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RESUMO

Os Oleos essenciais e extratos obtidos de plantas arométicas possuem diferentes
propriedades bioldgicas, tais como, a acdo larvicida, atividade antioxidante, acao
analgésica e anti-inflamatdria, fungicida e atividade antitumoral. Dos géneros que
apresentam tais propriedades, esta Aristolochia. Com isso 0 objetivo deste trabalho
foi caracterizar a composi¢do quimica do 6leo essencial e atividades biologicas dos
extratos hexanico e etandlico e do 6leo essencial obtidos da raiz de Aristolochia sp.
Esta planta € conhecida popularmente como cipo-mil-homens é utilizada pela
populacdo para a cura de doencgas tais como: dores de estbmago e como anti-
inflamatorio. Diante disto, foram realizadas extracdes a partir da raiz de Aristolochia
sp para a obtencdo do 0Oleo essencial pela técnica de hidrodestilacdo, obtendo um
rendimento de 0,430% para o periodo seco e 0,216% no periodo chuvoso, e a
obtencdo dos extratos Etandlico e Hexanico. A analise por CG-EM, demostrou a
presenca de 19 constituintes sendo em sua maioria compostos sesquiterpenos. Os
compostos majoritarios foram: Miristicina (29,900%), Borneol (16,989%), a-copaeno
(5,646%), selina-6-en-4-ol (9,729%) e (+) - cadineno (17,066%). Para o ensaio
fitoquimico com o extrato etandlico bruto de Aristolochia sp, o resultado foi positivo
para tanino, flavanonois, flavanonas, terpenoides e esteroides. Os extratos hexanico
e etandlico da raiz de Aristolochia sp ndo apresentaram atividade antioxidante,
mostrando valores para CEsp muito acima se comparados com o valor do padréao
Quercetina. Ambos 0s extratos apresentaram baixa toxicidade frente a Artemia
salina, ja para o 6leo essencial ndo foi possivel calcular a DLsp, pois houve 100% de
mortalidade, sendo considerado toxico. A atividade antifingica realizada com o
fungo C. gloeosporioides, com as amostras (extrato etanodlico e 6leo essencial)
mostraram-se inibidoras para o crescimento micelial, podendo ser considerados
como microbioestatico. Com os resultados obtidos espera-se que este trabalho
possa contribuir para o estudo deste género, levando-se em consideracao que é o
primeiro trabalho realizado com espécie deste género no Estado de Roraima.

Palavras-chaves: Aristolochia sp. Atividades biolégicas. Caracterizacao.



ABSTRACT

Essential oils and extracts of aromatic plants have different biological properties,
such as the larvicide action, antioxidant, analgesic and anti-inflammatory, fungicidal
and anti-tumor activity. Among the genus that have such properties, Aristolochia is
one of them. Thus the aim of this study was to characterize the chemical composition
of essential oil and biological activities of hexanic and ethanolic extracts and
essential oil obtained from the root of Aristolochia sp. This plant is popularly known
as vine-thousand-men and used to heal some kind of diseases such as stomach pain
and anti-inflammatory. Therefore, we performed essential oil extraction by
hydrodistillation technique, the obtained yield was 0.430% for the dry period and
0.216% in the rainy period, It was also obtained the hexanic and ethanolic extracts.
Analysis by GC-MS, it was found the presence of 19 constituents being mostly
sesquiterpene compounds. The major compounds were: myristicin (29,900%),
borneol (16.989%), a-copaene (5.646%), selina-6-en-4-ol (9.729%) and () —
cadinene (17.066%). For the phytochemical test with ethanol extract of Aristolochia
sp, the result was positive for Tannin, flavanondis, flavanones, terpenoids and
steroids. The Aristolochia sp root extract did not show antioxidant activity, showing
much higher ECso values compared with the amount of Quercetin pattern. Hexane
and ethanol extracts showed low toxicity against the toxicity of Artemia salina, as to
the essential oil was not possible to calculate the LDsp, as there was 100% mortality,
and is considered toxic. The fungicidal activity performed with C. gloeosporioides
fungus, with samples (ethanol extract and essential oil) proved to be inhibitory to
mycelial growth, it may be recognized as microbioestatico. With the results it is
expected that this work can contribute to the study of this kind.

Keywords: Aristolochia sp. Biological activities. Characterization.
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1 INTRODUCAO

A utilizag&o de plantas com finalidade medicinais, para tratar doengas, curar e
prevenir, € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade
(VEIGA, 2005). No Brasil, diferentes tradi¢cdes terapéuticas tém contribuido com a
medicina popular (AMOROZO, 2004).

A utilizacdo de plantas ocupa lugar de destaque na medicina popular, iSSo
devido aos conhecimentos indigenas e as colaboracdes trazidas pelos escravos e
imigrantes, que foi de suma importancia para o surgimento de uma medicina popular
rica e original (SIMOES et al., 1995 apud BALDAUF, 2009).

A regido amazonica apresenta um grande potencial para exploracao e cultivo
de plantas medicinais, pois tem grande diversidade e espécies raras, muito delas,
além de serem utilizadas na farmacopeia, sdo empregadas pelos paises como
cosmeéticos, suplemento nutricional ou medicamento, como por exemplo; a
pilocarpina extraida do jaborandi (PINTO; LAMEIRA; SILVA, 2006).

Uma das matérias primas utilizadas pelas indlstrias na producdo de
alimentos, bebidas, perfumaria, cosméticos e medicamento fitoterapico séo os 6leos,
gue podem ser atraidos de diversas partes das plantas, como flores, folhas, caule,
raizes, etc (CRAVEIRO,1993). Estes 6leos esséncias sdo uma rica fonte de
metabdlitos secundarios volateis, comumente associados a importantes atividades
biolégicas (ORLANDA, 2011).

Entre as plantas produtoras de 6leo essenciais, destacam-se as pertencentes
a Familia Aristolochiaceae, distribuida em sete géneros, um deste é a Aristolochia,
conhecida por apresentar atividades bioldgicas, tais como, sedativa, antitérmica,
estomacal, contraceptiva, abortiva, anti-inflamatoria entre outras (PACHECO, 2009).

Entre as espécies deste género esta a Aristolochia sp, conhecida como cipo-
mil-homens, € uma planta aromatica encontrada no Sul do Estado de Roraima
utilizada para o tratamento de dores no estbmago e como anti-inflamatario.

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo caracterizar e avaliar a
bioatividade do 6leo essencial e extratos extraidos da raiz do cipd-mil-homens,
visando identificar os principais constituintes quimicos e verificar as atividades

biolégicas.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Medicamento_fitoter%C3%A1pico
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1.1 OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais sdo compostos volateis, que podem ser extraidos de
plantas, muitas vezes possuem odores agradaveis, mais que € caracteristico de
cada planta. A composicdo quimica dos 0leos essenciais depende do clima, da
estacdo do ano, das condi¢des geograficas, do periodo de colheita e da técnica de
destilacdo (MARCIEL et al., 2002).

Algumas das técnicas de destilacdo para a obtencéo dos 6leos essenciais:

» Enfloracao: é utilizado para extracdo de 6leos essenciais de matérias-primas
delicadas como pétalas de flores (SIMOES et al., 2000 apud JAKIEMIU,
2008).

» Prensagem: é utilizada para extracdo de 6leo essencial de frutas citricas, que
é encontrado nos tecidos periféricos, no caso nas cascas (SIMOES et al.,
2000 apud JAKIEMIU, 2008).

» Extracdo com solventes orgéanicos: € utilizada no mundo todo para obter
maior rendimento ou produtos que ndo podem ser obtidos por nenhum outro
processo. Geralmente sao utilizados solventes apolares como o
diclorometano e éter (GUENTHER, 1948 apud JAKIEMIU, 2008).

» Fluidos supercriticos: é uma técnica que utiliza o poder do solvente em
temperatura e pressdo vizinhas ao ponto critico. O solvente mais utilizado
nesta técnica € o dioxido de carbono (CO), devido ao seu baixo custo, a
temperatura critica considerada baixa (31,1°C) e a pressao critica facilmente
alcancavel (72,85 atm), é um solvente inodoro e quimicamente inerte. Esta
técnica vem sendo considerada uma das mais promissoras para a area da
alimentacdo. A Unica desvantagem € que 0 processo demanda custos altos,

dificultando a implantacéao da técnica (LUQUE, 1994 apud JAKIEMIU, 2008).

» Hidrodestilagdo: é um meétodo antigo e versatil, sendo o mais usado

comercialmente no Brasil. O material vegetal permanece em contato com a
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agua em ebulicdo, o vapor faz com que as paredes celulares se abram e o
0leo que esta entre as células evapore junto com a agua que vai para o
condensador, onde é resfriado e separado por diferenca de densidade. No
caso das produgbes em pequena escala, emprega-se o aparelho de
Clevenger. O 6leo essencial obtido, ap0s separar-se da 4gua, deve ser seco
com sulfato de sédio anidro (Na,SO,4) (SIMOES et al., 2000 apud JAKIEMIU,
2008).

Os principais constituintes desses 6leos sao misturas complexas de terpenos,
terpenos oxigenados, sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados. Também podem
conter pequenas quantidades de diterpenos e outros componentes em funcdo da
planta aromatica (SERAFINI et al.,, 2001 apud STEFFENS, 2010) e compostos
aromaticos (KNAAK, 2010, p.121).

Figura 1 - Constituinte quimicos encontrados em 6leos essenciais de espécies do

género Aristolochia
=
OH

B-Cariofileno a- Terpineol B-Pineno
=
=
Limoneno Borneol a-Copaeno

Fonte: Adaptada de PACHECO, 2009.
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As plantas aromaticas apresentam grande importancia econémica na regiao
Amazobnica, isto devido a aplicacdo dos Oleos essenciais e uso dos aromas em
processos tecnolégicos (SANTOS et al., 2004).

Segundo Nogueira e Lourenco (2007) a estimativa da produgcédo mundial de
Oleos essenciais é superior a 42.000 toneladas, dos quais 35% s&o provenientes de
frutos citricos, 33% de plantas cultivadas, 1% de plantas espontaneas e 31% de
outras fontes.

O Brasil ganha lugar de destaque na producdo de Oleos essenciais, ao lado
da india, China e Indonésia, sendo os quatro maiores produtores mundiais. A
posicdo do Brasil deve-se aos 6leos essenciais de citricos, sendo estes subprodutos
da industria de sucos (B1ZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Segundo Bizzo, Hovell e Rezende (2009), sado considerados 0s maiores
consumidores de Oleos essenciais no mundo: EUA (40%), Unido Europeia - UE
(30%), a Franca considerada o pais lider em importacdes e o Japao (7%), ao lado
do Reino Unido, Alemanha, Suica, Irlanda, China, Cingapura e Espanha. O quadro

abaixo apresenta os principais 6leos comercializados no mercado mundial.

Quadro 1- Os principais 6leos essenciais no mercado mundial

Oleos essenciais Espécie

Laranja (Brasil)
Menta Japonesa (india)

Eucalipto (tipo cineol)

Citronela
Hortela-pimenta
Limao
Eucalipto (tipo citronella)
Cravo-da india
Cedro (EUA)
Lima destilada (Brasil)
Spearmint (nativa)
Cedro (China)
Lavandim
Sassafras (China)
Cénfora

Coentro

Citrus sinensis (L.) osbeck
Mentha arvensis L. f. piperascens Malinv.
Eucalyptus globulus Labill., E. polybractea R.T. Baker e
Eucalyptus spp.
Cymbopogon winterianus Jowitt e C. nardus (L.) Rendle
Mentha x piperita L.
Citrus limon (L.) N. L. Burm
Eucalyptus citriodora Hook.
Syzygium aromaticum (L.) Merr. E L. M. Perry
Juniperus virginiana L. e J. ashei Bucholz
Citrus auratifolia (Chistm. & Panz.) Swingle
Mentha spicata L.

Chamaecyparis funebris (Endl.) Franco
Lavandula intermedia Emeric ex Loisel
Cinnamomum micranthum (Hayata)
Cinnamomum camphora (L.) J. Presl.

Coriandrum sativum L.
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Cont: Os principais 6leos essenciais no mercado mundial

Oleos essenciais Espécie
Grapefruit Citrus paradisi Macfady
Patchouli Pogostemon cablin (Blanco) Benth.

Fonte: BIZZO; HOVELL; REZENDE (2009)

1.2 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA ARISTOLOCHIACEAE

A familia Aristolochiaceae tem sua distribuicdo predominantemente tropical.
Essa familia € constituida por sete géneros (Apama, Aristolochia, Asarum, Euglypha,
Holostylis, Saruma e Thottea) com cerca de 600 espécies, Aristolochia é
considerado o maior género desta familia com cerca de 450 espécies, seguida por
Asarum, com cerca de 100 espécies, a maioria das espécies deste género tem

ocorréncia na regido temperada (SOUZA, 2008).

Figura 2 — Espécies dos géneros da Familia Aristolochiaceae

Euglypha rojasiana Chodat & Hassl. Holostylis reniformis Duch.
Fonte: SOUZA, 2008.

No Brasil ha ocorréncia de trés géneros, Aristolochia com aproximadamente
60 espécies, Holostylis e Euglypha, sdo encontrados apenas na Regidao Centro-
Oeste e paises vizinhos (SOUZA, 2008).
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1.3 O GENERO ARISTOLOCHIA

Aristolochia possui flores com uma base bojuda seguida por um tubo estreito
(colo) e por um labio geralmente muito amplo. No Brasil, a maioria das espécies de
Aristolochia ocorre na borda de florestas, mas ha também espécies tipicas de
formacdes mais abertas, como Aristolochia smilacina, uma planta rastejante com
pequenas flores, relativamente frequente nos campos rupestres (SOUZA e
LORENZI, 2008, p.78).

Aristolochia, conhecida popularmente como papo-de-peru, jarrinha ou cipo-
milhomem ou cip6-mil-homens. Algumas de suas espécies sdo usadas como plantas
ornamentais. Espécies deste género sdo utilizadas em todo o Brasil como plantas
medicinais (SOUZA e LORENZI, 2008).

1.3.1 Descricao boténica de Aristolochia sp

Planta herbacea, perene, trepadeira, de ramos longos e finos, possui caule
com casca grossa, estriado e rugoso. As folhas em forma de coracao alternam-se ao

longo do caule. A classificacdo botanica segue de acordo com o quadro abaixo.

Quadro 2 — Classificagdo Botanica de Aristolochia sp
Classificacdo botanica

Reino Plantae

Diviséo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Aristolochiales
Familia Aristolochiaceae
Género Aristolochia
Espécie -

Sinénimos Cip6-mil-homens

Fonte: Adaptada do SISBIO - www.ibama.gov.br/sisbio/sistema/index.php acessado em 2015.



https://pt.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://pt.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://www.ibama.gov.br/sisbio/sistema/index.php
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Figura 3 - Partes da planta do cip6-mil-homens

A= Folhas; B= Raizes e C= Parte aéreas.
Fonte: Autora

1.3.1.1 Descri¢ao do local de coleta

A coleta do material botanico, foi realizada na Serra Acari, localizada no
Municipio de Sao Jodo da Baliza, no sudeste do Estado de Roraima, na mesorregiao
Sul, microrregido Sudeste, tendo coordenadas geograficas 59°55’63” de longitude
Oeste e 00°57'65” de latitude Norte. Limita-se ao norte com o municipio de
Caracarai; ao sul com o Estado do Amazonas; a leste com o municipio de Caroebe
e a oeste com o0 municipio de Roraindpolis e S&o Luiz do Anau& (SEPLAN, 2010).

O clima do municipio € caracterizado pelo tipo “Awi” como tropical Umido com
pequeno periodo de seca durante o ano e “Aji” como tropical chuvoso sem estagéo
seca. A temperatura média anual € correspondente a 27 °C. A precipitacdo
pluviométrica é de aproximadamente 1.750 mm, com ocorréncia de chuvas de abril a
agosto, sendo maior a densidade pluviométrica em junho (SEPLAN, 2010).

Na regido é predominante o Turismo de Aventura, com realizacdo de trilhas
para as Serras e caminhadas ecolédgicas, sendo destaque para a floresta densa,
proporcionando oportunidades de observacao da flora e da fauna. O Rio Jauaperi e
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a Serra de Acari, onde percorre o rio Jatapu sdo importantes para o turismo. Sendo
o Rio Jatapu utilizado para a geracado de energia no sul do Estado, beneficiando
aproximadamente 45.000 pessoas. O acesso a cidade é feito pela BR-174 até o Km
500 no trevo a esquerda da BR-210 (SEPLAN, 2010).

Quadro 3 — Descricdo da Serra Acari.
Localizacéo Leste da sede do Municipio de S&o Jodo da Baliza

Distancia da sede municipal 2 Km

Condicdes de acesso Estradas de terra e trilhas

Propriedade Local publico

Infraestrutura N&o dispde

Estado de conservacao Bom

Descrigcéo Serra recoberta de floresta, com nascente d’agua

Fonte: http://roraimabrasil.com.br/sao-joao-da-baliza/ acessado em 2016.

1.3.2 Constituintes Quimicos isolados em espécies de Aristolochia

Dentro da familia Aristolochiaceae, 0 género Aristolochia tem sido
documentado quimicamente desde 1951(SHAN, 2007), revelando uma quimica
bastante variada, produzindo como principais metabdlitos secundarios, terpenoides,
ligndides, &cidos graxos e derivados, alcaloides, acidos aristologuiaceos e
aristolactamas (OLIVEIRA, 2005; PACHECO, 2009).

1.3.3 Composicao do 6leo essencial de espécies do género Aristolochia

A composicio dos Oleos Essenciais das espécies do género Aristolochia séo

basicamente monoterpenos e sesquiterpenos (PACHECO, 2009).


http://roraimabrasil.com.br/sao-joao-da-baliza/
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Quadro 4- Composicao dos 6leos esséncias das espécies do género Aristolochia

Ocorréncia Substancia Identificada Parte da Planta
A. birostris a-pineno, limoneno, g-elemeno, B-bourboneno, B-cariofileno, Partes Aéreas
a-humuleno, germacreno A, y-elemeno, B-selineno, a-cadinol
A. cymbifera a-cubebeno, a-copaeno, B-bourboneno, B-cariofileno, t-a- Folhas Frescas
bergamopteno, germacreno A, a-farneseno
A. debilis a—pineno, canfeno, B-pineno, mirceno, limoneno, t-f- Folhas e caules
ocimeno, pcimeno, calameno, 1,8-cineol, canfora, borneol,
acetato de bornila, coriofileno, a-humuleno, B-elemeno
A. debilis a-pineno, canfeno, 3-pineno, borneol, calameno, canfora, Raizes
1,8-cineol, a-guaieno, a-cubebeno, 3-chamigreno, o-
cadineno, a-santaleno, o-guaieno, aromadendreno
A. gigantea o-elemeno, a-copaeno, B- bourboneno, B-cariofileno, t-a- Folhas
bergamopteno, a-cadinol, a-humuleno, germacreno D,
germacreno A, y-elemeno, o-cadineno
A. gigantea Linalol, a-terpineol, a-copaeno, 3-elemeno, B-cariofileno, t-a- Ramos
bergamopteno, a-humuleno, germacreno D, a-cadinol, a-
farneseno, (E)-nerolidol
A. gigantea linalol, a-terpineol, geraniol, nerol, a-copaeno, -cariofileno Flores
A. indica ishwarano, ishwarona, ishwarol Raizes
A. longa borneol, acetato de bornila, linalol, B-cariofileno, maaliol Raizes
A. macroura Linalol, o-elemeno, a-cubebeno, a-copaeno, B-bourboneno, Folhas
B-elemeno, B-cariofileno, a-humuleno, y-muuroleno,
germacreno D, y-elemeno, a-farneseno, o-cadineno, (E)-
nerolidol, a-cadinol
A. papillaris limoneno, linalol, calareno, a-copaeno, B-elemeno, a- Partes Aéreas
humuleno, y-elemeno, y-cadineno, o-cadineno, a-cadinol
A. reticulata (-)-borneaol, (-)-A4-careno -
A. rodriguesia Linalol, 4-terpineol, a-terpineol, c-elemeno, a-cubebeno, - Folhas
bourboneno, a-copaeno, B-elemeno, nerol, t-a-
bergamopteno, o-cadineno, a-cadinol, calareno
A. triangulares -cariofileno, germacreno D, a-cubebeno, a-copaeno, f3- Partes Aéreas

A
A

. triangulares

. zenkeri

elemeno, a-humuleno, y-elemeno, y-cadineno, g-cadineno,
(E)-neralidol
B-bisaboleno, t-nerolidol, alcoois sesquiterpénicos

(+)-borneoal, (-)-canfeno

Ramos e Raizes

Fonte: PACHECO (2009)



24

1.3.3.1 Terpenos

Terpenos, também chamados de terpenoides ou isoprenoides, constituem a
maior classe de produtos naturais com mais de 55.000 compostos conhecidos
(CHANG et al.,, 2010). Estes produtos quimicos sdo parte do metabolismo
secundéario de espécies vegetais e animais e sdo derivados de unidades de
isopreno, que se unem através de ligagcbes cabeca-cauda por duas vias
biossintéticas. As estruturas tipicas dos terpenos contém um esqueleto carbdnico
representado por (C5)n e sédo classificados como mostrado na tabela abaixo
(DEWICK, p. 167, 2002).

Tabela 1 — Classificacdo dos terpenos

Terpenos Unidades isoprenos ~ Atomos de Carbono
Hemiterpenos 1 5
Monoterpenos 2 10

Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Sesterpenos 5 25
Triterpenos 6 30
Tetraterpenos 8 40

Fonte: DEWICK, 2002.

1.4 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA
(CG-EM)

Segundo a IUPAC, a cromatografia € um método fisico de separacao, onde
0S componentes a serem separados se distribuem em duas fases, uma estacionaria
e outra movel.

Uma das técnicas mais aplicada na caracterizagdo de compostos quimicos
volateis, e a cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de massa (CG-EM),
devido a sua simplicidade, precisdo e rapidez (AVATO et al., 2005).

A anélise por CG-EM para identificacdo de compostos presentes em 6leos
esséncias faz-se a associacdo com a determinacdo do indice de Kovats (SKOOG,

2008). E um procedimento que vem sendo utilizado com sucesso na identificacéo de


http://www.iupac.org/
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substancias com estruturas conhecidas, que na maioria, os dados gerados podem
ser comparados diretamente com os valores de tempo de retencdo (indice de
retencdo) obtidos e com os espectros de massas dos constituintes volateis
publicados (ADAMS, 2007).

1.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

S&o inumeros os estudos relacionados com o papel dos radicais livres, com
isso, a biologia vem despertando grande interesse, uma vez que estes tem
desempenhado papel importante na ocorréncia de diversas doencas, dentre elas:
doencas cardiovasculares, algumas formas de cancer, processos inflamatorios e
desordens neurodegenerativas (MAXWELL, 1995; SILVA, 2009).

Para Ferreira e Costa (2011) os antioxidantes presentes em extratos de plantas
e que tem propriedades terapéuticas vem atraido, cada vez mais, a atencdo de
pesquisadores. Extratos obtidos a partir de frutas, cereais, e de diferentes vegetais
e, seus produtos derivados tém mostrado atividades antioxidantes efetivas.

A atividade antioxidante de compostos organicos tem em suas caracteristicas
estruturais, a presenca de grupamentos fendlicos. Desta forma, flavonoides,
fenilpropanoides e outros compostos aromaticos sdo 0s principais alvos da busca
por estes antioxidantes (Ferreira e Costa, 2011).

Entre os métodos utilizados para determinacdo da atividade antioxidante de
compostos organicos, esta o espectrofotométrico baseado na reducdo do radical
estavel DPPH, onde este permite fazer uma avaliacdo indireta da capacidade
sequestradora de radicais livres e com isso associa-la com a capacidade
antioxidante da substancia presentes nas amostras em teste (BRAND-WILLIAMS;
COVELIER; BERSET, 1995).
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Figura 4 — Reacéo entre o radical DPPH" e um composto antioxidante

s SWL
N H* N—N

N—N NO, 1L » NO,
@ NO, @ NO,
cor: violeta-escura cor: violeta-clara
2,2-dipropil -1-(2,4,6-trinitrofenil)hidrazinil 1,1-dipropil -2-(2,4,6-trinitrofenil)hidrazinil

Fonte: SILVA (2011).

1.6 TOXICIDADE

O ensaio de toxicidade de substancias e extratos utilizando nduplios de Artemia
salina Leach € um método simples, rapido e de baixo custo realizado para
determinar a toxicidade de compostos bioativos. Este método pode ser considerado
um teste inicial para prever atividades farmacolégicas de substancias puras e
extratos, 0s quais podem ser submetidos posteriormente a outros ensaios para
determinar atividades bioldgicas especificas. (LUNA, et al. 2005.; PRADO, 2014).

Pesquisas relatam a correspondéncia entre a atividade da Artemia salina e
atividade biolégicas tais como: Toxicidade de inseticidas (MICHAEL et al., 1956),
antimicrobiana, antiparasitaria (SIQUEIRA et al. 2001), antineoplasica (McLauglin et
al., 1993).

1.7 ATIVIDADE FUNGICIDA

A antracnose é uma doenca cujo seu agente causador € o fungo
Colletotrichum gloeosporioides. E um fungo mitospdérico, da ordem Melanconiales da
familia Melanconiaceae (MARTINS, 2005).

C. gloeosporioides possui grande quantidades de hospedeiros, como por
exemplo: goiabeira, mangueira, mamoeiro, cajueiro, jaqueira, etc. Muitas dessas

espécies tém importancia econbmica, outras importancia social. (MARTINS, 2005;
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MENEZES, 2002), atacando principalmente as partes aéreas das plantas como
(caule, ramo, folha, inflorescéncia, flor, fruto e semente), (RUSSOMANNO, 2008).

Hoje em dia a sociedade vem buscando, formas de vida mais saudavel e com
isso, a comunidade cientifica tem buscado maneiras alternativas para o controle de
pragas e doencas (SILVA, et al. 2009).

Tem-se realizado trabalhos para avaliar os efeitos dos extratos e dos o6leos
esséncias de plantas medicinais sobre a germinacdo dos esporos e crescimento
micelial de fungos. Silva, et al. 2009 realizou estudo com quatorze plantas
medicinais e/ou nativas conhecidas popularmente na Regido Norte de Minas para
avaliar estes efeitos dos extras e 6leos essenciais destas plantas sobre o fungo C.
gloeosporioides, obtendo bons resultados para os 6leos essenciais do alecrim de
vargem, lippia (Lippia citriodora), alecrim pimenta (Lippia sidoides) e alfavaca cravo

(Ocimum gratissimum) onde, inibiram completamente o crescimento micelial.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

>

Caracterizar a composicdo quimica e atividades biologicas do 6leo essencial

e extratos Hexanico e Etanolico da raiz de Aristolochia sp.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A\

Obter o 6leo essencial da raiz de Aristolochia sp;

Obter os extratos hexanico e etandlico Brutos da raiz de Aristolochia sp;
Identificar os constituintes quimicos do 6leo essencial da raiz de Aristolochia
Sp;

Realizar prospeccao fitoquimica do extrato etandlico bruto de Aristolochia sp;
Verificar atividade antioxidante dos extratos hexanico e etandlico da raiz de
Aristolochia sp;

Verificar a Toxicidade do Oleo essencial e dos extratos da raiz de Aristolochia
sp.

Avaliar a atividade fungicida do 6leo essencial e do extrato Etandlico da raiz

de Aristolochia sp utilizando o fugo (Colletotrichum gloeosporieoides).
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3 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo da pesquisa, foram utilizados os seguintes materiais e métodos.

3.1 MATERIAL

3.1.1 Area de estudo

O material botanico Aristolochia sp, selecionado para o estudo foi coletado no

Municipio de Sédo Joédo da Baliza, localizado no sul do Estado de Roraima

Figura 5 — Localizacdo do Municipio de Sao Joado da Baliza em RR
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Fonte: http://www.mapas-brasil.com/roraima.htm acessado em 2015.


http://www.mapas-brasil.com/roraima.htm
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3.1.2 Coleta do material vegetal

O material botanico Aristolochia sp, selecionado para o estudo foi coletado no
Municipio de S&o Jodo da Baliza, localizado no sudeste do Estado de Roraima.
Foram realizadas trés coletas (outubro de 2014, Abril e Agosto de 2015).

A parte coletada (cipd) foi seca no periodo de 7 dias a temperatura ambiente
e pulverizado em moinho de facas nas dependéncias do Nucleo de Pesquisa e Pos-

Graduacao em Ciéncias e Tecnologia (NPPGCT), Laboratério de alimentos.

Figura 6 — Amostra do cip6 seco a temperatura ambiente e apds a pulverizagcédo

Cip0 seco a temperatura ambiente apos a pulverizacédo

Fonte: Autora

3.1.3 Solventes

Os solventes e reagentes utilizados foram procedentes das marcas Merck,
Sigma de grau P.A. A 4gua destinada a realizagdo do experimento foi submetida a

destilacdo prévia.

3.2 METODOS

3.2.1 Extracéo do 6leo essencial

Para a extracdo do 6leo essencial (Tabela 2) utilizou-se a técnica de

hidrodestilagao (arraste a vapor d’agua), com o auxilio do aparelho de clevenger
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com circuito fechado de &gua (Figura 7) de acordo com a Farmacopeia Brasileira

(ANVISA, 2010).

Tabela 2 - Peso total do material apos a pulverizacéo, peso do material dividido

guando necessério e peso do 6leo essencial

Coleta Peso do material Peso do material para a Peso da amostra do 6leo
total (g) realizacdo da extracao (g) extraido (g)
12 (16/10/2014)" 105,000 105,000 0,413
117,494 0,674
22 (16/02/2015)" 353,349 117,927 0,472
117,927 0,419
32 (16/08/2015)° 590,000 200,000 0,449
130,000 0,291
130,000 0,237
130,000 0,265

' = periodo seco; * =periodo chuvoso

Fonte: Autora

Figura 7 — Sistema utilizado para a extracdo do Oleo essencial de Aristolochia sp

Fonte: Autora

3.2.2 Determinacao do Rendimento

O rendimento foi calculado em porcentagem (%) a partir da massa obtida na

extracdo do Oleo essencial em relagdo a massa do material botanico de partida

multiplicado por cem. Como mostra a equacao abaixo.
_ MOE (g)

Onde: R=rendimento; MOE= massa do 6leo essencial; MMV= massa do material vegetal
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3.2.3 Obtencédo dos Extratos Hexanico Bruto (EHB) e Extratos Etandlico Bruto
(EEB)

A amostra foi secada a temperatura ambiente e pulverizada, em seguida
pesou-se 0 material obtendo 240,000g, logo apds dividiu-se em duas partes de
(120,0009) e transferidas para dois Erlenmeyers de vidro com capacidade para 1L
cada, acrescidos de Hexano destilado em um e no outro Etanol bidestilado, para a
realizacdo das extracdes, como mostra a figura abaixo. Utilizou-se o rotaevaporador
para a obtencdo dos extratos. Os produtos das extracdes foram denominados de
Extrato Hexanico Bruto (EHB) e Extrato Etandlico Bruto (EEB).

Figura 8 — Erlenmeyers com as amostras contendo os solventes Hexano e Etanol
para a obtencéo dos extratos
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Fonte: Autora

3.2.4 Avaliacédo da composi¢cao Quimica (CG-EM)

As analises por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM) foram realizadas em coluna 5% fenilmetilsilox HP-5MS —-30 m x 250um x

0,25 um. O gas de arraste utilizado foi hélio com fluxo de 1,4 mL/min. A temperatura
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do injetor foi de 325 °C. As inje¢des foram realizadas no modo “split”. A identificagcao
dos componentes baseou-se na comparacao eletrbnica do padrdao de fragmentacao
dos componentes nos espectros de massas com aqueles da biblioteca do banco de
dados da NIST.

3.2.5 Prospeccéo fitoquimicos do Extrato Etanolico Bruto

A prospeccéao fitoquimica foi realizada segundo a metodologia proposta por
Matos (1997). O extrato etandlico bruto obtido foi submetido aos testes de: fendis e
taninos; antocianinas, antocianidinas e flavonoides; leucoatocianidinas, catequinas,

flavonas, esteroides e triterpenoides como descrito nos proximos itens.

3.2.5.1 Extrato hidroalcodlico

Pesou-se 1,5 g do extrato etandlico bruto de Aristolochia sp e dissolveu-se em
uma solucdo hidroalcodlico de etanol : dgua destilada (7:3). Pegou-se 7 tubos de
ensaios e colocou 3,5 mL da solugdo hidroalcoolica em cada tubo estes
devidamente numerado e uma por¢édo de 10 mL em um béquer. Levou-se o0s tubos e
0 béquer para banho-maria, os tubos por 15 min e o béquer até a total separacdo do

solvente. Retirou-o0s e deixou esfriar, e deu-se inicio aos testes.

3.2.5.2 Teste para fendis e taninos

No tubo 1 adicionou-se 3 gotas da solucdo de FeCls, em seguida agitou-se
bem e observou-se a mudanca na variacao da cor e na formacéo de precipitado. Foi
realizado o teste em branco, sendo este preparado em um tubo de ensaio contendo

3,5 mL de agua destilada e 3 gotas de FeCls.
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3.2.5.3 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Utilizaram-se os tubos 2,3 e 4, onde o tubo 2 foi acidulado a pH 3 utilizando 4
gotas de HCI 0,1 M, o tubo 3 alcalinizou-se a pH 8,5 utilizando 1 gota de NaOH 6 M
e o tubo 4 alcalinizou-se a pH 11 utilizando 3 gotas de NaOH 6 M , em seguida
observou-se as mudancas de coloracdo das substancias de cada tubo.

3.2.5.4 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

Pegou-se os tubos 5 e 6, o primeiro foi acidulado a pH 1 utilizando 6 gotas de
HCI 0,1M e o segundo alcalinizado a pH 11 utilizando 3 gotas de NaOH 6 M, em
seguida os tubos foram aquecidos por 2 min e verificado a variagao na cor.

3.2.5.5 Teste para flavondéis, flavanonas, flavanonéis e xantonas

No tubo 7 foi adicionado alguns centigramas de magnésio em fita e 0,5 mL de
HCIl concentrado. Esperou-se o fim da reacdo indicada pelo termino da

efervescéncia e observou-se a mudanca na cor da mistura.

3.2.5.6 Testes para esteroides e triterpenoides (Liebermon — Burchard)

Extraiu-se o residuo do béquer trés vezes com 1,5 mL de cloroférmio,
triturando bem o residuo, filtrou-se a solucao cloroférmio gota a gota em um funil
fechado com uma bolinha de algodao, coberto por algumas centigramas de Na,SOg4
anidrido em um tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL de anidrido acético, agitou-se
suavemente e cuidadosamente juntou-se trés gotas de H,SO,4 concentrado, tornou-

se a agitar suavemente e observou-se a mudanca de coloracéo.
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3.2.6 Atividade Antioxidante pelo método do DPPH

A metodologia consiste na medida da extincdo da absorcdo do radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) em 515 nm (MIRANDA; FRAGA, 2006). A
determinacdo da atividade antioxidante foi realizada em triplicata por método de
espectrofotometria de absor¢cdo molecular UV-visivel (Figura 9). A técnica consistiu
na incubacao por 10 minutos de 500 pL de uma solucdo metandlica de DPPH 0,1
mM com 500 pL de solucdes contendo concentracfes crescentes dos extratos
etandlico e hexanico (500; 1000; 1500; 2000; 2500 pug.mL™) em metanol.

Figura 9 — Sistema UV-visivel para realizagdo da Atividade Antioxidante

Fonte: Autora

Procedeu-se da mesma forma para a preparacdo da solucdo denominada
controle, porém substituindo-se 500 pL da amostra em 500 pL de solvente metanol.
Para a solugdo denominada “branco”, foi utilizado solvente etanol. O porcentual de
captacdo do radical DPPH foi calculado em termos da porcentagem de atividade
antioxidante (AA %).

Abscontrois— ABFamostra—APSbranco) x woo

AA % =

AbSeontrole

As analises das amostras foram realizadas em espectrofotbmetro de
absorcdo molecular UV-Visivel em comprimento de onda de 515 nm com objetivo de

avaliar a absorbéncia das diferentes concentracbes das amostras e anotar 0s
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resultados. Depois da avaliacdo foram calculadas as concentracdes dos extratos
etandlico e hexanico necessarias para capturar 50 % do radical livre DPPH (CEs)
por andlise de regresséao linear (CARBONARI, 2005).

3.2.7 Determinacédo da Toxicidade frente a Artemia salina

3.2.7.1 Metodologia empregada

A toxicidade sobre Artemia salina empregou a metodologia segundo Meyer et
al. (1982).

3.2.7.1.1 Incubacéao

Em um aquério de forma arredondada que serviu como incubadora,
adicionou-se uma solucao salina artificial (20 g de sal marinho (Red Sea Salt) para 1
litro de agua destilada) ajustou-se o pH entre 8 e 9 (Figura 10). A incubadora foi
iluminada artificialmente com uma lampada fluorescente com aeracdo. Em um dos
lados da incubadora, colocou-se aproximadamente 100 mg de cisto de Artemia
salina. Parte do sistema foi coberto com papel aluminio para que 0s organismos ao
nascerem, permanecessem isolados em um dos lados do aquario devido a
iluminacado. Durante a incubacéo, a temperatura foi monitorada em torno dos 25 °C,

apos 24 horas ocorreu a eclosao.
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Figura 10 — Sistema utilizado para eclosdo dos cistos de Artemia salina

Fonte: Autora

3.2.7.1.2 Exposicéao

O tempo de exposicao partiu de uma solucéo de 25 mL contendo 0,0250 g da
amostra (extrato etandlico bruto, extrato hexanico bruto e O6leo essencial) de
Aristolochia sp. foram solubilizada em DMSO a 1% e completando o volume com
agua salina.

Apés o periodo de incubagdo de 24 horas, os organismos (nauplios de
Artemia salina), foram selecionados e expostos em tubos de ensaios com diferentes
concentracdes das amostras diluidas em 1000; 500; 250 e 125 (ug.mL™). Em cada
tubo, foram transferidos com o auxilio de pipeta de Paster 10 nauplios de Artemia.

Os testes foram feitos em triplicata para cada concentracdo e para os controles.

3.2.8 Atividade Fungicida

A atividade antimicrobiana para o extrato etandlico e o 6leo essencial de
Aristolochia sp, com o fungo C. gloeosporioides, foi realizado no Laboratério
Fitopatologia de Ciéncias Agrarias na Universidade Federal de Roraima no Campus
Cauamé — CCAUFRR em coordenado pelo Professor Jefferson Fernandes do
Nascimento.
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Foi utilizado o meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Aguar). Na camara de
fluxo, o meio de cultura BDA fundente, foi vertidos em placas petri de vidro,
anteriormente esterilizadas. No meio de cultura fundente foi acrescentado o extrato e
0 6leo essencial de Aristolochia sp. Os tratamentos foram constituidos de diferentes
concentracdes do 6leo essencial e extrato, 25, 50, 100, 200, 400uL.100mL™ de BDA.
Adicionou-se Tween 20 para solubilizar a amostra, preparou-se uma testemunha
contendo somente o meio de cultura BDA.

No centro de cada placa petri foi depositado um disco de micélio de 5 mm de
didmetro do fungo C. gloeosporioides. As placas de petri foram seladas com fita
PVC e mantidas em incubadora a 25°C. O crescimento foi avaliado diariamente, por
meio da medicdo ortogonal do diametro das coldnias, calculando-se a taxa de
crescimento micelial diario. No experimento utilizou-se quatro repeti¢cdes, sendo que
para cada repeti¢cao foi utilizada uma placa de petri. Os resultados foram expressos

graficamente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL

ApGs a obtencgéo do 6leo essencial de Aristolochia sp. foi possivel calcular o
rendimento. Como foram realizadas trés extracdes, para melhor entendimento os

dados dos mesmos sao mostrados na tabela abaixo:

Tabela 3- Rendimento obtido nas extracoes realizadas

Coletas Extrac6es Peso do material Peso da amostrado  Rendimento (%)
para a realizacédo da Oleo extraido (g)
extracao (g)
Outubro/2014* 12 105,000 0,413 0,393
117,493 0,674 0,574
Fevereiro/2015" 2 117,927 0,472 0,400
117,927 0,419 0,355
Média 0,430
200,000 0,449 0,224
Agosto/2015° 32 130,000 0,299 0,230
130,000 0,270 0,208
130,000 0,265 0,204
Média 0,216

' = periodo seco; “ = periodo chuvoso

Fonte: Autora

Como podemos observar os dados apresentados na tabela a cima, a média
do rendimento do 6leo essencial de Aristolochia sp € de 0,430% no periodo seco e
de 0,216% para o periodo chuvoso, sendo considerado um bom rendimento.

Fatores como luz, disponibilidades de nutrientes, esta¢des do ano, periodo do
dia, ciclo e partes da planta podem fazer com que ocorra a variagdo na composi¢ao
do 6leo (CARVALHO-FILHO et al., 2006). Para TAVARES et al.( 2005) a diferenca
deve-se provavelmente a diversidade no gendtipo das plantas.

Estudos realizados com o Oleo essencial obtido do caule da espécie
Aristolochia trilobata L. mostrou um rendimento de 0,22% (ALVES, 2013; SANTOS,
2013), j& no trabalho de Buzatto (2008) foi encontrado o valor de 0,05% com o

estudo do oOleo essencial de Aristolochia triangularis Cham.
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4.2 ANALISE POR CG-EM

Foram quantificados 20 constituintes quimicos e identificados 19 pela analise
com CG-EM, como podemos observar na Tabela 4, e o cromatograma abaixo

mostra o tempo de retencdo de todos os compostos em destaque 0s majoritarios.

Tabela 4 — Constituintes identificados por (CG-EM) presentes no 6leo essencial
de Aristolochia sp

Composto T.R. Area (%) IK

B — Felandreno 3,878 0,990 964
Eucaliptol 3,896 0,779 1059
Linalol 4,645 0,903 1082
Borneol 5,604 16,989 1088
a-terpinol 5,872 1,216 1143
a-copaeno 8,324 5,646 1221
B -elemeno 8,507 2,431 1398
a- gurjuneno 8,765 1,337 1419
(x)-cadineno 8,879 11,900 1440
B-cariofileno 8,909 1,433 1494
(-)Aristoleno 9,154 0,731 1403
Alloaromadendreno 9,418 1,935 1386
Longifoleno (V4) 9,477 3,632 1387
B -cubebeno 9,651 1,148 1339

NI 9,755 5,166
Miristicina 10,133 29,900 1516
(-)-spatulenol 10,813 1,020 1536
Selina-6-en-4-ol 11,311 9,729 1593
B- guaieno 11,663 1,947 1523
Y- gurjunenopoxido-(2) 11,771 1,168 1558

Total 100%
T.R. = Tempo de Retencéo. IR=indice de Kovats NI= n&o identificado

Fonte: Autora
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Figura 11 - Cromatograma com 0s tempos de retencdo dos compostos, em destaque
0S majoritarios
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A analise por CG-EM levou a constituintes monoterpenos e sesquiterpenos.
Para Francisco et al. (2006), hidrocarbonetos sesquiterpénicos predominam nos
Oleos essenciais das folhas de quatro espécies deste género (Aristolochia arcuata,
A. malmeana, A. melastoma e de Holostylis reniformis (Aristolochiaceae)). Nos 6leos
de caules e raizes ha predominancia de hidrocarbonetos monoterpénicos, exceto
nos O6leos de caules de H. reniformis no qual predominam sesquiterpenos
oxigenados (FRANCISCO et al., 2006).

Entre 0s compostos majoritario estdo miristicina (29,900%), borneol
(16,989%), a-copaeno (5,646%), selina-6-en-4-ol (9,729%) e (x) - cadineno

(17,066%). A figura 12 mostra a estrutura quimica destes compostos.
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Figura 12 — Estrutura Quimica dos compostos majoritarios identificados por (CG-EM)
do Oleo essencial de Aristolochia sp
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Fonte: Autora

Sao atribuidos efeitos benéficos a Miristicina, tais como, acfes inseticidas,
fungicidas e ativador de glutationa S transferase prevenindo a formacéo de tumores
(TEIXEIRA, 2008).

4.3 Ensaio fitoquimico preliminar do extrato etandlico bruto de Aristolochia sp

A prospeccéo fitoquimica foi realizada com o EEB de Aristolochia sp para a
caracterizagdo dos metabdlitos secundarios (Figura 13 e 14), obtiveram-se 0s
resultados apresentados no Quadro 5. Os ensaios foram feitos em duplicata para a

confirmagéo dos resultados.
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Figura 13 - Prospecgéo fitoquimica do Extrato Etandlico Bruto de Aristolochia sp
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Fonte: Autora

Figura 14 — Analise fitoquimica do teste para Esteroides e Triterpendides

1 — Solugéo cloroférmica 2 — Solucao cloroférmica + anidrido acético + H,SO, (triplicata)

Fonte: Autora
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Quadro 5 - Resultados da Prospeccéo Fitoquimica do extrato etandlico de
Aristolochia sp

Metabolitos secundarios Resultados Metabolitos secundarios Resultados
Fendis - Catequinas -
Tanino + Flavonas -
Antocianinas - Flavanonas +
Antocianidinas - Flavanonéis 1
Leucoantocianidinas - Xantonas -
Esteroides ¥ Triterpendides -

Fonte: Autora

Os metabdlitos secundarios sdo substancias que possuem propriedades
bioldgicas diversas. Estes metabdlitos tem papel importante para a adaptacdo das
plantas em seus ambientes, como na defesa contra microrganismos e parasitas.
Também representam uma fonte de substancias farmacologicamente ativas
empregadas como medicamentos, cosméticos e matéria prima para a quimica fina
(GRANATO, 2013).

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A Atividade Antioxidante € expressa por CEsy (concentracdo efetiva, que
elimina 50% dos radicais livres) indica 0 quanto a amostra € antioxidante, isto €&,
guanto menor o valor da CEsg mais ativa é a amostra (ALPIOVEZZA et al., 2012;
LOCATELLI et al.,, 2009). Os resultados da atividade antioxidante dos extratos

brutos etandlico e hexanico de Aristolochia sp. estdo expressos na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores da absorbancia em cada Concentracdo dos Extratos Etandlico e
Hexanico de Aristolochia sp

Concentracao (pug.mL™) Massa (ug) Volume (mL) (AA %)
E.E. E.H
500 12500 25 0,12 1,24
1000 25000 25 0,27 5,20
1500 37500 25 0,41 8,21
2000 50000 25 0,48 12,41
2500 62500 25 0,60 23,45

Fonte: Autora
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Como podemos observar na tabela 6 o0s resultados demostram que o0
percentual antioxidante aumenta proporcionalmente com a concentracdo. A partir
das concentracdes e dos valores de absorbéncia dos extratos foram construidos
graficos, Figura 15, Figura 16 e Figura 17.

Figura 15 — Curva da quercetina
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Fonte: Autora

Figura 16 - Curva do extrato etandlico de Aristolochia sp
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Figura 17 - Curva do extrato hexanico de Aristolochia sp

—=— E.H. de Aristolochia sp
25 - — Coeficiente Angular

Absorbancia (%)

T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500

Concentracao

Concentragéo (ug.mL'l) e E.H= Extrato Hexanico
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Foi utilizado o software Origin 6.0, o que possibilitou a determinacdo da
equacdo da reta (Y= A + BX). Através desta equacdo, pode-se encontrar a
concentracéo efetiva (CEsp) para cada amostra testada, Tabela 6.

Tabela 6 — Valores encontrados apos a utilizacdo do software Origin 6.0 para os
extratos etanolico e hexanico de Aristolochia sp

Amostras A B Y CEso(pg.mL™) R
Quercetina 0,00485 4,93163 50 10,1376 0,99987
Extrato Etandlico 0,025 0,000234 50 213568,3761 0,99267
Extrato Hexanico -5,387 0,01033 50 5361,7618 0,95934

Fonte: Autora

Como podemos observar os Extratos de Aristolochia sp s&o inativos, ou seja,
os valores encontrados para CEsp € muito acima se comparados com o valor do
padrdo Quercetina. Portanto as substancias testadas ndo possuem potencial de
atividade antioxidante nas concentracdes testadas.
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Buzatto (2008) determinou a atividade antioxidante do Oleo essencial de
Aristolochia triangularis Cham. Por meio da captagao do radical DPPH (ECsp),
obteve o valor de 16,4 mg mL™ ou seja, inferior a atividade antioxidante dos padrées
(BHT 0,17 mg.mL"%; rutina 0,33 mg.mL™ e quercetina 0,16 mg.mL™), apresentando

um resultado nao significativo.

4.5 TESTE DE TOXICIDADE FRENTE A ARTEMIA SALINA

O bioensaio de toxicidade frente a Artemia salina, foi realizado com os
extratos etanodlico e hexanico bruto e com o 6leo essencial de Aristolochia sp.

O teste foi realizado em triplicata para todas as concentra¢gdes das amostras e
para o teste branco [controle 1 (solucdo salina) e controle 2 (solucdo salina +
DMSO)]. A contagem dos nauplios sobreviventes foi realizada apdés 24 horas com o

auxilio de uma lupa. Obtendo-se o seguinte resultado:

Tabela 7 — Numero de nduplios mortos nas amostras testadas

1000 pg.mL™ 500 pg.mL™ 250 pug.mL™ 125 pg.mL™* c1 c2
Oleo essencial
V M \% M \% M V M V M V M
A 0 10 0 10 0 10 0 10 10 0 10 0
D 0 10 0 10 0 10 0 10 10 0 10 0
T 0 10 0 10 0 10 0 10 10 0 10 0
X 0 10 0 10 0 10 0 10 10 0 10 0
Extrato Hexanico
V M \% M \% M V M V M V M
A 7 3 10 0 10 0 10 0 10 0 1 0
D 8 2 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0
T 8 2 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0
X 7,66 2,33 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0
Extrato Etandlico
\% M \% M \ M \% M \Y M \% M
A 9 1 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0
D 9 1 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0
T 9 1 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0
X 9 1 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0

A= Amostra; D= Duplicata; T=Triplicata; X= Média; V= Vivos; M= Mortos.
Fonte: Autora
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Apoés a contagem do numero de exemplares de Artemia salina vivos, mortos

ou imobilizados, realizou-se o seguinte calculo:

M% = NUmero de organismos mortos X 100

Numero total de organismos no tubo

Os valores da mortalidade foram corrigidos utilizando a formula de Abbott,
formula abaixo (LUCENA, 2012):

MC* = (mortalidade nos frascos teste [%] — mortalidade no frasco controle [%]) X 100

(100% - mortalidade no frasco controle [%])
MC = mortalidade corrigida

Apés a realizacdo dos calculos, considerar de baixa toxicidade quando a
Dose Letal 50% (DLsg) for superior a 500 pg.mL™*; moderada para DLso entre 100 e
500 pg.mL™ e muito téxico quando DLs for inferior a 100 pg.mL™ (LUCENA, 2012).

Resultados na Tabela 8.

Tabela 8 — Dados da atividade frente a Artemia salina para o 6leo essencial,
Extratos Hexanico e Etandlico de Aristolochia sp

Concentragdes Atividade para A. salina (% de mortalidade)
Oleo essencial Extrato Hexanico Extrato Etandlico

1000 pg.mL™ 100 76,6 10
500 pg.mL™ 100 23,3 0
250 pug.mL™* 100 0 0
125 ug.mL™ 100 0 0
Controle 1 0 0 0
Controle 2 0 0 0

Fonte: Autora

Como houve mortalidade em todas as concentracées com a amostra do 6leo
essencial ndo foi possivel calcular a DLsp. Com isso, 0 0leo essencial de Aristolochia

sp, apresentou letalidade frente a Artemia salina, sendo considerado téxico.
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Buzatto (2008) avaliou a toxicidade frente a Artemia salina do 6leo essencial
de Aristolochia triangularis Cham, obtendo o resultado para DLsy de 315,0 pg.mL™,
sendo considerado de baixa toxicidade.

Para o extrato eexanico o valor obtido foi de 76,6% para a concentracdo de
1000 ug.mL™ e para a concentracdo de 500 pg.mL™ o valor de 23,3% de
mortalidade, Figura 18. Para extrato etandlico houve mortalidade apenas na

concentracdo 1000 pg.mL™, sendo esta de 10%, Figura 19.

Figura 18 — Curva da Atividade frente a Artemia salina com o Extrato Hexanico
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Fonte: Autora
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Figura 19 — Curva da Atividade frente a Artemia salina com o Extrato Etandlico
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Utilizando a formula da regressao linear Y= A + BX, podemos calcular a DLsg

para os extratos hexanico e etandlico, onde:

Tabela 9 — Célculo para os extratos hexanico e etandlico

Célculo para Extrato Hexanico

Y=50 A=-18,24783 B=0,09221
Y=A + BX
50 =-18,24783 + 0,09221x
Logo temos que X = 740,13 pg.mL'1

Célculo para Extrato Etanolico

Y=50 A=-3,04348 B=0,01183
Y=A + BX
50 =-3,04348 + 0,01183x
Logo temos que X = 4483,81 pg.mL"l

Fonte: Autora
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Pelas andlises dos dados, pode-se verificar que 0s extratos eexanico e
etandlico de Aristolochia sp, ndo apresentaram letalidade frente a Artemia salina,
sendo considerado de baixa toxicidade (DL 50% superior a 500 pg.mL™) tendo sido
encontrado os valores de DLsy de 740,13 pg.mL™ para o extratos hexanico e
4483,81 pg.mL™* para o extrato etandlico.

Silva e Lima (2016) realizaram o teste com Artemia salina L. para o extrato
etandlico de Aristolochia trilobata encontrando um valor de CLso de 2164,72 pg/mL e
0 extrato hexanico 1310,69 pg/mL. Logo, as amostras testadas ndo apresentam

toxicidade frente ao teste realizado.

4.6 ATIVIDADE FUNGICIDA

Os teste das atividades fungicidas in vitro foram realizados para o Oleo
essencial e o extrato etanodlico bruto de Aristolochia sp. Na Tabela 10, podemos
observar a taxa do crescimento micelial para o fungo C. gloeosporioides frentes as
diferentes concentracdes do 6leo essencial e do extrato testado.

No controle verificou-se que nao ocorreu interferéncia ao utilizar o
emulsificante Tween 20 e BDA. O crescimento micelial para a testemunha foi maior
que para 0s outros tratamentos, cobrindo toda a superficie da placa no quarto dia.
Podemos observar ainda que para a concentracdo de 25 pg/mL do 6leo essencial o
crescimento micelial foi de 6,2 cm ao dia o mesmo para o controle. Outra
observacédo importante foi que para o 6leo essencial, nas concentracdes de 100, 50
25 pg/mL a superficie das placas também foram cobertas no quarto dia.

Tabela 10 — Concentracfes e taxa de crescimento micelial para o extrato etandlico e
Oleo essencial de Aristolochia sp

Concentracgfes para o extrato Crescimento micelial ao dia (cm)
(ng/mL)
extrato etandlico 6leo essencial

400 1,4 51

200 2,8 5.2

100 3,7 5,6

50 4,3 5,9

25 51 6,2

0,0* 6 6,2

* = Controle utilizando apenas 0 meio de cultura BDA.

Fonte: Autora
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Com os dados obtidos na tabela 10 foi possivel fazer gréficos, onde estes
foram tracados a partir das concentracdes e o crescimento micelial das amostras e o

controle (Figura 20 e 21).

Figura 20 — Taxa de Crescimento Micelial (cm) e Concentracdes (pug/mL)
para o Extrato Etandlico de Aristolochia sp
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Fonte: Autora

Figura 21 — Taxa de Crescimento Micelial (cm) e Concentracdes (ug/mL)
para o Oleo essencial de Aristolochia sp
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Como podemos observar nos dois graficos, as amostras mostraram-se
inibidoras para o crescimento micelial do C. gloeosporioides, sendo que o extrato
etandlico mostrou-se melhor inibidor que o 6leo.

O espatulenol foi encontrado como constituinte minoritario com um percentual
de (1,020%), para John (2015) o espatulenol € uma substancia responsavel pela
acao antifungica, encontradas nas plantas. Em doses moderadas, essa substancia
€ considerada microbioestatico, ou seja, inibe o crescimento dos fungos
filamentosos Fonsecaea pedrosoi. Em doses maiores, a mesma substancia

€ microbiocida mata os tais fungos filamentosos.
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5 CONCLUSAO

Com o estudo do d6leo essencial obtido da raiz de Aristolochia sp pelo
processo de hidrodestilacdo, obtendo rendimento de 0,430% para o periodo seco
e 0,216% no periodo chuvoso, e a obtencao dos extratos Etandlico e Hexanico.

A analise cromatografica realizada em CG-EM proporcionou a identificacao de
dezenove compostos quimicos presentes no Oleo essencial, entre monos e
sesquiterpenos, sendo este em maior quantidade, condizente com a literatura para
este género. Os compostos majoritarios foram a miristicina (29,900%), borneol
(16,989%), a-copaeno (5,646%), selina-6-en-4-ol (9,729%) e (x) - cadineno
(17,066%).

Para o ensaio fitoquimico com o extrato etanélico bruto da raiz de Aristolochia
sp o resultado foi positivo para tanino, flavanonois, flavanonas, terpenoides,
esteroides e negativo para os demais ensaios.

A atividade antioxidante realizada pela metodologia do DPPH ndo mostrou
bom indicativo com os extratos testados, mostrando valores para CEsy muito acima
se comparados com o valor do padréo utilizado Quercetina.

No teste para toxicidade com Artemia salina foram encontrados os valores
para DLso de 740,13 ug.mL™ para o Extratos Hexanico e 4483,81 pug.mL™ para o
Extrato Etandlico, sendo considerado de baixa toxicidade, ja para o 6leo essencial
ndo foi possivel calcular a DLsy, pois houve 100% de mortalidade, sendo
considerado toxico.

O teste realizado com o fungo Colletotrichum gloeosporioides, as amostras
mostraram-se inibidoras para o crescimento micelial do C. gloeosporioides, sendo
que o extrato etandlico mostrou-se melhor inibidor que o 6leo essencial, podendo ser
considerados como microbioestético.

Este trabalho contribui para o estudo do 6leo essencial e extratos de
Aristolochia sp, fornecendo dados para a literatura deste género, sendo que néo foi

encontrado outro trabalho com espécies deste género no Estado de Roraima.
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