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ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

AcOEt: acetato de etila

AINEs: anti-inflamatdérios ndo-esteroides

ATR: attenuated total reflectance (modo de reflexdo atenuada)

Cas B: casearina B

Cas S: casearina S

Cas T:casearina T

Cas U: casearina U

Cas X: casearina X

Casg F: caseargrewiina F

CB: Parque Estadual Carlos Botelho

CCD: cromatografia em camada delgada

CC: cromatografia em coluna

CCso: concentragao citotoxica para 50 % das células

CEso: concentracdo minima efetiva 50 %

CIM: concentracao inibitéria minima

Cfa: clima — mesotérmico Umido com verdo quente

CG-EM: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
CG-DIC: cromatografia gasosa acoplada a detector de ionizacdo em chamas
COX: cicloxigenase

COX 1: cicloxigenase tipo 1

COX 2: cicloxigenase tipo 2

COW: correlation optimized warping (correcéo de deslocamentos da linha de base)
CTC: capacidade de troca de cétions

Cwa: clima — mesotérmico de inverno seco

DAP: didmetro do caule na altura do peito

DEso: dose minima efetiva 50 %

DEioo: dose minima efetiva 100 %

DLso: dose minima letal 50 %

DMAPP: dimethylallyl diphosphate (dimetilalil difosfato)

DNA: deoxyribonucleic acid (4cido desoxirribonucleico)

DT-CG-EM: dessorcao térmica acoplada a cromatografia gasosa e a espectrometria

de massas
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RMN: ressonancia magnética nuclear
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Resumo

RESUMO

A Casearia sylvestris Swartz apresenta duas variedades: var. sylvestris (tipica
de Mata Atlantica) e var. lingua (tipica do Cerrado). As acdes anti-inflamatoria,
antiulcerogénica, antitumoral e antimicrobiana do 6leo essencial (OE) das folhas
foram comprovadas. A variabilidade quimica nas plantas é associada a fatores
genéticos e ambientais, entretanto, como existem poucos estudos de variabilidade
do OE da C. sylvestris, o objetivo foi avaliar o teor e composi¢cdo quimica de ambas
variedades em locais, periodos e horéarios diferentes, estabelecendo parametros
botanicos, fisicos e quimicos do OE. Neste estudo foram realizadas analises
morfoanatdmicas e da composicdo dos solos dos espécimes coletados. O OE foi
extraido por hidrodestilacédo das folhas frescas e folhas secas, para determinacéo do
teor e composicao (CG-EM) correlacionando com fatores edafico-climaticos. Foram
realizadas anadlises fisicas e quimiométricas do OE. A morfologia dos troncos e
folhas, estbmatos e indice de palicada diferenciaram as variedades. Os resultados
da densidade, indice de refracéo, infravermelho e CCD foram semelhantes entre as
variedades e a rotacao Optica diferenciou as variedades. As folhas secas e a var.
sylvestris possuem maior teor de OE, ja o teor de sesquiterpenos oxigenados no OE
aumentou com a secagem e extracdo. Foi verificada variabilidade populacional,
intrapopulacional e sazonal no teor de OE. O B-elemeno, a-humuleno, germacreno
D, biciclogermacreno, espatulenol, 6xido de cariofileno e epoxido de humuleno I
foram os componentes majoritarios do OE. O teor de germacreno D, a-muurolol e a-
cadinol foi maior na var. lingua. A composicdo do OE apresentou variabilidade
quimica populacional, sazonal e circadiana, sendo influenciada pela temperatura,
pluviometria e ventos. Os parametros botanicos, fisicos e quimicos diferenciaram as
variedades de C. sylvestris e foi verificada variabilidade populacional, sazonal e
circadiana, com influéncia dos fatores edafico-climaticos na morfologia das folhas,

teor e composicéo do OE.

Palavras-chave: Casearia sylvestris var. sylvestris, Casearia sylvestris var. lingua,

variabilidade quimica, 6leo essencial e analise de componente principal.
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ABSTRACT

Casearia sylvestris Swartz exhibits two varieties: var. sylvestris (typical from
Atlantic Fores) and var. lingua (typical from Cerrado). The anti-inflammatory,
antiulcerogenic, antitumor and antimicrobial activities of essential oil (EO) from
leaves were proven. Chemical variability in plants is associated with genetic and
environmental factors, however, as there are few studies of C. sylvestris from EO
variability, the aim was to evaluate chemical content and composition of both
varieties in different places, periods and times, establishing botanical, physical and
chemical parameters from EO. In this study, morpho-anatomical and soil analysis
from collected specimens were performed. EO was extracted by hydrodistillation from
fresh leaves and dry leaves to determine the content and composition (GC-MS)
correlating with edaphic-climatic factors. Physical and chemometrics analysis of EO
were performed. Morphology of trunk and leaves, stomata and palisade index
differentiated varieties. Density, refractive index, infrared and TLC results were
similar between varieties and optical rotation differentiated varieties. Dried leaves
and var. sylvestris have higher EO content, whereas oxygenated sesquiterpenes
content in EO increased with drying and extraction. Population, intrapopulation and
seasonal variability in the EO content were verified. S-elemene, a-humulene,
germacrene D, bicyclogermacrene, spathulenol, caryophyllene oxide and. humulene
epoxide Il were the major components in EO. Germacrene D, a-muurolol e a-cadinol
contents were higher in var. lingua. Composition of EO showed chemical population,
seasonal and circadian variability, being influenced by temperature, rainfall and
winds. Botanical, physical and chemical parameters differentiated C. sylvestris
varieties and it was verified population, seasonal and circadian variability, with the
influence of edaphic-climatic factors on leaves morphology, EO content and

composition.

Keywords: Casearia sylvestris var. sylvestris, Casearia sylvestris, var. lingua,

chemical variability, essential oil and principal component analysis.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais na medicina tradicional € relatado ha milénios,
sendo as vezes considerado como a unica forma de tratamento acessivel
(Borchardt, 2002). Devido a grande variabilidade de espécies e composicao
quimica, as plantas sédo fonte de novos medicamentos. Cerca de 50 % dos
medicamentos utilizados pela populagdo mundial s&o originarios de plantas
medicinais ou obtidos diretamente de plantas e alterados através de semissintese
(Li e Vederas, 2009). Newman e Cragg (2016), demonstraram que dos 1.211
agentes terapéuticos lancados no mercado entre 1981 — 2014 (extratos vegetais,
farmacos, macromoléculas biolégicas e vacinas), 55 % estdo associados aos
produtos naturais (6 % farmacos naturais, 1 % extratos vegetais, 21 % farmacos
derivados de produtos naturais e 27 % farmacos sintéticos analogos a produtos
naturais) e entre os farmacos naturais a maioria sdo metabolitos secundarios
extraidos de plantas medicinais.

As formas de uso terapéutico das plantas sao variaveis, sendo
frequentemente utilizadas como preparacdes simples de uso tradicional ou popular
(chds, garrafadas, decocto, maceracdo, banhos, compressas, inalacdes e
unguentos), bem como por formulagbes farmacéuticas mais elaboradas
desenvolvidas a partir de seus derivados, como os fitoterdpicos (produtos
tradicionais fitoterapicos e medicamentos fitoterapicos), que sao produtos
provenientes de matérias-primas vegetais (geralmente extratos ou 6leos essenciais)
com obijetivo curativo, paliativo ou profilatico (Brasil, 2014). A fitoterapia (phyton —
plantas; therapia - tratamento) € uma pratica muito antiga e é bastante utilizada
como complemento ao tratamento usualmente empregado, principalmente pelas
populacdes de baixa renda.

Devido ao amplo territério, o Brasil concentra varios tipos de biomas, climas,
solos e ampla biodiversidade vegetal (Nodari e Guerra, 2004), com cerca de 20 mil
espécies de plantas endémicas das mais de 30 mil espécies de plantas ja
catalogadas (Stehmann e Sobral, 2017), apresentando assim uma ampla
diversidade bioldgica que representa 20 % das espécies conhecidas no mundo. No
Brasil, 0 uso de plantas medicinais no tratamento de varias doencas € uma pratica
muito comum e aliado aos conhecimentos da medicina popular e medicina indigena,

0s quais tem grande potencial para o desenvolvimento de farmacos e
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medicamentos sintéticos ou precursores de medicamentos semissintéticos
originarios de plantas (Lorenzi e Matos, 2002).

A Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae), popularmente conhecida como
guacatonga no Brasil, consta na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse do SUS (RENISUS) e esta presente no Formuldrio Nacional de
Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira, que regulamenta a padronizacdo de
fitoterapicos, garantindo a qualidade, eficacia e seguranca de principios ativos
naturais. O uso indicado da C. sylvestris é por infusdo (ch4 medicinal) das folhas
(produto tradicional fitoterapico) para combater a dificuldade de digestao (dispepsia)
(Brasil, 2011). Entretanto, a C. sylvestris ndo esta relacionada na lista de
medicamentos ou produtos tradicionais fitoterapicos de registro simplificado ou
sujeitos a notificacdo da RDC ANVISA n. 26/2014 e ndo consta nenhum tipo de
medicamento proveniente ou derivado da C. sylvestris inscrito na ANVISA (Brasil,
2014; 2018), contudo os extratos sdo utilizados em farméacias e farmécias vivas
como chas (antidispéptico) e pomadas (anti-inflamatorio e analgésico), de acordo
com Pereira et al. (2017).

As folhas da C. sylvestris sdo utilizadas na medicina popular (infuso ou
decocto) como anti-inflamatério, cicatrizante, antiulceroso, gastroprotetor,
anestésico topico, contra picadas de cobras, abelhas e insetos, queimaduras,
herpes, sifilis, aftas, halitose, sedativo, estimulante sexual, tbnico, infeccbes
microbianas, depurativo, antirreumatico, antisséptico, febrifugo e antidiarreico
(Ferreira et al., 2011; Tomazi et al., 2014). Contudo, apenas as atividades
cicatrizante, anti-inflamatoria, antiulcerosa, contra Helicobacter pylori e antiofidica
dos extratos e Oleo essencial das folhas de C. sylvestris foram comprovadas
(Fapesp et al., 2003; Esteves et al., 2005; Lorenzi e Matos, 2008; Ferreira et al.,
2011; Pierri et al., 2017; Spadsito et al., 2019).

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que derivados vegetais ou
substancias isoladas da C. sylvestris apresentaram baixa toxicidade (Basile et al.,
1990; Maistro et al., 2004; Santos et al., 2010; Ferreira et al., 2014; Ameni et al.,
2015; Bou et al.,, 2015), indicando que podem ser utilizados na terapia com
seguranca.

Os anti-inflamatorios ndo-esteroides (AINES) apresentam varias restri¢coes,
pois sdo agentes causadores de distlrbios gastrointestinais e cardiopatias, e

juntamente com a bactéria Helicobacter pylori sdo os principais agentes etiolégicos
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de lesdes gastroduodenais (Grosser et al., 2011). Como os derivados (extratos e
O0leo essencial) da C. sylvestris apresentaram atividades anti-inflamatoria,
gastroprotetora e anti-H. pylori, a espécie demonstra grande potencial terapéutico
para distarbios gastricos e inflamatorios (Sposito et al., 2019).

A C. sylvestris apresenta plasticidade fenotipica, sendo conhecidas 2
variedades morfoldgicas, a C. sylvestris var. sylvestris e C. sylvestris var. lingua,
podendo apresentar espécimens com caracteristicas intermediarias (caracteristicas
botanicas intermediarias as 2 variedades), dificultando a sua distincdo (Sleumer,
1980; Klein e Sleumer, 1984; Cavallari et al., 2010; Claudino et al., 2013).
Entretanto, sdo poucos os dados na literatura sobre a variabilidade quimica do 6leo
essencial das folhas de C. sylvestris var. sylvestris e C. sylvestris var. lingua, que
apontem diferencas quimicas significantes intrapopulacional, interpopulacional,
sazonal e circadiana, assim como se o perfil dos metabdlitos presentes no 6éleo
essencial pode ser utilizado ou néo para diferenciar as variedades.

Visando o desenvolvimento e padronizacdo de um medicamento fitoterapico a
base do 6leo essencial de folhas de C. sylvestris com atividade anti-inflamatéria e
cicatrizante, os estudos de variabilidade quimica do 6leo essencial das folhas de C.
sylvestris sdo necessarios a fim de caracterizarem e determinarem a composicéo
guimica das variedades var. sylvestris e var. lingua, de modo a apontar 0s seus
respectivos marcadores quimicos, variedade, época do ano e horario ideais para a

coleta.
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2 CONCLUSOES

A morfologia dos troncos e a anatomia foliar classificaram a populagdo EEA
como var. lingua e as populacdes FCF, CB e FCA como var. sylvestris. Através da
morfologia foliar, largura significativamente menor das folhas, coloracdo verde claro
e a curvatura adaxial classificaram os espécimens da populagdo EEA como var.
lingua. O menor grau de curvatura adaxial das folhas e a coloracéo verde claro na
populacao FCA indicam que podem ser formas intermediarias entre as variedades.

O indice de refracdo, a densidade relativa e a espectroscopia no IV-FT podem
ser utilizados em conjunto como parametros de autenticidade e pureza do OE de C.
sylvestris. A populacdo EEA apresentou valor da rotacdo Optica especifica negativo
(var. lingua), populacdes FCF e CB valores positivos (var. sylvestris) e a populacao
FCA apresentou valores positivos e negativos (forma intermediaria).

Os componentes majoritarios do OE foram o p-elemeno, a-humuleno,
germacreno D, biciclogermacreno, espatulenol, 6xido de cariofileno e epdxido de
humuleno II; ja o bulnesol, y-gurjuneno e 10-epi-B-acoradieno foram tipicos da var.
sylvestris e os teores de germacreno D, a-muurolol e a-cadinol foram maiores na var.
lingua. Nas analises dos componentes volateis das folhas in natura por dessorcao
térmica e do OE das folhas (frescas e secas) identificaram apenas sesquiterpenos e
a secagem e extracdo favoreceram a oxidagdo dos sesquiterpenos aumentando o
teor de sesquiterpenos oxigenados.

O teor de OE apresentou variabilidade intrapopulacional e sazonal nas
populacbes FCF e EEA; jA a populacdo CB apresentou maior teor do que as
populacdbes EEA e FCA, mostrando que a var. sylvestris produz mais OE. As
analises quimiométricas da composicdo do OE mostraram que ha agrupamentos
entre os espécimens da populacdo EEA (var. lingua) e entre os espécimens da
populacdo CB (var. sylvestris), mostrando que hé variabilidade quimica populacional.
Ainda de acordo com as analises quimiométricas da composicdo do OE foram
verificadas variabilidade quimica sazonal e circadiana nas popula¢gées FCF e EEA.

A pluviometria e temperatura influenciaram no teor de OE sazonal e
circadiano (populagées FCF e EEA) e juntamente com os ventos influenciaram na
composicao do OE populacional, sazonal e circadiano. Ja os micronutrientes do solo

P e K influenciaram no florescimento e morfologia foliar na populacédo EEA.
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