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RESUMO

Ha aproximadamente 1500 espécies de Begonia espalhadas pelo mundo,
sendo cerca de 215 encontradas no Brasil, com ocorréncia nos estados do Nordes-
te, Sudeste, Sul e no Distrito Federal. As espécies do género Begonia sdo plantas
ornamentais de algum valor econémico. Para o nosso conhecimento nao ha estudos
guimicos e biolégicos com os 6leos essenciais de espécies de Begonia, sendo este
0 primeiro estudo sobre a composi¢cao quimica e atividade antimicrobiana para Be-
gonia reniformis. Foram obtidos os Oleos essenciais das folhas e caules de B. reni-
formis por hidrodestilacdo. Os 6leos obtidos apresentaram rendimentos de 0,03% e
0,01% para folhas e caules, respectivamente. Foram identificados 21 compostos no
oleo das folhas, sendo 84,8% do total e 17 no 6leo do caule, sendo 97,2%. Os com-
postos majoritarios identificados foram os sesquiterpenos B-vestipireno e silfiperfol-
4,7(14)-dieno para o o6leo das folhas e os sesquiterpenos cubenol, junenol, &-
amorfeno e cis-cadina-1(6),4-dieno para o Oleo do caule. Dois sesquiterpenos ape-
nas foram identificados em ambos os 6leos. O 6leo essencial das folhas foi testado
contra bactérias e fungos. O padrdo para a atividade antibacteriana foi o metroni-
dazol através do meio Mueller Hinton liquido utilizando diclorometano. Foram utiliza-
das bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus (02) e Bacillus subtilis (86) e
gram-negativas Escherichia coli (224) e Pseudomonas aeruginosa (416). Os resulta-
dos mostraram que para 0 S. aureus e para o E. coli a concentragdo minima inibité-
ria (CMI) do Oleo das folhas foi maior do que 2500 ug/mL e para o B. subtilis e o P.
aeruginosa a CMI foi de 625 pug/mL. Foram também testados o 6leo contra fungos
Candida albicans (1007) e o Candida utilis (1009), que apresentou uma CMI maior
do que 2500 pg/mL para ambos os fungos.

Palavras-chave: Produtos Naturais, Begonia, 6leos essenciais, vegetal, microorga-

nismos



ABSTRACT

There are about 1500 species of Begonia distributed throughout the world,
with about 215 found in Brazil, occurring the Northeast, Southeast and South states
and in the Federal District. The species of Begonia are ornamental plants with eco-
nomic valor. For our knowledge, there are no chemical and biological studies with
essential oils of Begonia species, and this was the first study on the chemical com-
position and antimicrobial activity for Begonia reniformis. The essential oils were ex-
tracted from the leaves and stems of B. reniformis using a modified Clevenger appa-
ratus. The obtained oil showed a yield of 0.03% and 0.01% for leaves and stems,
respectively. 21 compounds were identified in the leaves oil, which is 84.8% of total
and 17 in the stems oil, which is 97.2% of total. The major compounds identified were
the sesquiterpenes B-vestipirene and silphiperfol-4,7(14)-diene for the leaf oil and the
sesquiterpenes cubenol, junenol, d-amorfene e cis-cadin-1(6),4-diene for the stem
oil. Only two sesquiterpenes were identified in both oils. The essential oil of the
leaves was tested against bacteria and fungi. The metronidazole was uses as posi-
tive controller for antibacterial activity in a Mueller Hinton liquid medium on dichloro-
methane. It were used the Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus (02) and
Bacillus subtilis (86) and gram-negative Escherichia coli (224) and Pseudomonas
aeruginosa (416) for evaluation of activity oil. The results showed that for S. aureus
and for E. coli the minimum inhibitory concentration (MIC) for the leaves oil was high-
er than 2500 ug / mL and for B. subtilis and P. aeruginosa the MIC was 625 ug / mL.
The oil showed not activity against the fungi Candida albicans (1007) and Candida
utilis (1009), in the concentration of 2500 pg. /mL.

Keywords: Natural products, Begonia, essential oils, vegetal, microorganisms
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1. INTRODUCAO

O género Begonia compreende cerca de 1500 espécies, sendo cerca de 215
encontradas no Brasil, mais precisamente na Floresta Tropical. Pertence a familia
Begoniaceae, cuja a sua composi¢cado quimica € pouca estudada. A cucurbitacina,
um triterpeno altamente oxigenado com esqueleto incomum, é um dos compostos

presentes em algumas espécies dessa familia (VALENTE, 2004).

Estudos sobre a taxonomia do género iniciaram em 1690, quando Charles
Plumier descreveu seis espécies. Anos mais tarde, Dryander descreveu novas es-
pécies; estudos posteriores de outros autores propuseram uma descricado de mais
espécies existentes. Warburg, em 1894, fez uma revisdo de Begoniaceae e pela
primeira vez agrupou as secdes de Begonia pela distribuicdo das espécies pelos
continentes. Acrescentou novas espécies e outros autores fizeram estudos posterio-
res a respeito do género e da familia (KOLLMANN, 2012).

A respeito do género na flora brasileira, o primeiro a relatar estudos botani-
cos sobre as espécies de Begonia foi Vellozo (1831, apud. KOLLMANN, 2012), em
que mencionou 22 espécies da Flora Fluminensis. Outros autores, em lugares distin-

tos, deram sequéncia ao estudo de Begonia no pais.

1.1.Begonia reniformis

Essa espécie faz parte da flora brasileira e € encontrada nos estados do Sul,
do Nordeste brasileiro e no Distrito Federal. Cresce em rocha ao sol ou meia som-
bra.

Pertence ao género Begonia, com espécies encontradas na Ameérica Latina.
A flor do macho vive com a fémea na planta, porém separadas, e com mais de vinte
estames em uma sO planta. O macho possui principalmente quatro pétalas e a fé-
mea possui entre quatro e nove pétalas desiguais. Cresce em talo e possui folhas
em formato de rim, dai o nome cientifico Begonia reniformis (ROJAS et al., 2006,
KOLLMANN, 2012).
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Espécimes de B. reniformis contém hastes de aproximadamente 1 metro de
altura carnudas; possui petiolas reniformes; suas folhas possuem seio profundo, li-
geiramente desigual, com dentes parecidos com os de um serrote, opacas e com
marcac0des tais como veias, ficando imersas na superficie mais alta, verdes dos dois
lados, mas palidas do lado de baixo e seu diametro chega a medir um palmo (CUR-
TIS, 1833).

Os pedunculos medem entre 15 e 20 cm de comprimento e as flores séo pe-
guenas e brancas, ligeiramente peludas. A corola do macho possui quatro pétalas
desiguais, sendo duas delas em formato de coragao ou orbiculares e as outras duas
menores e retangulares, e a corola da fémea possui pétalas muito pequenas (CUR-
TIS, 1833).

Essa espécie diferencia da B. callosa pelo fato de a Ultima possuir calos no
apice do peciolo e por florescer no verdo, enquanto que a B. reniformis floresce no
inverno, porém sao semelhantes no porte arbustivo, estipulas ovadas, folhas loba-

das e por nascerem muitas flores brancas (KOLLMANN, 2012).

Estudos quimicos e biolégicos com espécies de Begonia sdo poucos relata-
dos, apesar de suas espécies serem conhecidas como plantas ornamentais. Varios
alcaloides, flavonoides, esteroides e triterpenoides foram identificados nessas espé-
cies, assim como atividades contra bactérias e fungos tiveram niameros expressivos.
Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo de determinar o perfil quimi-
co dos éleos essenciais de B. reniformis bem como avaliar a atividade bioldgica dos
mesmos com as bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli

e Pseudomonas aeruginosa e os fungos Candida albicans e Candida utilis

O fato de o estudo do perfil quimico dos 6leos e da atividade antimicrobiana
de B. reniformis ser investigado justifica por esse ser algo inédito, ja que n&o ha re-
gistro de estudos com a composi¢ao quimica e atividade biologica de 6leos essenci-

ais dos tecidos de B. reniformis.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

A familia Begoniaceae compreende dois géneros: Hillebrandia, que ocorre
no Havai e Begonia, que compreende aproximadamente 1.500 espécies dividida em
63 sec¢0des, distribuidas em regides tropicais, com excecao da Austrélia, sendo o sex-
to género em numero de espécies de Angiospermae. Estudos mostraram que esse
género, de ocorréncia africana, possui origem na pés-Gondwana, ha milhares de
anos antes de Cristo, tendo dispersao independente em duas linhas para América e
Asia, de acordo com analises filogenéticas (DOORENBOS et al., 1998; JACQUES,
2002; CLEMENT et al.,, 2004; TEBBITT, 2005; GOODALL-COPESTAKE et al.,
2009).

A familia possui um posicionamento taxonémico bastante discutido; a posi-
cdo em Cucurbitales foi aceita por Dahlgren et al. (1980) e que de acordo com anali-
ses filogenéticas baseadas em caracteristicas moleculares ela foi posicionada em
Cucurbitales (CHASE et al. 1993; APG, 1998; APG II, 2003; APG IIlI, 2009).

Ha aproximadamente 213 espécies de Begonia pelo Brasil dividido em 13
secdes, com ampla ocorréncia territorial, porém mais abundante na Mata Atlantica,
onde s&o encontradas em todas as formagdes vegetais, exceto em mangue (SMITH
et al.,, 1986; DOORENBOS et al.,1998; GOLDING & WASSHAUSEN, 2002; JAC-
QUES, 2015; DUARTE, 1961).

A beleza de suas folhas e flores das espécies de Begonia tem sido um atra-
tivo para a reproducdo e hibridizagdo destas, chegando a existir mais de 100.000
espécies hibridas e cultivadas movimentando milhdes de dolares ao redor do mundo
(KIEW, 2005).

Charles Plumier, em 1690, descreveu seis espécies de Begonia, cujo nome
foi dado em homenagem a Michel Begon, governador das Antilhas francesas, e foi
oficialmente reconhecido por Tournefort em 1700. Linnaeus (1753) nunca tinha ob-
servado essas espécies fazendo-o achar duvidoso e reduzir seis espécies descritas

por Plumier a uma, Begonia obliqua L., a espécie tipica do género (ROSE, 2002).
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Dryander (1791), o primeiro mondgrafo do género, descreveu 21 novas es-
pécies de Begonia e mencionou outras nove espécies com a taxonomia nao defini-
da, aumentando gradualmente o niumero de registro de Begonia. STEUDEL (1840-
1841) listou 140 espécies e sinonimizou 36. Robert Brown, em 1818, afirma que “o
extenso género Begonia precisaria ter a classificacdo botanica revista no intuito
agrupar suas espécies em novo género”. Lindley, em 1846, separou trés grupos,
sendo Begonia o grupo com uma placenta em cada léculo. GAUDICHAUD-
BEAUPRED (1851) prop6s outro género ignorado por Lindley, com uma espécie da

Ilha da Reuniao.

KLOTZSCH (1854, 1855 a, b), de acordo com uma sua revisdo detalhada
classificou as espécies em 37 géneros e acatou as classificagdes de Lindley e Gau-
dichaud-Beaupred. DE CANDOLLE (1859) propds sinonimias e considerou varios
deles como secdes. Anos mais tarde publicou o Prodomus Systemis Naturalis Regni
Vegetalis com o género Begonia tendo 323 espécies divididas em 61 secdes, sendo

34 delas correspondentes aos géneros de Klotzsch.

WARBURG (1894) revisou Begoniaceae e pela primeira vez agrupou as se-
cOes de Begonia pela distribuicdo das espécies nos continentes. Considerou 58 se-
cOes, das quais, 31 das Américas e trés de geografia duvidosa; rejeitou 17 de De
Candolle e acrescentou seis novas. IRMSCHER (1925) fez uma nova revisdo, se-
guindo o trabalho de Warburg, adicionando novas espécies descritas de diversos

continentes, sendo 760 o numero de espécies relatadas.

BARKLEY (1972) classificou as espécies de Begonia baseado nas sec¢des
de De Candolle e outros autores que deram sequéncia ao estudo. BARKLEY e BA-
RANOQV (1972) atribuiram determinados tipos de espécies a uma secao de Begonia,
publicando um rol de todas as se¢des, com base em Irmscher, e designando o lecto-

tipo quando ausente

SMITH et al. (1986) publicaram o ultimo trabalho sobre Begoniaceae incluin-
do chave para todas as espécies, referéncia bibliografica do tipo com foto. Golding e
WASSHAUSEN (2002) publicaram uma segunda parte do trabalho, com errata da

primeira, sinonimizando a adigdo de novas espécies. Nao ha referéncia as secoes
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nos dois trabalhos. JA DOORENBOS et al. (1998) foi o ultimo a tratar das sec¢des da

familia, fazendo uma revisao das opinides anteriores.
2.1.Begoniaceae na flora brasileira

A primeira referéncia bibliografica a respeito dessa familia no Brasil, citada
por KOLLMANN (2012) foi a de VELLOZO (1831), na Flora Fluminensis, em que
mencionou 22 espécies, com descri¢bes sucintas e com poucas informacgfes taxo-

némicas.

DE CANDOLLE (1861), na Flora Brasiliensis descreveu as espécies brasilei-
ras conhecidas na época e dividiu-as em secdes. BRADE (1943, 1944, 1945a,
1945b, 1948, 1950, 1952, 1954, 1957a, 1958a, 1958b, 1971) descreveu diversas
espécies brasileiras e estudou as espécies do Itatiaia, no Estado do Rio de Janeiro,

descobrindo sete espécies novas, totalizando 20 identificadas.

PEREIRA (1959) estudou as espécies de Begonia na Flora da Cidade do Rio

de Janeiro com chave, descri¢cdo e ilustracédo, totalizando 21 espécies.

BRADE (1961) publica a respeito do porte das espécies de Begonia brasilei-
ras e de onde ocorrem, como uma das primeiras publicacdes sobre a ecologia do
género no pais. DUARTE (1961) publica a respeito da ecologia das espécies no Rio
fazendo consideracdes a respeito do comportamento e dispersédo de algumas espé-
cies no antigo Estado da Guanabara.

SMITH & SMITH (1971) tratou das espécies de Begonia para a Flora do Es-

tado de Santa Catarina, mencionando 35 espécies nativas e duas exoticas.

JACQUES (1996) fez o levantamento de Begoniaceae em uma reserva eco-
l6gica no Estado do Rio de Janeiro e encontrou 20 das aproximadamente 60 espé-
cies existentes. SMITH & WASSHAUSEN (1999) descobriram dez novos taxons da
familia no Brasil. SILVA E MAMEDE (2001) encontraram na Serra do Mar, Estado de
Séao Paulo, 39 espécies, sendo duas novas. JACQUES (2002) estudou a taxonomia
das espécies brasileiras de Begonia, tratando de 52 espécies, sendo duas novas.
JACQUES (2008) tratou uma nova espécie no Estado do Rio de Janeiro. FELICIA-
NO (2009) estudou 31 espécies na Flora de Minas Gerais. COUTO DOS SANTOS
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(2010) estudou o habitat das espécies de Begonia em uma reserva ecoldgica em

Cachoeiras de Macacu, Rio de Janeiro.

KOLLMANN & PEIXOTO (2014) trataram de trés espécies de Begonia no

Estado do Espirito Santo e uma na Bahia.

2.2.Descricao de Begonia reniformis

E uma planta subarbustiva, ereta, que mede até 3m de altura, glabra a pilo-
sa, com tricomas simples. Seus caules séo arredondados a sulcados, tendo uma cor
que tende a marrom, também glabros a pilosos, com entrendés medindo até 12cm de
comprimento. No que diz respeito as folhas, seus peciolos medem até 19cm de
comprimento, verdes a avermelhados, glabros a pilosos, as laminas medem entre 7
e 38 cm por 7,5 a 27cm, verdes, inteiras a lobadas, com até 8 lobos, com apice agu-
do, base subcordada, suas margens sédo dentadas ou denticuladas ou crenada, cili-
ada, com até 8 nervuras na base, também glabras a pilosas. No que diz respeito as
flores do macho, suas pétalas medem até 0,6 x 0,3cm, brancas a alvo-rosadas, con-
cavas, elipticas a oblanceoladas, com apice agudo e glabras, e as flores da fémea
medem até 6,5 x 4mm, brancas, elipticas a falcadas, com apice agudo e glabras
também. O ovério da flor fémea possui placentas inteiras. As sementes medem 0,3 x
0,15mm e sao oblongas (KOLLMANN, 2012).
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Ordem: Cucurbitales
Familia: Begoniaceae
Género: Begonia

Sinbnimos

Begonia elatior
Begonia grandis
Begonia huberi
Begonia inermis
Begonia longipes
Begonia longipes var. laticordata
Begonia palmifolia
Begonia truncata
Begonia vitifolia
Begonia vitifolia var. bahiensis

Figura 1: Espécie de Begonia reniformis adulta e sua taxonomia (Foto CSR).
2.3.A quimica e o potencial biolégico de espécies de Begonia

A quimica e potencial bioldgico de espécies de Begonia é pouca explorada
com raros estudos disponiveis na literatura. Uma investigacdo da fitoquimica de va-
rios extratos das folhas de Begonia malabarica Lam. resultou no isolamento e identi-
ficagdo dos seguintes compostos friedelina, epi-friedelinol, (-sitosterol, luteolina,

guercetina e B-sitosterol-3 - B-D-glucopirandésideo (Figura 2) (RAMESH et al., 2002).
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Epi-friedelinol B-sitosterol

OH

Luteolina Quercetina B-sitosterol-3-B-D-glucopiranosideo

Figura 2: Estruturas quimicas de metabdlitos isolados das folhas de Begonia mala-

barica Lam.

Os extratos aquoso, metandlico e cloroférmico das folhas de Begonia mala-
barica apresentaram atividade antimicrobiana contra as bactérias Aeromonas
hydrophila, Chromobacterium violaceum, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomona aeruginosa, Salmonella typhi, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus,
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, com halo de inibigdo que variaram de 12 a
18 mm, na concentragéo de 1,5 mg/mL (RAMESH et al., 2002).

Os compostos vitexina, iso-vitexina, orientina, iso-orientina e 1,3-ihidroxi-6,
7-dimetoxixantona foram isolados a partir da planta inteira de Begonia picta (Figura
3). Os compostos orientina e 0 iso-orientina mostraram potente atividade antioxidan-
te com valores de ICso 54,0 e 53,4 yM, respectivamente, quando comparado com o

controle positivo trolox que apresentou o valor de 1Cso 96.1 uM (JOSHI et al., 2015).
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Figura 3: Estruturas quimicas de metabdlitos isolados das folhas de Begonia picta

As raizes de B. picta no Nepal sdo usadas na medicina tradicional para curar
problemas de estbmago, enquanto as folhas sdo usadas como um remédio para co6-
lica e disenteria (QUAMAR et al., 2013). A espécie também ¢é usada para aliviar a
dor de cabeca, e no tratamento de conjuntivite e Ulcera péptica, sendo que as folhas
trituradas séo utilizadas como uma cataplasma para cicatrizacao de feridas de mami-
los (WATANABE et al., 2014)

Em outros estudos fitoquimicos, diferentes classes de antocianinas foram
isoladas a partir dos extratos das flores em espécies Begonia sp, enquanto diversos
esteroides e flavonoides foram isolados das espécies de B. evansiana e B. malaba-
rica (NADINE e MAURICE, 1995; ZHANGAND e CHEN, 1997; RAMESH et al.,
2002).

Apesar dos estudos limitados da quimica de espécies de Begonia, 0S pou-
cos relatos disponiveis aponta os flavonoides e esteroides como metabdlitos quimio-
taxondmico para o género (tabela 1). Em relacdo a estudos sobre a quimica de
Oleos essenciais de espécies de Begonia, para o nosso conhecimento ndo ha rela-
tos, sendo este presente trabalho o primeiro a descrever a composi¢cdo quimica do

Oleo de uma espécie de Begonia.
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Tabela 1: Metabdlitos secundarios isolados de espécies de Begonia (ZUBAIR et al.,

2016).

Compostos quimicos

Begonia nantoensis

Begonia heracliofera

Acido indole-3-carboxilico
Acido p-coumarico
Acido benzéico
Acido nicotinico
Acido Caféico
Acido 4-Hidroxibenzéico
Acido 4-Hidroxibenzaldeido
Acido 3,4-Dihidroxibenzoéico
Acido Vanilico
Vanilina
B-sitosterol
Estigmasterol
Cucurbitacina B
Cucurbitacina E
Cucurbitacina F
Cucurbitacina |
Luteina
Begonanlina
Acido eudesmico
Sitostenon
Metllparabeno
Vanilato de Metila
Acido piperonilico
Acido protocatechuico
(-)-Auranamida

S-N-(1-Hidroximetil-2-feniletil)-benzamida

1,2,4-Trihidroxibenzeno
Dihidrocucurbitacina B
Dihidrocucurbitacina E
Dihidrocucurbitacina |

Di-hidrocucurbitacina D
Di-hidrocucurbitacina F
Cucurbitacina B
Cucurbitacina D
O-B-glucopiranosil-cucurbitacina B
O-B-glucopiranosil-cucurbitacina D

Begonia malabarica

Quercetina
Luteolina
Friedelina

Epi-friedelinol

Begonia cheimantha

Gibberellina A
Gibberelina A
3-0-B-D-glucopiranosideo-B-sitosterol
Gibberellina
Gibberellina A
Gibberellina A19
Gibberellina A20

Begonia glabra

Pachipodol
Ternatina

Begonia glacophylla
Reinoutrina

Begonia sp
Pelargonidina 3-sambubiosido

Begonia spp

Cianidina 3-(2G-xilosilrutinosido)
Pelargonidina 3-(2G-xilosilrutinosido)
Cianidina 3-(6"-p-
Coumarilsambubiosido)
Cianidina 3-(6"-(2)-p-
coumarilsoforosido)

Begonia rex
Sambicianina
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Determinar o perfil quimico e atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

das folhas e caule de Begonia reniformis.

3.2. Especificos

e Obter 6leos essenciais da espécie B. reniformis por hidrodestilacao;

e Identificar os constituintes quimicos dos 6leos essenciais da espécie B. reni-
formis por analises de CG-EM,;

e Auvaliar o potencial antibacteriano dos 6leos essenciais da espécie B. renifor-
mis contra as bactérias gram-positivas (S. aureus e B. subtilis) e gram-
negativas (E. coli e P. aeruginosa);

e Avaliar o potencial antifingico dos 6leos essenciais das folhas da espécie B.
reniformis contra os fungos C. albicans e C. utilis.
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4. METODOLOGIA

4.1. Material botanico

4.1.1. Coleta e identificacdo do material botanico

As folhas da espécie B. reniformis foram coletadas em agosto de 2016 no
periodo da manha no Campus da Universidade Federal Rural de Pernambuco, loca-
lizado na cidade de Recife — PE. A identificacdo da espécie foi realizada pela cura-
dora R. Pereira do Instituto Agronémico de Pernambuco — IPA e a exsicata prepara-
da e depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima (IPA), sob o nimero 90664
(Begonia reniformis Dryander).

4.1.2. Obtencédo do 6leo essencial das folhas de B. reniformis

O oleo essencial das folhas de B. reniformis foi obtido partindo de 1,3 Kg do
material fresco triturado em &gua, em seguida o material triturado foi submetido a
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger modificado por 2 horas. Devido a diferenca
de densidade, os 6leos foram separados do hidrolato com uso de funil de separacdo
e, em seguida, extraidos com diclorometano (3x 30 mL). Os 6leos foram secos com
sulfato de sodio anidro, rotaevaporados, e armazenados a +5 °C em frascos de vi-
dros vedados O rendimento do 6leo foi calculado baseado na massa de 6leo obtida

e a massa de material vegetal utilizado na extracédo (% m/m).

4.1.3. Obtencéo do o6leo essencial do caule de B. reniformis

Foram coletados 1,8 kg de caule de B. reniformis no campus da UFRPE, no
bairro de Dois Irmaos, em Recife, no més de maio de 2017 no periodo da manha.
Para a extracdo do Oleo essencial foi necessario triturar o material botanico com

agua. Em seguida, o material triturado foi submetido a hidrodestilacédo utilizando um
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aparelho de Clevenger modificado, desligando o aparelho mais de duas horas de-
pois. Terminado o processo de hidrodestilagédo, foram utilizados volumes iguais de
diclorometano para separar as fases e comecar o processo de filtracdo. Os hidrola-
tos obtidos das extracGes foram lavados com diclorometano e filtrados trés vezes em
quantidades de 20 ml cada. Em seguida, o material foi seco com sulfato de sédio

anidro e em seguida foi rotaevaporado.

4.2. ldentificacdo dos constituintes quimicos dos Gleos essenciais de B. reni-

formis

Para a identificacdo quimica, o 6leo essencial das folhas e caules de B. reni-
formis foi analisado por dois equipamentos CG-EM (Varian 431-GC acoplado ao es-
pectrdbmetro Varian 220-MS, com injetor Varian CP-8410) com uma coluna Pheno-
menex ZB5-MS 30m x 0,25um para as folhas e PerkinElmer Clarus 580 acoplado a
um espectrometro PerkinElmer Clarus SQ8S, coluna PerkinElmer Elite 5SMS 30m x
0,25mm com injecdo manual para o caule. 1uL do 6leo das folhas na concentracéo
de 2,8mg/mL em hexano foi injetado no CG-EM em split de 1:20 e 1,4mg de dleo de
caule diluido em 1mL de hexano foi injetado no CG-EM em Split de 1:21. Posterior-
mente, injetou-se 1uL em splits da mistura de padrdes de hidrocarbonetos C9-C34.
A temperatura do CG utilizado para identificar o 6leo das folhas foi mantida em 60°C
por 3min, depois aumentada na razéo de 2,5°C/min até 240°C e mantida por 10min
nesta temperatura e o CG utilizado para o caule teve variacdo de temperatura entre
60°C e 240°C na taxa de 3°C/min. O fluxo de hélio foi mantido em presséo constante
de 100kPa. A interface do EM foi definida em 200°C e os espectros de massa foram
registrados em 70eV (em modo EI) com uma velocidade de escaneamento de
0.5scan-s e m/z 20-350. Os indices de retencao foram obtidos pela injecédo do 6leo e
de uma mistura de hidrocarbonetos lineares C7-C27 e calculados de acordo com a
equacao de (VAN DEN DOOL e KRATZ, 1963). A partir da analise dos tempos de
retencdo dos compostos presentes na amostra do 6leo essencial, dos padrdes de
hidrocarboneto e dos compostos presentes na combinacdo do 6leo essencial com a
mistura de padrbes foi calculado o indice de retencédo para cada componente do
Oleo, segundo a equacéo de Kratz (equacéo 1) (ADAMS, 2007)
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IR = 100.i (erx — trha) +100.N
~ M trhd — trha) '

Onde:

IR: indice de retencao de Kratz

i:diferenca do numero de carbonos do hidrocarboneto que elui depois da amostra
com o hidrocarboneto que elui antes

trx:tempo de retencdo do composto

trha:tempo de retencéo do hidrocarboneto que elui antes da amostra

trhd:tempo de retencdo do hidrocarboneto que elui depois da amostra

N: numero de carbonos do hidrocarboneto que elui antes da amostra

A identificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais foi realizada com base
na comparacao dos indices de retencdo seguida pela comparacdo computadorizada
do espectro de massa obtido com aqueles contidos na biblioteca de espectro de
massas do NIST do banco de dados CG-EM (ADAMS, 2007). Bem como pela com-
paracdo direta das sugestbes das massas disponiveis na biblioteca do computador
(Wiley, com 250.000 compostos), contemplando apenas as similaridades entre os

fragmentogramas.

4.3. Atividade Antimicrobiana

Para a atividade antibacteriana o padrao foi o metronidazol, tendo como sol-
vente o diclorometano (DCM), através do meio Mueller Hinton liquido. As bactérias
gram-positivas utilizadas na atividade foram Staphylococcus aureus (02) e Bacillus
subtilis (86). As gram-negativas utilizadas foram Escherichia coli (224) e Pseudomo-

nas aeruginosa (416).

O teste de concentracdo minima inibitoria (CMI) foi realizado utilizando a
técnica de microdiluicdo, em multiplacas com 96 pocos conforme o Clinicaland Labo-
ratories Standards Institute — 2010. Cada multiplaca foi padronizada conforme a figu-

rad
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1, Amostra 2.

Figura 4: llustracdo do bioensaio para determinacdo da CMI em atividade antimicro-

biana.

As multiplacas foram preparadas de acordo com o organismo a ser testado.
Nos pocos da solucao teste(Linha A, Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12), foram distribuidos
175uL de meio liquido e adicionados 25 pL da solucéo estoque (Amostra), totalizan-
do nesta primeira linha 200 pL. Nas demais linhas (B, C, D, E, F, G e H, Colunas 6,
7,8 e 10, 11, 12), colocou-se 100 pL de meio. Na coluna 2 - Solvente (S), além dos
75uL de meio, foram acrescentado 25 uL de solvente. Na coluna 3 - Microrganismos
(MI) foram distribuidos 100 pL de meio e acrescentados 10 pL dos in6culos microbi-
anos padronizados. Por final, na coluna 4 — Padréo (P) foram colocados 97,5uL de
meio e acrescentado 2,5 pL da solucéo Padréo.

Terminado a etapa anterior se iniciou 0 processo de microdiluicdo seriada,
em que foram retirados com uma micropipeta 100uL da Linha A - Colunas 6, 7, 8 e
10, 11, 12, e depositados na Linha B (Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12), sendo mistura-
dos e retirados 100uL desta linha, seguindo este processo sucessivamente até a
Linha H, obtendo-se concentracbes decrescentes que variam de 2500 até
19.5ug/uL. Apés a diluicdo das amostras, adicionou-se 10pL dos indculos microbia-

nos padronizados, exceto nos poc¢os da Coluna 1 - Meio (M), Coluna 2 - Solvente (S)
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e Coluna 4 — Padrédo (P). As microplacas serdo cultivadas em estufas distintas: a
37°C por 18 a 24 horas para as bactérias.

Apos o periodo de cultivo, as microplacas foram reveladas com uma solucéo
indicadora de Resazurina soédica, em agua destilada estéril, na concentracdo de
0,01% (p,V), do qual 10pL foram adicionados em cada po¢o das microplacas nos
testes antimicrobianos. No decorrer de 2 (duas) horas foram incubadas ao abrigo da
luz para que ocorra a mudanca de coloracédo nos pocos. O teste de CMI define como
a menor concentracdo de um produto testado € capaz de inibir o crescimento de mi-

crorganismos, evidenciado pela cor azul inalterada.

4.3.1. Atividade fungicida

Para a atividade fungicida o padrdo utilizado foi o fluconazol, tendo como
solvente o DCM através do meio Sabourand liquido. Os fungos utilizados para esta
atividade foram Candida albicans (1007) e Candida utilis (1009). O mesmo procedi-
mento para o teste de CMI realizado para as bactérias foi feito para estes fungos,

mas as multiplacas com os fungos foram cultivadas a 30°C por 48 a 72 horas.

Para os fungos, além da revelacdo das microplacas, também foi utilizado o
método de turbidez para a determinagdo do crescimento ou inibicdo das linhagens

fungicas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Oleo essencial das folhas de B. reniformis

De 1,3 kg de folhas de B. reniformis foram obtidos 410 mg de Gleo essencial
com um rendimento de 0,03%, baseado na massa das folhas frescas. O perfil quimi-
co do Oleo essencial das folhas de B. reniformis obtido por CG-EM apresentou dois

picos majoritarios em 22,2 e 28,1 min com concentragdes relativas de 15,7 e 21,0 %,

respectivamente (Figura 5).
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Figura 5: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de B. reniformis via CG-EM.

Os picos majoritarios em TR 22,2 e 28,1min foram identificados como sendo
0s sesquiterpenos silphiperfol-4,7(14)-dieno e B-vestipireno, respectivamente. No
total foram identificados 21 compostos, representando 84,8% do 6leo analisado (ta-
bela 2), como os compostos cis-cadina-1(6),4-dieno (7,1%), ishwarano (3,9%), guaiol
(8,0%), cis-muurola-3,5-dieno (3,5%), trans-muurola-3,5-dieno (3,7%), dauca-5,8-

dieno (4,3%) e B-atlantol (2,9%) (Figura 6).

Para 0 nosso conhecimento, ndo ha relatos sobre o 6leo essencial de espé-
cies da familia Begoniaceae que inclui os géneros Begonia e Hillebrandia. O princi-
pal composto de 6leo essencial a partir de folhas de B. reniformis, o sesquiterpeno
B-vetispireno foi previamente relatado nos 0leos essenciais das raizes de Vetiveria

zizanioides (Poaceae) (CHAMPAGNAT et al., 2006) e sua ocorréncia em outras es-
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pécies de plantas é rara. O segundo maior composto de 6Oleo foi relatado em cerca

de quinze espécies de plantas, como Remirea maritima (Cyperaceae), Piper amala-

go (Piperaceae), Artemisia vulgaris (Asteraceae), Clinopodium vulgare (Labiatae) e
Lomatium rigidum (Apiaceae) (MOTA et al. , 2013; RABELO et al., 2014; SUJATHA
et al., 2013; MORTEZA-SEMNANI et al., 2009; BEAUCHAMP et al., 2004).

Tabela 2: Composicdo quimica do 6leo essencial obtido das folhas de B. reniformis

Compostos? T (min) IR" IR® % Relativa
1. Silfiperfol-4,7(14) -dieno 22,2 1354 1360 15,7
2. Ciclosativeno 22,5 1361 1369 15
3. Isobazaneno 25,6 1432 1436 1,0
4. cis-Muurola-3,5-dieno 26,3 1448 1450 3,5
5. trans-Muurola-3,5-dieno 26,5 1454 1453 3,7
6. cis-Cadina-1(6),4-dieno 26,5 1454 1463 7,1
7. Ishwarano 26,8 1460 1466 3,9
8. cis-Muurola-4(14),5-dieno 27,0 1465 1466 1,0
9. Dauca-5,8-dieno 27,2 1471 1472 4,3
10.trans-cadina-1(6),4-dieno 27,8 1484 1476 2,0
11.8 -Vestipireno 28,1 1490 1493 21,0
12.Muurola-4(14),5-dieno 28,2 1493 1493 1,2
13.Epizonareno 28,6 1502 1501 1,0
14. Acetato de vanilina 28,9 1510 1525 1,8
15. Raspberricetona 30,5 1549 1547 1,3
16.8 -Copaen-4-a-ol 31,7 1578 1590 1,1
17.Guaiol 32,0 1587 1600 8,0
18. Carotol 32,2 1593 1594 1,2
19.3- Atlantol 32,8 1608 1608 2,9
20. 1,10-di-epi-cubenol 32,9 1611 1619 1,0
21.cis-cadin-4-en-7-ol 33,8 1634 1636 0,6

total 84,8 %

aConstituintes listados em ordem de eluicdo numa coluna apolar DB-5; Pindices de retencéo
calculados através dos tempos de retencdo em relagdo aos da série de n-alcanos (Co-Cio),
em uma coluna Phenomenex ZB5-MS 30 m x 0,25 p; © Valores de referéncias do Adams

(2007).
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Figura 6: Estruturas quimicas dos principais constituintes identificados no 6leo es-

sencial obtido das folhas de B. reniformis

5.2.0leo essencial dos caules de B. reniformis

O dleo essencial dos caules B. reniformis foi obtido por hidrodestilacdo com
rendimento de 0,01 %, sendo utilizados 1,8 Kg de material fresco para extracdo. O
Oleo foi analisado por CG-EM e seu perfil quimico apresentou picos majoritarios
com tempos de reten¢des em 21,1, 28,6, 32,7, e 34,0 min, que foram identificados
com sendo os constituintes cis-cadinal(6),4-dieno (11,8 %), J-amorfeno (8,3 %),
junenol (8,6 %) e cubenol (14,4 %), respectivamente (Figura 7). Apenas, 0S sequi-
terpenos cis-Muurola-3,5-dieno e cis-Cadinal(6),4-dieno foram identificados nos

6leos essenciais das folhas e dos caules.
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Figura 7: Cromatograma do 6leo essencial dos caules de B. reniformis via CG-EM.

No total foram identificados dezessete compostos que corresponderam a
97,2 % da composicao do 6leo, sendo todos sesquiterpenos, exceto o mefranal que

corresponde a um aldeido aromético (Tabela 3 e Figura 8).
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Tabela 3: Composicdo quimica do 6leo essencial obtido dos caules de B. reniformis

Compostos? T (min) IRP IR® 9% Relativa
1. &-elemeno 21,0 1325 1335 5,0
2. a-llangeno 22,7 1364 1375 7,7
3. B-Longipineno 24,5 1405 1400 0,7
4. Mefranal 26,0 1440 1425 1,7
5. cis-Muurola-3,5-dieno 26,8 1458 1448 6,3
6. cis-Cadinal(6),4-dieno 27,1 1466 1461 11,8
7. a-Muuroleno 27,8 1483 1500 4.7
8. trans-Muurola-4(14),5-dieno 28,3 1496 1493 4,4
9. 6-Amorfeno 28,6 1502 1511 8,3
10.(E)-iso-y-bisaboleno 30,1 1540 1529 0,6
11.epi-Longipinanol 31,1 1565 1563 5,9
12.Dimetil-ionona 31,4 1572 1565 2,0
13.Junenol 32,7 1602 1618 8,6
14.Muurola-4,10(14)-dien-1-p-ol 33,5 1623 1630 6,6
15.a-Muurolol 33,6 1638 1644 6,3
16.Cubenol 34,0 1637 1645 14,4
17.3-Tujopsanona 34,6 1652 1654 2,2

Total 97,2 %

aConstituintes listados em ordem de eluicdo numa coluna apolar DB-5; Pindices de

retencdo calculados através dos tempos de retencao em relagdo aos da série de n-

alcanos (Coe-C19), em uma coluna Phenomenex ZB5-MS 30 m x 0,25 y; ¢ Valores de

referéncias do Adams (2007).
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Figura 8: Estruturas quimicas dos principais constituintes identificados no dleo es-

sencial obtido dos caules de B. reniformis

5.3.Atividade antimicrobiana

Na tabela 4 estdo apresentados os valores das concentra¢cdes minimas inibi-
torias (CMI) do 6leo essencial das folhas de B. reniformis para bactérias e fungos.

Para a atividade bacteriana com as espécies S. aureus (02) e E. coli (224)
os resultados comprovaram que a concentracdo minima inibitoéria (CMI) foi maior do
que 2500 ug/mL, sendo o dleo ativo frente as bactérias P. aeruginosa e B. subtilis
com CMI de 625 ug/mL para ambas as bactérias. Para os fungos a CMI foi maior do
que 2500 pg/mL. As CMIs maiores do que 2500 ug/mL ndo sdo satisfatérias pelo
fato de o Oleo ndo inibir o crescimento das bactérias e dos fungos cultivados nessa

concentracao.
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Tabela 4: Valores das CMIs do 6leo essencial das folhas de B. reniformis para bac-

térias e fungos

Bactérias

Gram-positivas

Staphylococcus aureus (02) >2500pg/mL
Bacillus subtilis (86) 625ug/mL
Gram-negativas
Escherichia coli (224) >2500pg/mL
Pseudomonas aeruginosa (416) 625ug/mL
Fungos
Candida albicans (1007) >2500pg/mL

Candida utilis (1009) >2500pg/mL
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6. CONCLUSAO

O primeiro estudo sobre a composi¢cao quimica do Oleo essencial para uma
espécie de Begonia mostrou que os Oleos essenciais das folhas e caules de B. reni-
formis séo constituidos basicamente de sesquiterpenos. No 6leo das folhas, vinte e
um compostos foram identificados, sendo que os sesquiterpenos silfiperfol-4,7 (14)
dienos e B-vetispireno foram os majoritarios, enquanto, que no 6leo dos caules fo-
ram identificados dezessete compostos, sendo 0s constituintes cis-cadinal(6),4-

dieno, ds-amorfeno, junenol e cubenol.

O dleo essencial das folhas foi ativo contra bactérias B. subtilis e P. aerugi-
nosa com concentragdes minimas inibitérias de 625 ug / mL para cada uma das du-

as bactérias.
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