da hidrodestilacdo foram diluidos a 2% em
éter etilico ou acetona (V/V) (Tédia) para a analise de seus constituintes em
cromatdégrafo a gas acoplado a detector de massas (CG-EM). Para facilitar a
discussdo dos resultados, as espécies foram separadas e seus resultados serdo

apresentados em ordem alfabética por espécie.
4.1.1 Ocotea acutifolia (Nees) Mez

A coleta de O. acutifolia foi realizada na cidade de Cacapava do Sul
localizada na regido da campanha do estado do Rio Grande do Sul. O rendimento

obtido foi de 0,2% (V/V), apresentando coloracdo alaranjada e consisténcia viscosa.

Para esta, foram identificados um total de sete componentes no 6leo de suas
folhas, representando cerca de 98% do conteudo total do 6leo. O 6leo das folhas foi
caracterizado pela predominancia de um diterpeno tetraciclico insaturado, o

filocladeno (67,9%), seguido pelo sesquiterpeno biciclico beta-selineno (18,0%),
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formado a partir da rota biossintética do germacrano (Tabela 2). Neste 6leo ndo foi
verificada a presenca de monoterpenos. O cromatograma obtido por CG-EM a
estrutura quimica dos componentes majoritarios dessa amostra encontram-se nas

Figuras 6 e 7, respectivamente.

SILVA e colaboradores (2013) coletaram O. acutifolia em Sao Francisco de
Assis, Rio Grande do Sul, e identificaram um total de 24 componentes no 6leo volatil
das folhas, sendo caracterizado pela predominancia de sesquiterpenos oxigenados,
como o 6xido de cariofileno (56,9%), epoxido de calareno (11,7%) e gama-elemeno
(8,2%). Neste mesmo estudo, foi identificada, ainda, a presenca de monoterpenos,

como alfa-tujeno, alfa-pineno, limoneno, linalol, dentre outros.

Pela primeira vez é relatada a presenca de filocladeno para espécies do
género Ocotea. Este composto ja foi identificado anteriormente em populacdes da
espécie Cryptomeria japonica D. Don (Cupressaceae) coletadas em Portugal
(MOITEIRO et al., 2013) e em folhas, galhos e raizes de Eryngium aquifolium Cav.
(Apiaceae) coletados na Espanha (PALA-PAUL et al., 2010).

Tabela 2. Composicao quimica do 6leo volatil das folhas de Ocotea acutifolia

(Nees) Mez coletadas em Cacapava do Sul.

IR Composto %
1467 Cis-B-guaieno 0,4
1470 B-selineno 18,0
1480 a-selineno 3,2
1568 Oxido de cariofileno 3,0
1638 a-eudesmol 2.3
1659 a-muurolol 4,0
2019 Filocladeno 67,7

Total 100,0
Monoterpenos 0

Sesquiterpenos hidrocarbonados 21,6
Sesquiterpenos oxigenados 10,7
Diterpenos 67,7

IR: Indice de retencdo em coluna DB5.
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Figura 6. Cromatograma obtido por CG-EM do o6leo voléatil das folhas de

Ocotea acutifolia (Nees) Mez.
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Figura 7. Componentes majoritarios do 6leo volatil de Ocotea acutifolia. Beta-

selineno (a) e filocladeno (b).
4.1.2 Ocotea indecora (Schott) Meisn. ex Mez

A coleta de Ocotea indecora foi realizada na cidade de Santo Antdnio da
Patrulha. Para esta espécie foram realizadas duas coletas no mesmo local, em
individuos diferentes, um deles localizado sob a sombra (SA) de arvores de maior
porte e 0 outro estando sob a incidéncia direta dos raios solares (SV). O rendimento
de 6leo obtido a partir das folhas foi de 0,3% e 0,2% para SA e SV, respectivamente.
O 6leo obtido para as duas amostras apresentou aspecto limpido e coloracéo

amarela clara.

Foram identificados 24 componentes considerando o 6leo das duas coletas,
representando 100% e 95,3% do conteudo para SA e SV, respectivamente (Tabela
3). Para ambas as coletas foram identificados sesquiterpenos hidrocarbonetos como
componentes majoritarios. Para a SA, germacreno D (10,5%), biciclogermacreno
(40,7%) e tau-cadinol (10,2%) foram os componentes majoritarios e para a SV guaiol

(30,2%), beta-eudesmol (12,7%) e alfa-eudesmol (27,6%) foram os principais
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compostos. O cromatograma dessas duas andlises e a estrutura quimica dos
componentes majoritarios encontram-se nas Figuras 8, 9, 10 e 11, respectivamente.
E interessante observar que o Oleo SV apresentou maior teor de compostos
oxigenados em relacéo ao 6leo SA, sugerindo que a luminosidade pode influenciar
diretamente na qualidade do oOleo. Os sesquiterpenos germacreno D e
biciclogermacreno, presentes em SA, podem sofrer rearranjos e oxidacdes diversas,
enzimaticas ou nao, originando diferentes sesquiterpenoides com esqueleto
cadinano, guaiano ou eudesmano, podendo ser ocasionado pela elevacdo da
temperatura (BULOW e KONIG, 2000). Cabe ressaltar que as plantas coletadas
foram armazenadas em freezer até o momento da extracdo e os Oleo obtidos
também foram armazenadas a baixas temperaturas até o momento da analise

quimica.

Outra diferenca entre as duas coletas foi a presenca de monoterpenos na
coleta realizada na sombra (SA), sendo estes derivados do pirofosfato de geranila,
precursor inicial dos monoterpenos, que apds algumas reacdes de ciclizacdo da
origem a compostos do tipo estrutural pinanos (alfa-pineno, beta-pineno), p-
mentanos (limoneno) e aciclicos como mirceno (POULOSE e CROTEAU, 1978). A

amostra SV ndo apresentou esta classe de compostos.

E conhecido que a variabilidade quimica, tanto quantitativa quanto qualitativa,
pode ocorrer por varios motivos. Considerando os estadios fenolégicos da espécie
vegetal, ocorrem alteracdes bioquimicas e fisiolégicas capazes de modificar a
producdo de substancias biologicamente ativas, influenciando diretamente no teor e
na qualidade dos Oleos volateis. Por essa razdo, os 0leos ndo sdo constantes em
termos quali e quantitativos, sendo diretamente influenciados por fatores ambientais
como solo, luminosidade, temperatura, radiacdo, déficit hidrico, local e horario de
coleta. Assim, diferentes combinagbes de solo (teor de acidez ou alcalinidade),
clima, relevo, umidade, temperatura e insolagcdo podem ocasionar variabilidade nas
caracteristicas quimica e fisica dos 0leos. Assim, plantas que foram coletadas em
locais com diferente intensidade de luz, calor e temperatura podem ter um
desenvolvimento diferenciado, sendo, em geral, menor para aquelas sob maior

incidéncia de frio, por exemplo.
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Em estudo analisando a composicao quimica do 6leo volatil de Dalbergia
rutescens (Vell.) Britton (Fabaceae) e a influéncia das condicbes ambientais na
espécie, foi observado que o rendimento do 6Oleo volatil foi fortemente influenciado
pelas condicbes ambientais, apresentando um comportamento diretamente
proporcional a temperatura e nebulosidade e inversamente proporcional a
precipitacdo. Em relacé@o a influéncia das condi¢gbes ambientais sobre a composi¢éo
quimica, foi verificado que linalol, a-ionona e -ionona, compostos que
caracterizaram o 0leo na primavera, sofreram influéncia diretamente proporcional da
temperatura e da insolacdo. Foi observado, ainda, que as estacdes do outono e
inverno foram caracterizadas pela ocorréncia de 3-damascenona e geranil-acetona
compostos que, a principio, ndo apresentaram relacdo com as condicfes ambientais

(MENDES et al., 2012).

Além dos fatores abidticos, como solo, temperatura e luminosidade, fatores
genéticos também podem apresentar grande influéncia sobre o teor e a composicéo
quimica dos Oleos volateis, podendo estes caracterizar diferentes genotipos
conforme sua constituicdo. A determinagédo da extensao da influéncia das condi¢oes
edafocliméticas e dos fatores genéticos sobre os 6leos pode ser determinada pelo

sistema de cultivo com condic¢des controladas.
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Tabela 3. Composicao quimica do oleo volatil das folhas de Ocotea indecora

coletadas em Santo Antdnio da Patrulha.

IR Composto Coleta SA Coleta SV
18/07/2013 18/07/2013
926 a-pineno 4,2
968 B-pineno 9,0
985 Mirceno 0,7
1021 Limoneno 2,3
1395 a-copaeno 3,2
1378 B-elemeno 1,3
1402 [-cariofileno 1,8 3,0
1436 B-humuleno 0,9
1465 Germacreno D 10,5 1,7
1483 Biciclogermacreno 40,7 3,1
1488 Germacreno A 0,8
1506 O-cadineno 3,3 2,2
1539 Germacreno B 1,1
1564 Espatulenol 4.6 2,0
1567 Oxido de cariofileno Tracos 4.4
1570 Globulol 2,5 1,9
1577 Epi-globulol 0,6
1588 Guaiol 30,2
1615 1-epi-cubenol 15
1625 Iso-espatulenol 1,6
1629 tau —cadinol 4,9
1639 B-eudesmol 12,7
1642 a-cadinol 10,2
1647 a-eudesmol 27,6
Total 100,0 95,2
Monoterpenos 16,1 0
hidrocarbonados
Sesquiterpenos 64,3 9,9
hidrocarbonados
Sesquiterpenos oxigenado 19,6 85,3

IR: Indice de retengdo em coluna DB5; SA: coleta realizada na sombra; SV: coleta

realizada no sol.
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Figura 8. Cromatograma obtido por CG-EM do o6leo volatil das folhas de
Ocotea indecora, coletadas em individuo localizado na sombra (SA).
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Figura 9. Cromatograma obtido por CG-EM do 6leo volatil das folhas de

Ocotea indecora, coletadas em individuo com incidéncia direta de luz solar (SV).
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Figura 10. Componentes majoritarios do 6leo volatil de Ocotea indecora (SA),

germacreno D (a), biciclogermacreno (b) e tau-cadinol (c).
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Figura 11. Componentes majoritarios do 6leo volatil de Ocotea indecora (SV)

guaiol (a), beta-eudesmol (b) e alfa-eudesmol (c).
4.1.3 Ocotea puberula (Rich.) Nees

A coleta de Ocotea puberula foi realizada na cidade de Nova Petropolis.
Foram coletadas amostras de dois individuos proximos, sob a incidéncia direta dos
raios solares. O rendimento de 6leo a partir das folhas foi de 0,2% para ambas as

coletas. A coloracao deste 6leo foi amarelo e limpido para as duas amostras.

Foram identificados 18 componentes no total das folhas das duas coletas,
correspondendo a aproximadamente 94% do contetdo de 6leo para cada amostra.
Para ambas as coletas, sesquiterpenos hidrocarbonetos foram os componentes
majoritarios (Tabela 4). Para a coleta 1, beta-cariofileno (25,2%) foi o principal
constituinte do 6leo, seguido pelos sesquiterpenos oxigenados E-nerolidol (13,1%) e
espatulenol (11,8%) e na coleta 2 foram identificados também os sesquiterpenos
hidrocarbonetos aromadendreno (11,5%) e beta-acoradieno (12,5%), seguido pelo
sesquiterpeno oxigenado globulol (22,6%). Apesar da grande diferenca quantitativa,
ha uma certa proximidade quimica, pois 0s principais sesquiterpenos oxigenados
identificados na coleta 2 podem ser originados pela oxidacdo dos sesquiterpenos
hidrocarbonetos predominantes na coleta 1. O cromatograma dessas duas analises
encontram-se nas Figuras 12 e 13 e a estrutura quimica dos componentes
majoritarios encontram-se nas Figuras 14 e 15. Nas duas coletas nao foi identificada

a presenca de monoterpenos para essa espécie.

No estudo de DE ARAUJO e colaboradores (2001), foram identificados no
Oleo das folhas de Ocotea puberula trés monoterpenos e dez sesquiterpenos, sendo

beta-cariofileno e biciclogermacreno os compostos majoritarios em seu estudo.
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RAGGI (2008) verificou a composi¢do quimica das folhas de trés individuos,
sendo que apresentaram como composto majoritdrio 0 hidrocarboneto
sesquiterpénico beta-cariofileno (25,25%), além de beta-elemeno,
biciclogermacreno, alfa-copaeno e alfa-humuleno. Este estudo corrobora com os
resultados obtidos por DE ARAUJO e colaboradores (2001) e com parte dos
resultados encontrados neste trabalho.
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Tabela 4. Composicao quimica do Oleo volatil de diferentes coletas de Ocotea

puberula.
IR Composto Coleta 1 Coleta 2
03/07/2012 08/04/2013
1365 a-copaeno 11
1394 Isocariofileno 9,5 0,3
1406 [B-cariofileno 25,2 7,4
1425 Aromadendreno 0,7 11,5
1440 a-humuleno 2,7 Tracos
1447 Allo-aromadendreno 0,8 Tragos
1461 a-acoradieno 1,4 3,7
1463 B-acoradieno 5,4 12,5
1467 Germacreno D 0,8
1481 Biciclogermacreno 1,0 6,0
1509 0-cadineno 0,5 19
1554 E-nerolidol 13,0 6,0
1566 Espatulenol 11,8 6,3
1570 Oxido de cariofileno 7.9
1573 Globulol 6,6 22,6
1581 Epi-globulol 4.8 4.4
1584 Ni 1,2
1591 Ni 4,6 1,8
1645 a-muurol 1,4
1815 Ni 3,2
1817 Ni 0,4
1826 ni* 10,7
2099 Nonadecanal 0,4
Total 94,8 93,3
Sesquiterpenos 62,0 49,2
hidrocarbonetos
Sesquiterpenos 32,4 33,4
oxigenados
Compostos alifaticos 0,4 0

IR: indice de retencéo em coluna DBS5. ni: ndo identificado; ni*: M/Z(Rel Int): 41(100),
55(28), 69(33), 91(32), 105(41), 119(19), 131(26), 145(32), 159(42), 173(9), 187(8), 202(41),

220(3)
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Figura 12. Cromatograma da identificacdo dos componentes volateis das
folhas de Ocotea puberula (coleta 1).
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Figura 13. Cromatograma da identificagdo dos componentes volateis das
folhas de Ocotea puberula (coleta 2).

Figura 14. Estrutura quimica dos componentes majoritarios do dleo volatil de

Ocotea puberula (coleta 1): beta-cariofileno (a), E-nerolidol (b) e espatulenol (c).
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Figura 15. Estrutura quimica dos componentes majoritarios do 6leo volatil de

O. puberula (coleta 2): aromadendreno (a), beta-acoradieno (b) e globulol (c).
4.1.4 Ocotea silvestris Vattimo-Gil

A coleta de Ocotea silvestris foi realizada na cidade de Nova Petropolis.
Foram coletadas folhas de dois individuos proximos, e ambos sob a incidéncia direta
dos raios solares. O rendimento das folhas foi de 0,2% para ambas as coletas. A
coloracgéo deste 6leo foi amarelo claro e limpido para as duas coletas.

Foram identificados dez componentes, totalizando 90% e 100% dos contetdo
total dos 6leos, respectivamente. Para esta espécie os constituintes quimicos dos
Oleos obtidos foi praticamente a mesma. Para ambas as coletas o 6leo foi
caracterizado por sesquiterpenos hidrocarbonados, que apresentaram quase que a
totalidade da percentagem, sendo germacreno D (54,1% e 73,3%, respectivamente
para coleta 1 e 2) e biciclogermacreno (29,8% e 26,7%, respectivamente para coleta
1 e 2), os principais componentes do 6leo volatil (Tabela 5). O cromatograma dessas
duas andlises encontra-se nas Figuras 16 e 17. Nao foi observada a presenca de

monoterpenos para as duas coletas de O. silvestris.
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Tabela 5. Identificacdo e comparacdo quimica de espécies de Ocotea

silvestris.
IK Composto Coleta 1 Coleta 2
03/07/2012 08/04/2013
1383 -elemeno 0,3
1407 B-cariofileno 1,9
1466 y-muuroleno 0,6
1467 Germacreno D 54,1 73,3
1484 Biciclogermacreno 29,8 26,7
1488 a-muuroleno 0,3
1511 O0-cadineno 2,3
1568 Espatulenol 1,1
1575 Globulol 1,3
1649 a-muurolol 0,2
Total 91,9 100,0
Sesquiterpenos 89,3
hidrocarbonetos
Sesquiterpenos 2,6
oxigenados

IR: Indice de retenc&o em coluna DBS5.
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Figura 16. Cromatograma obtido por CG-EM do oOleo volatil das folhas de
Ocotea silvestris (coleta 1).
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Figura 17. Cromatograma obtido por CG-EM do d6leo volétil das folhas de

Ocotea silvestris (coleta 2).
4.2 Atividade Antifungica

O ensaio para avaliacdo de atividade antifungica foi realizado pelo método de
microdiluicdo em caldo, de acordo com os protocolos padronizados pelo CLSI M27-
S4 e M38-A2 para fungos leveduriformes e fungos filamentosos respectivamente.
Todos os ensaios foram realizados em quadriplicata. Para este ensaio foram
testadas as seguintes amostras de Oleos volateis de Ocotea: O. acutifolia, O.

indecora SA e SV, O. puberula coleta 2 e O. silvestris coleta 1.

As amostras utilizadas nesse estudo foram testadas frente a 4 cepas de
fungos filamentosos, dentre as quais Microsporum canis 38, Microsporum gypseum
01, Trichophyton mentagrophytes 32 e Trichophyton rubrum 51. Para todas as
amostras nao foi observada inibicdo do crescimento das cepas na concentracao de
500 pg/mL.

Para fungos leveduriformes, todas as amostras foram testadas frente a 6
cepas, sendo elas Candida albicans 15, Candida glabata 09, Candida krusei 03,
Candida parapsilosis 52, Candida tropicallis 750 e Cryptococcus neoformans 16.
Todas as amostras apresentaram alguma inibicdo no crescimento frente a cepa de
Candida parapsilosis 52. Nas demais cepas nao houve inibicdo no crescimento na

concentragéo de 500 pg/mL.

Considerando os resultados obtidos com a cepa de Candida parapsilosis 52,
as amostras foram testadas numa concentracdo de 500 ug/mL utilizando cinco
cepas diferentes deste fungo. Os ensaios foram comparados com 0s controles
positivos do teste, sendo um o diluente utilizado nas amostras (tween 20 a 2%) e 0

outro 0 meio RPMI 1640 com o inéculo. Nesses dois controles positivos sempre foi
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observado o crescimento do microrganismo. Como referéncia do controle negativo,
foi utilizado apenas o meio RPMI 1640 na placa de 96 pocos. Nesse poco em
nenhum momento foi observado crescimento microbiolégico e caso houvesse o
crescimento de microrganismos 0 experimento seria rejeitado por apresentar

contaminag¢&@o no meio. A leitura dos resultados foi realizada pelo método visual.

Os resultados do screening frente a fungos filamentos e leveduriformes

encontram-se na Tabela 6. Na Figura 18 € apresentado um fluxograma da atividade

antifangica.
Oleos
Volateis
|
| ]
Screening _
Screening
Fungo Leved
Filamentoso eveduras
| ]
Migrasparum canis 18 Candids albicans 153
M 5 Candids glabrata 09
iorazparum gypseum 91 Candids krusei 03 - -
Trichophyton mentagrophytes 12 Candids fropicallis 750 u Afividade
Cryptococcus neoformans 16
Trchophyton rubrum 51 [Ezndida parspsilosis 52 |
| ' | |
RL 07
RL 11
Sem Sem AL 13
atividade atividade AL 27m
RL 52

Figura 18. Fluxograma de trabalho realizado para a atividade antifungica.
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Tabela 6. Screening contra fungos patogénicos filamentosos e leveduriformes do

oleo volatil de diferentes espécies de Ocotea comparando com 0s controles do

ensaio.
0. 0. 0. O. puberula 0. Controle C+ C-
Acutifélia indecora  indecora coleta 2 silvestris Diluente
SA SV coleta 1
M canis 38 + + + + + + _
M. gypseum 01 + + + + + + + -
T. mentagrophytes 32 + + + + + + + -
T. rubrum 51 + + + + + + + -
C. albicans 15 + + + + + + + -
C. glabata 09 + + + + + + + -
C. krusei 03 + + + + + + + -
C. parapsilosis 52 - - - - - + + -
C. tropicallis 750 + + + + + R
Cryptococcus + + -

neoformans 16

+: houve crescimento; -: sem crescimento; C+: controle positivo; C-: controle negativo; SA: coleta
realizada na sombra; SV: coleta realizada no sol

Apbs os resultados do screening frente as cepas de fungos filamentosos e
leveduriformes, a cepa leveduriforme de Candida parapsilosis 52 por apresentar
uma inibicdo frente aos Oleos testados foi separada para realizar o ensaio da
concentracédo inibitéria minima (CIM). Como as cepas de fungos filamentosos nao

inibiram o crescimento, estas ndo foram testadas.

Para o ensaio da concentracéao inibitéria minima (CIM) utilizando o método de
microdiluicdo em caldo, conforme preconizado pelo CLSI, foram utilizadas cinco
cepas diferentes de Candida parapsilosis (RL 07, RL 11, RL 13, RL 27 m e RL 52)
para a sua comparacdo frente a inibicdo, sendo que todas as cepas foram
resistentes. No entanto, todos os Oleos volateis testados apresentaram uma

concentracédo inibitéria minima na concentracéo de 500 pg/mL.

DA SILVA (2010) avaliou a atividade antifungica de extratos de Ocotea
acutifolia, rico em alcaloides, apresentando potencial efeito fungitoxico. A
concentracdo inibitéria minima do extrato alcaloidico contra as cepas de Candida
glabrata, Candida tropicalis e Cryptococcus neoformans foi de 7,8 pg/mL. Para o
extrato etandlico das folhas e cascas do caule, os melhores resultados foram frente

a C. neoformans (62,5 pg/mL) e para C. tropicalis (15, 6 pg/mL), respectivamente.
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RAGGI (2008), avaliou a atividade antifungica por bioautografia em placa de
silica gel, do oOleo volatil de Ocotea puberula, observando-se fraca atividade frente
aos dois fungos testados, Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum. Este
autor também avaliou essa atividade frente as cepas de Aspergillus niger e Candida
albicans, com diferentes coletas no ano (3 individuos) de O. puberula, mas os
resultados mostram que n&o houve variagdo de atividade entre os individuos e entre
as estacOes do ano frente ao fungo A. niger. A média da porcentagem de inibicao foi
de 67%.

A atividade antibacteriana dos 6leos volateis de folhas de O. puberula
também foi testada por RAGGI (2008) para trés bactérias, dentre eles,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli e os resultados
mostram que ha diferencas entre os individuos, o que sugere o autor, que seja
provavelmente em funcdo das variacfes quantitativas na composi¢cdo. Com relacao
a bactéria S. aureus, o 6leo volatil das folhas do individuo 2, coletadas no inicio de
outono, foi 0 mais ativo com 94,4% de inibicdo e o menos ativo foi o referente a
coleta de inicio da primavera do individuo 1. Os 0leos volateis das coletas do meio
de verdo e inicio de outono tiveram, em média, 70% de inibi¢cdo frente a bactéria P.

aeruginosa.
4.3 Atividade Anti-inflamatéria

Durante um processo inflamatério, ocorrem alteracbes hemodinamicas e na
permeabilidade dos vasos sanguineos e ainda na agregacao de células inflamatorias.
Esse acumulo de células provém da migracdo leucocitaria direcionada ao foco do
processo inflamatério, chamado de quimiotaxia (MONKS et al., 2002). Os leucdcitos,
nesse experimento, sdo neutréfilos polimorfonucleares especializados na defesa do
organismo contra virus, bactérias, fungos ou ainda outros patégenos, e estes sao
rapidamente ativados ap0s a exposi¢cao, migrando da corrente sanguinea ao foco da
lesédo (ZEN et al., 2006). Dessa maneira, 0s 0leos volateis de espécies de Ocotea
foram submetidos ao ensaio antiquimiotaxico, a fim de avaliar a sua capacidade de

inibicdo da migracao leucocitaria.

A atividade antiquimiotaxica in vitro foi realizada seguindo a técnica de BOYDEN
(1962) descrita por SUEYNAGA e colaboradores (2011). Dessa maneira, as amostras

dos 6leos volateis foram testadas nas concentracdes de 0,3125 a 5 pg/mL. Nenhuma
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das amostras analisadas apresentou atividade quimiotaxica nas concentracdes

testadas quando comparadas ao controle do teste que foi indometacina.

Ha relatos na literatura que plantas pertencentes ao género Ocotea
apresentam atividade anti-inflamatéria. No entanto, ha poucos estudos com essa
atividade correlaciona do a esse género e os testes mais utilizados encontrados séo
através da inducao do processo inflamatério pelo ensaio com carragenina. Nao ha
relatos do ensaio antiquimiotaxico para espécies de Ocotea.

4.4 Atividade Antioxidante

Espécies reativas de oxigénio, como ion superéxido (O2), perdxido de
hidrogénio (H202) e ion hidroxila (OH) sédo altamente reativas e podem gerar
processos patoldgicos quando sua producdo estd em desequilibrio com o sistema
antioxidante do organismo. A formacédo desses radicais esta diretamente envolvida
em processos tanto inflamatérios quanto infecciosos e a atividade antioxidante pode
ocorrer por diversos mecanismos (SINGH et al., 2009; JIA et al., 2010). Devido a
isso, o Oleo volatil de O. silvestris foi submetido ao ensaio de avaliacdo da

capacidade antioxidante pelo método DPPH.

Neste ensaio, quando a substancia é antioxidante, atua basicamente doando
um atomo de hidrogénio formando um radical mais estavel (MIGUEL, 2010). Dessa
maneira, a capacidade de reducdo da formacdo de radicais é determinada pela

diminuicdo da absorcao induzida pelo antioxidante.

Sendo assim, a atividade sequestradora de radicais livres foi determinada,
nas concentracdes de 10, 50, 100 e 150 pg/mL. Entretanto, nenhuma amostra
apresentou efeito antioxidante por esse método nas concentracbes testadas,
comparando com o controle do teste (acido ascoérbico).
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Foram coletadas e analisadas quatro espécies de Ocotea de ocorréncia no
Rio Grande do Sul. Os dleos volateis obtidos dessas espécies ndo variaram em seu
rendimento, mas, por outro lado, houve variacéo, tanto quali quanto quantitativa na

sua composi¢ao quimica entre as espécies.

Os oOleos volateis séo, tradicionalmente, classificados em duas séries:
terpénica e fenilpropanoide. A série terpénica, por sua vez, é composta por
monoterpenos e sesquiterpenos. O 6leo obtido de Ocotea acutifolia representa uma
excecdo dentre as amostras analisadas, apresentando o filocladeno, um diterpeno,
como principal constituinte do 6leo. E a primeira vez que é observada a ocorréncia

deste diterpeno na familia Lauraceae.

Com relacéo a classe de terpenos encontrada, a maioria das amostras foi
caracterizada pela presenca de sesquiterpenos (Figura 19). Nao foi observada a
presenca se monoterpenos nas espécies estudadas, exceto para uma das coletas
realizadas para O. indecora, cujo Oleo apresentou 16% de monoterpenos
hidrocarbonetos, representados em especial por alfa- e beta-pineno. Este fato pode
estar relacionado ao fato de esta ser a Unica coleta realizada em um individuo
localizado a sombra de outras arvores de maior porte. Suas folhas, nestas
condicBes, apresentavam-se em maior tamanho e mais escuras quando comparado
a coleta feita em individuo recebendo incidéncia direta da luz solar. E sabido que o
ambiente onde o vegetal se desenvolve pode influenciar na quantidade de 6leo, bem
como na composicdo quimica deste. A temperatura, a umidade, o regime de chuvas,
a exposi¢ao ao sol, entre outros fatores como o solo, que fornece os nutrientes para
a planta, exercem influéncia direta sobre a producdo de 6leo volateis, ainda mais se
0 Oleo estiver estocado em estruturas histoldgicas localizadas na superficie da folha.
Assim, este fato pode explicar, pelo menos em parte, a auséncia de monoterpenos

nas demais espécies, pois todas estavam sob a incidéncia direta da luz solar.

7

Dentre o0s sesquiterpenos, a maioria das amostras € formada pelos
sesquiterpenos ciclicos. Em apenas uma amostra foi observada quantidade
expressiva do sesquiterpeno aciclico E-nerolidol (13% - O. puberula). Dentro do
grupo dos sesquiterpenos ciclicos, diferentes tipos de esqueletos ocorrem

simultaneamente nas espécies analisadas. De forma geral € observada a

predominéncia de compostos provenientes da rota biossintética dos germacranos.



98

Dentre os compostos que predominam neste grupo estdo o biciclogermacreno,

espatulenol, aromadendreno e globulol.

O grupo cariofilano foi predominante em uma das coletas de O. puberula,
representado pelo beta-cariofileno. A rota dos cadinanos esta presente em quase
todas as amostras, principalmente nas coletas de Ocotea silvestris, sendo

representado pelo germacreno D.

0. silvestris coleta 2
B Monoterpenos

0. silvestris coleta 1 hidrocarbonetos

M Sesquiterpenos

O. puberula coleta 2 hidrocarbonetos

O. puberula coleta 1 Sesquiterpenos oxigenados
0. elegans SV
B Compostos alifaticos
0. elegans AS
0. acutifolia — " Diterpenos

0 20 40 60 80 100 120

Figura 19. Porcentagem de terpenoides encontrados nas espécies de Ocotea.

Outros estudos realizados com espécies de Ocotea apontaram para a
presenca tanto de monoterpenos quanto de sesquiterpenos. O 6leo de O. morae foi
analisado e os monoterpenos beta-pineno e mirceno, bem como os sesquiterpenos
germacreno D e biciclogermacreno, foram caracterizados como principais
componentes do 6leo. Este resultado corrobora com os resultados encontrados,
demonstrando que estes compostos sdo comuns a espécies do género Ocotea,

apresentando semelhanca com o 6leo de O. indecora (CHAVERRI et al., 2011).

Nos estudos de TAKAKU e colaboradores (2007), estes fizeram a
identificagdo quimica de dez espécies de Ocotea. Nenhuma espécie citada
encontra-se nesse estudo, mas os autores observaram em O. holdridgeana a
presenca de alfa-pineno (29,9%), germacreno-D (19,9%) e beta-pineno (9,1%). Para
O. meziana foram identificados alfa-pineno (30,2%), beta-cariofileno (24,8%), beta-

pineno (16,5%) e germacreno D (16,5%). O 6leo de O. tonduzii apresentou alfa-
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pineno (4,2%) e beta-pineno (25,0%) como componentes majoritarios,
demonstrando que monoterpenos podem estar presentes em grandes quantidades.

Os dleos volateis das folhas de Ocotea nigrescens e Ocotea splendens
coletados em Manaus, Brasil, foram analisados e beta-cariofileno foi a substancia
com o maior percentual em ambas as espécies (37,9% e 51,0%, respectivamente).
Outros componentes detectados foram alfa-pineno (6,7%), beta-pineno (6,9%),
linalol (5,5%) e alfa-copaeno (6,2%), em O. nigrescens e 0xido de cariofileno (9,9%),
linalol isovalerato (5,7%), alfa-humuleno (6,2%) e alfa-guaieno (4,5%) em O.
splendens (YAMAGUCHI et al., 2013).

Segundo o estudo de BATISTA e colaboradores (2010), foi isolado um
sesquiterpeno aromético (rel-(1R, 4S)-7-hydroxycalamenene) de Ocotea indecora
coletada em S&o Paulo. Este composto ndo foi identificado nas duas coletas
realizadas em Santo Antonio da Patrulha, e a presenca de terpenos aromaticos é

pouco frequente nas espécies deste género.

No ensaio para atividade anti-inflamatdria in vitro os Oleos de todas as
espécies foram ensaiados nas concentracdes de 0,3125 a 5 pg/mL. Entretanto,
nenhuma das amostras apresentou atividade. Para a agdo antioxidante frente ao
DDPH, apenas foi possivel testar o 6leo volatil de O. silvestris, pois somente esta
dispunha de gquantidade suficiente de 6leo. Assim, esta espécie foi testada nas
concentrados de 10, 50, 100 e 150 pg/mL, mas nao foi observado resultado positivo

para esta acao.

Na atividade antifingica, os Oleos testados apresentaram um resultado
seletivo para Candida parapsilosis. Assim, procedeu-se a determinacdo da
concentragéo inibitoria minima, sendo observada uma inibicdo de aproximadamente
80% do crescimento do fungo na concentragdo de 500 pg/mL. Esta concentragédo €
a preconizada para amostras de origem natural. Entretanto, segundo os resultados
obtidos, tal concentracdo nao representa um valor promissor, pois é a concentracao
limite utilizada no ensaio. Como foi observada uma certa inibicédo, seria interessante

aprofundar os estudos no sentido de verificar possivel sinergismo com antifingicos.
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Os dleos volateis sdo uma mistura complexa de compostos e sabe-se que
muitas vezes as atividades biolégicas podem estar associadas ou ndo a compostos
isolados. Para reverter resultados nas atividades biolégicas de um composto em
uma mistura, utilizam-se agentes quimicos, que sdo farmacologicamente inativos,

mas que podem alterar a funcao da barreira da pele de maneira reversivel e segura.

Os terpenos sdo um dos grupos quimicos mais estudados, apresentando
capacidade na promocdo da permeacdo, apresentando uma baixa toxicidade
sistémica e menor irritacdo na pele. Esses compostos podem ser combinados com
propilenoglicol, proporcionando um aumento significativo na permeagao
transdérmica de farmacos hidrofilicos como a hidrocortisona e a cafeina. O
mecanismo de acdo desses compostos € através da modificacdo da solubilidade da
camada cOrnea, 0 que permite aumentar a partilha entre a pele e o farmaco, assim
como, 0 aumento da difusdo dos farmacos através da pele (YUNES e CECHINEL
FILHO, 2012; VIEIRA, 2013).

Esses compostos menores tendem a ser mais ativos e apresentam uma maior
capacidade de absorcdo cutanea. Os terpenos apolares, como o d-limoneno,
proporcionam uma maior penetracdo para os compostos lipofilicos enquanto que os
compostos polares, como o 1,8-cineol, manifestam uma melhor penetracdo para os
compostos hidrofilicos. Esses compostos provocam a ruptura da bicamada lipidica
do estrato corneo, enquanto que o composto nerolidol reforca as camadas duplas
dessa mesma barreira. Outro composto estudado foi o mentol, atuando na
permeacdo cutdnea por meio de um mecanismo duplo, ou seja, inicialmente leva a
formacdo de uma mistura eutética com o composto permeante, aumentando desta
forma a sua solubilidade, seguida da alteracdo da propriedade barreira do estrato
cérneo. O mentol distribui-se preferencialmente nos espacos intercelulares do
estrato corneo, causando uma alteracdo reversivel das camadas lipidicas,
promovendo a permeacao dos farmacos (VIEIRA, 2013; RAFEIRO, 2013).



CONCLUSOES
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Todas as espécies coletadas apresentaram conteddo de 6leo volatil, com
teores variando de 0,2 a 0,3%.

Nos Oleos analisados foi observada a predominancia de sesquiterpenos,
sendo 0s principais compostos caracterizados, beta-cariofileno, germacreno
D, biciclogermacreno, E-nerolidol e guaiol.

Apenas para uma espécie, O. indecora, foi observada ocorréncia de
monoterpenos, em especial beta-pineno.

Ocotea acutifolia foi a Unica espécie que apresentou como principal
componente do Oleo volatii um diterpeno, filocladeno, sendo este de
ocorréncia inédita neste género.

No screening frente a fungos filamentosos, nenhuma das amostras ensaiadas
apresentou atividade.

No screening contra fungos leveduriformes, todas as amostras testadas
apresentaram uma inibicdo para a cepa de Candida parapsilosis 52.

A concentracdo inibitéria minima foi avaliada para cinco cepas de Candida
parapsilosis, sendo que a CIM foi estabelecida na concentracdo de 500
pg/mL.

Nenhuma das amostras analisadas apresentou atividade anti-inflamatéria nas
concentragdes de 0,3125 a 5 pg/mL.

Apenas a espécie Ocotea silvestris foi testada para a atividade antioxidante,
porém ndo demonstrou agéo.

O presente trabalho contribuiu para ampliar o conhecimento da composi¢cao
guimica dos 0leos volateis de espécies de Ocotea presentes no Rio Grande
do Sul.
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