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Estudo da composicdo quimica do o6leo essencial de Aloysia
gratissima (Verbenaceae) em funcdo da sazonalidade e seu
potencial anticolinesterasico.

Autor: Adilio Macedo Santos

Orientadora: Prof2 Dr® Rosane Moura Aguiar

Resumo: Esta dissertacdo trata sobre o estudo da composicdo quimica e do
potencial anticolinesterasico dos 6leos essenciais de folhas de Aloysia gratissima
(Verbenaceae), espécie de planta medicinal conhecida por Alfazema, em funcdo da
sazonalidade. A planta medicinal em estudo foi cultivada e coletada no povoado de
Poco Dantas — Jequié — BA. Foram realizadas oito coletas, nos meses de Out/15,
Abr/16, Ago/16, Out/16, Nov/16, Mai/l17, Jun/17 e Ago/17. Os constituintes quimicos
dos OE’s foram obtidos por hidrodestilagdo em apareho tipo Clevenger, a cada més
de coleta e armazenados em freezer, até o0 momento da analise. A identificacdo dos
constituintes quimicos foi realizada por CG-EM e a quantificacdo por CG-DIC. Foram
identificados 26 constituintes, sendo eles monoterpenos e sesquiterpenos. Os
constituintes majoritarios para todos os meses foram: B-pineno, trans-pinocanfona,
acetato de trans-pinocarvil e guaiol. O OE de Out/16 foi testado quanto a potencial
anticolinesterasico, apresentando 85% de percentual de inibicdo, valor considerado
significativo, quando comparado com o padrao Eserina com o percentual de inibigdo
de 95%. Na avaliacdo de toxicidade frente ao micrucrustacéo Artemia salina foram
utilizados os OE’s de Mai/l7 e Jun/17, nas concentracOes de 825,6; 453,1; 226,6;
90,6; 45,3; 18,1 e 9,1 pg.mL 1 Foi calculado o DLsgg para as amostras, sendo 49,88
ppm e 50,44 ppm, respectivamente, caracterizando-as como toxicas e um potencial
anti-Trypanossoma cruzi foi indicativo para o teste. A presenca de mono e
sesquiterpenos nos OEAg contribuiram diretamente na expressao dos resultados
nos testes de bioatividade, podendo ser reflexo da constituicdo majoritaria ou do
sinergismo entre os componentes do OE.

Palavras chave: Aloysia gratissima, anticolinesterasico e toxicidade.



Estudo da composicdo quimica do Oleo essencial de Aloysia
gratissima (Verbenaceae) em funcdo da sazonalidade e seu
potencial anticolinesterasico.

Author: Adilio Macedo Santos

Adivisor: Prof2 Dr2 Rosane Moura Aguiar

ABSTRACT: This dissertation deals with the study of the chemical composition and
anticholinesterase potential of leaf essential oils of Aloysia gratissima (Verbenaceae),
a medicinal plant species known as Lavender, due to seasonality. The medicinal
plant under study was cultivated and collected in the village of Po¢co Dantas - Jequié
- BA. Eight collections were carried out in the months of Oct / 15, Apr / 16, Aug / 16,
Oct/ 16, Nov/ 16, May / 17, Jun / 17 and Aug / 17. The chemical constituents of the
OE's were obtained by hydrodistillation in a Clevenger type apparatus, each month of
collection and stored in a freezer, until the moment of analysis. Identification of
chemical constituents was performed by GC-MS and quantification by CG-DIC.
Twenty-six constituents were identified, being monoterpenes and sesquiterpenes.
The major constituents for all months were: [B-pinene, trans-pinocanfone, trans-
pinocarbon acetate and guaiol. The Out / 16 OE was tested for anticholinesterase
potential, presenting 85% inhibition percentage, considered as significant when
compared to the Eserine standard with 95% inhibition percentage. In the evaluation
of toxicity against the Artemia salina micrucrustacé, the EOs of Mai/ 17 and Jun / 17,
in the concentrations of 825.6; 453.1; 226.6; 90.6; 45.3; 18.1 and 9.1 yg.mL -1. The
LD50 was calculated for the samples, being 49.88 ppm and 50.44 ppm, respectively,
characterizing them as toxic and an anti-Trypanosoma cruzi potential was indicative
for the test. The presence of mono- and sesquiterpenes in OESg directly contributed
to the expression of the results in the bioactivity tests, and may be a reflection of the
majority or synergism between the OE components.

Keywords: Aloysia gratissima, anticholinesterase and toxicity
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APRESENTACAO GERAL

Através dos tempos a humanidade tem utilizado os recursos da natureza para
a producdo de comestiveis, abrigo, roupas, meio de transportes, fertilizantes,
fragrancias e medicamentos. As plantas tém sido base do sofisticado sistema da
medicina tradicional que existem ha milhares de anos. Os primeiros registros
medicinais escritos em comprimidos de argila em cuneiforme sdo da Mesopotamia e
sao dotados de aproximadamente 2.100 a.C.; Entre as substancias utilizadas estéo
Oleos de espécies Cedrus (Cedro) e Cupressus semprevirens (cipreste), Glicyrrhiza
glabra (alcaguz), Commiphora species (mirra) e Papaver somniferum (suco de
papoula), todas as quais ainda estdo em uso nos dias de hoje, para tratamento de
distarbios que védo de tosse, resfriados a infec¢cdes parasitarias e inflamacéo
(BORCHARDT, 2002).

A natureza tem sido fonte de agentes medicinais por milhares de anos e
continua sendo uma abundante fonte de novos quimiotipos e farmacofaros. Com
apenas 5-15% das cerca de 250.000 espécies de plantas superiores
sistematicamente investigadas (CECHINEL FILHO & YUNES, 2014). O grande
incremento do uso de plantas para fins medicinais, desde o final do século XX, tem
renovado interesse pelo conhecimento das caracteristicas das drogas delas
originadas, incluindo sua morfologia, composicdo quimica, propriedades
farmacoldgicas e controle de qualidade, especialmente quando se trata de plantas
brasileiras (SIMOES et al., 2010).

Recentemente, os estudos com plantas medicinais tém sido responséaveis por
inUmeras e importantes descobertas; o desenvolvimento desta area de pesquisa
deve-se a varios fatores, dos quais se destaca a participacdo de um numero cada
vez maior de profissionais. No entanto, resultados promissores dependem da inter-
relacdo entre profissionais de diferentes areas, que compdem o estudo das plantas
medicinais, pois a continuidade de tais estudos de forma isolada perpetuara em falta
de resultados, impedindo consequentemente o0 desenvolvimento de novos
medicamentos (DI STASI, 1996).

A quimica de produtos naturais tem por objetivo imediato o esclarecimento e

registro de constituintes resultantes de metabolismo secundario dos seres vivos,
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através de seu isolamento e elucidacdo de suas estruturas moleculares. Embora
compreenda assim, o estudo da composi¢cdo quimica de animais e vegetais, € no
campo da fitoquimica que se encontra o maior numero de trabalhos publicados. A
importancia cientifica das pesquisas desenvolvidas nesta area se traduz pelos
resultados obtidos com a consecucdo de seus objetivos mediatos (sdo conhecidos
hoje milhares de compostos naturais), como pela aplicacdo imediata ou mediata
destes trabalhos a outras areas cientificas correlatas (MATOS, 2009).

Da-se o nome de metabolismo ao conjunto de reacdes quimicas que,
continuamente, estdo ocorrendo em cada célula. A presenca de enzimas especificas
garante uma certa direcao a essas reacoes, estabelecendo o que se denomina de
rotas metabdlicas. Os compostos quimicos formados, degradados e transformados
sdo chamados de metabdlitos e as reagbes enzimaticas envolvidas,
respectivamente, sdo designadas como anabdlicas, catabdlicas ou de
biotransformacéo (SIMOES, et al, 2010).

Os compostos resultantes desse metabolismo podem ser separados em dois
grupos: os produtos de metabolismo primario que sdo os glicidios, protideos e
lipidios, e no segundo grupo os do metabolismo secundério, que sdo 0S compostos
terpénicos, alcaloides, glicosidicos, flavonoides e varios outros. Os compostos do
primeiro grupo sdo estudados, principalmente no &mbito da bioquimica e os ultimos
no ambito do que se convencionou denominar quimica dos produtos naturais.
(MATQOS, 2009).

O presente trabalho objetivou avaliar a variagdo do teor e da composicao
guimica do OE de A. gratissima (Verbenaceae), no periodo compreendido entre
outubro de 2015 a agosto de 2017, correlacionado as diferentes estac6es do ano e
condicbes meteoroldégicas da regido. A identificacdo e quantificacdo dos
constituintes quimicos presentes no OE, utilizando a técnica de quantificagdo pelo
fator de resposta relativo a um padréao interno, por CG-EM e CG-DIC. Tal estudo,
visou ainda, a avaliacdo do potencial anticolinesterasico e de toxicidade dos OEAg.
Permitindo inferir sobre a potencialidade dos OE de plantas da regido semiarida,

como fonte de materiais bioativos.
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ESTUDO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DA
ALOYSIA GRATISSIMA (VERBENACEAE) EM FUNCAO DA
SAZONALIDADE

1 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

1.1 Oleos Essenciais: composi¢do quimica e sazonalidade

O metabolismo secundario de plantas produz substancias para defesa em
resposta a um ataque patogénico ou para interagir com o meio. Os 6leos essenciais
sdo uma mistura de compostos liquidos oleosos volateis, dotados de aroma forte e
guase sempre agradavel, existente em quase duas mil espécies de plantas, ditas
aromaticas (RADUNZ et al, 2001). Flores, folhas, raizes, cascas e frutos sdo matéria
prima para a producgdo de 06leos essenciais, com grande aplicacdo para as industrias
cosmética, farmacéutica e alimenticia (SILVA, 2005).

Os oOleos essenciais sdo constituidos principalmente por terpendides e
acrescidos de moléculas de classes de fenilpropandides e funcionalizadas como:
acidos, alcoois, cetonas, ésteres ciclicos e compostos com nitrogénio e enxofre
também foram identificados em OE (BELL; CHARLWOOD, 1980, Apud, CHECINEL
FILHO & NUNES, 2014). Os terpendides apresentam uma grande variabilidade
estrutural, que sdo formados pela juncdo cabeca-cauda de unidades isoprénicas
(Cs), estando predominante nos OE’s como monoterpenos (Cip) € sesquiterpenos
(C-15) (FEHLBERG, 2011). Estes compostos conferem aos OE’s uma gama de
potenciais bioldgicos, apresentando acao anti-inflamatéria, antibacteriana,
antifangica, antiviral, antitumoral, antidiabética, antiulcerogénica, anticariogénica,
hepatoprotetora, neuroprotetora, antiparasitica, analgésica e antioxidante (COSTA et
al, 2017).

A biossintese de 0Oleos essenciais € influenciada por fatores climaticos como
fotoperiodo, temperatura, umidade, precipitacdo e intensidade de radiacdo solar, que
podem determinar a época ideal de colheita ou o local de cultivo, onde se podera
obter a maior quantidade de OE e do principio ativo desejado. (PAULUS et al, 2013,
Apud, TAVEIRA et al, 2003).
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A influéncia da sazonalidade na biossintese de metabdlitos secundarios em
plantas medicinais foi indicada em pesquisas, como por exemplo, as realizadas por
Paulus (2013), Brant (2009) e Carvalho & Casali (1999). Onde observaram grandes
variacbes na producdo de OE em relagcdo a alguns fatores climaticos, que

influenciam inteiramente os constituintes quimicos presentes e seus teores.

A precipitagdo é um dos elementos meteorologicos que exerce maior
influéncia sobre as condicbes ambientais. Além do efeito direto sobre o balanco
hidrico, exerce influéncia indiretamente sobre outras varidveis como: temperatura do
ar e do solo, umidade relativa do ar e a radiagdo solar, que em conjunto, atuam
como fatores basicos para o desenvolvimento das plantas. (EMBRAPA, 2002). De
acordo com Paulus (2013), os dados meteoroldégicos como precipitacdo,
temperatura, umidade relativa do ar e radiagcdo solar influenciam diretamente na

sazonalidade e desenvolvimento das plantas.

A diminuicdo em algum componente biologicamente ativo com relagdo a
variacdo sazonal, como os fendlicos, € acompanhada pelo aumento de outros, por
exemplo, &cidos diterpénicos. Deste modo, pode-se esperar que algumas atividades
bioldgicas, relacionadas a estes compostos, como antibacteriana e antifingica, por

exemplo, sejam variaveis em diferentes estacfes do ano (BANKOVA et al, 1998).

De acordo com Pinto (2007), existem mudancas nas caracteristicas
anatémicas e fisiologicas dos vegetais e também na producédo de OE e isso é devido
a influéncia de diversas condicbes que tém sido evidenciadas, tais como:
fotoperiodo, radiacdo, temperatura, estesse hidrico, indice pluviométrico e outros.
Esses fatores podem influenciar também na quantidade do principio ativo desejado.
Para Lee (2000), relata que plantas mantidas sob maior irradiancia, apresentam a
epiderme de superficies mais expressas. Havendo diferencas na espressura das
folnas devido a maior producdo de metabdlitos primarios e secundarios. Pinto
(2007), plantas submetidas a um maior nivel de irradiancia apresentam aumento na

producéo de 6leos essenciais.

A variacdo sazonal da composicdo quimica do OE de folhas frescas de
Tetradenia riparia (Hochst.) Codd, cultivadas no sul do Brasil, foi analisada por CG-
EM, bem como suas atividades analgésica e antimicrobiana. O rendimento do OE

variou de 0,17% a 0,26%, com a quantidade maxima no inverno e a minima na
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primavera. Os resultados obtidos a partir da analise de componentes principais
(PCA) revelaram a existéncia de alta variabilidade quimica nas diferentes esta¢cfes
do ano (GAZIM et al, 2010).

Em seus estudos sobre a importancia da época da colheita, Ricciardi et. al.
(2000), mostra que, outono e primavera sdo épocas em que os OE’s sofrem
variacbes apresentando diversas cetonas monoterpénicas e hidrocarbonetos
sesquiterpenos. Também foi realizado por Nunes (2009), um estudo com
constituintes quimicos da Propolis Vermelha de Pernambuco e bioatividade em
Artemia salina em funcdo da variacdo sazonal. A pesquisa foi realizada nos meses
de fevereiro, junho e outubro de 2006, sendo identificados por CG-EM
monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides, aldeidos, cetonas e n-alcanos. Os

constituintes majoritarios foram o trans-anetol, a-copaeno e o metil cis-isoeugenol.

A marcante variabilidade interanual da pluviometria associada aos baixos
indices totais anuais pluviométricos, sobre a regido nordeste do Brasil, € um dos
principais fatores para a ocorréncia dos eventos de “secas” sobre a regido, as quais
sdo caracterizadas por acentuada reducdo do total pluviométrico sazonal durante o
periodo de fevereiro a maio. Em Poc¢o Dantas, povoado do municipio de Jequié - BA,
o verdo é longo, quente e de céu quase encoberto; o inverno € curto, agradavel e
Uumido . Ao longo do ano, em geral a temperatura varia de 17 °C a 32 °C e raramente
é inferior a 15 °C ou superior a 35 °C. A estacao quente permanece por 5,3 meses,
de 29 de outubro a 6 de abril, com temperatura maxima média diaria acima de 31
°C. A estacdo amena permanece por 2,5 meses, de 8 de junho a 25 de agosto, com
temperatura maxima diaria em média abaixo de 27 °C (Disponivel em: Weather
Spark).

1.2 Biossintese de Oleos Essenciais

A biossintese de produtos naturais de plantas constitui-se em uma das bases
da biologia sistémica, nos quais intermediarios biossintéticos podem ser inseridos
dentro de uma rede metabodlica com processos intracelulares, coordenados por

enzimas altamente organizadas. O conhecimento dos processos mediados por
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enzimas, 0s quais ocorrem em tipos de células especializadas, constitui-se no
caminho para entender processos regulatérios envolvidos na formacao do complexo
perfil de produtos naturais em plantas (KUTCHAN, 2005).

Os terpendides compreendem o maior grupo de produtos naturais, com mais
de 35.000 membros conhecidos, muitos outros produtos naturais contém
terpendides em suas moléculas, em combinacdo com esqueletos de carbono
derivados de outras fontes, como as vias acetato e shikimato. Estuturalmente,
terpeno é uma classe de metabdlitos secundérios, derivados de unidades do
isopreno (C5) que sdo hemiterpenos, monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40).
Existem ao menos duas vias envolvidas na biossintese de terpenos: a rota do
mevalonato, que opera no citoplasma e mitocondrias e a rota do 5-fosfato de 1-
desoxi-D-xilulose (DXP), que opera no plastidio. As duas rotas convergem para a
producado dos isébmeros do isopreno, o difosfato de isopentinila (IPP) e o difosfato de
dimetilalila (DMAPP), os quais sao as unidades isoprénicas bioguimicamente ativas
na biossintese dos terpenos (BARROS et al, 2009; DEWICK, 2009).

Na rota do mevalonato (FIGURA 1), os isdmeros isoprénicos sdo originados
do acido mevaldnico (MVA). Para tanto, duas unidades de acetil-CoA combinam-se
por reacdes do tipo condensacdo de Claisen e uma terceira € adicionada por
condensacdao alddlicas, produzindo 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA. Sucessivas reacdes
de reducédo e descarboxilacdo, catalisadas por enzimas, convertem o 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA ao intermediario MVA. Este intermediario é pirofosforilado,
descarboxilado e desidratado para formar o isopentenil pirofosfato (IPP), unidade
basica da formacéo dos terpenos. A partir de condensacdo de molécula do IPP e
seu isébmero tautdbmero, o dimetilalil difosfato (DMAPP), chega-se a uma molécula de

10 carbonos, a difosfato de geranila (GPP), que da origem aos monoterpenos.

Os sesquiterpenos sao formados a partir de trés unidades C5 e sintetizados
através da via do mevalonato. A adicdo de outra unidade IPP ao GPP leva ao
percussor fundamental dos sesquiterpenos, o difosfato de farnesila (FPP). O FPP
pode dar origem a varios sesquiterpenos lineares e ciclicos (BARROS et al, 2009;
SIMOES et al, 2007).
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Figura 01. Esquema resumido da rota do mevalonato, biossintesse de mono e sesquiterpenos.
(DEWICK, 2009).

O GPP sofre eventos quimicos como, isomerizacdo e perda de proétons,
levando a duas unidades conhecidas como linalil pirofosfato (LPP) e a neril
pirofosfato (NPP) (FIGURA 2). Estes trés intermediarios levam a obtencdo de uma
variedade de substancias conhecidas como monoterpenos lineares. Os
intermediarios LPP e NPP apresentam uma estereoquimica favoravel a ciclizagéo,
sendo preferenciais na rota de formacdo do cation o-terpinilico. Este cation,
subsequentemente, sofre reagdes de ciclizacdo, oxidacao, perda de prétons, adicao
de agua e rearranjo de Wagner-Meerwein, levam a uma variedade de sistemas
mono e biciclicos (DEWICK, 2009).
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Figura 02. Formacao do Cation a-terpenilico. (DEWICK, 2009).

1.3 Aloysia gratissima (Verbernaceae)

Verbenaceae € uma familia com cerca de 100 géneros e aproximadamente
2600 espécies de ervas, arbustos ou pequenas arvores as quais estao distribuidas
principalmente em regifes tropicais e subtropicais. Espécies desta familia tém
despertado interesse tanto pelo potencial biolégico quanto pelo uso da medicina
tradicional. (VANDRESEN et al, 2009, Apud, BARROSO, 1978). No Brasil,
encontram-se 47 géneros distribuidos em 407 espécies nos diferentes habitos,

desde ervas perenes, arbustos até subarbustos (SALIMENA et al, 2013).

No levantamento etnobotanico feito por Santos et. al. (2015), da familia
Verbenaceae foram registrados um total de 85 publicacdes, indicando 55 espécies
distribuidas em oito géneros, sendo que 36 foram identificadas a nivel de espécie,
19 somente a nivel de género. Este estudo foi realizado com base num
levantamento bibliografico feito de 2000 a 2012 referente as plantas desta familia

com potencial medicinal.

Aloysia gratissima (GILLIES & HOOK.) Tronc.) (FIGURA 3) é muito difundida
na medicina popular sul-americana, € uma planta aromatica, rica em 0&leos

essenciais, nativa da América do Sul, pertencente a familia Verbenaceae. Ocorre no
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Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai e apresenta uma grande variedade de nomes
populares, sendo alfazema-do-Brasil, erva-de-nossa-senhora, erva santa e garupa.
Observa-se o relato de seu uso em enfermidades do trato respiratorio como gripes,
tosses, bronquites e para dores provocadas por colicas e cefaleias (SOUZA et al
2007; RICCIARDI et al, 2000).

Lorenzi e Matos (2002) descreve a classificacdo para a espécie de A.
gratissima como: Reino: plantae, Divisdo: Magnoliophyta, Classe: Magnoliopsida,
Ordem: Lamiales, Familia: Verbenaceae Jaume Saint-Hilare, Género: Aloysia,

Sinomini: Lippia, Espécie: Aloysia gratissima e sinominia: Lippia lycioides (Cham.).

Figura 03. Aloysia gratissima (Verbenaceae). Fonte: Dolores Fernandez

Os 6leos essenciais da Aloysia gratissima pode ser obtido de diversas partes
da planta, tais como: folhas, flores, frutos, cascaz e rozomas. Tais 0leos apresentam
propriedades farmacoldgicas, sendo eficazes contra infec¢cdes brénquicas e

pulmonares, além de acao antimicrobiana (BIZZO et al, 2009; PINTO et al, 2007).

Estudos sobre os 6leos essenciais de plantas do género Aloysia relatam a
obtencéo de alto percentual de rendimento do 6leo, em relagédo a massa vegetal. Um
interessante aspecto quimico desses 0leos é a grande diversidade de compostos
encontrados. Contudo, diferencas podem existir, mesmo em plantas que sao
morfologicamente idénticas, caracterizando a existéncia de quimiotipos, ou a
influéncia de condi¢des climaticas ou geograficas, tais fatores podem ser utilizados

como explicacdo das variacbes observadas. Como a composi¢cdo quimica do 6leo
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essencial varia em decorréncia de fatores externos pode determinar a época
adequada para a extragdo, com maior rendimento do 6leo e com maior percentual
de um componente de interesse farmacoldgico (SOLER ET AL, 1986).

A analise da composi¢do quimica do 6leo essencial de Aloysia triphylla em
funcdo da sazonalidade apresentou grande variagdo no rendimento, sendo mais alto
nos meses de junho a agosto, além de apresentar maiores variacdes nas
concentracfes dos constituintes majoritarios, sendo: geranial (26,11-37,35%), neral
(18,02 a 29,31%), limoneno (9,21 a 15,77%), nerolidol (2,68 a 24,34%) (PAULUS et
al., 2013).

Estudos anteriores mostram que a composi¢cao quimica do 6leo essencial de A.
gratissima destaca-se pelo predominio de terpenos em sua constituicdo quimica,
porém apresenta pelo menos, dois quimiotipos nos componentes quimicos
majoritarios. No Brasil € comum a variedade rica em isopinocanfona, limoneno e
guaiol; no Uruguai tem-se sabineno, a-pineno, B-bisaboleno e copaenol (SANTOS
et al, 2009; SOLER et al, 1986; TROVATI et al, 2009; MORAES et al, 2012).

Estudos sobre os OE de A. gratissima, cultivadas na Argentina, apontam o
grande percentual de terpenos, com variacdes na composi¢céo quimica. Observa-se
no trabalho de Bailac (1999), a identificacdo dos constituintes majoritarios trans-
verbenol (2,8%), beta-cariofileno (3,3%), 6xido de cariofileno (11%) e cadinol
(33%). Um estudo da variacdo sazonal realizado por Riciarddi (2006) apresenta
variacbes para 0s constituintes: B-elemeno (tracos a 35,7%); viridiflorol (0,9—
33,6%); B-cariofileno (1,8-28%); a-tujona (6,8—17,5%); 10-epi-cubebol (0,1-13,4%).

Com o intuito de contribuir ainda mais com a pesquisa no Brasil, faz-se
necessario o estudo da composicao quimica do Oleo essencial de A. gratissima, em
funcdo da sazonalidade, como fonte de informacdes sobre plantas de ocorréncia na

regido semiarida do estado da Bahia.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
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Estudar a composicdo quimica do 6leo essencial das partes aéreas de A. gratissima
(Verbenaceae), cultivada no municipio de Jequié-Ba, em funcdo da sazonalidade,

bem como avaliar seus potenciais: anticolinesterasico e de toxicidade.

2.2 Objetivos especificos

- Coletar e identificar um espécime de A gratissima, cultivada na regido de Jequié —
BA,

- Realizar coletas periddicas das partes aéreas de A. gratissima,

- Obter os 0Oleos essenciais das partes aéreas da A. gratissima, por periodos, por
hidrodestilacdo com aparelho tipo Clevenger;

- Identificar os constituintes quimicos dos 6leos essenciais das partes aéreas da A.
gratissima por CG-EM,;

- Quantificar os constituintes quimicos presentes nos OE’s através de CG-DIC,
utilizando a técnica de quantificacdo por fatores de resposta relativa (RRF);

- Avaliar o potencial anticolinesterastico dos 6leos essenciais das partes aéreas da
A. gratissima;

- Avaliar o potencial de toxicidade dos 0Oleos essenciais das partes aéreas da A.
gratissima, pelo método bioensaio frente aos microcrustacio de Artemia salina;

- Correlacionar as variagbes na composicdo quimica dos OE’s, as condigdes

climaticas do periodo de estudo.

3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material vegetal

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas as partes aéreas de A.
gratissima (Mill.), (Verbenaceae), provenientes de cultivo em Poc¢o Dantas, povoado
do municipio de Jequié, na regido do Sudoeste da Bahia, Brasil. Foram realizadas
oito coletas (outubro de 2015 a agosto de 2017). A espécie foi identificada pela
botanica Prof2 Dr2 Guadalupe Edilma Lincona de Macedo, do Herbario da
Universidade Estadual do sudoeste da Bahia (HUESB) (FIGURA 04), onde

encontra-se depositada a exsicata do material vegetal sob o registro de n® 11677.
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Figura 04. Exsicata da Aloysia gratissima (Verbenaceae), conhecida popularmente como
(Alfazema). Fonte: Prépria

3.2 Obtencao e andlise do 6leo essencial

O 6leo essencial foi extraido a partir do material vegetal fresco, submetido a
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger por 2 h, apos fervura, conforme a
metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira (FIGURA 05). O rendimento das
extracdes foi calculado com base na relacdo entre a massa do OE e a massa do

material vegetal expresso em porcentagem).

Figura 05. Aparelho de hidrodestilagdo tipo Clevenger. Fonte: Prépria
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A identificagdo dos constituintes dos OE’s foi realizada através CG-EM, em
um aparelho Shimadzu, modelo QP2010 (FIGURA 06), instalado no laboratério de
cromatografia da UESB Prof. Dr. Jailson Bittencourt, foram utilizadas as seguintes
condi¢cBes experimentais: coluna capilar DB-5 de 30 m x 0,25 mm diametro interno,
com 0,25 ym de espessura de filme composto de dimetilpolisiloxano (95%) e fenila
(5%), tem hélio como géas de arraste, com um fluxo de 1,8 mL.min™; temperatura do
injetor de 220 °C; programa de aquecimento da coluna entre 40 °C a 240 °C, com
razdo de 3 °C.min™. A temperatura da interface foi de 240 °C, fonte de fons, 220 °C
(70 eV) e a faixa de varredura de massas de 40 a 400 u.m.a. A identificagéo foi feita
por similaridade com os dados da biblioteca NIST14, residente no cromatografo CG-
EM utilizado.

Figura 06. CG-EM - Laboratério de cromatrografia (UESB). Fonte: Prépria

Os componentes do 6leo essencial foram identificados com base no indice de
retencdo, determinados através da utilizacdo de uma curva de calibracdo de uma
série  homdloga de n-alcanos (C8-C24), injetados nas mesmas condi¢cdes
cromatograficas das amostras e nos modelos de fragmentacdo dos espectros de
massas, sendo ambos comparados com dados da literatura (Adams, 2007 e NIST
14).
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Figura 07. CG-FID- Laboratério de Catalise (UESB). Fonte: Prépria

Para a quantificacdo dos constituintes do OE foi utilizada a técnica de
quantificacdo por fatores de resposta relativa (RRF), realizada por meio de analises
por cromatografia gasosa. Utilizou-se o equipamento Varian, modelo CP 3800, com
detector de ionizacdo de chama (CG-FID) (FIGURA 07), com coluna capilar DBS
0,25 mm de diametro interno, 30 m de comprimento e 25 uym de filme liquido THK.
Amostras de Oleo essencial de A. gratissima: Nov (8,87 ug), Jun/17(17,74 pg),
Ago/17(13,31 pg) e o Nerol (PI) foram pesadas em balanca analitica de precisédo e
diluidas em 1 mL de tolueno. ApGs preparadas, 1 uL foi injetado em razao de split
1:10, com temperatura inicial: 40 °C / 2 min, rampa de aquecimento: 3 °C.min™,
temperatura final: 240 °C / 5 min. Tendo como gas de araste o nitrogénio em uma
vazdo de 3 mL.min™, e temperatura de injetor de 220 °C, a temperatura de DIC de
240 °C, a pressdo na coluna de 14 psi. Gas de make-up: ar sintético, nitrogénio e

hidrogénio.

Segundo Cachet et. al. (2016), este método permite a determinagéo
quantitativa de substancias volateis por deteccdo de ionizacdo em chama. Os
fatores de resposta relativa (RRF) podem ser previstos a partir da férmula do
composto, podendo ser aplicada a compostos que contenham C, N, S ,F, ClI, Br, |,
Si. Para isso, a formula molecular deve ser conhecida e também o numero de anéis

de benzeno dos analitos.

De acordo com Tissot et. al. (2012), o detector de ionizacdo de chama,
baseia-se na combustdo de analitos, havendo uma boa correlagédo entre fatores de

resposta relativos (RRFs) e as entalpias de combustéo, assim, os RRFs podem ser
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simulados para todos os constituintes volateis. Esta técnica além de ser considerada
em outros trabalhos como satisfatoria, evidencia uma alta precisdo se o0s

constituintes quantificados apresentarem (RRFs=1).

Para a aplicacdo desta técnica foi utilizado um padréo interno que é uma
maneira eficiente e usual para quantificar compostos, onde a substancia volatil é
injetada junto com o padréo interno e suas respostas sao corrigidas usando os RRFs
previstos conforme descrito por Cachet et. al. (2016). Neste caso, foi utilizado o
nerol (FIGURA 08), que é um terpeno oxidado conforme descrito por Teixeira,
(2018), Segundo o mesmo, ele possui as mesmas caracteristicas da maioria dos
compostos presentes nos OEAg, sendo 0 mesmo ausente da amostra aumentando
assim o grau de confiabilidade nos resultados obtidos Todos os RRFs foram
medidos experimentalmente de acordo ao método descrito por Tissot et. al. (2012).

CHs
| X
| OH
H,C CH,

Nerol

Figura 08: Estrutura do padrao interno Nerol. Fonte: Prépria

Os célculos de RRFs foram realizados numa planilha do excel conforme
descrito na literatura por Cachet et. al. (2016), onde foram considerados as
respectivas areas, formulas moleculares e as massas das amostras de 6leos em

estudo com e sem correcbes de cada constituinte quimico dos os periodos citados.

Ainda segundo Tissot et. al. (2012) os fatores de respostas (RRFs) previstos
foram obtidos pela equacao na forma simplificada, indicada para amostras de 6leos.

Equacéo 01

RRF™®= 103(MW//MWp)(-61.5+ 88.8nC + 18.7nH - 41.3n0 + 6.4nN + 64.0nS
+ 127 nBenz)-1
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Sendo de acordo com a equacgéo 01:

Nc, Nu, No, etc. = nimero de atomos de carbono, hidrogénio, oxigénio, etc
contidos no composto; nBenz= numero de anéis de benzeno; MW, = massas

moleculares do analito; MWp= padrao interno.

Ainda segundo descrito na mesma literatura, quando adiciona-se um padrao

interno em uma amostra real, a quantificacédo é obtida pela seguinte equacao:
Equacéo 02
m;= A1 x mp xRRF | Ap
Sendo:

m;: massa a ser quantificada do constituinte; A;: area do mesmo constituinte;
Ap: area do padrdo interno; mp= massa do padrao interno; RRF: Fator de resposta

relativa previstos dos constituintes.

Assim como foram calculadas as quantificacdes com a utilizacdo de RRFs,
também foram calculadas as quantificac6es sem a utilizacdo dos RRFs, sendo feitos

os calculos da seguinte maneira:
Equacédo 03:
mq= A1x mp/ Ap
onde:

m;= massa a ser quantificada do constituinte; A;= area do constituinte; A,= area do

padréo interno; my= massa do padréo interno.

Para o preparo das solugdes, foram pesados 17,74 ug da amostra do OEAg
para o més de Junho; 13,31 ug para o més de Agosto; 8,87 ug para o més de
Novembro e 2,1 ug do Nerol que foi utilizado como padrdo interno. Todas as
amostras foram pesadas em balancga analitica e diluida em até 1000 uL do solvente

Tolueno. Um volume de 1 pL desta solugao foi injetado.
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3.3 Levantamento dos Dados Meteoroldgicos

Os dados meteoroldgicos de Média de indice Pulviométrico (MIP), Média T °C
Minima (MMin.) e Média T °C Mé&xima (MMax.), foram apresentados com base no
(INPE) com propriedade de (PMTCRH), estacao de Jequié e municipio de Jequié na
Bahia com a latitude de -13° 52'23,0”, longitude de -40° 04°19,0” e altitude de 305.
(Disponivel em: Weather Spark).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparado com os dados obtidos nesta pesquisa pode-se constatar
diferencas nas quantidades, bem como na identidade, dos constituintes majoritarios,
através da andalise CG-EM. Na (TABELA 01), sdo apresentados 0s 26 compostos
identificados nos OE’s de A. gratissima obtidos em diferentes meses dos anos 2015,
2016 e 2017.



Tabela 01. Constituintes quimicos presentes nos OEAg. (2015-2017).

Constituintes

a-Pineno

B-Pineno

-Mirceno

D-limoneno
B-ocimeno

Terpinoleno

Linalol

Out/15

1,10

10,23

3,14

4,08

1,02

0,31

0,65

Abr/16

3,19

33,86

5,19

5,79

2,95

0,86

Ago/16 Out/16
2,15 -
12,76 0,91

4,7 0,14
5,08 0,07
1,47 -
0,30 -
0,45 -

Ago/17

0,96

13,08

4,32

6,96

1,38

0,33

1,37

IKcalc.

934

974

993

1031

1056

1098

1115

IKjit,

939

980

992

1037

1050

1104

1110



Cont. Tabela 01

a-Campolenal

(E)-Pinocarveol

Trans-
Pinocanfona

Verbenol

Pinocarvona

(-)-Myrtenol

(-)-Myrtenal

PSR-, GIChA

0,74

1,99

19,48

2,64

2,32

7,87

3,37

0,43

5,50

0,39

0,52

0,74

8,41

2,27

1,23

0,60

3,37

25,69

0,72

1,33

0,70

2,44

23,25

0,64

2,99

0,63

0,70

4,57

25,03

1,10

1,09

1131

1136

1158

1143

1164

1132

1137

1160

1145

1165
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Cont. Tabela 01

Acetato de bornil
Acetato de
pinocarvil

a-Bourboneno

-elemeno

Cariofileno

Humuleno

-copaeno

12,16

vy

0,89

3,44

0,58

9,55

0,23

0,62

1,44

4,91

1,2

18,98

0,35

0,22

1,17

1,92

1,38

21,94

0,41

0,59

5,51

1,27

3,05

0,66

11,31

1,51

0,25

1,06

1,03

6,76

1264

1258

1396

1397

1419

1431

1453

1270

1266

1384

1394

1420

1455

1432
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Cont. Tabela 01

o-elemene

Oxido de
Cariofileno

Guaiol

a-acorenol

Bulnesol

Fonte: Prépria

HO

iy

7,31

5,93

9,49

0,74

3,95

0,75

4,38

1,15

0,58

2,74

10,68

5,18

4,86

6,22

10,59

4,57

4,05

7,72

2,33

1,02

0,68

2,61

0,75

1472

1583

1595

1634

1675

1482

1586

1597

1630

1666

39



40

Foram assim, identificados exclusivamente terpenos, agrupados em
quatro classes: MH, MO, SH e SO. As percentagens em area dos
cromatogramas TIC foram calculadas para cada constituinte dos OE'’s, em
geral, os monoterpenos foram os predominantes, sendo para os MH de 25,25%
a 99,14% e para os MO 14,42 % a 55,94%, enquanto para 0s sesquiterpenos,
tem-se para os SH desde ndo observados a 19,23% e para SO também, desde
nao observados a 20,11 % (FIGURA 09).

sMH sMO mSH mSO

L'66

100
80
60
40
20

99'1e
86'05
be'sS
67'67
bi'ey
£0'1Z
59'Lp

TIC

v0'y

oo o

% em area cromatograma

out/15 abr/16 ago/16 out/16 nov/16 mai/16 jun/17 ago/17
més/ano da coleta

Figura 09 — Percentuais das classes de terpenos obtidos do OE de A. gratissima.

Legenda: MH- Monoterpeno hidrocarbénico, MO — Monoterpeno oxigenado, SH -
Sesquiterpeno hidrocarbbnico, SO — Sesquiterpeno oxigenado.

Entre os monoterpenos, quase exclusivamente, os MH apresentam
variacbes percentuais (0,91%) a (99,14%), enquanto para MO se observa
(14,42%) a (55,94%). Entre os sesquiterpenos, os SO s&o predominantes aos
SH.

A identidade e percentuais dos componentes sofrem variacdo sazonal,
porém observa-se alguma similaridade entre a identidade dos constituintes
quimicos majoritarios dos OE’s, onde tem-se: B-pineno, MH; trans-pinocanfona,
MO; acetato de pinocarvil e guaiol, SO. (TABELA 02).
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Tabela 02: Dados estatisticos de constituintes marjoritarios de A. gratissima.

Componentes Out/15 Abr/16 Ago/16 Out/16  Nov/16  Mai/l7  Jun/17 Ago/17
majoritarios
a-pineno 1,10 3,19 2,15 - - 11,75 3,62 0,96
B-pineno 10,23 33,86 12,76 - - - 7,05 13,08
B-mirceno 3,14 5,19 4,70 0,14 - - 6,09 4,32
D-Limoneno 4,08 5,79 5,08 - - 4,79 6,23 6,96
Trans-pinocanfona 19,48 7,88 5,50 8,41 25,69 - 23,25 25,03
Acetato de 12,16 - 9,55 18,98 21,94 - 11,31 6,76
pinocarvil
Guaiol 9,49 4,38 10,68 10,59 7,72 - 2,61
Percentuais de terpenos
MH 19,88 50,98 26,47 1,12 0,91 99,14 25,50 27,03
MO 37,66 14,42 16,90 32,12 55,94 NI 43,74 41,65
Total mono. 57,54 65,40 43,37 33,24 56,85 99,14 39,24 68,68
SH 19,23 0,75 7,78 8,52 15,40 NI 3,84 NI
SO 20,11 5,53 18,60 16,81 14,10 NI 4,04 NI
Total sesq. 39,34 6,28 26,38 25,33 29,50 NI 7,88 NI
Out/15 Abr/16  Ago/16  Out/16 Nov/16 Mai/l7  Jun/17 Ago/17
Rend. % (m/m) 2,08 1,36 6,65 0,46 0,42 5,80 3,52 5,05
AT (°C) 1959- 20,32- 17,35- 19,93 - 20,30 - 19,29- 18,19 - 16,39-
32,66 32,11 28,19 31,67 31,64 29,52 28,05 27,88
IP (mm) 1,41 16,24 10,96 31,20 20,16 26,24 17,02 2,63
Legenda: MH- Monoterpeno hidrocarbdnico, MO — Monoterpeno oxigenado, SH -

Sesquiterpeno hidrocarbénico, SO — Sesquiterpeno oxigenado. Rend. % - massa/massa; AT
(OC) — Temperatura (graus celsius), IP (mm) — indice pluviométrico (milimetros)

Dentre os marjoritarios, 0s percentuais mais elevados apresentaram-se
em: B-pineno: abr/16 (33,86%); trans-pinocanfona: out/16 (19,48%), nov/16
(25,69%), jun/17(23,25%) e ago/l17(25,03%); acetato de pinocarvil:
out/16(18,98%) e nov/16 (21,94%); guaiol: ago/16 (10,68%) e out/16 (10,59%).

Comparado os resultados obtidos ao publicado na literatura (SANTOS et
al., 2013), observa-se que o0s constituintes majoritarios para o OE de A.
gratissima, cultivada em Minas Gerais, mudaram quantitativamente, porém
preservando a predominancia de monoterpenos no OE das folhas.
Corroborando com essas informacdes (SOLER, et al. 1986), o OE de A.
gratissima apresentou mais de (70%) de hidrocarbonetos, sendo mais da
metade composta por sesquiterpenos como sabineno (30%) e B-pineno (8%).
Outros constituintes presentes foram: cetonas, alcoois sesquiterpénicos e
monoterpenos oxigenados. Em trabalho realizado com essa espécie cultivada
em Goiania (FRANCO, et al.,, 2007), a andlise realizada com a composi¢ao
quimica do OE apresentou o alto teor de trans pinocanfona (18,42%), acetato
de trans-pinocarvonila (13,55%) e [B-pineno (14,06%). Tais informacdes,

reafirmam o observado nesse trabalho, onde a composicdo quimica do OE de
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A. gratissima sofre influencia nos percentuais de seus constituintes,

preservando a identidade da classe de terpenos.

Foi realizada a quantificacéo de constituintes dos OEAg também no CG-
DIC com amostras de Oleos referentes aos periodos de Nov/16, Jun/17 e
Ago/17. Devido a baixos rendimentos de algumas extracdes para analise em
CG-EM e a utilizacdo em testes biolégicos (anticolinesterasico e toxicidade
aguda), ndo houve massa o suficiente para realizagéo deste procedimento para

outros periodos.

Analisando a (TABELA 03) (Nov/16) é possivel observar que a
recuperacéao global foi de 93% para o total de 18 constituintes identificados pelo
CG-EM e quantificados no CG-DIC. Observou-se também a diferenca entre os
valores obtidos na quantificacdo realizada sem a utilizacdo o do RRF (erro=
17%) em relacdo ao valor obtido com RRF (erro= -7%). Com esses calculos,
pode-se evidenciar que a obtencdo desses valores aumentou o grau de
confiabilidade dos resultados, conforme discutido por Tissot et. al. (2012),

melhorando assim a precisao dos resultados.

Para Jun/17 conforme (TABELA 04) houve a recuperacdo global de
97% para o total de 22 constituintes, sendo obtidos os seguintes valores na
quantificacdo: com RRF (-3%) e sem RRF (18%), observando-se assim que, 0s
valores indicaram uma melhor recuperacdo com RRF em Jun/17 em relacéo a
Nov/17.

A precisdo dos resultados na quantificacdo gerou um grau de
confiabilidade ainda muito maior nos resultados para a (TABELA 05) de
Ago/17, onde a recuperagcado global foi de 99% para 14 constituintes e 0s
valores de RRF melhoraram significativamente em relacdo aos periodos

anteriores tanto com RRF (erro= -1%) como sem RRF (erro=15%).



Tabela 03. Dados do CG-DIC (Nov/16)

COM RRF SEM RRRF
N° do pico Nome FM Area % Area RRFcal m (mg) m% m (mg) m%
ISTD Nerol (P.1) CioH1s0 3196713 23,0% 0,891 2,2 26,8%  2,3939  23,0%
1 B-pineno CioHis 16436 0,1% 0,784 0,01 0,1% 0,01 0,1%
2 Linalool CioH150 38670 0,3% 0,891 0,02 0,3% 0,03 0,3%
3 a-campolenal CioH160 19964 0,1% 0,910 0,01 0,2% 0,01 0,1%
4 (E)-pinocarveol CioH160 140412 1,0% 0,910 0,09 1,1% 0,11 1,0%
5 Trans-pinocanfona CioH160 429407 3,1% 0,910 0,27 3,3% 0,32 3,1%
6 Verbenol CioH160 44433 0,3% 0,910 0,03 0,3% 0,03 0,3%
7 Mirtenal CioH1O 71996 0,5% 0,930 0,05 0,6% 0,05 0,5%
8 Bomil acetato CioH200, 46868 0,3% 0,982 0,03 0,4% 0,04 0,3%
9 Trans pinocarvil acetato Ci12H1602 577387 4,2% 1,001 0,40 4,8% 0,43 4,2%
10 a-borboneno CusHas 30391 0,2% 0,771 0,02 0,2% 0,02 0,2%
11 B-elemeno CisHoa 32496 0,2% 0,771 0,02 0,2% 0,02 0,2%
12 Cariofileno CisHas 124211 0,9% 0,771 0,07 0,8% 0,09 0,9%
13 Humuleno CisHas 57395 0,4% 0,771 0,03 0,4% 0,04 0,4%
14 B-copaeno CisHoa 60523 0,4% 0,771 0,03 0,4% 0,05 0,4%
15 y-elemeno CisHoa 104242 0,8% 0,771 0,06 0,7% 0,08 0,8%
16 Oxido de cariofileno CisH2i0 85286 0,6% 0,833 0,05 0,6% 0,06 0,6%
17 Guaiol CisH260 250333 1.8% 0,833 0,14 1,7% 0,19 1,8%
18 Bulnesol CisH2s0 79336 0,6% 0,840 0,05 0,6% 0,06 0,6%
N&o identificados 11670408 84,1% 0,853 6,85 83,4% 8,74 84,1%
Soma das Massas encontradas 13880194 100,0% 8,2 1,0 10,4 1,0
Identificados 2209786 39,0% 8,9
Recuperacéo global 93% 117%

Erro

-7%

17%
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Legenda: PI: Padrédo interno; (*) Quantificacdo utilizando o RRF; (**) Quantificacdo com RRF = 1; IRteor: Indices de retencéo tedrico; IRcalc.: indices de

retencdo calculado; Massa de OE de A. gratissima pesada foi de 8,9 mg; RRFmédio = 0,853 (nado identificados).



Tabela 04. Dados do CG- DIC (Jun/17)

COM RRF SEM RRRF
N° do pico Nome FM Area % Area RRFcal m (mg) m% m (mg) m%

ISTD Nerol (P.1) CioHO 1118912 11.1% 0,8910 2,200 12,8% 2,33082 11,1%
1 a-pineno CioHis 54235 0,5% 0.784 0,08 0,5% 0,11 0,5%
2 B-pineno CioHis 814736 8,1% 0,784 1,26 7,3% 1,70 8,1%
3 B-mirceno CioHis 201626 2,0% 0,784 0,31 1,8% 0,42 2,0%
4 D-limoneno CioHis 201020 2,0% 0,784 0,31 1,8% 0,42 2,0%
5 B-ocimeno CaoHhs 14997 0.1% 0.784 0,02 0.1% 0,03 0.1%
6 Terpinoleno CaoHis 55604 0,6% 0,784 0,09 0,5% 0,12 0,6%
7 Linalool CioHO 101459 1.0% 0,891 0,18 1,0% 0,21 1,0%
8 a-copolenal CioHisO 45561 0.5% 0910 0,08 0,5% 0,09 0,5%
9 (E)-Pinocarveol CioHis0 238073 2,4% 0,910 0,43 2,5% 0,50 2,4%
10 Verbenol CioHis0 90977 0.9% 0,910 0,16 0,9% 0,19 0,9%
11 Trans-pinocanfona CaoHhisO 1646861 16,4% 0910 2,95 17,2% 3,43 16,4%
12 Pinocarvona CioH1O 139133 L.4% 0,930 0,25 1,5% 0,29 1,4%
13 Mirtenal CioH1O 677277 6.7% 0,930 1,24 7,2% 1,41 6,7%
14 Bornil acetato CioHx0s 44521 0.4% 0,982 0,09 0,5% 0,09 0,4%
15 Trans Pinocarvil CuoH1s0, 660683 6.6% 1,001 1,30 7,6% 1,38 6,6%
16 Cariofileno CasHae 46237 0,5% 0,771 0,07 0,4% 0,10 0,5%
17 Humuleno CasHar 15948 0.2% 0,771 0,02 0,1% 0,03 0,2%
18 B-copaeno CisHae 15615 0.2% 0,771 0,02 0,1% 0,03 0,2%
19 y-elemeno CisHae 35097 0.3% 0,771 0,05 0,3% 0,07 0,3%
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Cont. Tabela 04

A 0,5% 0,833
Oxido de
20 cariofileno Ci5H240 53190 0,09 0,5% 0,11 0,5%
0,
21 Guaiol Ci5H260 105764 1.1% 0,833 0,17 1,0% 0,22 1,1%
0,
22 Bulnesol Ci5H260 37623 0.4% 0,840 0,06 0,4% 0,08 0,4%
N&o identificados 4739871 47,2% 0,8485 7,01 46,1% 9,87 47,2%
Soma das Massas encontradas 10036108 100,0% 17,1 100% 20,9 100%
Identificados 5296237 52,8% 17,7
Recuperagéo global 97% 118%
Erro -3% 18%

Fonte: Prépria
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Legenda: PI: Padréo interno; (*) Quantificacdo utilizando o RRF; (**) Quantificacdo com RRF = 1; IRteor: indices de retencéo tedrico; IRcalc.: indices de
retencéo calculado; Massa de OE de A. gratissima pesada foi de 17,7 mg; RRFmédio = 0,8485 (nédo identificados).



Tabela 05. Dados do CG- DIC (Ago/17)

COM SEM
RRF RRRF
N° do pico Nome FM Area % Area RRFcal m (mg) m% m (mg) m%
ISTD Nerol (P.I) CioH150 3196713 14,6% 0,8910 2,2 16,8%  2,23808  14,6%
1 a-pineno CioHis 6374 0,0% 0,7840 0,00 0,0% 0,00 0,0%
2 B-pineno CuoHis 257399 1,2% 0,7840 0,14 1,1% 0,18 1,2%
3 B-mirceno CioHis 162151 0,7% 0,7840 0,09 0,7% 0,11 0,7%
4 D-limoneno CioHis 130511 0,6% 0,7840 0,07 0,5% 0,09 0,6%
5 B-ocimeno CioHis 32700 0,1% 0,7840 0,02 0,1% 0,02 0,1%
6 Terpinoleno CioHis 7028 0,0% 0,7840 0,00 0,0% 0,00 0,0%
7 Linalol CioH160 65462 0,3% 0,8910 0,04 0,3% 0,05 0,3%
8 a-campolenal CioH10 27427 0,1% 0,9100 0,02 0,1% 0,02 0,1%
9 (E)-pinocarveol CioH10 206852 0,9% 0,9100 0,13 1,0% 0,14 0,9%
10 Trans-pinocanfona  CioHi0 170186 0,8% 0,9100 0,11 0,8% 0,12 0,8%
11 Verbenol CioH160 865196 3,9% 0,9100 0,54 4,1% 0,61 3,9%
12 Mirtenol CioH10 27630 0,1% 0,9300 0,02 0,1% 0,02 0,1%
13 Bornil acetato CioH200, 22387 0,1% 0,9820 0,02 0,1% 0,02 0,1%
14 Trans pinocarvil C12H150, 330237 1,5% 1,0010 0,23 1,7% 0,23 1,5%
N3o identificados 19597829 89,4% 0,8677 11,70 89,2% 13,72 89,4%
Soma das Massas encontradas 21909369 100,0% 131 1,0 15,3 1,0
Identificados 2311540 10,6% 0.E(ug) 13,3
Recuperacéo global 99% 115%

Erro %

-1%

15%

Fonte: Propria
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Legenda: PI: Padrdo interno; (*) Quantificacdo utilizando o RRF; (**) Quantificacdo com RRF = 1; IRteor: indices de retencéo tedrico; IRcalc.: indices de

retencao calculado; Massa de OE de A. gratissima pesada foi de 13,3 mg; RRFmédio = 0,8677 (ndo identificados).
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Observando os meses de coleta: outubro, novembro e abril sdo os meses
mais quentes na regido, com maximas de temperatura acima de 30 °C e menor
rendimento % do OE. Maio, junho e agosto sdo os meses de temperaturas mais

amenas, maximas abaixo de 30 °C e maior rendimento Conforme (TABELA 02).

De um modo geral a producédo ou sintese de 6leos volateis, tende a aumentar
em temperaturas mais elevadas, apesar do risco de grandes perdas por evaporagéo
em dias muito quentes. Na regido sudoreste da BA, nos dias mais quentes sdo
perceptiveis as baixas umidades do ar, o que favorece a evaporacdo dos OE e
baixos rendimentos nos meses de abril, outubro e novembro. Além do fato de que os
meses de junho, agosto e setembro serem os meses de floracdo da planta e

consequente aumento da producéo OE para a atragéo de polinizadores.

Apesar do rendimento ser influenciado pelos valores de temperatura, ndo se
observa variacdo na identidade dos constituintes dos OE’s, mantendo a relagao de
maiores proporcdes em éarea, do cromatograma TIC (APENDICES), para os

monoterpenos sobre os sesquiterpenos. (FIGURA 10)
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Figura 10: Rendimento de OE’s de Aloysia gratissima.

A distribuicdo de chuvas na regido € muito irregular, podendo apresentar
meses oficialmente considerados secos ou chuvosos com indices pluviométricos
diferentes de um ano para outro. Quanto a composicdo quimica dos OE’s tem-se
gue, em todas as coletas o percentual de monoterpenos se mantém predominante

sobre a de sesquiterpenos.
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Observando dos meses de outubro e novembro de 2016 tem-se a associacao
de méximas de temperatura elevadas com MIP alto, resultando na reducdo dos

percentuais de MH em relacdo ao MO.

As condi¢cles climéaticas podem beneficiar a biossintese de um constituinte
terpenoidico por um vegetal, através do favorecimento da atividade enzimatica. As
variagOes de temperatura influenciam a atividade das enzimas envolvidas na sintese
de terpenos, e esta, sendo uma varidvel sazonal, pode justificar 0 aumento do
rendimento na producdo do OE, bem como a identidade dos constituintes

identificados.

O longo do ano as temperaturas na regido figuram entre 17 °C e 32 °C,
raramente inferiores a 15 °C. Quanto a MIP oscila em valores inferiores a 100
mm/mensais. Devido a essas oscilagbes, outubro de 2016 apresentou alta
temperatura, baixo MIP e baixo rendimento de sesquiterpenos.

@ b b-d

Cation pinilico a-pineno B-pineno

Cation a-terpinilico

. |
| | 55 O(ﬁé _ Hoﬁé

Pinocarveol

B-mirceno Acetato de
pinocarvil l
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O\\E ﬂ Oé
- N
Pinocanfona Pinocarvona

Figura 11: Possiveis rotas biossintéticas de monoterpenos e sesquiterpenos presentes em OEAg.

Os compostos encontrados no OEAg apresentam uma biossintese com
intermediarios interligados, justificando uma variacdo entre esses compostos ao

longo do periodo de estudo. O GPP, (FIGURA 11), por subsequentes, rotagdo da
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ligacdo C2-C3 e ionizacdo resulta no cation LPP, que apresenta caracteristicas
espaciais (configuracdo Z) favoraveis a ciclizagdo molecular. Dessa forma além de
formar o B-mirceno, pela perda de proton no C10 e ciclizagdo tem-se o céation o-
terpinilico, intermediario na biossintese dos monoterpenos ciclicos. Sendo assim, a
desproponacao do cation a-terpinilico leva a formagdo do limoneno. O cétion o-
tepinilico sofre ciclizacdo eletrofilica gerando o cation pinilico, cuja desprotonagcdes
em C4 ou em C10 geram a-pineno e B-pineno, respectivamente. O B-pineno, sob
acao enzimatica do citocromo P-450, forma o pinocarveol, que por sua vez, ou sofre
acilacdo enzimatica levando ao acetato de pinocarvil ou disidrogenacao oxidativa
resultando na pinocarvona, seguido do hidrogenacdo para a conversdo em

pinocanfona (de Barros et al. 2009).

5 CONCLUSAO

O estudo da composicdo quimica das folhas da espécie A. gratissima
(Verbenaceae) conhecida popularmente por “Alfazema” coletada na regido de Pogo
Dantas, povoado de Jequié situado no Sudoeste da Bahia levou a identificacdo de
26 constituintes quimicos, pertencentes a classe dos terpenos, sendo:
monoterpenos  hidrocabbnicos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos

hidrocarbodnicos e sesquiterpenos oxigenados.

Os dados obtidos nesse trabalho, em comparacdo ao OEAg de outras regides
do pais, indicam que h& uma influencia das condicdes climética da regido sobre a
qguantidade de OE produzido e os percentuais dos constituintes quimicos
encontrados como majoritarios, permanecendo a classe quimica de mono e

sesquiterpenos.

O rendimento do OEAg aprsenta-se em menores quantidades nos meses de
outubro, novembro e abril, onde observa-se médias de temperatura mais elevados e
baixa umidade do ar. Os meses de coleta de maio, junho e agosto, onde as medias
de temperatura sdo mais amenas, tem-se um maior rendimento. Os constituintes
majoritarios identificados em todos os meses do estudo foram: [(-pineno,

pinocanfona, acetato de pinocarvil e guaiol.
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Foi realizada também na pesquisa a quantificagdo de OEAg no CG-DIC para
os periodos de Nov/16, Jun/16 e Ago/16 melhorando a precisdo dos resultados. A
recuperacdo global apresentada no CG-DIC foi de 93%, 97% e 99% para 0sS

respectivos periodos.

O estudo quimico de plantas de regido semiarida do Bahia, reflete um esforco
de pesquisadores para agregar valor a esse bioma negligenciado. Permitindo o
desenvolvimento humano e preservagédo da caatinga baiana, tornando-a uma fonte

de informacdes e produtos de valor sGcio-economico.



CAPITULO 02
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TESTES BIOLOGICOS COM OLEOS ESSENCIAIS DA Aloysia
gratissima (VERBENACEAE)

e LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

2 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTICOLINESTERASICO

A avaliacdo biolégica foi uma das mais significantes mudancas na area de
produtos naturais nos ultimos anos. O entendimento dos mecanismos da doenca,
acompanhado do aumento de testes com receptores e enzimas disponiveis,
permitiram o desenvolvimento de sistemas eficientes e rapidos de bioensaios.
(CORDELL, 1995).

A modernizacdo dos ensaios permitiu a utilizacdo de enzimas, receptores,
DNA, entre outros alvos, para a avaliagdo rapida de grandes quantidades de
amostras. Dentre o0s bioensaios répidos e sensiveis, a utilizacdo da enzima
acetilcolinesterase € uma alternativa para selecdo e deteccdo de amostras com a
acao anticolinesterase. (TREVISAN; MACEDO, 2003).

A atividade inibitéria sobre as enzimas acetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesterase (BChE) é considerada como uma das estratégias farmacoldgicas
atualmente disponiveis para retardar a progressédo dos danos cognitivos associados a
doenca de Alzheimer (DA). Assim, estudos vém sendo realizados visando a
descoberta de novos compostos potencialmente Uteis, capazes de amenizar o déficit
colinérgico neural e proporcionar um aumento da disponibilidade de para as sinapses
colinérgicas. (KONRATH et al., 2013).

A AChE tem importancia inquestionavel nas sinapses colinérgicas existentes
no sistema nervoso central e periférico. Tal enzima apresenta trés ramificacdes,
ligadas por pontes de dissulfeto, sendo fixada a membrana celular por colageno.
Cada ramificacdo € uma unidade enzimatica, composta por quatro subunidades
protéicas, capazes de hidrolisar a ACh. Os aminoacidos presentes nestas

subunidades cataliticas, fundamentais para a sua atividade, sdo os residuos de
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histidina e serina (Aradjo et al., 2013; Patrick, 2009). A ACh (FIGURA 12) é
sintetizada a partir da colina e acetilcoenzima A (Acetil-CoA), sob catélise da colina
acetilcolinesterase. Esse processo ocorre no neurbnio pré-sinaptico. Apés estimulo e
liberacdo, na fenda sinaptica, a ACh se liga no receptor pos-sinaptico propagando
informacdo. Em seguida, a molécula volta a fenda sinaptica, ocorrendo a hidrolise
catalisada pela AChE, resultando em &cido acético e colina Araujo et. al. (2016),
apud, Fifer (2007).

0 |
)k + SN /(-\:O“tr']I? f
/\/ N cetiltransferase 0
CaA HO — /lL \|1|+
| | ¢ O/\/ N
Acetilcoenzima A Colina

AChE ACh

Figura 12. Sintese e hidrélise da ACh

O ensaio anticolinesterasico foi realizado segundo o método de Ellman que é
baseado na taxa de hidrélise da acetiltiocolina pela AChE dando origem a tiocolina,
que reage com o anion carboxilato do DTNB, formando o 2 nitrobenzoato 5-
mercaptotiocolina € um anion de coloracdo amarela, o 5-tio-2nitrobenzoato, que é
quantificado  espectrofotometricamente  em comprimento de onda de
aproximadamente 412 nm (ARAUJO et. al. 2016)
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Figura 13: Formagéo do &nion amarelo do 5-tio-2-nitrobenzoato resultado da reacéo entre a tiocolina e
o ion 5,5,’-ditiobis-2-nitrobenzoato. (adaptado de Araujo et. al. 2016). Fonte: Propria

Estudos realizados com o 6leo essencial de A. gratissima, demonstrou efeito
anestésico para a espécie de peixe Paralichthys orbignyanus e sobre o sistema
nervoso central, sendo verificado a inibicdo da AChE no musculo, aumentando os
niveis de acetilcolina. O fracionamento bio-guiado do 6leo essencial, permitiu o
isolamento de: E-(-)-pinocamona, (-)-6xido de cariofileno, (-)-guaiol e (+)-espatulenol.
O constituintes do 0Oleo esencial fracionados ou isolados, também foram avaliados,
indicado que: a E-(-)pinocanfona aprensenta os mesmos efeito colaterais do 0leo
essencial; (-)-oxido de cariofileno, (-)-guaiol e (+)-espatulenol apresentaram apenas
efeitos sedativos em concentracdes proporcionais aos dos constituintes em oleo
essencial; (+)- espatulenol (51,2 mg L-1) promoveu anestesia profunda, sem efeitos
colaterais. Tem-se assim, que Oleos essenciais cujos constituintes majoritarios
pretencem as classes mono e sesquiterpenos apresentam atividade inbidora elevada
para a enzima AchE. (BENOVIT et al., 2012; BENOVIT et al., 2015; SOUZA, et al.,
2010).
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3 PARTE EXPERIMENTAL

e Atividade anticolinesterasica

A amostra destinada ao teste foi 0 0leo essencial coletado no més de outubro
de 2016. O presente teste foi realizado em parceria com a equipe de laboratério da
Universidade Estadual de Feira de Santana.

Primeiramente, foi adicionado nas cavidades das microplacas 140 pL de
tampéao fosfato pH 7,5, 20 yL da enzima acetilcolinesterase (0,5 U/mL), 20 pyL das
amostras a serem testadas (1 mg/mL para o Oleo essencial e 500 pymol para o
padrdo eserina — solucdo etandlica). A placa foi entdo incubada a 37+1°C por 10
minutos sendo, em seguida, adicionado 10 pL de acido 5-5’-ditiobis-[2-nitrobenzdico]
(10 mM) e 10 pL de iodeto de acetiltiocolina (15 mM).

A absorbancia foi monitorada a cada 10 minutos, até atingir o tempo de 60
minutos, em A = 405 nm em leitor de microplacas MultiskanTM GO 3.2 (FIGURA 14).

Figura 14: Teste de atividade anticolinesterasica. Fonte: UEFS

A porcentagem de inibic&o foi calculada, conforme a equacéo abaixo:

(AAb—AAT)

96IAChE= =22 x 100

Em que, %IAChE é a porcentagem de inibicdo da AChE, AAb é a diferenga de

absorbéancia do branco no tempo final e o no tempo inicial, enquanto que AAi é a
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diferenca de absorbancia do inibidor (padrdo ou amostra) no tempo de final e no
tempo inicial. Todo o teste foi realizado em triplicata.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O OEAg obtido em out/16, segunda analise por CG-EM, apresenta como
constituintes majoritarios, os MO acetato de pinocarvil (18,98%) e trans-pinocanfona
(8,41%) e os SO Oxido de cariofileno (6,22%) e guaiol (10,68%). O resultado foi
percentual de inibicdo da enzima AChE, observado nesse estudo, foi de 83,19%,
considerado bastante significativo em comparacéo ao padréo (eserina) com 96,03%.
O que se justifica por dados na literatura, onde tem-se a informacdo sobre a
correlacdo entre a composi¢cdo quimica do Oleo essencial, rico em mono e
sesquiterpenos, a elevacdo acao inibidora frente a enzima AChE (SAVELEV et al.,
2003).

Para a OEAg out/l6, a presenca de varios outros sesquiterpenos: a-
Borboneno (0,35%), B-elemeno (0,22%), Humuleno (1,17%), B-copaeno (1,92%) e y-
elemeno (4,86%) e do sesquiterpeno oxigenado: guaiol (10,59%) também
contribuiram para o efeito inibitorio, jA que Savelev et. al. (2003) aborda que, para o

aumento da atividade também pode ocorrer sinergismo entre outros constituintes.

100 +
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Figura 15: Grafico com percentual de inibicdo de OEAg para atividade
nticolinesterastica. Fonte: Propria

Observa-se em outros trabalhos que, realizando testes de acgéo inibidora a
AChE, por meio do método classico colorimétrico que, amostras onde se observa a

presenca de moléculas com ligacbes duplas conjugadas e monoterpenos
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hidrocarbonados tem-se um aumento o efeito inibitério. O efeito inibitorio significativo
observado para OEAg out/16 pode ser justificado também pela presenca dos
monoterpenos hidrocarbonados como: f-pineno (0,91%), B-mirceno (0,14%) e D-
limoneno (0,07%), observados em sua constituicdo e com observada acéo inibidora
(MIYAZAWA et al..,1997; CECHINEL & YUNES 2014).

5 AVALIACAO DO POTENCIAL DE TOXICIDADE SOBRE LARVAS
DO MICROCRUSTACEO ARTEMIA SALINA

5.1 Referencial Teoérico

No cenario medicinal sédo utilizadas diversas ervas como fitoterapicas, no
entanto, pouco se sabe a respeito do potencial toxicoldégico dessas plantas. Por
outro lado, a toxidez dos alimentos € um fator primordial para estabelecer o limite
consumivel do mesmo, no entanto, esse fator ainda é pouco visto diante de sua
importancia (PEREIRA et al., 2012).

Uma forma de complementar os estudos fitoquimicos € associa-los a
bioensaios, por esta razado, muitos laboratorios de Produtos Naturais tém inserido a
suas rotinas ensaios biolégicos simples, no intuito de selecionar e monitorar a
pesquisa de extratos de plantas na procura de substancias bioativas (NASCIMENTO
et. al. 2008).

Segundo Calvalcante et. al. (2000), a avaliacdo da bioatividade de compostos
organicos, sejam eles provenientes de plantas ou de sintese, tem sido pouco viavel
em laboratérios tradicionais de quimica. Geralmente, os testes sdo desenvolvidos
com a colaboracdo de outros laboratorios com bidlogos ou farmacélogos. A
necessidade de realizar ensaios com procedimentos simples e rapidos levou a

busca de novos testes.

Para verificar o potencial de toxicidade em estudo com plantas medicinais ou

fitoterapicos de diversas formas como: chas, infusdo, decoctos ou extratos, deve-se
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iniciar o estudo de DLsg. Segundo Di Stasi (1996), para que se tenha confiangca no
emprego de tratamentos farmacolégicos. Sendo assim, a DLsy pode ser definida
como o nivel de dose no qual morrem 50% de animais tratados, e esta é obtida por

analise de regressao linear.

O teste de letalidade frente ao microcrustaceo Artemia salina desenvolvido
por Meyer et al. (1982) é corriqueiramente usado para determinar a toxicidade de
diferentes produtos naturais, sendo considerado um bioensaio preliminar. Baseia-se
na premissa de que compostos bioativos sdo téxicos em baixas doses e a resposta
biolégica envolve apenas um parametro: morte ou vida desses microcrustaceos.
Este método apresenta uma boa correlacdo com as atividades antitumorais
(OSTROSKY et al. 2008), tripossomicida, larvicida e inseticida (HAMBURGER &
HOSTETTMANN, 2013)

Em 1982, Meyer e colaboradores estabeleceram uma relacdo entre o grau de
toxicidade e a concentragdo letal média (DLso), apresentada por extratos de plantas
sobre Artemia salina, considerando que valores acima de 250 ug.mL™ s&o
considerados com baixa toxicidade, entre 80 e 250 pg.mL™Y moderadamente
citotoxicos e DLsy menor que 80 pg.mL™ considerados téxicos (THOMAS, 2015). O
ensaio de letalidade frente a A. salina apresenta uma boa reprodutibilidade além de
possuir uma boa correlacdo com ensaios antitumorais (80 pg.mL™ < DLsp > 500
pug.mL?), atuando como uma prospeccdo antitumoral. Apresentando ainda,
correlacdo com atividade inseticida (DLso < 320 ug.mL™) e anti-Trypanossoma cruzi
(DLsy <80 pg.mL™), podendo entdo ser utilizado para monitorar extratos
potencialmente citotoxicos (AMARANTE et al., 2011).

No trabalho descrito por Siqueira et. al. (1998), os extratos de folhas,
sementes e de cascas do caule de U. lindmanii — Annonaceae- foram submetidos
ao ensaio frente Artemia salina. Destes, apenas o extrato das cascas do caule foi
considerado ativo, ou seja, menor que (1000 ppm). A toxicidade para A. salina
convergiu para 0s extratos que continham uma substancia reconhecida ativa, o

alcaldide oxaporfinicoliriodenina.

Ja no trabalho descrito por Lima et. al. (2009), o teste foi realizado com
extrato aquoso de Sonchus Oleraceus apresentou em sua composicdo acucares

redutores, compostos fendlicos, taninos, flavonoides e cumarinas; as mesmas
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substancias observadas no extrato etandlico, a excecdo da cumarina. Os resultados

apontaram ser o extrato aquoso inativo, com DLsp de 5.117,2 ppm.

Nos estudos realizados por Bertarello (2011), com extrato aquoso de folhas
de Aloysia gratissima, verificou-se o perfil fitoquimico e agentes terapéuticos, dentre

eles, o estudo de toxicidade aguda e 0os mecanismos responsaveis pelos efeitos.

Percebe-se que de acordo com a literatura, ainda sdo poucos os testes de
toxicidade realizados com Oleos essenciais, em sua grande maioria, estes testes sédo
realizados com extratos. O presente trabalho surge como uma de necessidade de
informacdes sobre a toxicidade de OE de plantas de uma regido semi-arida,

sudoeste da Bahia.

5.2 Parte Experimental

Os OEAg selecionados para a realizacdo do teste de frente a A salina, foram
os relativos aos meses de Mai/l7 e Jun/17. Inicialmente, foi preparada uma solucao
de sal marinho em agua mineral ndo clorada (35%) para a incubacdo do
microcrustaceo (15 mg) que foram exposto a luz artificial durante 48 horas. (FIGURA
16)

Figura 16: Aquéario com nduplios de Artemias salinas para teste de toxicidade.
Fonte: Prépria

Para o teste de letalidade, em tubos de ensaio contendo solu¢des do EOAg

em diclometano nas concentracbes 453,1 ug/mL; 226,6 ug/mL; 90,6 ug/mL; 45,3
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Mg/mL; 18,1 pg/mL; 9,1 pg/mL, apdés secos foram adicionados 5 mL da solugéo
salina, 1 uL de TWEEN 80 e 10 nauplios. Os testes foram realizados em triplicata.
(FIGURA 17)

Figura 17: Concentracdes de amostras de OEAg para teste de toxicidade.
Fonte: Prépria.

Um grupo controle também foi preparado nas mesmas condicdes sem a
presenca das amostras. O K,CrO- foi utilizado como o padrdo de toxidez (0,0011
ug.mL™). Os tubos de ensaios foram mantidos sob luz artificial e temperatura
ambiente por 24 horas. Apds esse periodo, foi realizada a contagem do nimero de
nauplios sobreviventes do grupo controle e dos grupos expostos aos extratos.Com
os dados de sobreviventes obtidos, estimou-se a DLg, através do método PROBIT
de analise com 95% de confianca, utilizando-se o Programa Oring 06. Os extratos

com DLs maiores que 1000 pg.mL™ foram considerados inativos.

5.3 Resultados e Discussao

Os OEAg apresentaram como uma constituicAo quimica composta por
monoterpenos hidrocarbonados, monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos
hidrocarbonados e oxigenados (TABELA 2). Para Mai/l7 estavam presentes: a-
pineno (11,75%), B-pineno (82,6%) e D-limoneno (4,79%). J& para o periodo de
Jun/17 estavam presentes varios constituintes, sendo 0s principais ou majoritarios:
a-pineno (3,62%), B-pineno (7,05%), B-mirceno (6,09%), D-limoneno (6,23%), trans-
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pinocanfona (23,25%), acetato de trans-pinocarvil (11,31%), cariofileno
(5,51%),06xido de cariofileno (4,05%) e guaiol (7,72%).

Os resultados do teste de toxicidade frente ao microcustacio A. salina foram
expressos baseados na média de trés experimentos, considerou-se alto potencial
antimalarico quando a DLsp foi inferior a 10 pg.mL™, potencial moderado para DLso
entre 10 e 100 pg.mL™ e baixo potencial quando a DLs, foi superior a 100 pg.mL™.

Os EQO’s testados apresentaram letalidade de 100% dos individuos sob
concentracdes entre 45,30 mg. mL™ e 90,63 pg.mL™. O DLs, calculado, para cada
amostra testada, foram de 49,88 mg.mL™ para Mai/17 e 50,44 mg.mL™ para Jun/17.
Os OFE’s caracterizam-se como toxicos e um potencial anti-Trypanossoma cruzi,
como indicativo do teste. O sequenciamento entre 0os meses testados, maio de
junho, torna similar composicdo quimica dos OE, ricos em MO e MH, e como

consequéncia, valores de DLsp proximos.

Estudos realizados com OE’s de A. citodora, A. lycioides e A.dusenii,
coletadas no Rio Grande do Sul (THOMAS, 2015), apresentaram composicao
guimica rica em mono e sesquiterpenos. A letalidade das larvas de Artemia salina foi
de 100% sob concentragdes entre 100 mg.mL™ e 500 mg.mL™, no presente trabalho,
esses valores foram menores (entre 45,30 mg. mL™ e 90,63 uyg.mL™). Os valores de
DLso calculados para os OE’s de A. citodora, A. lycioides e A.dusenii foram,
respectivamente, 55,96 ug.mL™, 48,12 pg.mL™ e 48,98 ug.mL™, valores préximos
aos aqui encontrados para A. gratissima. Tais observagdes, apontam um efeito
sinérgico entre 0s componentes terpenicos, majoritarios e minoritarios, presentem na

composicdo quimica o OE de plantas do género.

6 CONCLUSAO

O presente estudo de OE extraidos em folhas de A. gratissima (Alfazema),
permitiu a realizagdo de dois testes Biolégicos: Avaliacdo do potencial

anticolinesterasico e avaliacao de toxicidade frente a A. salinas.

O estudo anticolinesterasico apresentou o percentual de inibicdo com 83,18%

para OEAg, onde o padréo utilizado foi a eserina ja conhecida na literatura que
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apresentou o percentual de inibicdo de 96,03%, o que significa que o percentual de
inibicdo elevado, em comparacéo ao padréo.

Os EO’s testados apresentaram letalidade de 100% dos individuos sob
concentracdes entre 45,30 mg. mL™ e 90,63 pg.mL™. O DLso calculado, para cada
amostra testada, foi de 49,88 mg.mL™* para Mai/17 e 50,44 mg.mL™ para Jun/17.

Sendo indicativo da toxicidade do OEAg frente ao microcustacio A.salina.

Percebe-se que diante do exposto, as contribuicdes fornecidas no presente
estudo, servem informagBes da area de Produtos Naturais e testes biol6gicos
realizados com Oleos essenciais com espécies de plantas medicinais cultivadas e

coletadas nas regifes do sudoeste da Bahia.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados apresentados pela presente dissertacdo contribuiram
significativamente com informac¢des sobre a composi¢ao quimica do OE, em funcao
da sazonalidade, da espécie de A. gratissima (Alfazema) da regido do Sudoeste da
Bahia. Tal pesquisa originou novos conhecimentos coerentes com constituintes
volateis do material vegetal (folhas) da referida planta, aléem de novos dados em

relacdo aos testes bioldgicos: anticolinesterasico e de toxicidade frente a A. salina.

A presente pesquisa corrobora de forma sistemética com o desenvolvimento
de habilidades, formacédo académica e profissional do mestrando, onde foi possivel o
mesmo lidar com conhecimentos tedrico-praticos relacionados a interpretacdo e
execucdo de dados e técnicas espectrométricas e cromatograficas de analises

quimicas.
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Apéndice A: Cromatogramas de ions Totais (TIC). Extracdo referente ao més de
Out/15.
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Apéndice B: Cromatogramas de ions Totais (TIC). Referente ao més de Nov/16.
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Apéndice C: Cromatogramas de ions Totais (TIC). Referente ao més de Abr/16.
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Apéndice D: Cromatogramas de ions Totais (TIC). Referente ao més de Ago/16.
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Apéndice E: Cromatogramas de ions Totais (TIC). Referente ao més de Mai/17.
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Apéndice F: Cromatogramas de ions Totais (TIC). Referente ao més de Jun/17.
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Apéndice G: Cromatogramas de ions Totais (TIC). Referente ao més de Ago /17.
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Espectro de massas de constituintes majoritarios de A. gratissima

Apéndice H: Espectro de massas referente ao 3-pineno.
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Apéndice |: Espectro de massas referente ao a-pineno
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Apéndice J: Espectro de massas referente a Pinocanfona
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Apéndice L: Espectro de massas referente ao Trans pinocarvil acetato
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Apéndice M: Espectro de massas referente ao Guaiol
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