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RESUMO

A caatinga, bioma exclusivo do Nordeste brasileiro abrange cerca de 9,92% da area
total do Brasil, possuindo uma diversidade ainda pouco estudada. Alguns vegetais
endémicos deste bioma pertencem a familia Boraginaceae, que é conhecida por possuir
uma variedade de espécies de plantas com madeira de boa qualidade, resistente ao
ataque de fungos, insetos e microrganismos, e muitas delas sdo produtoras de 6leos
essenciais. A espécie Varronia dardani, incluida nesta familia, pertence ao género
Varronia que segundo a literatura, possui muitas espécies que se destacam com um
amplo espectro de atividades biologicas, tais como antifdngica, larvicida,
antimicrobiana e analgésica. A partir das partes vegetativas de V. dardani, coletadas no
municipio de Patu- RN foi realizada a extracdo do Oleo essencial das folhas e
preparados 0s extratos para a realizacdo da prospeccéo fitoquimica e testes antifangico e
larvicida. O 6leo essencial foi submetido a analise qualitativa e quantitativa em um
cromatografo a gas com detector de ionizacdo de chama, acoplado a um espectrdmetro
de massas, onde possibilitou a identificacdo de mais de 97% da sua composicao
quimica, cujos compostos majoritarios foram: limoneno (27,49%), 1,8-cineol (13,23%)
e o linalol (10,54%). O estudo de prospeccdo das principais classes de metabdlitos
secundarios, evidenciou a presenca de taninos flabobénicos, flavononois, catequinas e
flavanonas e quinonas em sua composicdo. Na atividade antifingica do extrato foliar, a

inibicdo do crescimento micelial ocorreu no tratamento contendo 10 gL-1 do extrato de

V.dardani. A atividade antifungica do 6leo sobre o fungo F. solani, apresentou
resultado positivo na concentracdo de 5uL de éleo de V. dardani, representando a maior
média de inibi¢do do crescimento micelial. No ensaio do 6leo frente larvas de larvas de

Aedes Aegypti em estagio 3; demonstrou resultado satisfatorio, com CLgg igual a

97,821. O estudo desenvolvido neste trabalho demonstrou resultado satisfatério
contribuindo para o conhecimento quimico e bioldgico dessa espécie.

Palavras Chaves: Varronia dardani, Oleo essencial, CG-DIC, CG-EM, Atividade

biologica.



ABSTRACT

The caatinga, unique biome of northeastern Brazil covers approximately 9.92% of the
total area of Brazil, having a poorly studied diversity. Some endemic plants of this
biome belong to the Boraginaceae family, which is known to possess a variety of plant
species with good quality wood, resistant to fungi, insects and microorganisms, many of
which are producers of essential oils. The Varronia dardani species, included in this
family, belongs to Varronia genre that according to the literature has many species that
stand out with a broad spectrum of biological activities such as antifungal, larvicide,
antimicrobial and analgesic. From the vegetative parts of V. Dardani collected in the
municipality of Patu- RN, the extraction of the essential oil from the leaves was carried
out and the extracts were prepared to perform the phytochemical screening and
antifungal and larvicide tests. The essential oil was subjected to qualitative and
quantitative analyses in a gas chromatograph with flame ionization detector, coupled to
a mass spectrometer, which allowed us to identify more than 97% of its chemical
composition, whose major compounds were: limonene ( 27.49%), 1,8-cineole (13.23%)
and Linalool (10.54%). The screening study of the major classes of secondary
metabolites showed a presence of flabobénicos , flavonondis, catechins and flavanones

and quinones in its composition. In the antifungal activity of the leaf extract, the
inhibition of the mycelial growth occurred in the treatment containing 10 gL

V.dardani extract. The antifungal activity of oil on the fungus F. solani, was positive in
the concentration of 5ul of V. Dardani oil representing a higher average inhibition of
the mycelial growth. In the trial of the oil with the Aedes aegypti larvae in Stage 3; It
showed a satisfactory result, with LC50 equal to 97,821.The study developed in this
project showed satisfactory results contributing to the chemical, biological and

therapeutic knowledge of this species.

Keywords :Varronia dardani, essential oil, CG-DIC, CG-EM, biological activity.
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Introducdo — Capitulo 1

1 - INTRODUCAO

A caatinga é o0 unico bioma exclusivamente brasileiro e cercado de preconceitos
em relacdo a sua biodiversidade, no entanto, hoje sabemos que este bioma é rico em
fauna, flora e endemismo. A Caatinga ocupa uma area aproximada de 844.453 Kmz, o
que corresponde a 9,92% de area total do Brasil (IBGE, 2004), estendendo-se pelo
estado do Ceard, Bahia, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Alagoas,
Sergipe e uma pequena porcdo de Minas Gerais e Maranhdo. A vegetacdo da Caatinga
possui uma variedade de pelo menos 932 espécies registradas na regido, sendo 318 delas
endémicas (GIULIETTI et al, 2004). S&o reconhecidas 12 tipologias diferentes, as quais
despertam atencdo especial pelos exemplos fascinantes de adaptacdo aos habitats
semiaridos. Isto implica dizer que a relacdo entre os fatores abidticos como solo-clima-
pluviosidade pode explicar, em parte, a grande diversidade de fisionomias aliada a
composicao floristica, com muitas espécies vegetais endémicas no bioma (MELO e DE
ANDRADE, 2007).

A vegetacdo nativa da regido semiarida da regido Nordeste do Brasil apresenta
uma diversidade bioldgica ainda pouco estudada, apresentando grande ndmero de
espécies e compostos com potencial farmacoldgico. No entanto, esta diversidade esta
ameacada, pois esta vegetacdo foi reduzida em cerca de 50% de sua extenséo original
(CAMPELLO et al., 1999). Neste sentido, é essencial que sejam conduzidos estudos
com o intuito de explorar a vegetacdo nativa da Caatinga remanescente de forma
sustentavel e para o beneficio da populacdo. Apesar da escassez de estudos visando a
exploracdo desta vegetacdo, muitos produtos diretamente originarios da vegetacao
nativa, especialmente plantas medicinais, contribuem significantemente para manter a

qualidade de vida da populacéo do semiarido nordestino (LUCENA et al, 2007).

Um desses produtos obtidos desta vegetacdo sdo os 6leos essenciais, 0s quais
séo definidos pela ISO (International Standard Organization) como produtos obtidos de
partes de plantas através de destilacdo por arraste a vapor, também sdo chamados de
Oleos essenciais e Oleos etéreos. Eles sdo caracterizados por sua volatilidade, aroma
agradavel e intenso, sollveis em solvente organico, sabor acre e picante (SIMOES E
SPITZER, 2003).
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Introducdo — Capitulo 1

Os problemas ambientais e a contaminacdo de alimentos causados pela
agricultura convencional ou industrial tém exigido cada vez mais a produgéo de culturas
de forma ecoldgica, tendo em vista o beneficio para o meio ambiente e a interacdo com a
fauna local, onde o cultivo é feito através de um sistema de producéo organico. A partir
da ultima década, a conscientizacdo sobre o uso indiscriminado e incorreto de
defensivos agricolas no ambiente rural e urbano, causando prejuizos aos ecossistemas e
ao homem, tem motivado o desenvolvimento de métodos e produtos alternativos no
controle de doencas de plantas (FERNANDES, 2002). Por isso, inumeras plantas
pertencentes & familia Boraginaceae séo utilizadas na medicina popular, muitas
produtoras de 6leos essenciais, outras sdo produtoras de madeira de boa qualidade,
inclusive resistente ao ataque de fungos, insetos e microrganismos (SANTOS et al.,
2006). Estudos disponiveis na literatura tém relatado que extratos e substancias puras
obtidas a partir de diferentes espécies do género Varronia, pertencente a familia
Boraginaceae, apresentam propriedades bioldgicas como: antifungica (GUZZO et al,
2010; HERNANDEZ et al, 2007), larvicida (SANTOS et al, 2006; FREITAS, 2010),
antimicrobiana (CARVALHO et al, 2004).

Os testes com os extratos e o Oleo da V.dardani foram realizados,
respectivamente, no Fusarium Solani e em larvas do Aedes aegypti, visto que o
Fusarium solani é um fungo causador de danos no setor agricola (GUIMARAES, 2013)
e 0 Aedes aegypti atua como vetor da febre amarela e da dengue, sendo esta uma doenca
infecciosa causada por um arbovirus e transmitida de uma pessoa doente a uma pessoa
sadia através da picada da fémea contaminada (SANTIAGO et al, 2005).

Baseados nesses dados, no conhecimento de plantas do género Varronia
pertencente a familia Boraginacea, no potencial fitoterapéutico do 6leo essencial e na
auséncia de qualquer relato de estudo fitoquimico da espécie Varronia dardani (Taroda)
J.S. Mill na literatura, este trabalho analisou o teor, a composicdo quimica e atividade
fungicida e larvicida do 6leo essencial da V. dardani, bem como a prospeccdo
fitoquimica dos extratos das partes do vegetal, afim de que se conhega mais sobre a

espécie em estudo, e promova sua preservacgao na natureza.
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2- REFERENCIAL TEORICO

2.1 CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1.1 Familia Boraginaceae

A familia Boraginaceae reune aproximadamente 130 géneros e 2.500 espécies,

distribuidas em todo mundo, no entanto, as regides que representam maior diversidade

da familia sdo a zona Norte Temperada, as regides Turco-iraniana e Mediterranica, e

nos trépicos, a América Central e as regibes Noroeste e Central da América do Sul
(MELO, PAULINO e OLIVEIRA, 2013).

Esta familia é caracteriza por apresentar:

Plantas com porte variado. As folhas sdo simples geralmente alternadas.
Flores hermafroditas e de sexos separados. Calice gamossépalo, tubuloso,
com lobos curtos ou meio profundos, corola tubulosa, infundibuliformes,
campanulada, hipocrateriforme ou rotacea. Androceu com cinco estames
livres, excertos ou ndo, com filetes curtos ou longos, antera bilocular, rimosa,
com léculos globosos, ovoides, oblongos. Gineceu composto de dois a quatro
carpelos, constituindo ovério supero, com dois a quatro I6culos, uniovulados,
raro, uniloculares, com quatro évulos anétropos, estilete inteiro ou bipartido
no apice. Fruto indeiscente, carnoso, sendo raramente seco, constituindo uma
drupa com dois a quatro léculos ou pirenado por aborto ou um esquizocarpo
dissolvido em quatro niculas livres ou concrescidas duas a duas, com
estrutura drupécea (LEITE, 2006).

No Brasil ocorrem nove géneros de Boraginaceae e aproximadamente 125
espécies, Varronia é um dos mais numerosos, juntamente com Cordia e Tournefortia

(VIEIRA et al, 2013).
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2.1.2 Género Varronia P. Browne

O Género Varronia compreende cerca de 100 espécies neotropicais de arbustos
multi-ramificados com inflorescéncias condensadas e folhas uniformemente serrilhadas.
Ha cerca de 30 espécies de Varronia no Brasil, que ocorrem em uma variedade de
habitats de florestas, o "cerrado” e vegetagéo "caatinga" (STAPF, 2010).

Varronia tem sido descrito como um subgénero de Cordia (TARODA, 1984),
no entanto, houve a segregacdo de Varronia dos outros membros de Cordia, sendo
classificado assim devido a sua significadncia morfolégica e evidéncias moleculares,
corroborando para que Varronia seja um grupo monofilético distinto, sendo tratada
como irmé de Cordia e reconhecida a nivel genérico (MILLER e GOTTSCHLING,
2007).

A nomenclatura de algumas espécies que antes estavam posicionadas dentro do
género Cordia foi atualizada para Varronia devido a mudanca na filogenia, incluindo
espécies como: Varronia curassavica Jacq (MELO, 2012a); Varronia globosa Jacq
(MELO, 2012b); Varronia leucocephala (Moric.) J.S.Mill (MELO, 2012c); e Varronia
dardani (MELO, 2012d), todas distribuidas no Nordeste do Brasil.

Este género esta representado por plantas que apresentam:

Arbustos ou subarbustos, raramente lianas. Folhas alternas, pecioladas ou
sésseis, margem frequentemente serrada ou denteada a crenada, raramente
inteira, venagdo craspedddroma ouraramente broquidédroma. Inflorescéncias
congestas, espiciformes ou capitadas (glomerosas ou raramente
broquidédroma. Inflorescéncias congestas, espiciformes ou capitadas
(glomerosas  glomérulo-globosas). Flores com calice geralmente
campanulado, 5-lobado, lobos deltoides agudos, acuminados ou providos de
apéndices filiformes, internamente glabros; corola branca, lobos rasos ou,
mais ou menos profundos; estames inclusos ou ndo, tricomas presentes ou
ndo no ponto de inser¢do na corola; ovario piriforme glabro. Drupa até 1 cm
compr., cdnica ou cilindrica (MELO, PAULINO e OLIVEIRA, 2013).
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As plantas que fazem parte deste género tém sido usadas na medicina popular,
principalmente no tratamento de Ulceras gastricas, como anti-inflamatorias, no
tratamento de obesidade (ARREBOLA et al, 2004).

2.1.3 Varronia dardani (Taroda) J.S. Mill

Esta espécie tem como basionimo Cordia dardani Taroda, endémica da
caatinga do Brasil, sendo distribuida em Estados do Nordeste do pais como: Ceara,
Pernambuco, Bahia, Alagoas, Paraiba e Rio Grande do Norte (MELO et al, 2012d).

Varronia dardani (Taroda) J.S. Mill foi descrita por apresentar:

Ramo subcilindricos; Folhas alternas; peciolo sulcado, viloso. Inflorescéncia
espiciforme, congesta, terminal e axilar; pedinculo densamente viloso,
rufescente. Flores sésseis; célice obcdnico, tomentoso, lacinios diminutos,
ovados; corola tubularsalverforme, alva a creme, pubescente externamente,
internamente vilosa na regido do tubo, lobos diminutos, truncados; estames
subseésseis, anteras oblongas, divaricatas; ovario piriforme; ramos
estigmaticos, estigmas foliaceos, vilosos ( MELO, 2012).

Figura 01 - Inflorescéncia de Varronia dardani (Taroda) J.S. Mill

Fonte: Autoria propria
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Figura 02 - Folha de Varronia dardani (Taroda) J.S. Mill

Fonte: Autoria propria
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2.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais também conhecidos como 6leos volateis, 0leos etéreos ou
simplesmente esséncias. A ISO (International Organization for Standardization) os
define como: “um produto obtido por destilagido em agua ou vapor, por destilacdo seca
de materiais naturais ou por processos mecanicos de extracdo de pericarpos de frutos

citricos. Apds a destilagdo, o dleo essencial ¢ fisicamente separado da fase aquosa” (ISO
9235:1997).

O termo “Oleo essencial” foi utilizado pela primeira vez no século XVI por

Paracelsus, quem nomeou o componente efetivo de uma droga, “quinta esséncia”. Por
volta do século XX, os dleos essenciais eram utilizados em perfumes, cosméticos e
aromas alimentares, enquanto sua utilidade em preparacdes farmacéuticas tinha
declinado (EDRIS, 2007). A evolucdo de conhecimentos técnicos sobre os 0leos
essenciais deu-se em meados do século XVIII, quando se iniciaram o0s estudos para suas
caracterizacdes quimicas. Atualmente é bastante grande o numero de plantas conhecidas
para a producdo de 6leos essenciais em bases econdmicas. Tal ocorréncia vai desde
plantas rasteiras, como € o caso da horteld, até plantas de porte arbéreo, como € o0 caso
do eucalipto (VITTI e BRITO, 2003).

O Brasil tem lugar de destaque na producdo de 6leos essenciais. Esta posi¢do
deve-se aos 06leos de citricos, subprodutos da industria de sucos. No passado, o pais teve
destaque como exportador de dleo essencial de pau-rosa, sassafras e menta. Nos dois
altimos casos, passou a condicdo de importador (B1ZZO, HOVELL e REZENDE,
2009).

Oleos essenciais sdo extraidos de plantas através de técnicas de arraste de
vapor, na grande maioria das vezes, e também pela prensagem do pericarpo de frutos
citricos, que no Brasil dominam o mercado de exportacdo. S80 compostos
principalmente de mono e sesquiterpenos e de fenilpropandides, metabolitos que
conferem suas caracteristicas organolépticas (BIZZO, HOVELL e REZENDE, 2009).

Os terpendides sdo o0s principais constituintes dos 6leos essenciais de plantas,
mas muitos destes 6leos também sdo compostos por outros produtos quimicos como
fenilpropanoides. Quase todos 0s 6leos essenciais sdo extremamente complexos na
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composicdo, no que diz respeito a presenca de uma grande variedade de entidades
quimicas altamente funcionalizadas, que pertencem a diferentes classes quimicas
(monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides), como mostra a figura 04
(SANGWAN et al. 2001).

Figura 04: Estruturas quimicas de alguns monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoides encontrados em Gleos essenciais.
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2.3. ATIVIDADE ANTIFUNGICIDA E LARVICIDA

Desde 1977, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem incentivado o
estudo de plantas tradicionalmente conhecidas como medicinais, com o objetivo de
avaliar cientificamente os beneficios da utilizacdo de medicamentos fitoterapicos e de
conhecer, a0 mesmo tempo, os riscos de seu uso indevido (LOGUERCIO et al., 2005).

A OMS ainda reconhece que grande parte da populacdo dos paises em
desenvolvimento depende da medicina tradicional para sua atencdo primaria, tendo em
vista que 80% desta populacgéo utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados basicos
de salde e 85% destes utilizam plantas ou preparac6es destas (BRASIL, 2006).

O aumento na procura de plantas medicinais frente a oferta insuficiente das
mesmas conduziu a uma queda de sua qualidade. Muitos produtores desconhecem 0s
cuidados que se deve ter nas diversas etapas para a obtencdo de matérias-primas e/ou
produtos de qualidade adequada e ndo contam com a orientacdo de profissionais
capacitados (ZARONI et al., 2004). As plantas medicinais s&éo amplamente utilizadas na
medicina popular de muitos paises para o tratamento de diferentes condicbes
inflamatorias e, em particular, inflamacgdes da pele. No entanto, para muitas das plantas
utilizadas, a eficacia real e os principios ativos relevantes s&o desconhecidas (FALCAO
et al, 2005).

A atividade fungicida e larvicida de extratos e 6leos essenciais de partes das
plantas tém sido estudadas constantemente (BIGATON et al, 2013; SANTOS et al,
2011; SANTOS et al 2012; LIMA et al, 2014; FURTADO et al, 2005; RODRIGUES et
al, 2006).

Os metabolitos secundarios sdo 0s principios ativos responsaveis pelos efeitos
terapéuticos e biologicos das plantas, funcionando como sinais quimicos ou defesa
contra herbivoros, patdgenos ou competidores. As trés principais classes de compostos
vegetais secundarios sdo: os alcaldides, os terpendides e os compostos fendlicos
(HAVEN, 2007). O contetdo desses compostos na planta depende de fatores como:
sazonalidade, ritmo circadiano, idade e desenvolvimento, temperatura, disponibilidade
hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude, polui¢do atmosférica e a Inducdo por
estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).
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As principais fungdes ecoldgicas de metabdlitos secundarios em espécies de
plantas € a sua protecdo contra virus, fungos e doencas bacterianas, pastagem, atracao
ou repulsdo dos outros organismos e resisténcia a estresses ambientais (ALMEIDA-
CORTEZ, SHIPLEY e ARNASON, 2003).
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3-METODOLOGIA

3.1 COLETA E IDENTIFICACAO

As partes do vegetal de Varronia dardanoi (Taroda). J.S.Mill foram coletadas
durante seu estéagio de floragdo, em maio de 2012, no municipio de Patu, estado do Rio
Grande do Norte, Brasil. Esta planta foi identificada pelo Prof. Dr. José Iranildo
Miranda de Melo pertencente ao Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Campina Grande. Uma exsicata correspondente a coleta da planta (MOSS 13755)
encontra-se arquivada no Herbario Dardano de Andrade Lima, Universidade Federal do
Semiérido - UFERSA.

3.2. OBTENCAO DOS EXTRATOS

As diferentes partes do vegetal foram secos em estufa (40°), triturados
mecanicamente e pesados obtendo 54,6 g de galhos, 198,7 g de raizes e 368,6 g de
folhas. Foram colocados em frascos de vidro, sendo assim submetidos a trés extracdes
exaustivas com solucdo hidroalcodlica (etanol/agua a 70%) a frio, durante um periodo
médio de 72h cada uma.

Os extratos hidroalcoolicos foram filtrados e concentrados em evaporador
rotativo (rotavapor) sob pressdo reduzida a temperatura de 80 °C, para separacdo do
solvente (figura 05), obtendo-se 5,4g; 7,69 e 37,89, respectivamente de extrato
hidroalcoolicos de raiz, galhos e folhas, respectivamente.

Esses extratos hidroalcodlicos foram concentrados e reservados para a
prospeccao fitoquimica das principais classes de metabdlitos secundarios, bem como da
avaliacdo do potencial fungicida e larvicida.
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Figura 05- Rotavapor para separagdo de solvente

Fonte: Autoria propria

3.3 PROSPECCAO FITOQUIMICA DOS EXTRATOS DE V. dardani

Os extratos foram submetidos a prospeccdo fitoquimica dos principais grupos
metabdlitos secundarios baseados na coloracdo e precipitacdo das amostras. Para 0s
testes fitoquimicos foram empregados uma série de método descrito por Matos (1997).
Como procedimento preliminar, os extratos foram dissolvidos em solugdo
hidroalcoolica e distribuidos em sete por¢des com 3mL em cada tubo de ensaio
numerado. Foram separadas ainda, duas por¢fes de 10mL em béqueres rotulados, sendo
um deles tarado, que foram deixados em banho maria para secar e reservados para testes
posteriores. O restante do extrato foi concentrado em banho- maria até obter a metade
do volume. A solugéo foi acidulada a pH 4, filtrada e reservada. Os tubos de ensaio

foram usados para os seguintes testes:
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3.3.1 Testes de fendis e taninos

No tubo 1, foram adicionadas 3 gotas de solucdo de FeCl3 Apo0s agitado,
observou-se alguma variagdo de cor ou precipitacdo, quando comparado com o teste em

branco (a4gua + FeCl3).

O aparecimento da cor variavel entre azul e vermelho, indica a presenca fendis,
sendo o teste branco negativo. Se surgir o precipitado escuro com tonalidade azul, é
indicio da presenca de taninos hidrolisaveis; e verde, a presenca de taninos
condensados.

3.3.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

O tubo 2 foi acidulado com HCI a 5% ate pH3; o tubo 3 foi alcalinizado com
NaOH ate pH8,5; e o tubo 4 ate pH11.

De acordo com a tabela 1, observou-se a mudanca na coloragdo do material.

Tabela 1 — Coloragdo indicativa da presenca de antocianinas, antocianidinas e
flavonoides

Cor em meio
Constituintes Acido (3)  Alcalino (8,5)  Alcalino (11)
Antocianinas e Antocianidinas Vermelha Lilas Azul-parpura
Flavonas, Flavondis e Xantonas i - Amarela
Chalconas e Auronas Vermelha - Verm. plrpura
Flavanondis ] - Verm. Laranja

Fonte: Matos (1997).
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3.3.3 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

Os tubos de numero 5 e 6 foram respectivamente acidulados com HCI ate pH 3
e alcalinizado com NaOH ate pH 11. Depois de aquecido por 3 minutos, foi observado
qualquer alteracdo de cor, comparando com os tubos do teste anterior.

Tabela 2 - Coloracdo indicativa da presenca de leucoantocianidinas, catequinas e
flavanonas

Cor do meio
Constituintes Acido Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas (taninos catéquicos) - -
Flavanonas Pardo - amarela Verm, laranja

Fonte: Matos (1997).

3.3.4 Teste para flavonais, flavanonas, flavanondis e xantonas

Ao tubo 7, foram adicionados algumas centigramas de magnésio granulado e
0,5mL de HCI concentrado. Apoés a reacdo de efervescéncia, pdde ser observada alguma
mudanca na cor da mistura, se comparado ao tubo 5, também acidificado.

O aparecimento da cor vermelha indica a presenca de flavonois, flavanonas
e/ou xantonas, livres ou seus heterosidios.

3.3.5 Teste para esteroides e triterpenoides (Lieberman-Burchard)

O residuo seco do becker foi extraido com cloroférmio, sendo posteriormente
filtrado com um funil fechado com algod&o, coberto com alguns decigramas de Na;SOy4
anidro. A solucéo filtrada, foi adicionado 1mL de anidro acético, agitado e acrescentado
3 gotas de H»SO4 concentrado. ApoOs nova agitagdo, observou-se desenvolvimento de
cores.
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A coloracdo azul evanescente seguida de verde permanente € indicativa da
presenca de esteroides livres. Coloracdo parda até vermelha indica triterpenoides
pentaciclicos livres.

3.3.6 Teste para saponinas

O residuo insoltuvel em cloroférmio, que estava separado, foi redissolvido em
10mL de agua destilada e filtrado. O tubo de ensaio contendo a solucdo foi agitado por
alguns minutos para a observacdo de espuma. Caso a espuma fosse persistente e
abundante, indicaria a presenca de saponinas (heterosidios saponinicos).

3.3.7 Teste para alcal6ides

A porcio da solugdo aquosa, obtida anteriormente, foi acrescentado NH4OH

até pH 11 e extraido as bases organicas com trés porcdes de 30,20 e 10mL da mistura de
éter-cloroformio (3+1), em um funil de separacdo. Em seguida, foi retirada a solucao

éter-cloroformio e tratada com NaySOy4 anidro (para eliminacdo de dgua). Uma porcao

do filtrado foi acidulado com trés porcGes sucessivas de HCI diluido e depois repartida
em 3 tubos de ensaio, adicionando a cada um deles, respectivamente, 3 gotas do
reagente de Dragendorf, Mayer e Wagner. O surgimento de precipitado floculoso é
indicativo de alcaloides.

3.3.8 Teste para quinonas

A 5mL de solug&o etéria em um tubo de ensaio, foi adicionado 2mL de solugéo

6N de NH4OH. Apos agitado, deixou-se separar em duas fases. Observou-se entdo o

aparecimento de coloracdo da fase aquosa. A cor vermelha na camada aquosa alcalina
indica a presenca de quinona.
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3.4 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE
FOLHAS

Para o teste antifingico do extrato, foi utilizado o Fusarium solani, obtidos da
colecdo de fungos do Laboratério de Cultura e Tecido Vegetal — LCTV da UERN. Os
fungos foram cultivados em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) e mantidos em estufa
(BOD) a 25 £ 2 °C, sob alternancia luminosa (12 h claro / 12 h escuro) para obtengéo do
indculo.

O extrato preparado anteriormente, foi pesado e diluido no meio BDA nas
concentracgdes 6; 8 e 10 gL_1 (Figura 6), sendo autoclavado por 20 minutos.

Figura 06 — Meios em diferentes concentracOes de extrato de V.dardani

Fonte: Autoria propria

Em seguida, os meios foram levados a cdmara de fluxo laminar onde foram
vertidos em placas de petri (Figura 7). Discos de micélio do fungo com
aproximadamente 3 mm de diametro foram retirados de culturas com 15 dias de
crescimento e inoculados no centro da placas contendo o meio BDA (Figura 8),
identificando assim 0s seguintes tratamentos: T1 (meio de cultura apenas com o0 meio,
sem extrato), controle negativo; T2 (meio com fungicida comercial Norkill®), controle
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positivo; T3 (6 gL-1 do extrato foliar de V.dardani); T4 (8 gL-1 do extrato foliar de
V.dardani) e T5 (10 gL-1 do extrato foliar de V.dardani).

FIGURA 07 — Meios sendo vertidos em placas de Petri

Fonte: Autoria propria

As avaliagBes tiveram inicio 48h posteriores a montagem do experimento e
foram realizadas diariamente atraves de medic¢do do didmetro do micélio (média de duas
medidas perpendiculares) com o auxilio de um paquimetro (FIGURA 9).
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FIGURA 09- Medigdo do micelio em placa de petri
—

| .

Fonte: Autoria propria

O término das avaliacBes ocorreu com o total crescimento do fungo na placa
correspondente ao tratamento controle positivo. O delineamento experimental utilizado
foi do tipo inteiramente casualizado, sendo 5 tratamentos e 5 repeti¢des, totalizando 25
placas. A percentagem de inibicdo foi determinada através dos dados do crescimento
micelial individual de cada fungo, sendo estes aplicados na férmula adaptada de
Edington et al (1971): I = [(CFC - CFT) / CFC] x 100, Onde: | = porcentagem de
inibicdo; CFC = crescimento do fungo no controle; CFT = crescimento do fungo no
tratamento. Os dados foram analisados estatisticamente pela analise da variancia e as

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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34  EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

As folhas de Varronia dardani foram coletadas no municipio de Patu- RN e
levadas ao laboratorio de Cromatografia (UERN) onde foram pesadas, obtendo 222,729
de massa de folhas para a extragdo do Oleo essencial (OE). O método utilizado para a
extracdo foi a hidrodestilacdo usando um aparelho do tipo Clevenger modificado, onde
as folhas foram colocadas em baldo de fundo redondo com capacidade de 2L contendo

agua destilada, este, foi acoplado ao aparelho de Clevenger (Figura 10).

A extracdo foi realizada pelo periodo de 2 horas, controlando-se a temperatura
para aproximadamente 100°C, para evitar a perca de constituintes volateis do OE por
evaporacdo. Apods a hidrodestilacdo, os 6leos foram secos com sulfato de sodio anidro
(NapSOy4) e armazenados em frascos de vidro fechados cobertos com papel aluminio e
mantidos sob refrigeracdo (proximo de 5°C) antes da analise cromatografica e testes
bioldgicos. O rendimento do 6leo foi calculado utilizando a equagdo: TO = (M 6leo\ M
folha) x100, sendo: TO — teor de 6leo; M 6leo — massa do 6leo; M folha — massa das
folhas.

Figura 10- Extracdo do dleo essencial por hidrodestilagdo

Fonte: Autoria propria

32



Metodologia — Capitulo 3

3.5.1 Andlise do 6leo essencial

A anélise qualitativa do 0Oleo essencial foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), em espectrometro modelo
GCMS/QP2010 Ultra - Shimadzu, equipado com coluna apolar de silica Rtx-5ms (30 m
x 0,25 mm x 0,25 um). Os experimentos foram realizados nas seguintes condigdes:
ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV; hélio como gas de arraste e fluxo de 1,7
mL/min; injetor no modo split (1:100); gradiente crescente de temperatura de 4 °C/min,
de 40 a 180 °C e 20 °C/min de 180 a 280 °C. As temperaturas do injetor e detector
foram de 250 e 290 °C, respectivamente. Os espectros foram obtidos numa faixa m/z 10

— 460 Da. A analise quantitativa do 6leo foi realizada em cromatégrafo GC 2010, da
Shimadzu, equipado com um detector de chama e coluna capilar apolar de silica Rtx-

5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Os pardmetros utilizados foram semelhantes aos
descritos acima, hélio como gas de arraste e fluxo de 1,7 mL/min; injetor no modo split
(1:100); gradiente crescente de temperatura de 4 °C/min, de 40 a 180 °C e 20 °C/min de
180 a 280 °C. As temperaturas do injetor e detector foram de 250 e 290 °C,
respectivamente.

3.5.2 Identificacdo e quantificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial de
V.dardani.

O teor de cada componente foi determinado com base na area de cada pico
relacionada com a area total dos picos no cromatograma. Cada componente do dleo foi
identificado com base no indice de retencdo (considerando-se uma série homologa de n-
alcanos C8-C26), indice de Kovats, corrigido por regressdo linear, também por
comparacdo do padrdo de fragmentacdo proprio de cada componente, com espectros de
massa de banco de dados virtual (Biblioteca NIST/EPA/NIH, 2011) e, ainda, por
comparacéo visual com espectros de massa registrados na literatura (Adams, 2012).
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3.6 AVALIACAO DO POTENCIAL BIOLOGICO DO OLEO ESSENCIAL

A busca por substancias de origem naturalcom potencial biologico, foram
selecionados dois métodos com destacada relevancia, o de atividade antifungica e o
larvicida, especificamente das larvas do mosquito Aedes aegypti.

3.6.1 Avaliacdo do potencial antifungico do dleo essencial

O teste da atividade antiflngica do 6leo essencial de V.dardani foi realizado no do
Laboratério de Cultura e Tecido Vegetal - LCTV da UERN, de onde obtido o Fusarium
solani, fungo utilizado no experimento (Figura 11).

Figura 11- Meio de cultura com o fungo Fusarium solani

Fonte: Autoria propria

Os fungos foram cultivados em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) e mantidos
em estufa (BOD) a 25 £ 2 °C, sob alternancia luminosa (12 h claro / 12 h escuro) para
obtencdo do in6culo. O OE, extraido anteriormente, foi diluidos no meio BDA nas
concentragdes 1; 2; 3; 4 e 5 pl/mL (Figura 12), sendo autoclavados por 20 minutos.
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Figura 12- Adicdo do 6leo essencial de V.dardani ao meio BDA

Fonte: Autoria propria

Posteriormente, os meios foram levados a cAmara de fluxo laminar onde foram
vertidos em placas de petri. Discos de micélio do fungo com aproximadamente 3 mm de
didmetro foram retirados de culturas com 15 dias de crescimento e inoculados no centro
da placas contendo o meio BDA (FIGURA 13), identificando assim os seguintes
tratamentos: T1 (meio de cultura apenas com o meio, sem 6leo), controle negativo; T2

(meio com fungicida comercial Cercobin®), controle positivo; T3 (1l do OE de

V.dardani); T4 (2 pl do OE de V.dardani); T5 (3 pL do OE de V.dardani); T6 (4 ul do
OE de V.dardani) e T7 (5 ul de OE de V.dardani). Para o preparo do controle negativo,
foi diluido no meio 3g/L do fungicida.
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Figura 13- Inoculacdo do fungo na placa de petri contendo o meio BDA

Fonte: Autoria propria

As avaliacOes tiveram inicio 48h posteriores a montagem do experimento,
sendo estas realizadas diariamente com o auxilio de um paquimetro, através de medicdo
do diametro do micélio (média de duas medidas perpendiculares). As avaliacdes foram
concluidas com o total crescimento do fungo na placa correspondente ao tratamento
controle positivo (T1).

O delineamento experimental utilizado foi do tipo inteiramente casualizado,
sendo 7 tratamentos e 7 repeticdes, totalizando 49 placas. A percentagem de inibigéo foi
determinada através dos dados do crescimento micelial individual de cada fungo, sendo
estes aplicados na férmula adaptada de Edington et al (1971): | = [(CFC - CFT) / CFC]
x 100, Onde: I = porcentagem de inibicdo; CFC = crescimento do fungo no controle;
CFT = crescimento do fungo no tratamento. Os dados foram analisados estatisticamente
pela andlise da variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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3.6.2 Avaliacdo do potencial larvicida do 6leo essencial

Os testes de atividade larvicida do Oleo essencial das folhas de V.dardani
foram realizados no laboratério de Entomologia do Nucleo de Endemias da Secretaria
de Salde do Estado do Ceard, utilizando a metodologia descrita por Torres (2008).
Aliguota de 5 a 500 mg/mL do 0leo essencial foram colocadas em um béquer (50 mL) e

dissolvidas em H,O:DMSO (8,5:1,5). Em cada béquer foram distribuidas 50 larvas do
Aedes aegypti no terceiro estagio da vida. A contagem das larvas inoperantes ocorreu
24h depois em temperatura ambiente, e posteriormente calculado a concentragéo letal,

sendo que o controle continha apenas DMSO e agua. Para cada amostra foram
realizados trés experimentos independentes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PERFIL FITOQUIMICO DOS EXTRATOS

Através dos testes fitoquimicos realizados, foram detectados diferentes

compostos quimicos (Tabela 3). Os resultados mostraram que todos os extratos

(raiz, galhos e folhas) apresentaram taninos flabobénicos, flavononais, catequinas e

flavanonas e quinonas.

Tabela 3 - Prospeccdo fitoquimica para a deteccdo de metabolitos secundarios em
extratos hidroalcoolicos de Varronia dardani

METABOLITOS
SECUNDARIOS

RESULTADO

EXTRATO DAS RAIZES
(Hidroalcdolico)

EXTRATO DE
GALHOS
(Hidroalcoolico)

EXTRATO DE FOLHAS
(hidroalcodlico)

FENOIS E TANINOS

POSITIVO PARA TANINOS
FLOBABENICOS

POSITIVO PARA TANINOS
FLOBABENICOS

POSITIVO PARA TANINOS
FLOBABENICOS

ANTOCIANINAS, ANTOCIANIDINAS
E FLAVONOIDES

POSITIVO PARA FLAVANONOIS

POSITIVO PARA
FLAVANONOIS

POSITIVO PARA FLAVANONOIS

LEUCOANTOCIANIDINAS,
CATEQUINAS E FLAVANONAS

POSITIVO PARA CATEQUINAS E
FLAVANONAS

POSITIVO PARA
CATEQUINAS E
FLAVANONAS

POSITIVO PARA CATEQUINAS E
FLAVANONAS

FLAVONOIS, FLAVANONOIS E
XANTONAS

INDETERMINADO

INDETERMINADO

PRESENCA DE FLAVANOIS,
FALAVANONAS, FLAVANONOIS E/OU
XANTONAS, LIVRES OU SEUS
HETEROSODIOS

ESTEROIDES E TRITERPENOIDES

POSITIVO PARA ESTEROIDES E
TRITERPENOIDES PENTACICLICOS

POSITIVO PARA
ESTEROIDES LIVRES

POSITIVO PARA TRITERPENOIDES
PENTACICLICOS

SAPONINAS NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
ALCALOIDES NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
QUINONAS POSITIVO POSITIVO POSITIVO

CUMARINAS NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

Ciocan e Bara (2007) caracterizam alguns desses grupos de metabolitos: As

quinonas sdo anéis aromaticos com duas substituicdes de cetonas. Eles estdo na natureza

e sdo caracteristicamente altamente reativos, além de proporcionar uma fonte de

radicais livres e possuirem uma gama de efeitos antimicrobianos e anti-hemorragicos,

como por exemplo, a vitamina K, um complexo de naftoquinona importante por possuir

esta propriedade.
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Figura 14- Estrutura de quinona
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Os taninos podem ser hidrolisaveis ou condensados. Eles sdo encontrados em
quase todas as partes da planta: casca, madeira, folhas, frutos e raizes. A eles sdo
atribuidos a acdo antimicrobiana, bem como muitas atividades fisiolégicas humanas e
anti-infecciosas.

Figura 15 — Estrutura de Taninos
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Além dos grupos de metabodlitos ja citados, o extrato foliar apresentou
flavonois, flavanondis e xantonas.

Os flavonoides também substancias fendlicas, hidroxilados, conhecidos por ser
sintetizado por plantas em resposta a uma infec¢cdo microbiana, sendo obtidos por sua
eficacia contra uma ampla variedade de microorganismos.

Figura 16- Estrutura geral das Flavonas
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Ao longo do tempo, foram atribuidas as Xantonas uma série de propriedades
biolégicas e farmacéuticas, como antioxidante (SANTOS, 2003), anti-inflamatoria
(LIBROWSKI,2005) , anticancerigena (AKAO et al, 2008), doencas cardiovasculares
(JIANG. DAI e LI, 2004), dentre outras citadas na literatura.

4.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE
FOLHAS

Nos testes realizados in vitro verificou-se que todos os extratos obtiveram
médias significantes em relacdo ao T1 (controle negativo), aferindo que houve inibigdo

- . n -1
do micélio nas diferentes concentracdes do extrato. Entre os tratamentos T3 (6 gL *);

T4 (8 gL_l) e T5 (10 gL'l) ndo houve significancia, no entanto, quando comparado ao
T2 (controle positivo) o qual apresentava o fungicida comercial, a significancia ocorreu,
visto que 0 mesmo inibiu completamente o crescimento dos micélios, como pode ser
observado na Tabela 4. O T5, tratamento com a maior concentracdo, obteve uma média
de inibicdo maior do que os demais tratamentos com concentracdo inferior, entdo, a
concentracdo do extrato é proporcional a inibi¢do do micélio.

Tabela 4- Inibicdo do micélio nos diferentes tratamentos do extrato foliar de V.

dardani

Inibicéo do crescimento micelial

Tratamentos Meédias
T1 .0000 C
T2 83.2000 A
T3 19.0000 B
T4 24.6000 B
T5 25.4000 B

*Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados corroboram com Venturoso et al. (2011), onde revelaram que o
efeito do extrato de alho para F. solani também foi dependente das concentragdes
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utilizadas, constatando-se maior atividade antifungica com o aumento das
concentragoes.

Através dos testes realizados por Pacheco et al (2011) utilizando o extrato
aquoso de Emilia sonchifoli, observou-se atividade antifingica sobre F.solani numa
concentragédo de 125,0 pg/mL.

Ishida et al (2011) utilizou extratos etanolicos e hexanicos extraidos a partir de
cascas, folhas e galhos de Copaifera duckei, Copaifera martii e Copaifera reticulata.

Todos os extratos etandlicos interferiram no crescimento de F. solani proporcionando
inibicdo acima de 40%.

4.3 ANALISES CROMATOGRAFICAS DO OLEO ESSENCIAL

O oleo essencial das folhas de V. dardani foi investigado pela primeira vez. O
rendimento do éleo (m/m), calculado sobre o peso fresco do material vegetal, foi de
0,16%. A composicdo quimica do 6leo foi realizada em um cromatografo gasoso com
um detector de ionizacdo de chama, espectrometro de massa acoplado a cromatégrafo
gas-liquido, enquanto o teor de cada componente foi determinado em espectrémetro
equipado com detector de ionizacdo de chama. Na Tabela 5, estdo sumarizados os

constituintes quimicos identificados, seus teores e respectivos indices kovats.

O o6leo essencial das folhas de V. dardani forneceu um 6leo fluido e amarelado

exibindo as seguintes propriedades fisicas: [a]ZOD: 21,9 (c = 0,05, CHCljy), n25 = 0,08,

d25 =0,8873 g/mL. A andlise por cromatografia gasosa do 6leo resultou na presenca de

25 substancias onde foram identificados e quantificados 22 constituintes quimicos
totalizando um percentual acima de 96% da composicao quimica do 6leo. Dentre os 22
constituintes identificados, 12 pertencem a classe dos monoterpenoides onde sdo
representados por 6 hidrocarbonetos monoterpenos (40,76%), 4 monoterpenoides
oxigenados (35,81%) e 2 monoterpenoides acetilados (1,20%). Cerca de 9 substancias
compreende 0s sesquiterpenoides, dos quais 3 sdo hidrocarbonetos sesquiterpenos
(3,87%), 4 sdo sesquiterpenoides oxigenados (8,74%) e 2 sesquiterpenoides acetilado
(7,64%). Além disso, o Oleo apresentou tragos de um derivado fendlico, representada
por um Unico constituinte quimico o benzoato de benzila (0,20%).
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Tabela 5 — Constituintes quimicos do 6leo essencial da Varronia dardani

Constituintes” IKb OEVD (%)
1 o-turgeno 928 2,68
2 o -pineno 934 2,08
3 0-cimeno 1023 3,83
4 d-Limoneno 1026 27,49
5 1,8 cineol 1030 13,23
6 [-ocimeno(Z) 1041 0,48
7 y-terpineno 1058 4,20
8 Linalol 1100 10,54
9 ND-1 - 0,84
10 terpinen-4-ol 1182 5,77
11 o-terpineol 1196 6,27
12 acetil-borniol 1294 0,60
13 acetil-carviol 1344 0,60
14 o.-copaeno 1382 0,55
15 acetil-geraniol 1386 0,97
16 o-muuroleno 1509 0,41
17 ND-2 - 1,41
18 d-cadineno 1567 1,50
19 germacreno-D 1589 0,60
20 ND-3 - 0,85
21 epi-a-cadinol 1619 0,94
22 a-cadinol 1630 0,86
23 2E,6E- farnesol 1679 6,34
24 benzoato de benzila 1711 0,20
25 2E,6E-acetil-farnesol 1742 6,67
Teor de monoterpeno 78,59
Teor de sesquiterpeno 19,04
Teor total identificado 96,9

L

“Constituintes quimicos listados de acordo com ordem de elui¢cdo em coluna Rtx-5ms. "IK = indices de Kovats corrigido

u
para o 6leo OEVD Percentual obtido por CG-DIC.
ND = Néo Determinado 42
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Dos hidrocarbonetos monoterpenos destaca-se o d-limoneno (27,49%) como
sendo o composto majoritario do 6leo seguido pelos monoterpenos oxigenados o 1,8
cineol (13,23%), o linalol (10,54%) e o a-terpineol (6,27%). Outros majoritarios séo 0s
derivados sesquiterpenos o (E,E) farnesol (6,34%) e o (E,E) acetil de farnesol (6,67%).
Os demais constituintes apresentam teores abaixo de 6%. Duas (3) substancias
denominada ND-1, ND-2 e ND-3 ndo foram identificadas totalizando um percentual de
3,1%.

A tabela 6 evidencia os principais constituintes quimicos de 06leo essencial
presentes em diferentes espécies do género Cordia encontradas na literatura.

Tabela 6 - Constituintes majoritarios atribuidos a espécies do género Cordia.

. b .
Espécies IK Referéncias
C. curassavica a-pineno (20,5% - 10,4%) Santos et. al, 2006; Oliveira et.
al, 2007
hastes e folhas Espatulenol (27,1% hastes)

Trans-sesquisabineno hidrato
(11,0% hastes)

Viridifloros (10,7% hastes)
B-felandreno (25,3%)
cubebol (23,9%)

B-pineno (13,1% )
E-cariofileno (12,4%)

Biciclogermacreno (13,8%)

C. cylindrostachya tricicleno (58,0%) Fun &Svendsen, 1990

Roem. & Schult
canfeno (12,0%)

a-pineno (11,0%)
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C.globosa (Jacg.)
H.B.K.

Biciclogermacreno (22,7%) Menezes, et.al, 2006; Oliveira

1-endo-bourbonanol (20,2%)

Linalil butirato (14,7%)

o-humuleno (12,1%)
B-cariofileno (39,0%)

et. al, 2007

C. leucocephala
Moric.

B-cariofileno (39,0%)

Biciclogermacreno (25,9%)

Diniz, et.al, 2008

C. leucomalloides

d-cadineno (17,4%)
E-cariofileno (15,7%)
biciclogermacreno (12,5%)

germacreno-d (11,2%)

Santos et. al, 2006

C. multispicata p-cariofileno Gragas, et. al, 2010
Cham.

B-felandreno
C. nitida Vahl. butirato de etila (45,5%) Pino, et. al, 2002

acetato de etila (11,9%)

C. sebestena

nonil-ciclopropano (12,42%)
9-octadeceno(E) (20,26%)
5-octadeceno (E) (19,91%)

9-eicosano (13,99%)

Adeosun, et. al, 2013

C. verbenaceae
D.C.

a-peneno (29,69%)
trans-cariofileno (25,27%)

Aloaromadendreno (9,99%)

Carvalho Jr., et. al, 2004

Comparando os teores dos constituintes quimicos do O6leo essencial de V.

dardani com outras espécies pertencentes a familia Boraginacea, percebe-se que 0s

constituintes majoritarios presentes no 0leo sdo incomuns nos demais 6leos essenciais

de outras especies de plantas do mesmo género.
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As figuras 17 e 18 apresentam 0s cromatogramas das analises quantitativa e
qualitativa, CG-DIC e CG-EM, respectivamente do 6leo essencial das folhas de

Varronia dardani.

O perfil cromatografico e os espectros de massas dos 25 constituintes quimicos

detectados, dos quais 22 foram identificados por CG-EM do 6leo essencial da V.

dardani, estdo representados nas figuras 19 a 43.

Figura 17: Cromatograma (CG-DIC) do 6leo essencial das folhas de Varronia dardani.
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Figura 18: Cromatograma (CG-EM) do 6leo essencial das folhas de Varronia dardani
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Figura 19: Espectro de massa do a-tugeno
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Formula: C1gH16; massa molecular: 136

Figura 20: Espectro de massa do a-pineno
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Formula: C1gH1g; massa molecular: 136

Figura 21: Espectro de massa do o-cimeno
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Formula: C1gH14; massa molecular: 134
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Figura 22: Espectro de massa do d-limoneno
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Formula: C1g9H16; massa molecular: 136

Figura 23: Espectro de massa do 1,8 cineol
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Formula: C1gH180; massa molecular: 154

Figura 24: Espectro de massa f-ocimeno(Z)
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Formula: C1gH16; massa molecular: 136
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Figura 25: Espectro de massa do y-terpineno
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Figura 26: Espectro de massa do linalol
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Formula: C1gH180; massa molecular: 154

Figura 27: Espectro de massa do ND-1
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Formula: C10H180; massa molecular: 154
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Figura 28: Espectro de massa do terpinen-4-ol
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Formula: C1gH180; massa molecular: 154

Figura 29: Espectro de massa do a-terpineol

00 -
93
121
. - 136
OH
107
B 1|[ | h{) 165 179 194 207 225 250 276 303 313 343 355 375 389 403 420 440 470 487
10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 37

370 300 410 430 450 470 490
Formula: C1gH180; massa molecular: 154

Figura 30: Espectro de massa do acetil-borniol
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Formula: C12H20O2; massa molecular: 196
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Figura 31: Espectro de massa do acetil-carviol
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Formula: C1o2H1802; massa molecular: 194

Figura 32: Espectro de massa do a-copaeno
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Formula: C15H24; massa molecular: 204

Figura 33: Espectro de massa do acetil-geraniol

100 .

41 \)\ OAc
i /k
121
80 .

107
3 l|| Y i |, 133 174 198 212 224 247 265 285 305 317 33,
ey T (i b T R R R | T

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 5310
Formula: C12H»0O2; massa molecular: 196

356 367 338 401 418 441 461471 489
(o o e i L L |

340 370 400 430 460 490

50




Resultados e discusséo — Capitulo 4

Figura 34: Espectro de massa do a-muuroleno
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Formula: C15H24; massa molecular: 204

Figura 35: Espectro de massa do ND-2

100

105

134

189

1796 | | 214 228 246 267 287 303 33234235 373 391 406 418 448 466476 491

I ) Ll ! I | I I ! ) I I 1 1 1 \“T‘I 1) 1 1 1 I I | 1 ) I ) I ) 1
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 560 580 400 420 440 460 480

Figura 36: Espectro de massa do &-cadineno
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Formula: C15H24; massa molecular: 204
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Figura 37: Espectro de massa do germacreno-D
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Formula: C1gH260; massa molecular: 222

Figura 38: Espectro de massa de ND-3
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Figura 39: Espectro de massa do epi-a-cadinol
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Formula: C15H260; massa molecular: 222
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Figura 40: Espectro de massa do a-cadinol
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Formula: C15H260; massa molecular: 222

Figura 41: Espectro de massa do 2E,6E-farnesol
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Formula: C15H260; massa molecular: 222

Figura 42: Espectro de massa do benzoato de benzila
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Formula: C14H120; massa molecular: 212
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Figura 43: Espectro de massa do 2E,6E-acetil-farnesol
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Formula: C17H2g07; massa molecular: 264

4.4 AVALIACAO DO POTENCIAL FUNGICIDA DO OLEO ESSENCIAL

O resultado teste da atividade antifingica do OE de Varronia dardani mostrou

que a maior média de inibicdo apresentada foi do T7 (5ul do OE de Varronia dardani),

0 tratamento que apresentava a maior concentracdo, diferindo significativamente dos

outros tratamentos (Tabela 7).

Tabela 7 - Inibicdo do micélio nos diferentes tratamentos com o 6leo essencial

de V. dardani

Inibicdo do crescimento micelial

Tratamentos

T1
T2
T3
T4
TS5
T6
T7

Médias
.0000 F

30.1843 E
499529 cD
39.1100 DE
57.0657 cC
719771 B
849086 A

*Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.

Verificou-se uma tendéncia de aumento nos indices de inibi¢céo do
desenvolvimento micelial proporcional ao aumento das concentragdes ensaiadas, 0 que
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ocorreu também no teste de atividade antifungica do 6leo essencial de Cordia
verbenacea (= Varronia curassavica) no controle do fungo C. gloeosporioides,
realizado por GUZZO et al (2010).

AQUINO (2011) avaliou a acdo fungistatica dos Oleos essenciais de Lippia
sidoides, Cymbopogon citratus e Ocimum gratissimum sobre o fungo C.
gloeosporioides. O 6leo essencial de C. citratus proporcionou a maior inibicdo do
crescimento micelial em todas as concentracdes testadas. O 6leo de C. citratus foi o que
mais reduziu o indice de velocidade do crescimento micelial do patogeno e, ja na

~ -1 . .
concentracdo de 5uL.mL ~ o patdgeno parou de crescer, bem como no teste realizado

neste trabalho.
4.5 AVALIACAO DO POTENCIAL LARVICIDA DO OLEO ESSENCIAL

O ¢leo essencial apresentou atividade contra as larvas do mosquito A. aegypti.
A concentracdo letal a 50% (CLgg) foi calculado pelo método Spearman-Karber (Costa

et al 2008) resultando em 97,821 ppm (Tabela 8). Este resultado foi satisfatorio em
comparacdo com o O.E da C. polycephala, que se apresentou fracamente ativo em

ensaios com as larvas obtendo valores de CLgqg igual a 127,6 ppm (FREITAS, 2010).

Santiago et al (2005) avaliou as saponinas isoladas de Cordia piauhiensis, mas ndo
houve atividade larvicida sobre as larvas de A.aegypti.

Tabela 8 - Valores do percentual de mortalidade das larvas de Aedes
aegypti causada pelo 6leo essencial de V. dardani

Conc. (ppm) Mortalidade (%) CLsg (ppm)

500 99,9

250 93,33

100 51,33 97,821
50 16,67
25 -

12,5 -

6,25 -

3,12 -
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Os resultados também se mostraram positivos utilizando o 6leo Varronia
curassavica (=Cordia curassavica) contra o A. aegypti, no qual foi estimado o valor de

CLgg de 87,70 e 97,7 ppm em Aciole (2009) e Santos (2006), respectivamente, que
testou ainda o 6leo de Cordia leucomalloides mostrando-se mais eficiente por matar

cerca de 98,7% das larvas numa concentragdo de 100 ppm e CLsgg igual a 63,1 ppm .

As plantas sdo fontes naturais de substancias inseticidas, pois sd@o produzidas
pelas mesmas em resposta a um ataque patogénico. Terpenos e fenilpropandides
volateis sintetizados por espécies vegetais podem ter, dependendo do inseto em analise,
propriedade atrativas (alimentacdo, polinizacdo) e/ou inseticidas, como defesa contra
herbivoros (SIMAS et al, 2004).
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Conclusao

5- CONCLUSAO

Sabendo que na literatura ndo se encontra nenhum estudo relacionado a Varronia
dardani, vé-se a importancia do estudo quimico e atividade bioldgica desta espécie. O
estudo fitoquimico mostrou a presenca de taninos flabobénicos, flavonondis, catequinas
e flavanonas e quinonas em sua composic¢éo, indicando grupos metabdlicos secundarios
importantes por serem responsaveis pelos efeitos bioldgicos e farmacéuticos das
plantas. A andlise cromatografica do 6leo essencial da V.dardani possibilitou a
identificacdo de mais de 97% da sua composi¢cdo quimica, com destaque para a
presenca dos compostos majoritéarios: limoneno, 1,8-cineol e o linalol, cujos estudos

relatam uma contribuicdo relevante nas areas: bioldgica, farmacéutica e cosmética.

O estudo bioldgico do extrato e do 6leo aplicados sobre o Fusarium solani e as
larvas do mosquito Aedes aegypti, respectivamente, foram ambos positivos. A inibicao
do crescimento micelial ocorreu com a maior concentracdo (T5) em relacdo aos 5
tratamentos realizados, sendo eles: T1 (meio de cultura apenas com 0 meio, sem
extrato), controle negativo; T2 (meio com fungicida comercial Norkill®), controle
positivo; T3 (6 gL-1 do extrato foliar de V.dardani); T4 (8 gL-1 do extrato foliar de
V.dardani) e T5 (10 gL-1 do extrato foliar de V.dardani). O 6leo essencial desta espécie

também mostrou eficacia no teste antifingico, possuindo a maior média de inibicdo
micelial numa concentracdo de 5ul do OE de Varronia dardani. A atividade larvicida

testada com o 6leo essencial foi satisfatoria, apresentando CLsgq igual a 97,821.

Podemos concluir que a Varronia dardani apresenta atividade antifingica e
larvicida, podendo ser eficaz no controle de fungos e das larvas do mosquito causador
da dengue e febre amarela, o Aedes aegypti. No entanto, maiores investigacoes
necessitam ser realizadas para que se possam desvendar os mediadores destas respostas,
e contribuir ainda mais para o conhecimento bioldgico e terapéutico desta espécie.
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