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RESUMO

O género Varronia € um dos mais importantes da familia Cordiaceae, com
ampla distribuicdo nas regides tropicais e temperadas. Esta familia caracteriza-se por
apresentar em sua composicdo uma variedade de metabdlitos secundarios, tais como
terpenos, glicosideos, alcaloides e compostos fendlicos. Sao utilizadas no tratamento
de muitas patologias, e tem-se evidenciado propriedades antimicrobianas, anti-
nociceptiva, anti-inflamatoria, antioxidante e hepatoprotetora. Considerando as provas
cientificas evidenciadas para a espécie V. curassavica, conhecida popularmente como
erva-baleeira, com desenvolvimento de um fitoterapico de uso topico, este trabalho
objetivou a obtencéo do Oleo essencial das folhas de V. monosperma, por arraste a
vapor d’agua, a caracterizacao do 6leo por cromatografia gasosa acoplada a espectro
de massas (CG-EM) com comparacdo com biblioteca Nist 2.0 e, avaliagdo do
potencial antimicrobiano dos 6leos obtidos das distintas épocas do ano (primavera,
verao, outono e inverno) para Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida
albicans. A obtencao dos 6leos essenciais ocorreu com o auxilio do aparato Clevenger
com tempo de extracdo de 3h, tendo como liquido extrator a agua. A caracterizacédo
dos Oleos essenciais ocorreu com o cromatografo gasoso (CG-EM) (Perkin Elmer:
amostrador headspace 40/110 Trap). Para a realizacdo da investigagédo da atividade
antimicrobiana utilizou-se o ensaio de concentracao inibitéria minima (CIM). O dleo
essencial obtido através das folhas secas (verdo) caracterizado por CG-EM,
evidenciou a presenca de 24 compostos, sendo 0s majoritarios o B-cariofileno (19%),
germacreno D (17%) e ylangeno (11%). A composic¢ao quimica do 6leo foi comparada
com a literatura e tratam-se de compostos de natureza sesquiterpénica, alguns destes
presentes em outras espécies deste género e apresentaram atividade bioldgica frente
a diversas patologias, destacando-se a atividade antimicrobiana, e acao
imunomoduladora. Ao se comparar o 6leo essencial obtido da V. curassavica em
relacdo a V. monosperma observou-se semelhancas no que se refere a presenca de
B-cariofileno, humuleno e a-copaeno, porém algumas substancias sdo exclusivas de
cada espécie em significativa quantidade. No presente estudo ndo foi evidenciada
atividade antimicrobiana para 0os microrganismos testados, com exce¢ao da amostra
coletada no verao, porém com baixa atividade para a bactéria gram positiva S. aureus.
Pretende-se dar continuidade aos estudos no que se refere a complementacdo da
caracterizacdo quimica dos 6leos em fungéo da sazonalidade e investigar o potencial
anti-inflamatério, considerando seu uso pela populacédo do municipio de Florianépolis.

Palavras-chave: Cordiaceae; Varronia polycephala; trinca-trinca; 6leo essencial.



ABSTRACT

The Varronia genus is one of the important ones in the Cordiaceae family with wide
distribution in tropical and temperate regions. This family is characterized by having in
its composition a variety of secondary metabolites, such as terpenes, glycosides,
alkaloids and phenolic compounds. They are used in the treatment of many
pathologies, and antimicrobial, anti-nociceptive, anti-inflammatory, antioxidant and
hepatoprotective properties have been shown. Considering scientific examinations
evidenced for a species V. curassavica, popularly known as “erva -baleeira” , with the
development of a topical herbal medicine, this work aimed to obtain the essential oll
from the leaves of V. monosperma, by dragging with water vapor , the characterization
of the oil by gas chromatography coupled to mass spectrum (GC-MS) with comparison
with the Nist 2.0 library and evaluation of the antimicrobial potential of chosen oils from
different times of the year (spring, summer, autumn and winter) for Staphylococcus
aureus, Escherichia coli and Candida albicans. The composition of essential oils
occurs with the aid of the Clevenger apparatus with an extraction time of 3 hours, using
water as the extracting liquid. A characterization of the essential oils took place with a
gas chromatograph GC-MS (Perkin Elmer: 40/110 Trap headspace sampler). To carry
out the investigation of antimicrobial activity, the minimum inhibitory concentration
(MIC) assay is used. The essential oil extracted from dry leaves (summer) chosen by
GC-EM, showed the presence of .24 compounds, the majority being p-caryophyllene
(19%), germacrene D (17%) and ylangene (11%). The chemical composition of the oll
was compared with the literature and they are compounds of sesquiterpenic nature,
some of these present in other species of this genus showed biological activity against
several pathologies, highlighting the antimicrobial activity and immunomodulatory
action. When comparing the essential oil obtained from V. curassavica in relation to V.
monosperma, similarities were observed regarding the presence of B-caryophyllene,
humulene and a-copaene, but some substances are unique to each species in a
significant amount. In the present study, antimicrobial activity was not evidenced for
the tested microorganisms, with the exception of the sample collected in the summer,
but with low activity for the gram positive bacteria, S. aureus. It is intended to continue
the studies regarding the complementation of the chemical characterization of oils as
a function of seasonality and investigate the anti-inflammatory potential, considering it
used by population of Florianopolis.

Keywords: Cordiaceae; Varronia polycephala; trinca-trinca; essential oil.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais apresentam-se como um grande recurso de substancias
com diversidade funcional quimica ilimitada e com potencial terapéutico excepcional.
O potencial clinico desta rica fonte de substancias pode ser evidenciado pelas grandes
contribuicdes na terapéutica como modelos estruturais para o desenvolvimento de
novas moléculas com eficacia e tolerabilidade ou mesmo seu uso in natura
(NEWMAN; CRAGG, 2020).

Andlise realizada por Newman e Cragg (2016) entre 1981-2014, sobre
estudos conduzidos com produtos naturais, demonstrou que estes desempenham um
papel relevante na descoberta de novos farmacos. De todos os farmacos aprovados
neste periodo, 46,71% sao de origem natural, derivados ou mimetizam a estrutura de
um metabdlito secundario oriundo de plantas superiores. Embora a atualizacdo dos
dados por Newman e Cragg (2020) tragam que o nimero de grupos ativos trabalhando
em produtos naturais tenha decaido na industria farmacéutica, isso se deve ao
cessamento do financiamento em paises desenvolvidos, entretanto a influéncia das
estruturas de produtos naturais ndo diminuiu materialmente em relacédo a aprovacao
de novos medicamentos. Produtos naturais ainda sdo a melhor op¢cao para a busca
de novas substancias bioativas, e quando em conjunto com a quimica sintética e
avaliacdes bioldgicas, oferecem a oportunidade da descoberta de novas estruturas
gue podem levar a agentes eficazes em uma variedade de doencas (NEWMAN;
CRAGG, 2020). A razdo da descoberta e sucesso de substancias na area de cancer
a partir de produtos naturais, em relacao a produtos sintéticos, atinge 60% reforcando,
desta forma, a importancia de estudos conduzidos nesta area e estimula estudos em
outras areas da medicina (KHAN, 2018; DUTTA et al., 2019).

A busca por alivio e cura de doencas através da ingestdo de ervas
provavelmente tenha sido umas das primeiras formas de utilizacdo dos produtos
naturais, informacdes estas que contribuem de forma relevante para a divulgacao das
propriedades terapéuticas estimulando as pesquisas ha area da fitoquimica (LAHLOU,
2013; ATANASOQV et al., 2015). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), 80% da populagéo busca tratamentos tradicionais baseado no uso de plantas

para tratamento de doencgas e desta forma reforga e incentiva estudos cientificos que



possam identificar as substancias (fitoconstituintes) e seu potencial bioldgico,
contribuindo desta forma para a validacao de seu uso medicinal (EKIERT et al., 2020)

O Brasil destaca-se pela predominancia da biodiversidade mundial
hospedando 20-22% das espécies vegetais relatadas mundialmente (DUTRA et al.,
2016) e estimula os centros de pesquisa a investigacéo fitoquimica, de espécies
vegetais com histérico de uso medicinal, uma vez que somente pequena parcela
deste arsenal biolégico tem sido submetida a avaliacdo quimica e biol6gica
(NEWMAN; CRAGG, 2020). A investigacdo fitoquimica e biolégica em conjunto
podem contribuir para a descobertas de novos tratamentos em areas da medicina
onde observam-se falhas e necessidade de complementagdes.

Dentre os principais problemas de salde do mundo e que necessitam de
complementacdo terapéutica estdo o0s processos infecciosos e inflamatorios
(OLAJIDE; SARKER, 2020). Como mencionado por Olajide e Sarker (2020) a
inflamacé&o crbnica se caracteriza pela repeticdo e a ndo resolucado, dessa forma, a
busca de tratamentos naturais evita consequéncias a longo prazo de tratamentos
medicamentosos.

O uso disseminado de antibiéticos propiciou o que se chama de “era pos-
antibiotica” (OMS, 2014). Muitas bactérias desenvolveram mecanismo de resisténcia
aos tratamentos existentes, levando a falhas na efetividade dos tratamentos e
revelando a necessidade de novos antibidticos para uso clinica. Neste contexto, a
busca por novos antimicrobianos a partir de produtos naturais justifica-se
principalmente considerando que orodutos naturais apresentam uma variedade de
grupos funcionais e muitas classes quimicas tem revelado seu potencial
antimicrobiano e contribuido para o direcionamento no desenvolvimento de farmacos
nesta area (DAl et al., 2020).

O Horto Didatico de Plantas Medicinais do HU/CCS conta com
aproximadamente 250 espécies vegetais de uso da populacao de Florianopolis e, tem
contribuido desde 1999 para a formacdo académica de estudantes dos cursos de
farmécia, enfermagem e medicina e, oferecido formacéo sobre o uso seguro e correto
de plantas a comunidade em geral e profissionais de saude. Uma das espécies
observadas neste local e de amplo uso medicinal é a Varronia monosperma,

conhecida popularmente como “trinca-trinca, a qual vem sendo utilizada pela
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populacdo como antimicrobiano e anti-inflamatoria, apesar de ndo se observarem, em
literatura especializada, investigagfes que justifiquem seu uso de maneira racional e
seguro (SOUZA, 2004).

Diante da auséncia de estudos quimicos e biolégicos que comprovem o uso
seguro de V. monosperma, e da constatacdo do potencial biolégico e comercial de
outra espécie do género Varronia, V. curassavica (Cordia verbenacea), com o
desenvolvimento do fitoterapico Acheflan® a partir do 6leo essencial desta espécie
vegetal, elegeu-se esta planta como alvo para pesquisas a serem conduzidas para o

presente trabalho de conclusao de curso.



11

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a composicdo quimica do Oleo essencial das folhas de Varronia
monosperma utilizando técnicas cromatograficas e avaliar a influéncia da

sazonalidade nos componentes volateis e potencial antimicrobiano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Coletar as partes aéreas de V. monosperma nas distintas épocas do ano (primavera,
verao, outono e inverno).

- Avaliar as caracteristicas micromorfolégicas de V. monosperma e V. curassavica por
microscopia de luz.

- Obter o Oleo essencial de V. Monosperma, coletada nas distintas épocas do ano, por
destilacao por arraste de vapor d’agua em aparato de Clevenger;

- Avaliar o rendimento e perfil cromatogréafico por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (CG-EM) do 6leo essencial obtido no verao.

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais obtidos através da

determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FAMILIA CORDIACEAE E O GENERO VARRONIA

Composta por ervas, arbustos e subarbustos em sua grande maioria, a familia
Cordiaceae € composta por 134 géneros e 2.650 espécies vegetais, sendo no Brasil
representada por 9 géneros e 125 espécies (OLIVEIRA, 2019). A familia Cordiaceae
€ conhecida pela representacédo de espécies ornamentais como espécies do género
Myosotis L., Cynaglossum sp., o falso-miosétis e algumas espécies do género
Helotiopium L, outras espécies se destacam pelo seu uso medicinal como o confrei
(Symphytum officinale L.), o borago (Borago officinalis L) e a erva-baleeira, Varronia
curassavica (sinonimia: Cordia verbenaceae) (MILLER, GOTTSCHLING, 2007).
Dentre os principais géneros de interesse medicinal e de ampla expansao destacam-
se 0 género Cordia e Varronia.

Devido a extrema diversidade do género Cordia muitas publicagcdes destoam
sobre quantas e quais espécies pertencem a este género (MILLER; GOTTSCHLING,
2007). Segundo Miller (2013) o género Cordia possui aproximadamente 230 espécies,
distribuidas em regides tropicais e subtropicais, jA o género Varronia, conta com
aproximadamente 125 espécies de ocorréncia em regides tropicais e temperadas; no
Brasil registram-se 34 espécies pertencentes ao género Varronia distribuidas na
Floresta Amazonica, Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga (STAPF, 2015)

Até o século 20, a maioria dos autores tratavam Varronia como inclusa no
género Cordia, porém as diferentes caracteristicas morfolégicas entre os dois géneros
deixaram autores insatisfeitos com a juncao. Miller e Gostchiling (2007) através de
estudos moleculares e estruturais revelaram a ocorréncia de diferencas entre as
espécies vegetais e a segregacao do género Cordia e Varronia. Plantas pertencentes
ao género Cordia se apresentam na forma de arvores de caule multiplo, margem da
folha serrilhada, inflorescéncias capitato condensado ou espicato, nervacéo
craspedrodomo, enquanto as espécies de Varronia sdo quase exclusivamente
arbustos multi-caules, apresentam margem das folhas visivelmente serrilhadas, com

partes aéreas facultativamente acima do solo.
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Apesar da diferenciacao relatada por Miller e Gostchiling (2007) observam-se
ainda, em inimeras publica¢fes, divergéncias de nomenclatura. Pesquisa realizada
utilizando a base de dados Sciencedirect, com o filtro de ano de publicagéo de 2015-
2021 e palavra-chave Cordia revelou 809 estudos, e com a palavra-chave Varronia 32
resultados. Muitos estudos com Cordia verbenacea destacam sua sinonimia a V.
curassavica, assim como para a espécie V. monosperma encontram-se cOmo
sinonimias Cordia polycephala (Lam.) I.M Johnston e Cordia monosperma (Jacq.)
Roem & Schult.

Certamente, a espécie mais conhecida do género Varronia é a V. curassavica
(Cordia verbenacea) para qual foi observado efeito anti-inflamatério para o 6éleo
essencial devido principalmente a presenca de dois sesquiterpenos, a-humuleno e
trans- cariofileno, e cuja descoberta culminou no desenvolvimento do produto tépico
Acheflan® (GOMES et al.,, 2019). Diante da ampla divulgacdo da eficacia deste
produto a populacado comecou a buscar na natureza a espécie medicinal e nesta busca
comecou a utilizar a espécie V. monosperma em substituicdo e observando resultados
positivos. A espécie vegetal V. monosperma vem sendo empregada pela populacéo
de Florianépolis como anti-inflamatéria em processos inflamatérios de garganta,
problemas renais e bexiga, além do uso externo para lavagem de ferimentos, pela
acao antimicrobiana (MARQUES, 2010). Diante da observacdo da auséncia de
estudos que validem seu uso medicinal elegeu-se esta planta como alvo da presente

pesquisa.

3.2 O GENERO VARRONIA: POTENCIAL QUIMICO E BIOLOGICO

Dos 26 estudos que relatam investigacdo quimica e biologica observados,
consultando as bases de dados cientificas como Sciencedirec, PUBMED e Scielo
usando como palavra-chave Varronia, 65% referem-se a espécie V. curassavica.

A espécie V. curassavica (Cordia verbenacea) tem sido alvo de extensas
pesquisas cientificas impulsionado pela descoberta da efetividade em processos
inflamatorios do seu 6leo essencial quando de uso topico do produto Acheflan. Dentre

as classes quimicas observadas para esta espécie destacam-se terpenos,
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glicosideos, alcaloides e compostos fendlicos: cumarinas, flavonoides e taninos. As
principais substancias encontradas no 6leo essencial de V. curassavica foram: a-
pineno, sabineno, B-felandreno, &-elemeno, y-elemeno, B-cariofileno, y-cariofileno e
germacreno D (MATIAS et al., 2016a).

Passos et al. (2007) e Sertié et al. (2005) descrevem que a presenca de
sesquiterpenos e da substancia trans-cariofileno contribuem para atividade anti-
inflamatéria quando avaliado no modelo experimental de edema de pata de
camundongos, nas doses de 300 e 600 mg/kg.

Estudos conduzidos por Carvalho et al. (2004) revelaram também atividade
antimicrobiana para o 6leo essencial de V. curassavica, apresentando inibicdo de 80%
das bactérias Gram positivas testadas. Também conforme relatado por MICHELIN et
al., 2009, ao observar o halo de inibicdo provocado pelo 6leo essencial de V.
curassavica, mesmo o menor halo ainda representa um grande potencial inibitorio se
comparado com os valores de concentracdo inibitoria minima.

Monoterpenos oxigenados, presentes em plantas, exibem atividade
antimicrobiana contra um consideravel numero de bactérias Gram positivas e Gram
negativas (BADAWY et al., 2019; MATIAS et al., 2016a). No estudo realizado por
Matias (2016), a avaliacdo do potencial antimicrobiano demostrou que o 6leo
apresenta poder de sinergismo significante, reduzindo a CIM do antimicrobiano
padrdo testado (Gentamicina). O 6leo essencial de V. curassavica apresentou grande
quantidade de monoterpenos oxigenados possivelmente 0s responsaveis pela
atividade modulatéria antimicrobiana apresentada.

Apesar de observar um maior niumero de investigacdes conduzidas com a
espécie V. curassavica outras espécies tem ganhado notoriedade nos ultimos anos,
como a V. dardanii para qual evidenciou-se atividade espamolitica ndo seletiva
guando avaliada em ratos, sugerindo que os flavondides observados por UPLC- ESI-
HRMS, presentes no extrato etandlico tenham contribuicao para esta atividade
(CARLOS et al., 2020).

Estudo conduzido por Lopes et al. (2019) avaliou a seguranca da
administracdo oral do extrato alcéolico de V. multispicata e sua efetividade no
tratamento nociceptivo e anti-inflamatoério em ratos. Os resultados apresentaram baixa

toxicidade na administracdo oral, presenca da atividade anti-nociceptiva e anti-
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inflamatoria e adicional atividade antioxidante e hepatoprotetora. A investigacao
fitoquimica evidenciou a presenca dos flavonoides quercetina e kaempferol.

Apesar do regular uso medicinal de V. monosperma como tratamento para
hemorroidas por banho de assento, tratamento de doencas urinarias e estomacais
(DEMETRIO et al., 2020) ndo se observam estudos cientificos conduzidos com esta
espécie vegetal. Diante do exposto a presente pesquisa visa avaliar a composi¢ao
quimica e potencial biolégico de V. monosperma e a influéncia da sazonalidade nos
componentes volateis. Nao existem muitas publicacdes que trazem informacao
guimica sobre V. monsoperma, baseamos a pesquisa na comparacdo com as
informacdes encontradas sobre a maior representante farmacolégica do género, V.
curassavica.

Como pode ser observado na figura 1, ambas espécies apresentam
semelhancas em sua morfologia. Para diferencia-las é necesséario um olhar critico e
analisar também outras caracteristicas como odor das folhas, textura e tamanho.
A principal diferenca entre as duas espécies estd nas inflorescéncias, apesar de
similares, a localizacdo entre as espécies € distinta. As inflorescéncias de V.
monosperma apresentam-se ao fim dos ramos secundarias que brotam de todo ramo
principal. J& V. curassavica, apresenta inflorescéncias que surgem nas extremidades
dos ramos em forma de espigas arqueadas para baixo, com flores de coloragao
branca a amarelada, de tamanho pequeno com ovario subglobuloso (OLIVEIRA,
2019).

Apesar do relatado por Oliveira (2019), foi observado durante as coletas, que
a planta V. monosperma ndo apresentava inflorescéncias durante as estacdes da
primavera e verao, tornando assim mais dificil para a populacao diferencia-las. Ambas
as plantas apresentam carater arbustivo, com folhas simples, alternadas, coriaceas,
lanceoladas e com aspecto aspero. As folhas de V. curassavica séao ligeiramente
maiores que as folhas de V. monosperma, e a presenca de ramos secundarios
partindo do galho principal é o que as diferencia, tal conformacg&o néo é observada em

V. curassavica.
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Figura 1. Comparacao entre a morfoanatomia de Varronia monosperma,a esquerda

e Varronia curassavica, a direita.

Fonte: O autor (2021).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Espécimes de Varronia monosperma Jacq. foram coletadas no Horto didatico de
plantas medicinais do HU/CCS (27°35'50.6"S 48°31'00.1"W). As partes aéreas de V.
monosperma coletadas ao final das distintas esta¢cdes do ano (primavera, verao, outono
e inverno) foram submetidas a secagem a temperatura ambiente por 7 dias e em
seguida separadas em folhas, caules e inflorescéncia para obtencédo de 6leo essencial,

conforme descrito no item 4.3.

4.2 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS MICROMORFOLOGICAS

Para dar inicio a referida pesquisa, inicialmente realizou-se andlise das
caracteristicas micromorfolégicas da espécime de V. monosperma cultivada no Horto
didatico de plantas medicinais do HU/CCS, as partes aéreas foram coletadas no final
do inverno de 2020.

Foram realizadas sec¢Oes da porcdo mediana das laminas foliares de V.
monosperma a mao livre, contemplando a nervura central. Estas foram submetidas a
submersdo em hipoclorito de sédio puro por 5 minutos para clarificacdo, e
posteriormente em 4gua deionizada. A observacéo das estruturas foi realizada através
de microscopia de luz sob aumento de 100 e 400 vezes.

Considerando que a planta em estudo vem sendo empregada pela populacéo
local em substituicdo a planta V. curassavica e pela semelhanga macroscoépica de
ambas se realizou uma analise comparativa entre as estruturas microscopicas e
macroscopicas de V. monosperma e V. curassavica a fim de observar possivel

semelhanca.
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4.3 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL

Para a obtencdo dos Odleos essenciais a partir das folhas secas de V.
monosperma, coletadas nas distintas épocas do ano, foi utilizado o método de
hidrodestilacao por Clevenger durante 3 horas, ap0s sucessivas extracdes utilizando
diferentes tempo, observou-se que o maior rendimento ocorria com 3 horas de
extracdo. Segundo Matias (2016), o melhor periodo para extragdo dos compostos
volateis de espécies de Varronia ocorre em 2h30. Apoés retirada do 6leo do
compartimento de extracdo os respectivos 0leos essenciais foram armazenados em

congelador, em vials, e protegidos da luz.

4.4 CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL

O ¢6leo essencial coletado ao final da estacdo de verao foi submetido a analise
cromatografica utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) e os espectros de massas obtidos foram comparados com os padrées
disponibilizados pela biblioteca Nist 2.0. As condi¢cdes de analise empregadas para a
andlise cromatogréafica foram: temperatura do injetor de 250°C; programa de
temperatura de 80°C até 200°C em 10°C/min; 200°C até 300°C em 15°C/min; tendo
as demais condicdes iguais as do CG-FID.

50 pL de d6leo essencial de V. monosperma foram diluidos em éter dietilico a
1% vlv, sendo injetado 0,5 pL dessa solugdo no modo split (50mL/min) no
cromatdgrafo a gas Clarus 680 com injetor automatico, coluna capilar Elite-5mS (30
m x 0,25 mm x 0,25 ym) e gas carreador He (fluxo de 1,0mL/min). Rampa de T: 80°C
(4’) até 110°C a 2°C/min, 110°C (1’), seguindo até 130°C a 5°C/min, 130°C (1),
finalizando em 250°C a 15°C/min; T injetor 2500C em modo split (50 mL/min). Os
compostos separados foram identificados em espectrometro de massas Clarus SQ8,
acoplado ao CG, o qual foi operado selecionando solvent-delay 4’; modo de ionizagéo
por ionizacédo eletronica (IE) a 70 eV, T fonte 1800C e T linha de transferéncia 2200C,
detector do tipo quadrupolo com faixa de scan 45 a 500 Da. As condi¢des do aparelho
e a metodologia empregada foi desenvolvida na presente pesquisa por metodo de

tentativa, avaliando quais parametros entregariam um melhor cromatograma. A
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identificacdo dos compostos foi realizada com o auxilio da biblioteca NIST-MS (2010,
versdo 2.0), comparando com a similaridade no padrdo de fragmentagdo das

estruturas de referéncia.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.5.1 Material microbiolégico

Para a triagem de avaliacdo de atividade antimicrobiana fora empregados
microrganismos (cepas padrdes), como bactérias: Escherichia coli (ATCC 11775) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) e a levedura Candida albicans (ATCC10231).

4.5.2 Ensaio antimicrobiano

Os 6leos essenciais de V. monosperma foram avaliados em relacdo ao
potencial antimicrobiano utilizando o método de diluicdo com a identificacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para bactérias e fungo. Os valores de
concentragdo inibitéria minima (CIM) foram determinados através do método de
diluicdo dos 6leos essenciais em agar empregando a metodologia descrita por CLSI
com modificagBes (CLSI, 2009). Para cada micro-organismo foram preparados séries
de 10 tubos em diferentes concentragdes (1000 a 2 ug) de cada amostra e a cada
tubo foi adicionado 1 mL de meio agar Mueller-Hinton para as bactérias e agar
Sabouraud dextrosado para os fungos. ApGs a solidificacdo dos meios de cultura, os
micro-organismos foram inoculados nas séries com algcada calibrada (1 uL),
correspondendo a 1-5 x 10 5 células, para as bactérias; 1-5 x 10 -5 células para as
leveduras; 1,5 x 10 -4 conidios, para os fungos filamentosos, como descrito por CLSI
(2009), Espinel-Ingroff e Pfaller (1995) e Llop et al. (2000), respectivamente. As
culturas foram incubadas a 35°C por 18 a 24 horas para as bactérias, 30°C por 24 a
48 horas para o fungo leveduriforme. Apés a incubacéo, foram realizadas leituras da

CIM através da verificacdo visual do crescimento microbiano. Os ensaios foram
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realizados em triplicata e sob coordenacdo do Prof. Dr. Alexandre Bella Cruz, Curso

de farmacia, UNIVALI, Itajai-SC, mediante parceria ja estabelecida.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Par dar inicio ao estudo com a espécie vegetal Varronia monosperma
(sinonimia: V. polycephala Lam. e Cordia monosperma Roem and Schult.), conhecida
como “baleeira-preta” e “trinca-trinca” (Cordiaceae) realizou-se pesquisa consultando
bases de dados cientificos como “Pubmed” e “Sciencedirect”, utilizando como palavras-
chave: nome cientifico e as sinonimias. A pesquisa revelou o ineditismo do tema uma
vez que foi observado somente um artigo publicado envolvendo investigacéo biolégica
com andlise da propriedade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar (SOUZA
et al., 2004). Neste estudo foram utilizados os microorganismos S. aureus (ATCC
6538P), S. epidermidis (ATCC 12228), Micrococcus luteus (ATCC 9341), Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC
10231). O extrato metandlico de V. monosperma apresentou sensibilidade com halo de
16.1-20 mm apenas para Bacillus subtilis e Saccharomyces cerevisiae.

Diante da constatacdo da inexisténcia de informacdes sobre a composicao
guimica da espécie vegetal em estudo para dar inicio a investigacdo fitoquimica
inicialmente optou-se por realizar uma anélise botanica para avaliar as caracteristicas
microscopicas e desta forma, confirmar sua identificacdo comparando com as
informacgdes fornecidas por Demétrio (2017), bem como complementa-las, além de

comparar com as caracteristicas microscopicas observadas para V. curassavica.

5.1 CARACTERIZACAO BOTANICA

Conforme apresentado na figura 2, em vista frontal, face adaxial observa-se a
presenca de tricomas nao glandulares com cistolitos. Em face abaxial, observou-se
outros 2 padrdes de tricomas ndo glandulares (TNG) alongados de diferentes
dimensbes e em grande quantidade, e de base cilindrica e verrucosos (pequenas
projecdes predominantes nas células medianas e terminais). Nao foi observado
presenca de tricomas glandulares e estdbmatos porém, de acordo com Demeétrio (2017),
a V. monosperma é hipoestomatica. O mesofilo apresentou-se dorsiventral composto

por parénquima palicadico com uma camada de células, seguido de parénquima
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lacunoso composto por camada de 3- 4 células. Epiderme unisseriada, com cuticula
fina; a nervura central apresenta-se concava na face abaxial e convexa na adaxial, com

projecdes menos pronunciadas que V. curassavica. O feixe vascular € colateral.

Figura 2. Foto das caracteristicas microscopicas observadas para a espécie vegetal

V. monosperma.

NOTA: 2A- nervura central; 2B- TNG verrucosos; 2C e 2D- TNG adaxial e TG com cistololitos
abaxial.

A andlise microscopica realizada com a espécie vegetal V. curassavica, revelou
em vista frontal, na face adaxial tricomas ndo glandulares curtos e com cistoélitos (Figura
2-A) em grande densidade. Na face abaxial observam-se TNG alongados, numerosos,
com diferentes dimensdes (Figura 2-B), também em grande densidade. Tricomas
glandulares se apresentam numerosos na face abaxial, em trés padrdes: pedunculados
— pé com 2 a 4 células, cabeca globular (Figura 2-B) e reniformes. Nao foi possivel
observar densidade de estdmatos, devido a presenga de numerosos tricomas nao
glandulares. O mesofilo apresentou-se dorsiventral composto por parénquima
palicadico com uma camada de células, seguido de parénquima lacunoso composto
por camada de 3- 5 células. A epiderme apresentou-se unisseriada, ndo sendo possivel

observar presenca de cuticula. A nervura central apresentou-se concava na face



23

abaxial e convexa na face adaxial, com projecdes proeminentes e bem destacadas
(Figura 2-A).

Figura 3. Foto das caracteristicas microscopicas observadas para a espécie vegetal V.
curassavica.

NOTA: A-TNG com cistdlito, face adaxial, aumento de 40x. B-Tricoma glandular cabeca globular
(tgg). TNG alongado (tnga), face abaxial, aumento 10x. C-Tricoma glandular pedunculado (tgp).

D- mesofilo palicadico em vista adaxial e lacunoso abaxial ( 400x). E- Nervura central, thga, tgg
(100x).
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Para a diferenciacdo microscopica das duas espécies pode-se observar a nervura
central de V. monosperma menos pronunciada que a de V. curassavica que se
apresenta globosa e proeminente. Também a presenca dos tricomas ndo glandulares
de V. curassavica sdo de formato alongado com caracteristica filamentosa em
comparacdo com V. monosperma que possui maior densidade de TNG porém mais
curtos. Os tricomas ndo glandulares verrucosos de base cilindrica foram observados
apenas na V. monosperma.

Demetrio (2017) ja havia observado tais padrdes para V. monosperma, portanto,
pudemos complementar as analises comparando com a morfoanatomia de V.

curassavica.

5.2 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL

Diante das mudltiplas aplicacdes dos O6leos essenciais, seja na industria
farmacéutica, na cosmetologia ou mesmo no ramo alimenticio, elegeu-se como objetivo
especifico do presente estudo avaliar a composi¢cao quimica do 6leo essencial extraido
das partes aéreas de V. monosperma, bem como, investigar se a estacdo do ano
propicia alteracbes na composicdo quimica desta espécie vegetal e que possa
influenciar sua propriedade antimicrobiana (AZIZ et al., 2018).

A extracdo do 6leo essencial realizada com as folhas secas de V. monosperma
coletadas nas quatro esta¢cdes do ano (primavera, verao, outono e inverno) apresentou
um rendimento médio de 0,329% com relacdo as folhas secas, conforme apresentado
na tabela 1. Apos a obtencao do 6leo essencial, 0 mesmo foi acondicionado em vials,

e armazenado sob refrigeracao.
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Tabela 1. Rendimento dos 6leos essenciais de V. monosperma nas quatro estacdes do

ano com relacédo as folhas seca.

Estacéao Rendimento (%)
Primavera 0,312
Veréo 0,301
Outono 0,359
Inverno 0,345

Estudos demonstram que o rendimento do 6leo essencial extraido das plantas
secas do género Varronia apresentam em média um rendimento inferior a 0,5%. Com
relacdo a espécie V. curassavica, amplamente investigada, Matias et al. (2016)
demonstraram maior rendimento do 6leo essencial com relacdo a planta seca no
periodo entre 0s meses de agosto a outubro (inverno e primavera no Hemisfério Sul),
variando de 0,336% - 0,366%, valores proOximos aos observados para a espécie em
estudo, porém no presente estudo ndo foram observadas diferencas nas distintas

estacdes do ano.

5.3 ANALISE DO OLEO ESSENCIAL POR CG/EM

O estudo cromatografico realizado inicialmente com o 6leo essencial das folhas
de V. monosperma coletadas no final do més de marco (verdo) através da
cromatografia gasosa acoplada a espectro de massas (CG/EM), possibilitou a
caracterizacao deste, onde foram identificados 24 constituintes, sendo 0os majoritarios
0S compostos referentes aos picos 6,13 e 8 como mostra o cromatograma na figura 4.

Os espectros de massas destes compostos foram comparados com os dados
presentes na biblioteca Nist 2.0. Esta comparacao possibilitou a identificacdo dos
compostos majoritarios com concentracdo média relativa o B-cariofileno (19%),
germacreno D (17%) e ylangeno (11%), referentes aos picos 8,13 e 6, respectivamente.

Os sesquiterpenos cariofileno e a-humuleno, observado nesta espécie vegetal com
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5,48%, estdo presentes no 6leo essencial da planta erva baleeira (V. curassavica),
matéria-prima presente no fitoterapico Acheflan® da empresa farmacéutica Acheé,
comercializada como anti-inflamatorio.

A completa composicdo quimica do 6leo essencial de V. monosperma (verao),
através dos compostos identificados pode ser observada através da tabela 2. Picos de
menor intensidade foram desconsiderados, a presenca de isdbmeros dos compostos fez
com que dos 24 constituintes presentes no cromatograma, fossem identificados 14

compostos, utilizando comparacdo com a biblioteca Nist 2.0, e seus isbmeros.

Figura 4. Cromatograma do 6leo essencial de Varronia monosperma (verao).
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A porcentagem relativa média dos componentes volateis esta apresentada
na tabela 2. A avaliagdo da porcentagem relativa média foi realizada com o calculo da
area dos picos identificados no cromatograma, nao foram identificados os compostos
volateis que estavam presente na amostra em quantidades traco e que atingiram no

maximo 1% da area relativa.

Tabela 2. Composicdo quimica do 6leo essencial de V. monosperma analisado por

CG-EM.
Substéncia (pico identificado) Porcentagem (%)
Ciclohexano, 1-etenil-1-metil-2-(1-metiletenil)-4-(1- 3
metiletilideno) (2)
Ylangeno (6) 11
Azuleno (7) 8
B-Cariofilleno (8) 19
B-Cubebeno (9)
Humuleno (10) 5
Germacreno D (13) 17
Naftaleno (15) 10
(-)-Espatulenol (17) 7
Oxido de cariofileno (19) 5
Epiglobulol (20) 2
Acido  2,4-bis[(trimetilsilil)oxi]-, trimeilsilii ester 2
benzdico
Epodxido de isoaromadendreno (21) 1

No espectro de massas do composto cariofileno (Figura 5) é possivel
identificar que o fragmento de peso molecular 92,9259 g/mol representa o pico base
desta estrutura, ou seja, o pico de maior intensidade do espectro. O fragmento de
peso molecular 93 g/mol provavelmente refere-se ao ion C7Hg¢* caracteristico da
classe dos terpenos e sesquiterpenos, formado através da isomerizacédo provocada

pelo aumento da conjugacao, seguida por clivagem alifatica. O fragmento chamado
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de ion molecular refere-se ao pico que determina o peso molecular final da estrutura
deste sesquiterpeno, que neste caso é de 204,36 g/mol.

A intensidade dos demais fragmentos aparecem como fragdes do pico base.
A estrutura deste sesquiterpeno apresenta duplas ligacdes, estas por sua vez
favorecem a quebra alilica, dando origem ao ion carbénico alilico que é estabilizado
por ressonancia. A estrutura quimica deste composto pode ser observada na figura 6.

O B-cariofileno € sesquiterpeno biciclico (Figura 6) que tem sido detectado em
uma grande variedade de 0leos essenciais de espécies vegetais. Apresenta forte odor
e € comumente relacionado as plantas aromaticas. Tem sido evidenciado suas
propriedades biolégicas em diversos 0leos essenciais, tais atividades como: agonista
canabindide, inibidor de neutréfilos, cardioprotetor, hepatoprotetor, anti-inflamatorio.
(SHARMA et al., 2016). Estudos experimentais recentes mostram a capacidade do f3-
cariofileno m reduzir mediadores inflamatorios importantes tais como o Fator de
necrose tumoral (TNF-a), interleucina 1-f (IL-6), fator nuclear kappa-luz e
potencializador de cadeia de células B ativadas (NF- Kb) (SCANDIFFIO et al., 2020).

O B- carifioleno, isolado e purificado do 6leo essencial de V. curassavica,
apresentou atividade anti-inflamatéria marcante e inibiu o edema de pata de

camundongos, diminuindo significativamente o TNF -a (PASSOS et al., 2007).

Figura 5. Espectro de massas do composto cariofileno.
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Figura 6 - Estrutura quimica do composto cariofileno.
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No espectro de massas do composto germacreno D, representado na figura
7, é possivel identificar que o fragmento de peso molecular 161,0705 g/mol representa
0 pico base desta estrutura, ou seja, o pico de maior intensidade do espectro. O
fragmento de peso molecular 161 g/mol provavelmente refere-se ao ion Ci2Hi7z* O
sesquiterpeno germacreno D esta presente em varias espécies de plantas, fungos,
bactérias.

Estudo recente realizado com germacreno D isolado do éleo essencial de
Hypericum perforatum, apresentou inibicdo da mobilizacdo de CA?*, responsavel por
um dos processos da recrutamento de neutrofilos, caracterizando assim a atividade
imunomoduladora (SCHEPETKIN et al., 2020).

Figura 7. Espectro de massas do composto germacreno D.
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Figura 8 - Estrutura quimica do composto germacreno D.

/ /<

O ylangeno é um sesquiterpendide (Figura 9), comum em organismos
marinhos, fungos e plantas. No espectro apresentado na figura 10, o pico base é
161,0573g/mol, que refere-se a quebra do ion CsHe*. Pode-se observar que espectro
de massas do ylangeno também revela o fragmento em 93 g/mol, que provavelmente

refere-se ao ion CrHg* caracteristico dos terpenos e sesquiterpenos.

Figura 9. Estrutura quimica do composto ylangeno.
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Figura 10. Espectro de massa do composto ylangeno.
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Com base na literatura, e como mostra o0 quadro 1 realizou-se uma busca
sobre a composicéo dos 6leos essenciais de outras espécies do género Varronia para
que se pudesse tracar um paralelo entre as suas atividades bioldgicas.

Conforme citado anteriormente, ndo existem muitos estudos sobre outras
espécies de Varronia, e utilizando o filtro para a busca de composi¢céo quimica do 6leo
essencial, apenas 2 espécies foram encontradas, sendo uma delas a V. curassavica.

Como pode-se observar, 0s constituintes terpénicos sdo comuns nos 06leos
essenciais desse género assim como a classe dos fenilpropanoides, muito destes
compostos presentes no 0Oleo essencial apresentam atividade biologica frente a
diversas patologia, atividades como anti-inflamatéria e antimicrobiana sendo as
principais observadas, mas recentemente estudos correlacionam a presenca do [3-
cariofileno no 6leo essencial com atividade agonista canabindide e inibidora do
recrutamento de neutréfilos e mediadores pré- inflamatérios (SCANDIFFIO et al.,
2020).

Também pode-se observar que o0 a-pineno é o composto majoritario do 6leo
essencial de V. curassavica, e 0 mesmo néo caracterizado no 6leo de V. monosperma.
Estudos revelam atividade antimicrobiana para enantibmeros positivos, mostrando
também atividade inibitéria contra a formacdo de biofilme de C. albicans. (SILVA,
2012).
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Quadro 1. Composicdo quimica do Oleo essencial de diferentes espécies do género

Varronia e atividade bioldgica.

Espécie vegetal | Composicdo quimica (%) Atividade biolégica Referéncia

V. curassavica a-pineno(50%), p-elemeno | anti-inflamatoria (MARQUES et
(3,24%), (E) cariofileno | antimicrobiana al., 2019a)
(12%) agonista canabindide (PASSOS et al.,
9-epi-(E)-cariofileno (4%), 2007)
0-elemeno (6%) (SCHEPETKIN et

al., 2020)

V. dardanii D-limoneno (27,49%), Antifangico (Furasium | (DUARTE, 2015)

linalol (10,54%), solani

1,8 cineol (13,23%),
a-terpinol

Inseticida (Aedes aegypti)

5.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A sensibilidade dos micro-organismos aos antimicrobianos é representada
pela concentracéo inibitéria minima (CIM), que corresponde a menor concentracao do
antimicrobiano capaz de inibir o desenvolvimento visivel do micro-organismo avaliado
(MURRAY, ROSENTHAL, PFALLER, 2009).

A atividade antimicrobiana de 6leos essenciais pode variar em funcdo de
fatores externos como a variagcdo sazonal. As estacdes do ano se caracterizam por
variagdes na temperatura, luminosidade, indice pluviométrico e radiacédo solar e estas
alteracbes podem ocasionar mudancas nos fitoconstituintes ou mesmo na
concentracdo dos mesmos repercutindo em atividades bioldgicas diferenciadas.

Conforme citado anteriormente, grande parte dos estudos realizados sobre o
género Varronia concentram-se na V. curassavica, sobre esta espécie tem-se que a
concentracdo do Oleo essencial varia entre estacdes, 0 composto mais abundante em
todas as estacgdes foi 0 a- pineno, e também como a analise tratou de acessos em
localizagbes diferentes, alguns compostos sao exclusivos de acessos. (MARQUES et
al., 2019b)

O dleo essencial de V. curassavica € composto principalmente por mono e

sesquiterpenos, dentre eles a-pineno e B-cariofileno. O 6leo essencial apresentou
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principalmente atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas (88% das
cepas testadas foram inibidas). As cepas gram-negativas continham Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Klebisiella pneumonie e Proteus mirabilis (DE CARVALHO et
al., 2004).

Os 6leos essenciais das distintas épocas do ano (primavera, verao, outono e
inverno) de V. monosperma, ndo apresentaram atividade até 2,5% (25.000 ppm) para
0S mesmos micro-organismos, sendo inativos para estes micro-organismos (Tabela
3). Apenas a amostra coletada no final do verdo apresentou atividade na
concentracdo maxima de 2,5%. Portanto, para que possamos realizar a interpretacao
adequada sobre o composto responsavel pela atividade antimicrobiana no veréao, faz-
se necessario realizar futuramente uma andlise do perfil cromatografico e analise
comparativa entre as distintas amostras de sazonalidade.

Conforme ja relatado, Carvalho e colaboradores (2004) realizaram investigacao
antimicrobiana por diluicio em agar com o extrato metandlico das folhas de V.
monosperma evidenciando potencial antimicrobiano para Bacillus subtilis e
Saccharomyces cerevisiae. O presente estudo utilizou como amostra os 6leos
essenciais, 0s quais sao constituidos de componentes apolares diferenciando-se da
composicdo quimica dos compostos que integram o extrato metandlico.

V. curassavica teve sua atividade antimicrobiana associada a grande
guantidade de monoterpenos, utilizados no testes in vitro, que de acordo com a
literatura possuem atividade antimicrobiana (MATIAS et al., 2016b). a- pineno,
composto majoritario de V. curassavica, também apresentou estudos que o
associassem a atividade antimicrobiana (SILVA et al., 2012). Dos compostos
responsaveis pela atividade antimicrobiana de V. curassavica, apenas o - cariofileno
estd presente em V. monosperma, fato que pode ter sido responséavel pela baixa

atividade antimicrobiana.
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de V. monospema, nas diferentes

estacoes do ano.

Amostra Concentragéo Inibitéria Minima (ug/mL)
S. aureus E. coli C. albicans
OE PRIMAVERA >2,5 >2,5 >2,5
OE VERAO 2,5 >2,5 >2,5
OE OUTONO >2.5 >2,5 >2,5
OE INVERNO >2.5 >2.5 >2,5

NOTA: A CIM foi expressa em percentual.

Pode-se observar a semelhanca entre a composicdo quimica de V.

monosperma e V. curassavica, tdo quanto a semelhanca na morfologia, no entanto

algumas diferencas na composicao fizeram com que ndo apresentasse atividade

antimicrobiana. Compostos encontrados em V. monosperma apresentam grande

potencial biolégico, como o B-cariofileno e o Germacreno D, destacando a importancia

da continuidade das pesquisas sobre o 6leo essencial da planta.
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6 CONCLUSAO

A analise microscopica realizada com V. monosperma e V. curassavica
possibilitou a observacao de caracteristicas morofologicas similares entre as espécies
bem como as suas distingdes na nervura central e densidade de tricomas que
apresentou-se mais proeminente em V. monosperma.

O estudo cromatografico realizado com os 6leos essenciais das folhas secas

de Varronia monosperma através da cromatografia gasosa acoplada a espectro de
massas (CG/EM), possibilitou a caracterizacdo deste, onde foram identificados 24
compostos, sendo os majoritarios p-cariofileno, D-germacreno e ylangeno.
O rendimento observados para as amostras avaliadas revelaram um rendimento
meédio de 0,329%. A comparacéao do perfil cromatografico entre as amostras coletadas
nas distintas épocas do ano ndo puderam ser realizada devido a problemas no
cromatografo gasoso.

A investigacédo antimicrobiana realizada com os 6leos essenciais das distintas
épocas do ano, frente a cepa de S. aureus, E. coli e Candida albicans, ndo revelou
potencial antimicrobiano, com excec¢do da amostra coletada no verao.

Considerando as similaridades morfolégicas entre as espécies V.
monosperma e V. curassavica, e diferenciacdo entre o perfil quimico dos respectivos
Oleos essenciais faz-se necessario a continuidade da pesquisa, para complementar a
composicdo quimica e explorar o potencial anti-inflamatério de V. monosperma e

também seu potencial como agonista canabindide relacionado ao [3- cariofileno.
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