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RESUMO GERAL

Atualmente, as propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais tém
sido consideradas uma ferramenta de vérias aplica¢des, incluindo preservacdo de
alimentos e producdo de farmacos alternativos. A busca por produtos naturais
com propriedades antimicrobianas tem se tornado crescente, em decorréncia de
0s antimicrobianos sintéticos apresentarem toxicidade ao consumidor. Neste
estudo, objetivou-se caracterizar quimicamente e avaliar as atividades
antibacteriana, antifungica, antiocratoxigénica e hemolitica do 6leo essencial de
Lychnophora pinaster Mart. A extracdo do 0Oleo essencial foi realizada pelo
método de hidrodestilacdo, utilizando o aparelho de Clevenger modificado com
duracéo de 2 horas, sendo, posteriormente, caracterizado quimicamente por CG-
DIC e CG/EM. A avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada pela técnica
de difusdo em cavidade em &gar, utilizando os micro-organismos Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Salmonella Cholerasuis, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. A avaliagdo do efeito inibitorio do 6leo essencial em
fungos filamentosos foi testada sobre as espécies Aspergillus niger, Aspergillus
flavus e Aspergillus carbonarius. A atividade antiocratoxigénica do oOleo
essencial de Lychnophora pinaster Mart. foi avaliada por meio da inibi¢do da
producdo de OTA pelo fungo Aspergillus carbonarius em meio de cultura
adicionado de diferentes concentracfes do 6leo essencial. A avaliacdo da
atividade hemolitica (hematdcrito 0,20%) foi determinada medindo-se a
concentragdo de hemoglobina presente no sangue submetido a diferentes
concentracdes do Oleo essencial. Adicionalmente ao teste hemolitico, foram
realizadas varreduras nos comprimentos de onda de 500 a 700 nm, para avaliar
se houve oxidagdo da hemoglobina. Os compostos majoritarios encontrados no
6leo essencial de L. pinaster Mart. foram o trans-cinamato de metila (62,1%),
trans-cariofileno (21,1%) e a-humuleno (6,2%). A atividade antibacteriana do
Oleo essencial foi observada apenas para a bactéria Salmonella Cholerasuis. A
atividade antifingica do 6leo essencial foi observada para todos os fungos
testados. A atividade antiocratoxigénica do 6leo essencial sobre a espécie A.
carbonarius foi evidenciada, visto que o 6leo essencial ocasionou a diminuigdo
da producéo de OTA em todas as concentragdes testadas. O 6leo essencial de L.
pinaster Mart. ndo apresentou efeito hemolitico sobre os eritrécitos em baixas
concentragdes (até 20 uL mL™). O efeito hemolitico elevou-se nas concentracdes
acima de 10 pL mL™. Os 6leos essenciais ndo apresentaram efeito oxidante em
hemoglobina isolada em nenhuma das concentragdes utilizadas.

Palavras-chave: Oleo essencial. Arnica. Atividades microbioldgicas. Atividade
antiocratoxigénica.



ABSTRACT

Currently, the antimicrobial properties of essential oils have been
considered a tool for various applications including food preservation and
production of alternative drugs. The search for natural products with
antimicrobial properties has become increasing as a result of synthetic
antimicrobials present toxicity to the consumer. The objectives of this study
were chemically characterize and evaluate the antibacterial, antifungal,
hemolytic and antiocratoxigénica essential oil Lychnophora pinaster Mart. The
essential oil extraction was performed by hydrodistillation using Clevenger
apparatus modified duration of 2 hours, and subsequently chemically
characterized by GC-FID and GC / MS. Evaluation of antibacterial activity was
carried out using the technique cavity agar diffusion, using micro-organisms
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella  Cholerasuis,
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. The evaluation of
inhibitory effect of essential oil was tested in filamentous fungi of the species
Aspergillus niger, Aspergillus carbonarius and Aspergillus flavus. The activity
of the essential oil antiocratoxigénica Lychnophora pinaster Mart. was evaluated
by inhibition of the fungus Aspergillus carbonarius OTA in culture medium
supplemented with different concentrations of the essential oil. The evaluation
of the hemolytic activity (2,0% hematocrit) was determined by measuring the
hemoglobin concentration in the blood subjected to different concentrations of
the essential oil. In addition to the hemolytic test scans were performed at a
wavelength of 500 to 700 nm to assess whether there was hemoglobin oxidation.
The major compounds found in the essential oil of L. pinaster Mart. were trans-
methyl cinnamate (62.1%), trans-caryophyllene (21.1%) and o-humulene
(6.2%). The antibacterial activity of the essential oil was observed only for the
bacterium Salmonella Cholerasuis. The antifungal activity of the essential oil
was observed for all fungi tested. Antiocratoxigénica activity of the essential oil
on the species A. carbonarius was evident, given that the essential oil led to
decreased production of OTA at all concentrations tested. The essential oil of L.
pinaster Mart. had no effect on the hemolytic heritrécitos in low concentrations
(up to 20 L mL™). The hemolytic effect increased concentrations above 10 pL
mL™. The essential oils showed no oxidative effect in isolated hemoglobin in
any of the concentrations used.

Keywords: Essential oil. Arnica. Microbiological activities. Activity
antiocratoxigénica.
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1 INTRODUCAO

Atualmente a preocupacdo com a qualidade dos alimentos ndo estd mais
voltada apenas ao valor nutricional e as caracteristicas sensoriais, mas
principalmente a possiveis contaminacdes microbioldgicas. A contaminagdo
microbioldgica, ocasionada por bactérias patogénicas, parasitas, virus e fungos
toxigénicos, é classificada como o principal problema para a salde publica.
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A contaminagdo microbiologica dos alimentos pode promover alteracdes
nos produtos, acarretando caracteristicas sensoriais inadequadas, tais como
odores desagradaveis e alteracBes na cor e textura. Entre os varios problemas
ocasionados pela contaminacdo microbioldgica dos alimentos, destaca-se a
contaminacdo por micro-organismos toxigénicos, tendo em vista que a
exposi¢do humana a micotoxinas pelo consumo de alimento contaminado pode
levar a diversas patologias e, em casos mais graves, até a morte.

Varios sdo 0s meios de combate aos agentes microbianos, destacando-se
a eficiente acdo de aditivos quimicos; porém, sabe-se que 0 uso constante desses
produtos podem proporcionar uma resisténcia ao micro-organismo, tornando
mais dificil sua eliminacdo, além de apresentarem-se, na maioria das vezes,
como agentes toxicos, tendo seu uso restringido pela prépria legislacdo. Por essa
razdo, tem se tornado cada vez maior o interesse por novos produtos que
possuam propriedades antimicrobianas.

Os 6leos essenciais, misturas complexas de metabdlitos secundarios de
origem quimica diversa, tém despertado o interesse nas industrias alimenticias,
por apresentarem importantes atividades biologicas, tornando o estudo do efeito
inibitério desses 6leos em micro-organismos uma alternativa para a reducéo do
uso de aditivos quimicos em alimentos. Varios estudos demonstram o potencial

efeito de Oleos essenciais como agentes antimicrobianos.
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Ha uma diversidade de plantas utilizadas na medicina popular,
produtoras de OGleos essenciais, porém, muitas dessas espécies Sd0 pouco
estudadas, sendo necessarias pesquisas que viabilizem o uso dessas plantas, e
gue nos assegure quanto a sua toxicidade. A espécie Lychnophora pinaster
Mart., destaca-se pelas suas propriedades antiinflamatoria, anestésica e
cicatrizante, apresentando um potencial uso farmacoldgico.

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho caracterizar 0s
constituintes quimicos do 6leo essencial da espécie Lychnophora pinaster Mart.,
avaliar as potencialidades biolégicas como, bactericida, fungicida e
ocratoxigénica, e avaliar a atividade hemolitica e o perfil de oxidacdo da

hemoglobina.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Oleos essenciais

Conforme a International Standard Organization (ISO), descrito por
SIMOES et al. (2007), os 6leos essenciais sd0 produtos dos metabolismos
secundarios das plantas definidos como misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Sdo definidos como “um
produto obtido por destilagdo em &gua ou vapor ou por expressdo de pericarpos
de frutos citricos (Rutaceae)”.

Apresentam como caracteristicas volatilidade, instabilidade na presenca
de luz, oxigénio, substancias oxidantes, redutoras, meios com pH extremos, ou
meios com tracos de metais que podem catalisar reacGes de decomposigéo e
transformacdo, uma vez que dada a sua complexa composicao, apresentam alta
probabilidade de sofrer modificagfes fisico-quimicas devido as reacdes entre
seus proprios constituintes ou entre eles e 0 meio (BANDONI; CZEPAK, 2008).

Os Oleos essenciais sdo produzidos e armazenados pelas plantas em
estruturas especializadas, como idioblastos, cavidades, canais e tricomas
glandulares. As plantas podem produzir 6leos essenciais em varias regides em
quantidades e composicOes diferentes. Entre as partes das plantas nas quais se
podem encontrar 6leos essenciais, citam-se as pétalas, cascas, rizomas, raizes,
folhas, galhos, pequenos frutos, cascas e lenho (SIMOES, 2007).

Em processos de extracdo do 6leo essencial de plantas frescas ou secas,
o material vegetal é contactado com vapor (destilagdo a vapor) ou &gua em
ebulicdo (hidrodestilagdo), resultando na ruptura dos tricomas glandulares e,
consequentemente, na liberacdo das substancias volateis nele contidas, ou ainda,

terminada a fase de secrecdo, as células glandulares sofrem, de um modo geral,
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degenerescéncia celular, o que leva ao colapso da cabeca glandular do tricoma e
a perda de sua funcionalidade (ASCENSAO, 2007).

A ocorréncia de 6leos essenciais em angiospermas monocotiledoneas e
gimnospermas € relativamente rara, ao passo que plantas ricas em 6éleos
essenciais sdo abundantes em angiospermas dicotiledneas, tais como nas
familias  Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae,
Myristicaceae, Piperaceae e Rutaceae, entre outras (SIMOES et al., 2007).

De acordo com Simdes et al. (2007), diversas funcdes bioldgicas da
planta sdo atribuidas aos 6leos volateis, como a atragdo de polinizadores, defesa
contra o ataque de predadores, protecdo contra perda de &gua e aumento de
temperatura e a inibi¢do de germinacao.

A constituicdo dos &leos essenciais varia desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres,
oOxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas e compostos com enxofre.
Na mistura, tais compostos estdo presentes em diferentes concentraces,
normalmente variando de acordo com as caracteristicas de cada planta (SIMOES
et al., 2007).

A composicdo dos Oleos essenciais se transforma constantemente,
mudando as propor¢Ges de seus constituintes ou transformando-se uns
constituintes em outros, segundo a parte da planta, 0 momento do seu
desenvolvimento ou 0 momento do dia, podendo também ser determinada
geneticamente, variando de acordo com a origem boténica, o quimiotipo, fatores
da natureza e o procedimento de cultivo das plantas e de obtencdo. Ela varia
conforme a origem geografica, secagem, época de colheita, tipo de adubacéo,
mas 0s principais constituintes responsaveis pelo aroma parecem permanecer
constantes (GOBBO-NETO; LOPES; PEPORINE, 2007).
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2.1.1 Origem metabdlica dos 6leos essenciais

A fotossintese realizada pelos vegetais é responsavel pela manutengédo
de quase toda a vida existente no planeta. As substancias produzidas neste
processo sdo as precursoras primarias para todos os blocos constituintes do
corpo da planta e todos os organismos heterotroficos. Esses blocos estruturais
sdo representados por quatro grupos de macromoléculas essenciais e presentes
em todos os seres vivos, as proteinas, lipideos, acidos nucleicos e carboidratos.
O conjunto de processos bioquimicos que produzem e degradam essas
macromoléculas é conhecido como metabolismo priméario e essas substancias,
denominadas metabélitos priméarios (SIMOES, 2007).

Os metabdlitos secundarios, originados do metabolismo secundario, sdo
substancias de baixo peso molecular, geralmente produzidas em pequenas
quantidades, que possuem caracteristicas quimicas muito variadas e, as vezes,
bem complexas, sendo responsaveis por fungfes nem sempre bem definidas,
mas nem por isso menos importante (DEWICK, 2009).

Por ndo ser necessario para todas as plantas, 0 metabolismo secundario
origina compostos que nao possuem uma distribuicdo universal; por isso, esses
compostos podem ser utilizados em estudos taxonémicos. Apesar de nem
sempre ser necessario para que uma planta complete seu ciclo de vida, o
metabolismo secundario desempenha um papel importante na interacdo das
plantas com o meio ambiente. Uma das principais fungdes dos compostos
gerados sdo 0s mecanismos de defesa das plantas. Assim, produtos secundarios
agem como defesa contra herbivoros, ataque de patdgenos, competi¢do entre
plantas e atracdo de organismos benéficos, como polinizadores, dispersores de
semente e micro-organismos simbiontes. Possuem também acdo protetora em

relacdo a mudangas de temperatura, contetdo de &gua, niveis de luz, exposicao
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aos raios ultravioleta (UV) e deficiéncia de nutrientes minerais (SIMOES et al.,

2007).

Os metabdlitos secundarios dividem-se em trés grandes grupos, 0S

terpenos, os compostos fenodlicos e os compostos nitrogenados; porém, todos

eles originam-se do metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais: o

chiguimato e o acetato, conforme demonstrado na Figura 1.
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2.1.1.1 Biossintese dos terpenos

Os constituintes dos dleos essenciais, compostos terpenoides ou
fenilpropanoides, sdo formados pela via do acetato ou pela via do chiquimato.
Partindo-se do acetato, pode-se observar duas rotas metabolicas, a do

mevalonato e a do 1-desoxi-D-Xilulose-5-fosfato (Figura 2).
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Figura 2 Mecanismo de formacdo das unidades isoprénica ativas, dimetilalil
difosfato (DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP) pela via do
mevalonato

Fonte: Adaptada de Dewick (2009)
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Pela primeira rota, trés moléculas de acetil CoA sdo ligadas, a partir de
uma série de etapas, para formar o acido mevalbnico. Esse importante
intermediario de seis carbonos é, entdo, pirofosforilado, descarboxilado e
desidratado para produzir o isopentenil difosfato (IPP), que € a unidade bésica
na formacéo dos terpenos (SIMOES et al., 2007).

O IPP também pode ser formado a partir de intermediario da glicose ou
do ciclo de reducéo fotossintética do carbono (Ciclo de Krebs), por meio de um
conjunto de reacdes denominado de rota do metileritritol fosfato (MEP), que
ocorre nos clorosplastos e outros plastideos. O gliceraldeido-3-fosfato e dois
atomos de carbono derivados do piruvato se combinam para formar um
intermediério, que é convertido em IPP (SIMOES et al., 2007) (Figura 3).
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O isopentenil difosfato e seu isdbmero, o dimetilalil difosfato (DMAPP),
sdo as unidades pentacarbonadas ativas na biossintese dos terpenos, que se unem
para formar moléculas maiores. Inicialmente, o IPP e o0 DMAPP reagem e
formam o geranil difosfato (GPP), uma molécula de 10 carbonos, a partir da
qual sdo formados os monoterpenos. O GPP pode, entdo, ligar-se a outra
molécula de IPP, formando um composto de 15 carbonos, o farnesil difosfato
(FPP), precursor da maioria dos sesquiterpenos. A adi¢cdo de outra molécula de
IPP forma o geranilgeranil difosfato (GGPP), composto de 20 carbonos,
precursor dos diterpenos. Finalmente, FPP e GGPP podem dimerizar para
formar triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40), respectivamente (Figura 4)
(SIMOES et al., 2007).
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No geral, os terpenoides sdo 0s constituintes predominantes dos 6leos
essenciais das plantas, mas muitos dos Oleos essenciais também podem
apresentar em sua estrutura derivados dos fenilpropanoides (SIMOES et al.,
2007).
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Os terpenos sdo compostos que ocorrem em todas as plantas e
compreendem uma classe de metabolitos secundarios com uma grande variedade
estrutural. Eles apresentam fungGes variadas nos vegetais, atuando na atracéo de
polinizadores, funcdes protetoras contra fungos e bactérias e ddo origem aos
horménios de crescimento vegetal. Muitos tém fungdes de protecdo contra
herbivoros, alguns sdo antimitéticos, e outros atuam na germinacgdo das sementes
e na inibicdo do crescimento da raiz (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).
Constituem um largo grupo de metabdlitos naturais, sendo conhecidos mais de
36.000 diferentes terpenoides, cuja grande diversidade se deve a variabilidade
das suas estruturas e dos grupos funcionais. O termo “terpeno” deriva do nome
da resina terebintina ou aguarras, de onde foram isolados pela primeira vez essas
substancias (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000; LUCKER, 2002).

2.1.1.2 Biossintese dos fenilpropanoides

Os fenilpropanoides sdo substancias naturais amplamente distribuidas
nos vegetais e constituidas por um anel aroméatico unido a uma cadeia de trés
carbonos e derivadas biossinteticamente do acido chiquimico, como mostra a
Figura 5. O acido chiquimico é formado pelo metabolismo da glicose, a partir do
fosfoenolpiruvato e da eritrose-4-fostato. Mediante a juncdo do &cido chiquimico
e de uma molécula de fosfoenolpiruvato, ocorre a formagdo do &cido corismico
(PERES, 2004).
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A partir do 4cido cindmico ou do acido p-cumarico, sdo formados
compostos fendlicos simples denominados fenilpropanoides, conforme mostra a
figura 4. Esses compostos costumam ser volateis, sendo considerados,
juntamente com 0s monoterpenos, 0s constituintes dos 6leos essenciais (PERES,
2004).

2.1.2 Propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais

Atualmente, as propriedades antimicrobianas dos dleos essenciais tém

sido consideradas uma ferramenta em varias aplicagdes, incluindo preservacdo
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de alimentos e producdo de farmacos alternativos. Esse aspecto assume uma
relevancia particular devido ao aumento da resisténcia de algumas bactérias aos
antibidticos mais comuns e aos agentes microbianos utilizados na preservacao de
alimentos (CANSIAN et al., 2010).

Os Oleos essenciais presentes em diversas plantas servem como uma
fonte alternativa de agentes antimicrobianos contra patdgenos causadores de
doencas alimentares ou deteriorantes de alimentos, sendo esses causadores de
diversos prejuizos para as inddstrias alimenticias. Recentemente, é crescente o
interesse de alguns consumidores, por produtos naturais, em decorréncia de 0s
antimicrobianos  sintéticos  apresentarem  toxicidade ao  consumidor
(KOTZEKIDOU; GIANNAKIDIS; BOULMATIS, 2007).

A eficdcia na inibicdo do desenvolvimento de bactérias de Gram
negativo e de Gram positivo, de leveduras e fungos filamentosos, mesmo de
estirpes usualmente resistentes aos antibiéticos convencionais, tem motivado o
interesse para a avaliacdo e caracterizacdo da atividade antibacteriana de 6leos
essenciais sobre diversos micro-organismos (CAVALEIRO et al., 2006).

A atividade antimicrobiana estad, em geral, associada a presenca de
compostos oxigenados com reduzido volume molecular, sendo capazes de
estabelecer ligacGes de hidrogénio e que tem hidrossolubilidade razoavel. Sdo
exemplos o timol, o carvacrol, o eugenol, o linalol, o geraniol, o aldeido
cindmico, o neral ou o geranial. O modo de acdo que provoca a inibicdo de
micro-organismos por 6leos essenciais e seus constituintes quimicos envolve
diferentes mecanismos, dependendo dos componentes majoritarios do Oleo
essencial. A acdo desses compostos sobre 0s micro-organismos esta relacionada
a hidrofobicidade, que permite quebrar os lipideos da membrana celular e da
mitocondria, alterando as estruturas e tornando-as mais permedveis, acarretando

no vazamento de ions e outros conteldos celulares, além da inativacdo das
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enzimas extracelulares e diminuicdo de ATP intracelular (CARSON; MEE;
RILEY, 2002; BURT, 2004).

Entretanto, além de se conhecer a acdo dos componentes majoritarios
dos 6leos essenciais isoladamente, deve-se considerar a acao sinergistica das
moléculas que os compbem, pois é possivel que a atividade atribuida aos
componentes majoritarios seja modulada pelos minoritarios presentes no 6leo,
gue atuam na penetracdo, na distribuicao celular e na fixacéo deles nas paredes e
membranas (LIOLIOS et al., 2009).

A investigacdo sobre a atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais
tem se tornado crescente nos ultimos anos. Muitos estudos in vitro vém sendo
realizados e relatam a eficacia dos 6leos essenciais sobre micro-organismos.
Andrade et al. (2012), ao testarem o efeito dos dleos essenciais de citronela
(Cymbopogon nardus), canela (Cinnamomum zeylanicum) e gengibre (Zingiber
officinale) sobre as bactérias Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Salmonella Cholerasuis e Pseudomonas aeruginosa,
constataram que os 6leos essenciais apresentaram atividade antibacteriana tanto
para bactérias Gram-negativas como para bactérias Gram-positivas, sendo o 6leo
essencial de C. zeylanicum o mais eficiente, apresentando como componentes
majortitarios o (E)- cinamaldeido, acetato de (E)-cinamila e 1,8-cineol.

Lima et al. (2012) avaliaram os 0leos essenciais de Myristica fragrans e
Salvia microphylla, contra as bactérias Gram-negativas (Aeromonas hydrophila,
E. coli, P. aeruginosa e S. choleraesuis) e Gram-positivas (S. aureus, L.
monocytogenes e Listeria innocua). Os autores concluiram que os 6leos
essenciais mostraram atividade antibacteriana, inibindo o crescimento de todas
as especies de bactérias em estudo, exceto para a E. coli.

No que diz respeito & atividade antifungica, Silva e Bastos (2007)
avaliaram a agdo fungitdxica de dleos essenciais extraidos de folhas de espécies

10 espécies de Piper, coletadas na regido amazOnica, sobre o0 crescimento
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micelial e a germinagdo de basidiosporos de Crinipellis perniciosa e sobre o
crescimento micelial de Phytophthora palmivora e P. capsici. As espécies de
Piper usadas foram Piper dilatatum Rich., P. cyrtopodon (Mig.) C. DC., P.
hostmannianum (Mig.) C. DC., P. callosum Ruiz & Pav., P. tuberculatum Jacq.,
P. divaricatum G. Mey, P. nigrispicum C. DC e P. hispidum Sw. Os 6leos mais
efetivos que inibiram em 100% o crescimento dos trés fungos foram os de P.
callosum, P. marginatum var. anisatum e P. enckea, nas concentracdes de 0,75 e
1 uL mL™. Quanto & germinagéo de basididsporos de C. perniciosa, o 6leo de P.
dilatatum foi o mais eficiente a 0,4 pL mL™, seguido pelos dleos de P. callosum
e P. marginatum var. anisatum a 0,5 pL mL™.

Guimardes et al. (2011), avaliando a atividade fungitéxica do 6éleo
essencial de C. citratus e do seu constituinte majoritario citral sobre os fungos
fitopatogénicos Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides e
Rhizoctonia solani, constataram que a atividade foi exercida pelo componente
citral.

As descobertas de novos compostos com propriedades antimicrobianas,
por meio das pesquisas de fontes naturais, vém se mostrando viavel e de extrema
importancia, haja vista a comprovacdo do vasto potencial contra micro-
organismos que o0s Oleos essenciais extraidos de diversas plantas tém

demonstrado.

2.1.3 Toxicidade dos 6leos essenciais

A elucidagdo dos componentes ativos presentes nas plantas, bem como
seus mecanismos de agdo, vem sendo um dos maiores desafios para a quimica
farmacéutica, bioquimica e a farmacologia. O grande numero de trabalhos
publicados apresentando as diversas atividades bioldgicas relacionadas aos 6leos

essenciais intensifica a importancia de se verificar também se esses compostos
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apresentam algum risco para 0 organismo humano. Alguns testes de
citotoxicidade in vitro estdo sendo realizados e estes ensaios sdo essenciais para
averiguar a toxicidade dessas substancias nos seres humanos (ROGERO et al.,
2003).

Devido a natureza lipofilica dos componentes dos 0Oleos essenciais,
guando aplicados topicamente, verifica-se que sdo capazes de agir na membrana
celular das células da epiderme e da derme. Por esse mecanismo, ocorre a
penetracdo dos componentes do 6leo essencial para o interior da célula através
da membrana celular. Uma vez no citoplasma, os componentes dos 06leos
essenciais tém a capacidade de atuarem tanto no metabolismo das organelas
celulares, quanto de alcancar a corrente sanguinea dos capilares da derme
profunda, atuando, entdo, em células de O&rgdos-alvo mais distantes
(WOLFFENBUTTEL, 2010).

2.2 Contaminacao de alimentos

Nos ultimos anos, tém-se mostrado cada vez mais comum, em VArios
paises, casos de doencas veiculadas por alimentos de etiologias variadas, muitas
vezes por contaminacdo da matéria-prima ou do produto pronto para consumo
(FORSYTHE, 2010).

A contaminacdo dos alimentos pode ser classificada em trés tipos,
quimico, fisico e bioldgico. A primeira consiste na presenca de metais pesados,
pesticidas, detergentes, toxinas de plantas e de animais e antibidticos; a segunda
caracteriza-se pela presenca de particulas metélicas, fragmentos de insetos,
pedacos de vidro, poeira e outras sujidades; e a terceira é ocasionada por
bactérias patogénicas, parasitas, virus e fungos toxigénicos, sendo essa Ultima
classificada como a principal para a satde publica. (FRANCO; LANDGRAF,
2008).
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Sindromes resultantes da ingestao de alimentos contaminados por micro-
organismos séo conhecidas como Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA).
Esse termo é usado para definir uma sindrome que se caracteriza por apresentar
sintomas, como anorexia, vémitos e/ou diarreia, acompanhada ou néo de febre,
atribuida a ingestdo de alimentos ou &gua contaminados. Além desses sintomas,
ainda podem ocorrer afeccBes extraintestinais, em diferentes 6rgdos e sistemas,
como meninges, rins, figado, sistema nervoso central, terminacdes nervosas
periféricas e outros, de acordo com o agente envolvido (BUZBY; ROBERTS,
2009; BRASIL, 2010).

Dados do CDC (2009) mostram que, a cada ano, 76 milhGes de
americanos sdo acometidos por doencas veiculadas por alimentos, ocorrendo
325 mil hospitalizagdes e 5.200 mortes. Desse total, os micro-organismos foram
responsaveis por cerca de 14 milhdes de toxinfec¢des, 60 mil hospitalizacGes e
1.800 mortes.

De acordo com Forsythe (2010), a maioria dos surtos provocados por
DTA tem sido relacionada a ingestdo de alimentos com boa aparéncia, sabor e
odor normais, sem qualquer alteracdao organoléptica visivel. Isso ocorre porque a
dose infectante de patdégenos alimentares geralmente é menor que a quantidade
de micro-organismos necessaria para degradar os alimentos. Problemas como
esses dificultam a rastreabilidade dos alimentos causadores de surtos, tendo em
vista que, na maior parte dos casos, 0s consumidores afetados dificilmente
conseguem identificar os alimentos fonte da DTA. Alimentos com
caracteristicas organolépticas alteradas dificilmente causam surtos alimentares,
pois normalmente sdo rejeitados devido a sensacdo repulsiva que causam aos
consumidores. Nessas condi¢bes, a contaminacdo microbiana é elevada,

podendo ultrapassar nimeros da ordem de 10® UFC/g de alimento.
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2.3 Principais patogenos de origem alimentar

As bactérias sdo o0s principais micro-organismos envolvidos nos
processos de contaminagfes de alimentos. Elas sdo agentes importantes na
etiologia das DTA de origem microbiana, sendo responsaveis pelo maior
namero de surtos e de mortes, seja como causadoras de infec¢bes ou toxinoses
(JAY, 2005).

Dados da ANVISA (BRASIL, 2011) mostram que 0S agentes
etiol6gicos de maior ocorréncia em surtos alimentares registrados no Brasil,
entre os anos de 2000 e 2011, foram Salmonella ssp, Staphylococcus aureus,

Bacillus cereus e Escherichia coli (Figura 6).
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Figura 6 Agentes etiologicos identificados por surtos no Brasil entre os anos de
2000 e 2011
Fonte: Brasil (2011)
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2.3.1 Salmonella ssp

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e se
apresenta na forma de bacilos, medindo de 0,7-1,5 X 2,0-5um. Sdo micro-
organismos Gram negativos, ndo produtores de esporos, anaerdbios facultativos,
oxidase negativa e catalase positiva. Apresentam crescimento 6timo a 37 °C. A
maioria das cepas sao mdveis, apresentando na sua estrutura flagelos peritriquios
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Salmonella ssp é uma bactéria que causa doengas em humanos e
animais, pelo consumo e ingestdo de alimentos contaminados. As espécies desse
género atravessam a camada epitelial intestinal, alcancam a l&mina propria
(camada na qual as células epiteliais estdo ancoradas), onde proliferam. O
sorotipo predominante causador de infeccOes alimentares mudou nas Ultimas
décadas de S. agona, S. hadar e S. typhimurium para S. enteritidis, sendo a S.
enteritidis a causa predominante de salmoneloses em diversos paises (SURESH;
HATHA; SCREENIVASA, 2006).

As salmonelas podem causar um amplo espectro de doengas em
humanos, variando de febre tifoide, bacteremia, gastrenterites e infeccfes fecais.
E uma das principais causas de gastrenterites veiculadas por alimentos em todo o
mundo, e um importante problema de salde publica, tanto em paises
industrializados como naqueles em desenvolvimento (PAYMENT; RILEY,
2002).

2.3.2 Staphylococcus aureus
O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae,

apresentam-se em forma de cocos Gram-positivos, com 0,5 a 1,5 mm de

didmetro, isoladas ou agrupadas em cachos. S&o imdveis, anaerdbias
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facultativas, ndo esporuladas e suas coldnias sdo relativamente grandes, com 1 a
2 mm de didmetro. As col6nias sdo opacas, convexas, cremosas e suas cores
variam do branco a varios tons de amarelo, dependendo da espécie (JAY, 2005).

Os estafilococos sdo micro-organismos meséfilos com temperatura de
crescimento entre 7 e 47 °C e podem produzir enterotoxinas termorresistentes a
temperaturas entre 10 e 46 °C, com temperatura 6tima entre 40 e 45 °C. O pH
ideal para seu desenvolvimento varia entre 7 a 7,5 mas é possivel a
multiplicacdo em alimentos com pH variando entre 4,2 e 9,3 (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

S. aureus é o patdégeno humano mais importante entre os estafilococos.
E encontrado no ambiente externo e em narinas de 20-40% dos adultos, ao passo
que 60% dos humanos podem ser colonizados temporariamente. (FRANCO,;
LANDGRAF, 2008; BANIA et al., 2006). Devido a capacidade de produzir
infeccGes em diversos tecidos do corpo humano, esse micro-organismo esta
associado a altas taxas de mortalidade e morbidade. E capaz de adquirir
resisténcia a antibidticos e de sobreviver em diferentes condi¢cbes ambientais,
tornando um perigoso agente infeccioso no ambiente hospitalar. Considerando o
cenario epidemioldgico mundial, esse micro-organismo é considerado a terceira
causa mais relevante de DTAs. (SAGINUR; SUH, 2008).

2.3.3 Escherichia coli

Escherichia coli é o organismo facultativo predominante da microbiota
do cdlon humano. Sdo bacilos Gram-negativos com didmetrode 1,1a1,5x 2,0 a
6 um, pertencentes a familia Enterobacteriaceae, ndo esporulados, aerobicos ou
anaerobicos facultativos, capazes de fermentar a glicose, produzindo &cido e gés
(JAY, 2005).
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A 4gua contaminada com despejos de esgoto é uma das mais
importantes vias de transmissdo do agente na natureza. Por outro lado, qualquer
alimento exposto a contaminacdo fecal, seja pelo preparo, seja pelos
manipuladores infectados, pode veicular a E. coli. A infec¢do enteropatogénica
tem periodo médio de incubacdo de 36 horas e caracteriza-se por diarreia aquosa
com muco, nauseas, dores abdominais, vomitos e febre. Na forma eteroinvasora,
0 periodo de incubacéo € de apenas 11 horas e os sintoma sdo diarreia profusa e
disenteria, cdlicas, febre e mialgia. Na forma enterotoxigénica, o periodo de
incubacdo varia de 8 a 44 horas, com média de 26 horas, e 0s principais
sintomas sdo diarreia aquosa, febricola, célica, mal-estar e nauseas. Nas
infeccOes eteroemorragicas, as manifestacbes dos primeiros sintomas ocorrem,
em geral, 4 dias apés a ingestdo do alimento contaminado, e caracteriza-se por
diarreia sanguinolenta profusa, dor abdominal intensa e vomitos na auséncia de
quadro febril (GERMANO; GERMANO, 2003).

2.3.4 Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas esta amplamente difundido na agua e no solo,
compreendendo mais de 100 espécies, sendo a de maior importancia a
Pseudomonas aeruginosa, por se tratar de um patdgeno secundario e
oportunista, com grande capacidade invasiva e toxigénica, podendo causar
varias doencas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

P. aeruginosa pertence a familia Pseudomonadaceae. Trata-se de
bacilos Gram negativos, aerébios obrigatérios, moéveis por um simples flagelo
polar, ndo esporulado. S&o oxidase e catalase positiva que crescem a 37 °C e a
42 °C, possui 0 metabolismo oxidativo, tolera valores de pH relativamente altos
e é capaz de sobreviver em substratos com pequenas quantidades de nutrientes.

Esse micro-organismo permanece como um dos mais prevalentes agentes em



39

infeccBes hospitalares em todo o mundo. E capaz de crescer em ambientes
simples e causar infeccbes cronicas por biofilmes em individuos
imunocomprometidos. A importancia clinica da infec¢do por P. aeruginosa esta
baseada na dificil erradicacdo da infeccdo e continuos fracassos terapéuticos,
consequéncia direta da ampla expressdo de fatores de viruléncia, assim como
resisténcia natural e adquirida a muitos antibidticos e desinfetantes
(MASSAGUER, 2005; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

2.3.5 Listeria monocytogenes

A listeriose, doenca causada pela bactéria L. monocytogenes, € vista em
humanos como uma doenga invasiva em grupos de risco bem definidos,
afetando, principalmente, individuos imunodeprimidos, gestantes e idosos.
Manifesta-se por gastroenterites, meningites, encefalites, infecgdes transmitidas
da gestante para o feto e septicemias, resultando na morte de 25 a 30% dos casos
(GUERRA; BERNARDO, 2004; KHELEF et al., 2005).

A espécie Listeria monocytogenes apresenta-se na forma de bastonetes
curtos Gram-positivos, de 0,4 a 0,5 um de didmetro e 0,5 a 2,0 pum de
comprimento, com extremidades arredondadas que podem ou ndo apresentar
forma filamentosa. N&o produtoras de esporos, sdo mdveis (com flagelos
peritriquios), catalase positiva, oxidase negativa, halotolerantes e desprovida de
capsula (ADAMS; MOSS, 2004; JAY, 2005).

Encontra-se amplamente difundida em plantas, em alimentos, como
legumes e frutas, tanto crus como processados, queijos e leite, carnes e também
frutos do mar. Pode ser isolada do solo e fezes de humanos e de outros animais.
Crescem em temperatura de 1 a 45 °C, sendo a faixa 6tima de 30 a 37 °C,

embora existam relatos sobre o crescimento a 0 °C. Suportam repetidos
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congelamentos e descongelamentos (JAY, 2005; FRANCO; LANDGRAF,
2008; MANTILLA et al., 2007).

2.4 Contaminacao de alimentos por fungos filamentosos

Os fungos sdo micro-organismos eucaridticos largamente distribuidos no
meio ambiente, incluindo o ar, a agua e o solo. Como consequéncia, 0S
alimentos podem se tornar contaminados com uma ampla variedade de espécies
fangicas originarias de fontes ambientais e que, sob condi¢cBes favoraveis,
podem multiplicar-se nos alimentos, provocando sua deterioracdo (TANIWAK;
SILVA, 2001).

A estrutura béasica dos fungos é formada por filamentos denominados
hifas, que, em conjunto, formam o micélio. O micélio pode ter duas funcdes
distintas: promover a fixacdo do bolor no substrato (micélio vegetativo) e
promover a reproducdo, pela producdo de esporos (micélio reprodutivo). O
micélio dos fungos é responsavel pelo aspecto caracteristico das coldnias que
formam, podendo ser cotonosos, Umidos e gelatinosos (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

Os fungos apresentam uma grande versatilidade para crescer em
substratos e condigdes que outros micro-organismos ndo sao capazes de utilizar,
como o crescimento em condigdes de atividade de agua (ay,) reduzida, dentro do
limite de 0,65 até 0,99; crescimento em condic¢Ges de pH reduzido; crescimento
em uma ampla faixa de temperatura, variando de 0 °C a 40 °C; utilizagdo de
uma grande versatilidade de substrato como fontes de carbono, nitrogénio e
energia; capacidade de esporulacdo e disseminagdo em diferentes condicoes.
Esses atributos tornam os fungos potencialmente capazes de causar deterioracio
em alimentos com diferentes niveis de umidade e em condicOes climaticas que
vao desde o subartico até o tropical (MEDINA et al., 2006).
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Segundo Quillien (2002), determinados fungos s&o componentes
altamente desejados e favoraveis em certos alimentos, como na producdo de
gueijo ou no processo de fermentacdo das cervejas e vinhos, enquanto outros séo
usados na obtencédo de antibioticos valiosos, como a penicilina. Porém, em geral,
a presenca de fungos nos alimentos causam mudancas indesejaveis, tanto na
composic¢do quimica guanto na estrutura e aparéncia. Dessa forma, o alimento
passa a ser rejeitado, 0 que representa perda econdmica e/ou desperdicio de
matéria-prima. Outro problema grave associado a contaminacdo de alimentos
por fungos é que esses micro-organismos podem produzir toxinas que
representam sério risco para a salde humana e animal, podendo provocar
doencas que, em casos mais graves, levam a morte. A deteccdo e quantificagdo
de fungos sdo uma analise essencial na caracterizacdo microbiol6gica dos
alimentos, sendo a populagdo fungica um parametro importante no julgamento
das condicdes de higiene e das préaticas de controle durante a sua manufatura e
distribuigéo.

2.4.1 O género Aspergillus

O género Aspergillus pertence ao grupo dos Hyphomycetos, que se
caracteriza pela formacdo de conidiéforos, ou seja, hifas especializadas e
produtoras de conideos com formas e arquitetura variaveis. Esse género é de
particular importancia por conter muitas espécies capazes de crescer em
condi¢bes de baixa atividade de &gua, sendo entdo associados com a
deterioracdo de alimentos que sdo muito secos para serem atacados por outros
micro-organismos (MOSS, 2002).

As espécies de Aspergillus crescem rapidamente, produzindo hifas
aéreas que exibem estruturas caracteristicas de conideos: longos conidioforos

com vesiculas terminais sobre os quais as filiades produzem cadeias basipedais
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de conideos. S&o identificados de acordo com as diferencas morfoldgicas
observadas nessas estruturas, incluindo tamanho, forma, textura e cor dos
conideos (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).

Segundo Samson (2000), entre os principais géneros toxigenos, o
Aspergillus possui espécies de ocorréncia mais frequente e comum nos tropicos,
dentres as quais destacam-se Aspergillus niger, Aspergillus flavus e Aspergillus

carbonarius.

2.4.1.1 Aspergillus niger

A. niger pode ser encontrado em varios alimentos, principalmente em
alimentos secos e especiarias. Essa € uma espécie amplamente utilizada em
processos biotecnoldgicos. E considerado um fungo xerofilico, tendo descrita a
germinagdo em atividade de &gua de 0,77 a 35 °C e limite de crescimento e
temperatura variando entre 6 a 47 °C, respectivamente (JAY, 2005).

Algumas espécies destacam-se pela produgdo de micotoxinas. A
principal micotoxina relacionada a essas espécies € a ocratoxina A (OTA)
(ABARCA et al., 2004).

2.4.1.2 Aspergillus flavus

Aspergillus flavus é uma espécie de fungo que pode ser encontrado em
diversos alimentos, como nozes, temperos, sementes oleaginosas, cereais, ragdes
animais e, ocasionalmente, em frutas secas. Essa espécie é capaz de causar
doengas em culturas economicamente importantes, como milho e amendoim. E
capaz de produzir micotoxinas potentes, como as aflatoxinas B; e B, e €
considerado o segundo maior causador de aspergilose invasiva e ndo invasiva
(HEDAYATI et al., 2007).
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A atividade de &gua requerida para o crescimento do fungo é de 0,80 a >
0,99 (6timo 0,98). De acordo com a temperatura, os limites de crescimento
variam de 10 a 43 °C e a temperatura considerada 6tima é de 33 °C. Para a
producdo da aflatoxina, os valores de atividade de agua requerida sdo de 0,82 a
0,99, sendo a atividade de &gua mais favoravel de 0,95 a 0,99. No que diz

respeito a temperatura, a maior producéo ocorre entre 13 a 37 °C (JAY, 2005).

2.4.1.3 Aspergillus carbonarius

Aspergillus carbonarius (BRAIN) Thom pertence ao subgénero
Circundatti, se¢do Nigri, sendo reportado inicialmente como isolado a partir do
solo e aguas poluidas. Atualmente tem sido encontrado em alimentos de origem
vegetal, com importancia para a produgdo de OTA (ABARCA et al., 2004).

Geralmente, A. carbonarius tem um crescimento 6timo a 30-35 °C e ndo
cresce a temperaturas inferiores a 25 °C. O 6timo de atividade de &gua para o
crescimento varia de 0,93 a 0,98, dependendo da cepa, com uma maior
tolerancia a 25-30 °C (MITCHEL et al., 2004).

2.4.2 Micotoxinas

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por algumas
espécies de fungos filamentosos, que podem ser produzidas em alimentos, como
resultado do crescimento do fungo. A estrutura quimica das micotoxinas varia
consideravelmente, sendo compostos biolégicos naturais de baixo peso
molecular, normalmente toxicos, produzidos pelo metabolismo secundario de
fungos, nomeadamente e mais frequentemente pelos géneros Aspergillus,
Fusarium e Penicillum (MOSS, 2002).
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Nem todos os fungos produzem toxinas, de forma que a simples
presenca de fungos em um alimento ndo implica que toxinas tenham sido ou
venham a ser produzidas. Por outro lado, a simples auséncia de sinais visiveis de
emboloramento também ndo pode ser interpretada como auséncia de toxinas,
pois as toxinas podem permanecer em um alimento mesmo depois que o fungo
que a produziu tenha desaparecido do produto processado. Isso porque a maioria
das micotoxinas sdo termoestaveis, resistindo a determinados tratamentos
térmicos ou processos de desidratacdo que sdo suficientes para destruir o micélio
vegetativo dos fungos que as produziram (NOGUEIRA, 2009).

A ingestdo de alimentos que contém micotoxinas pode causar graves
efeitos sobre a saude animal e humana. Tais efeitos sdo conhecidos como
micotoxicoses, cuja gravidade depende da toxicidade da micotoxina, grau de
exposicao, idade e estado nutricional do individuo, e dos possiveis efeitos
sinérgicos de outros agentes quimicos aos quais estd exposto. Sua entrada no
organismo comumente se da pela via digestiva e sua absor¢do geralmente causa
reacOes sob a forma de hemorragias, ou mesmo, necroses. Muitas dessas toxinas
tém afinidade por determinado 6rgdo ou tecido, sendo o figado, os rins e o
sistema nervoso frequentemente os mais atingidos (BHATNAGAR; YU,
EHRLICH, 2002; SHEPHARD, 2008).

O efeito de uma micotoxina depende da dose e da frequéncia com que é
ingerida e pode ser agudo (letal ou ndo) ou subagudo. O efeito agudo é de
manifestacdo e percepcdo répidas, podendo levar a morte, porque causa
alteracOes irreversiveis, e é resultante da ingestdo de doses geralmente elevadas.
O efeito subagudo é o resultado de doses menores, que provocam distlrbios e

alteracdes nos 6rgdos dos humanos e dos animais (SHEPHARD, 2008).
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2.4.2.1 Ocratoxina A (OTA)

A ocratoxina A foi inicialmente descoberta em 1965 como um
metabolito de Aspergillus ochraceus durante estudos por meio dos quais
objetivavam-se descobrir novas moléculas de micotoxinas. Nem todos 0s
isolados de Aspergillus ochraceus sdo capazes de produzir OTA. Além dessa
espécie, também Aspergillus alliaceus, Aspergillus auricomus, Aspergillus
carbonarius, Aspergillus glaucus, Aspergillus meleus e Aspergillus niger, além
de Penicillium nordicum e Penicillium verrucosum sdo produtores de OTA
(BAYMAN et al., 2002; RINGOT et al., 2006).

A OTA ou 7-(L-B-fenilalanilcarbonil)-carboxil-5-cloro-8-hidroxi-3,4-
dihidro-3R-metilisocumarina é um derivado de uma dihidro-isocumarina unida
pelo carbono 7 carboxilico a uma I-B-fenilalanina, por meio de uma ligacdo
amidica (Figura 7). Sua formula quimica é C,H330¢NCI e seu peso molecular
403,82 g mol™. A OTA apresenta-se como um composto cristalino altamente
solivel em solventes organicos polares, pouco sollvel em agua e solivel em
carbonato de sédio de meio aquoso. Sua temperatura de fusdo é de 169 °C
(FURLANI; SOARES, 1999). Possui absor¢do no comprimento de onda 333 nm
(M) e emissdo no comprimento de onda entre 440-475 nm, com coeficiente de
absorcdo molar de 5440 m%mol, quando solubilizada em solucéo de tolueno-
acido acético 99:1 (v/v) (RINGOT; CHANGO, 2006; VALERO, 2008).
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Figura 7 Estrutura quimica da ocratoxina A

OTA esta associada a nefropatias em todos os animais estudados até o
momento. E no ser humano, entretanto, que essa substancia tem a mais longa
meia-vida para sua eliminagdo. Além de ser reconhecidamente nefrotoxica, a
OTA comporta-se, também, como hepatdxica, imunossupressora, teratogénica e
cancerigena. A Agéncia Internacional para Pesquisa do Céncer classificou a
OTA como um possivel cancerigeno humano (categoria 2B) (CREPPY, 2004).

Estudos realizados na Europa apontam efeitos carcinogénicos e
hepatotoxicos em animais ndo ruminantes, principalmente em aves e suinos. Nas
regides de criacdo, 0s sintomas mais aparentes sdo o de nefropatia com atrofia
tubular e fibrose intersticial nos animais. Um dos relatos mais conhecidos da
toxicidade da OTA para humanos foi a Nefropatia Endémica dos Balcas (NEB),
onde diversos casos de cancer do trato urinario foram associados a presenca da
OTA, quando comparados a outras regides onde a micotoxina ndo esta presente
com tanta frequéncia (RINGOT; CHANGO, 2006).

A OTA é facilmente absorvida pelo sistema gastrointestinal e sua
toxicidade pode variar conforme a concentracdo e o organismo. Uma vez
ingerida e absorvida pelo trato intestinal, a OTA se distribui rapidamente pelo

organismo por formar adutos com proteinas sanguineas e, posteriormente, ligar-



47

se com os tecidos. Essa ligacdo é reversivel e ocorre em sitios que podem
competir com alguns farmacos comumente utilizados. Os grupamentos
carboxilicos e fendlicos em sua estrutura quimica fazem o maior papel na
absorcdo, uma vez que a OTA age como um &cido fraco e passa através das
membranas celulares por difusdo simples (TURNER; SUBRAHMANYAMB;
PILETSKIB, 2009).

A OTA pode ser encontrada em diversos alimentos, incluindo nozes,
amendoins secos, feijdo, temperos, grdos de café e frutas secas, como também
em carne processada, cereais, sementes oleaginosas, uvas, vinho, uvas passas e
café (KAPETANAKOU, 2009). Aproximadamente 50% das amostras de arroz,
feijdo, milho e trigo analisadas no Brasil apresentaram niveis detectaveis de
OTA, além de ter sua presenca também confirmada em café torrado e moido, e
em café solivel (PRADO et al., 2000; CALDAS; SILVA; OLIVEIRA, 2002).

Em uma pesquisa realizada no Rio de Janeiro, Rosa et al. (2002)
detectaram a presenca de OTA em vinhos brasileiros. Os vinhos brasileiros
apresentaram 30% de contaminacdo em tintos, 20% em brancos e 20% em rosé.
A concentracdo de OTA foi a mais alta para os vinhos tintos (maximo de 0,0424
Hg/L), seguida de vinhos brancos (0,0354 pug/L) e de vinho rosé (0,0282 pg/L).

A avaliagdo de risco da Ocratoxina A em alimentos ocorre oficialmente
por uma junta de especialistas da Organizacdo das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentacéo (FAO) e Organizagdo Mundial da Saude (OMS), que
se retnem regularmente para as reavaliagcbes pertinentes. Desde 1970 os
contaminantes de alimentos tém sido avaliados pelos comités dos Orgaos
mundiais, entre eles 0 Codex Alimentarius. S&o as resolu¢bes tomadas a partir
desses encontros que estabelecem os niveis a serem seguidos pela comunidade
internacional para o comércio dos seus produtos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, WHO, 2008).
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Desde 2005, os paises da Comunidade Europeia estabeleceram limites
para micotoxinas em diversos produtos. As autoridades da Unido fixaram um
limite de tolerancia para a presenca de OTA em vinhos, sucos de uva,
concentrados e néctar de uvas em 2 pg/kg e 10 pg/kg para uvas passas e
sultanas, estabelecido na EC N° 123 de janeiro de 2005 (EC 123/2005)
(EUROPEAN COMMISION, 2005). Os produtos importados também devem
seguir essa legislacdo e caso ndo estejam de acordo com as normas fixadas pela
Unido, os produtos serdo bloqueados para o comércio na Europa (DUARTE;
PENA; LINO, 2010).

No Brasil, devido a varios fatores, como crescimento da area e préaticas
vitivinicolas, exigéncia de alguns paises para exportacdo, e aos varios efeitos
toxicos da Ocratoxina A a salude humana, foi aprovada em 2011 a Legislacao
Nacional (Resolu¢do RDC n° 7 de 18 de fevereiro de 2011), que fixa os Limites
Méximos Tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos, ficando
estabelecido o Limite Maximo de 2 ug/kg para suco de uva, polpa de uva, vinho

e seus derivados e 10 pg/kg para frutas secas e desidratadas (BRASIL, 2011).

2.5 Lychnophora pinaster Mart

Lychnophora pinaster Mart. (Figura 8) é uma angiosperma pertencente a
familia Asteraceae, do género Lychnophora (SEMIR, 1991). Considerada uma
planta medicinal, possui alto espectro farmacoldgico, apresentando atividades
anestésica, antimicrobiana, antirreumatica, cicatrizante e anti-inflamatoria, além
do uso em casos de contusdes, inchacos, hematomas, traumatismos e varizes
(SILVEIRA et al., 2005). Suas folhas e flores arométicas sdo bastante utilizadas
na medicina popular, sob a forma de extrato alcodlico, como anti-inflamatorio,
anestésico e cicatrizante, em ferimentos, contusées ou hematomas, em picadas

de insetos, além de pomadas para 0s mesmos sintomas (SOUZA, 2003).
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Figura 8 Aspecto geral da espécie Lychnophora pinaster Mart

Popularmente, a planta recebe nomenclatura vulgar variada, como
arnica-mineira, candeia, arnica-da-serra ou, simplesmente, arnica. Essa espécie
apresenta sinonimia boténica extensa: Vernonia trichocarpa Spreng., Piptocoma
lychnophorioides  Less., Lychnophora trichocarpa (Spreng.) Spreng.,
Lichnophora affinis Gardh., Lychnophora brunioides var. affinis (Gargh) Baker.,
Lychnophora rosmarinus Pohl. Ex Schultz-Bip, Lychnophora rosmarinus var.
eurosmarinus Schults-Bip, Lychnophora rosmarinus var. normalis Schults-Bip,
Lychnophora brunioides var. pinifolia Baker., Lychnophora pumilio Pohl. e
Lychnophora piptocoma Schults- Bip. (SEMIR, 1991).

A espécie Lychnophora pinaster Mart. € encontrada em campos
rupestres, campos sujos e campos limpos de altitudes elevadas na regido de
cerrado do Alto Rio Grande em Minas Gerais, podendo também ser encontrada
em campos de canga, como 0s existentes na Serra do Rola Mocga, na Serra
Moeda e na Serra do Curral, em Minas Gerais, e crescendo entre blocos de

rochas ou no alto de pequenos morros, como nas Serra do Cip06, Serra do Caraca
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e Serra de Lavras, na Serra da Bocaina/Morro Janela em Carrancas, na
Cachoeira da Fumaca e na Serra de Carrancas (RODRIGUES, 1988; SEMIR,
1991; HABER, 2009).

Semir (1991) descreve a espécie Lychnophora pinaster Mart. como
plantas que variam de subarbustos eretos bem ramificados a pequenos arbustos
ericoides e, raramente, a arbustos mais altos, variando entre 0,4 a 2,4 m e mais
raramente até 3,6 m. Suas folhas podem apresentar variacdes, sendo muito
imbricadas e ascendentes na parte superior dos ramos e mais patentes até pouco
reflexas abaixo, geralmente lineares, linearoblongas, rosmarinioides e ericoides.
Suas inflorescéncias sdo em formato de glomérulos simples folhosos, com folhas
esparsas entre eles, com 1,0 a 1,5 cm de comprimento e 2,0 a 3,0 cm de
diametro, em ramos folhosos com até 10,0 cm de comprimento e até 0,3 cm,
raramente 1,0 cm de didmetro. Seus capitulos sdo campanulados a cilindricos
com 3 a5 flores, com 6,5 a 8,0 cm de comprimento e 3,0 a 5,0 mm de didmetro.

Em vérios estudos, descrevem-se o isolamento e testes de atividade
farmacoldgica de varios constituintes de L. pinaster. A acdo tripanomicida de
isolados de extratos da parte aérea de Lychnophora passerina, Lychnophora
pinaster e Lychnophora trichocarpha foi observada por Oliveira et al. (1996). A
partir dos extratos de L. pinaster Mart, foi isolado o &cido licnofoico, que inibiu
50% do crescimento dos tripomastigotas de T. cruzi, na concentracdo de 12
pg/mL.

Vaérios constituintes isolados de extratos de L. pinaster foram descritos
na literatura como lactona sesquiterpénica 15-desoxigoiazenolideo, triterpenos
lupeol, misturas de a- ¢ B-amirina e friedelina, flavonoide quercetina, acido
isoclorogénico, éacido cafeico, isovitexina e vitexina (GRAEL et al., 2000;
GRAEL; ALBUQUERQUE; LOPES, 2005; TAKEARA et al, 2003;
SILVEIRA et al., 2005; FERREIRA et al., 2005).
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Grande parte dos trabalhos cientificos encontrados traz informacdes a
respeito da composicéo quimica de L. pinaster, e fazem mencéo a caracterizacéo
das substancias presentes em diferentes extratos e suas a¢des (HABER, 2008).
Apesar de ser uma espécie muito estudada, ainda h& poucos relatos na literatura

referentes as atividades bioldgicas do dleo essencial de L. pinaster.
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3 MATERIAL E METODOS

Vérios gendtipos do material vegetal foram coletados na regido
denominada Serra do Sof4, localizada no municipio de Itumirim, Minas Gerais
(Brasil), 21° 21' 28.7"S, longitude 45° 51' 30.9"W Gr. entre 919 m e 967 m de
altitude.

3.1 Obtenc&o do material vegetal

A coleta do material vegetal foi realizada em janeiro de 2012, no
periodo da manh&d em um dia ameno e sem precipitacdo. As folhas foram
selecionados de acordo com um grau de homogeneidade e quanto a sua
sanidade.

A ratificacdo taxondmica da espécie em estudo (Figura 9) foi realizada
no Herbario ESAL, Herbario do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras, Lavras - MG. Uma exsicata foi incorporada ao acervo do

referido herbario, com um nimero de registro ESAL 27125.

Figura 9 Exsicata da planta coletada — Lychnophora pinaster Mart
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3.2 Extracéo do 6leo essencial

A extracdo do 6leo essencial foi realizada no Laboratério de Quimica
Organica — Oleos Essenciais do DQI/UFLA. Inicialmente as folhas da planta
foram previamente selecionadas, limpas e separadas dos caules e das
inflorescéncias.

A extracdo do O6leo essencial foi realizada pelo método de
hidrodestilagdo, utilizando um aparelho de Clevenger modificado, acoplado a
um baldo de fundo redondo com capacidade de 5L (Figura 10). A extracéo foi
realizada em triplicata por um periodo de 2 horas. Decorrido esse tempo, o 6leo
foi separado do hidrolato por centrifugacéo, utilizando uma centrifuga de cruzeta
horizontal (Fanem Baby®I Modelo 206 BL), a 1100 x g por 15 minutos. O éleo
foi retirado com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, acondicionado em frasco de
vidro, envolto com papel-aluminio e armazenado sob refrigeragdo
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2000).

Figura 10 Processo de extracéo do dleo essencial (hidrodestilagdo)
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3.3 Determinacao da umidade e do rendimento do 6leo essencial

A determinacdo da umidade foi realizada paralelamente a extracdo do
Oleo essencial, segundo metodologia descrita por Pimentel et al. (2006). Em um
baldo de fundo redondo e boca esmerilhada acoplado com um condensador de
refluxo e um coletor de vidro tipo Dean Stark (Figura 11), foram colocados 5 g
do material vegetal imersos com 70 mL de cicloexano. Apéds 2 horas, 0 volume
de agua presente no material vegetal foi quantificado. A umidade foi calculada,

extrapolando o teor de agua para 100 g da amostra.

Figura 11 Sistema para determinacgéo da umidade
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O rendimento da extracdo do Oleo essencial foi determinado em
percentagem peso/peso (%p/p) em base livre de umidade (BLU), utilizando a
seguinte equacao:

%R = 100 x peso do bleo

{[peso da amostra — (peso da amostra X umidade)] /5}

Em que: R=rendimento do 6leo essencial (base livre de umidade)

3.4 Identificagdo e quantificacao dos constituintes dos 6leos essenciais

As andlises cromatogréaficas para identificagdo e quantificacdo dos
constituintes dos 6leos essenciais foram realizadas no Departamento de Biologia
Vegetal da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa- Portugal.

3.4.1 ldentificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais

Nas analises de Cromatografia Gas-Liquido/Espectrometria de Massas
(CGL/EM), foi utilizado um cromatdégrafo Perkin Elmer Autosystem XL,
equipado com uma coluna de silica fundida DB-1(30 m x 0,25 mm d.i.,
espessura de filme 0,25 pm; J & W Scientific Inc.) acoplado a um espectrometro
de massas Perkin Elmer Turbomass (versdo do software 4.1). A temperatura do
forno foi programada de 45 a 175 °C, aumentando 3 °C min?, e,
subsequentemente, 15 °C min™ até 300 °C. Atingidos 300 °C, a temperatura foi
mantida constante durante 10 min; temperatura da linha de transferéncia, 280 °C;
temperatura da camara de ionizagdo, 220 °C; gas de arraste, hélio, ajustado para

uma velocidade linear de 30 cm s™ e relagéo de reparticio de fluxo, 1:40.
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Os compostos foram identificados por comparagdo dos seus indices de
retengdo em relacdo aos dos n-alcanos Cg-C,s € espectros de massa, e por
comparagdo, com uma biblioteca de espectros de massa desenvolvida no
laboratério do Centro de Biotecnologia Vegetal, da Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa (MENDES, 2011).

3.4.2 Quantificacéo dos constituintes dos 6leos essenciais

Os O6leos essenciais foram analisados por Cromatografia Gas-Liquido
(CGL), num cromatdgrafo Perkin Elmer 8700 equipado com dois detectores de
ionizacdo de chama (DIC), um sistema de tratamento de dados e um injetor, no
qual foram instaladas duas colunas de polaridade diferente, com as seguintes
caracteristicas:

» DB-1 de silica fundida, de fase imobilizada em metilsilicone (30 m x 0,25 mm
d.i.,espessura de filme 0,25 um; J & W Scientific Inc.);
* DB-17HT de fase imobilizada em fenilmetilsilicone (30 m x 0,25 mm d.i.).

A temperatura do forno foi programada de 45 °C a 175 °C, aumentando
3 °C min™, e, subsequentemente, 15 °C min™ até 300 °C. Atingidos 300 °C, a
temperatura foi mantida constante durante 10 min. A temperatura do injetor e
dos detectores foram de 290 °C e 280 °C, respectivamente. Utilizou-se
hidrogénio como géas de arraste, ajustado para uma velocidade linear de 30 cm/s
e a relacdo de reparticdo de fluxo foi de 1:50.

A composicao percentual dos 6leos essenciais foi determinada usando o
método da normalizacéo, pela integragdo das &reas dos picos sem utilizacdo de
fatores de correcdo. Os valores apresentados correspondem ao valor médio de
duas injecBes (MENDES, 2011).
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3.5 Atividades microbioldgicas do 6leo essencial

As atividades antibacteriana, antifingica e antiocratoxigénica do 6leo
essencial de Lychnophora pinaster Mart. foram avaliadas no Laboratorio de
Micotoxina e Micologia do DCA/UFLA.

Para a realizacdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial, foram
utilizadas cepas puras de Escherichia coli ATCC 11229, Listeria monocytogenes
ATCC 19117, Salmonella Cholerasuis ATCC 6539, Staphylococcus aureus
ATCC 13565 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442.

A avaliagdo do efeito inibitério do Oleo essencial em fungos
filamentosos foi testada sobre trés espécies pertencentes ao género Aspergillus
(A. niger, A. flavus e A. carbonarius). As espécies utilizadas foram adquiridas da
Colecgdo de Cultura do Laboratério de Micotoxina e Micologia do DCA/UFLA.

3.5.1 Manutengao e ativacdo das culturas bacterianas

As cepas-padrdes ATCC utilizadas para a realizacdo da avaliacdo da
atividade antibacteriana foram purificadas em meios de identificacdo
especificos, sendo, posteriormente, mantidas em eppendorfs contendo meio de
congelamento [glicerol (150 mL), peptona (5 g), extrato de levedura (3g), NaCl
(5 9), agua (1000 mL), pH 7,2 £+ 7,4], sob refrigeracdo a — 4 °C (ANDRADE,
2012).

Para a ativagdo das culturas, as cepas foram repicadas em BHI (caldo-
infusdo de cérebro e coracdo), com posterior incubagdo em BOD 37 °C, por 24
horas (GUERRINI et al., 2009).
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3.5.1.1 Teste de difusdo cavidade em &gar

Apo0s ativacdo das bactérias em caldo BHI, 300 uL desse meio foram
transferidos para um tubo com 5 mL de caldo de soja triptica (TSB). Os tubos
foram incubados a 37 °C, e ap6s 30 minutos foi realizada a leitura de turbidez
utilizando espectrofotbmetro (Shimadzu UV-160 1 PC), no comprimento de
onda de 625 nm, de acordo com as normas instituidas pelo National Commitee
for Clinical Laboratory Stantards, até que se obtivesse a turbidez de uma
solucdo-padrdo McFarland de 0,5, resultando em uma suspenséo contendo 108
UFC mL™* (NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS, NCCLS, 2003).

A concentracdo de indculo, obtida pela escala McFarland de 0,5 (10°
UFC mL™), foi diluida até atingir a concentracdo de 10° UFC mL™, sendo, em
seguida, transferida para o meio de cultura TSA, para as espécies Listeria
monocytogenes, e para as demais espécies, transferida para o Agar Mueller-
Hinton. O &gar no qual foi inoculada a cultura bacteriana foi depositado sobre
uma camada do mesmo &gar, no qual foram adicionados pérolas de vidro
(estéreis) com 4 mm de didmetro, para a formagdo de pocos no meio de cultura.
Esses pogos foram preenchidos com 10 pL dos controles e do 6leo essencial
diluidos em dimetilsulféxido (DMSO), nas concentracBes de 500; 250; 125;
62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,90 € 0 ug mL™.

Foram realizadas trés repeticOes para cada tratamento, uma testemunha
relativa com a aplica¢do de 10 pL. de DMSO e como padrdo de comparagao,
utilizou-se uma solugio de 100 pg mL™ do antibidtico cloranfenicol (CL)
(OGUNWANDE et al., 2005).

As placas foram incubadas invertidas em BOD 37 °C por 24 horas, e,
posteriormente, foram realizadas medigdes diametralmente opostas dos halos de

inibicdo formados.
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A partir dos didmetros obtidos, pode-se avaliar o perfil de
susceptibilidade das bactérias nas diferentes concentracfes do 6leo essencial. O
teste foi realizado em triplicata. Definiu-se a concentracdo inibitéria minima
(CMI) como a menor concentracdo de 6leo essencial em que ocorreu a presenca

de halo de inibicdo.

3.5.2 Avaliagdo do efeito inibitorio do o6leo essencial de Lychnophora
pinaster Mart. sobre fungos filamentosos

A andlise do efeito inibitério do 6leo essencial de Lychnophora pinaster
Mart. sobre fungos filamentosos foi realizada utilizando o teste de difusdo em
disco aceito pelo Food and Drug Administration (FDA) e estabelecido como
padrdo pelo NCCLS (2003). Foi utilizado um indculo na concentracdo de 10°
esporos/mL, com contagem em cdmara de Neubauer. Posteriormente, esse
indculo foi transferido para a placa contendo meio extract malt Agar (MEA)
pela técnica de espalhamento em superficie. Discos de papel de filtro de 6 mm
de didmetro embebidos com 10 pL dos 6leos nas concentragdes de 500; 250;
125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,90 e 0 ug mL™* foram colocados sobre o meio de
cultura, como sugerido por Karaman et al. (2003).

Como testemunha relativa, foi utilizado disco de papel de filtro de 6 mm
de didmetro embebido com 10 uL. de DMSO, e como padrdo de comparagéo,
utilizou uma solugéo de hipoclorito de sédio 2%. As placas foram incubadas
invertidas em BOD 25 °C por 72 horas, sendo, entdo, realizadas medicOes
diametralmente opostas dos halos de inibicdo formados.

A partir dos didmetros obtidos, pbdde-se avaliar o perfil de
susceptibilidade dos fungos filamentosos nas diferentes concentragdes do 6leo
essencial. O teste foi realizado em triplicata. Definiu-se a concentragdo inibitéria
minima (CMI) como a menor concentragdo de 6leo essencial em que ocorreu a

presenca de halo de inibicdo.
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3.5.3 Avaliagdo dos dados e anélise estatistica

O delineamento experimental foi realizado em blocos casualizados
(DBC), com trés repeticdes. O programa estatistico utilizado foi o SISVAR
(FERREIRA, 2011). Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as

médias, comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.5.4 Atividade antiocratoxigénica

A atividade antiocratoxigénica do Oleo essencial de Lychnophora
pinaster Mart. foi avaliada pela inibicdo da producdo de ocratoxina A, como
descrito por Wang et al. (2012), fungo Aspergillus carbonarius em meio de
cultura. Para a obtencdo do in6culo, esse isolado foi transferido para placas
contendo o meio de cultura Agar Czapeck e incubados a 25 °C por 7 dias. Apds
esse periodo, foi preparada a suspensdo de esporos em &agua destilada estéril
contendo 0,5% de Tween 80. A cémara de Neubauer foi utilizada para a
determinagéo da concentraco final de esporos (10" esporos/mL).

O plagueamento foi realizado inoculando-se 10 pL da suspensdo de
esporos no centro da placa contendo o meio Agar Czapeck (CYA) com
diferentes concentragdes do 6leo essencial diluido em DMSO. As concentracdes
testadas foram de 0,05; 0,04; 0,03; 0,02; 0,01 e 0,001 %, que correspondem a
0,5; 0,4; 0,3; 0,2; 0,1 e 0,01 pg mL™, respectivamente (JHAM et al., 2005;
WANG; CHEN; CHANG, 2005; VIEGAS et al., 2005).

Como padrédo de comparacdo, 10 pL da suspensdo de esporos foram
adicionados a placa contendo apenas o meio Agar Czapeck (CYA). Todas as
placas foram incubadas em BOD a 25 °C, no escuro. Essas analises foram

realizadas em triplicata.
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3.5.4.1 Extracao da ocratoxina A das amostras

A extracdo da OTA foi realizada no 10° dia do periodo de incubagdo dos
esporos fangicos, de acordo com a metodologia descrita por Bragulat, Abarca e
Cabanes (2001), com algumas modificaces.

Para a realizacdo do procedimento, trés pedacos do micélio do fungo
com agar foram removidos da area interna, meio e externa de cada uma das
placas. Para a remocdo dos plugs, foram feitos cortes circulares de
aproximadamente 10 mm de didmetro, com auxilio de ponteiras estéreis de 100
pL. Esses pedagos foram pesados e colocados em tubos de ensaio envolvidos
por papel-aluminio, para evitar a degradacdo da OTA. Foi adicionado 1 mL de
metanol nos tubos de ensaio, 0s quais foram, entdo, homogeneizados por 5
segundos e incubados a 25 °C por 60 minutos. Os extratos foram filtrados em
unidades filtrantes de PTFE (0.22 um) e, entdo, analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), de forma a quantificar a OTA presente.

3.5.4.2 Condigdes cromatograficas utilizadas na quantificagdo da OTA por
CLAE

Utilizou-se um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE), em
HPLC Shimadzu, equipado com duas bombas de alta pressdo, modelo SPD-
M20A, degaseificador modelo DGU 20A;, interface modelo CBM-20A, injetor
automatico modelo SIL-10AF e detector de fluorescéncia RF-10 Ax.. A coluna
usada foi a Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm, 5 um) conectada a
uma pré-coluna Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 4-Pack (4,6 x 12,5mm, 5um).

Foram seguidas as condi¢es cromatograficas de comprimentos de onda;
excitacdo de 332 nm e emissdo de 476 nm. O fluxo utilizado em toda a analise
foi de 0,8 mL min™ e o volume injetado das amostras e do padréo foi de 20 pL.

A eluicdo foi realizada em sistema isocratico de 35:35:29:1 (metanol :
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acetonitrila : &gua : acido acético). O tempo de retencdo médio obtido para OTA
foi de 11 + 0,1 min.

3.5.4.3 Determinacdo da concentracdo da solucdo-estoque e preparo da
curva analitica paraa OTA

A curva analitica foi preparada baseando-se no método descrito pelo
comité de normalizagio para a analise de OTA em vinho e cerveja (COMITE
EUROPEEN DE NORMALISATION, CEN, 2003). Utilizou-se uma solugao-
estoque previamente preparada, dissolvendo-se o padrdo comercial de OTA
(01877, Sigma) em tolueno/acido acético (99:1, v/v). A concentracdo da
solugdo-estoque foi determinada por medicdo da absorbancia UV a 333 nm e
calculada segundo ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL
CHEMISTS, AOAC (2002) em 136% de OTA.

Apo6s a determinacdo da concentracdo da solugdo-estoque, foram
preparadas, por dilui¢do, solugdes-padrdo com concentragdes de 0,001; 0,01;
0,025; 0,1 e 0,15 pg/g, que foram analisadas por CLAE em simultdneo com as
amostras. Regularmente, novos padrBes foram preparados e injetados, de forma

a verificar e ajustar a curva analitica.

3.5.4.4 Quantificacdo da OTA por CLAE

A quantificacdo da OTA nas amostras foi realizada pela construcdo de
uma curva analitica obtida por regressao linear, correlacionando a area do pico
versus a concentracdo da respectiva solucdo-padrdo. Durante a realizacdo dos
testes, outras curvas foram feitas para a verificacdo do coeficiente de correlacdo
(r®) aceitavel de 0,99, recomendados pela ANVISA (BRASIL, 2003).

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados por

meio dos pardmetros obtidos para a curva analitica construida, sendo calculados
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pelas respectivas relagdes matematicas: LD = 3DP/m e LQ = 10DP/m (em que,
DP = estimativa do desvio-padrédo da linha de regressdo e m = coeficiente
angular da linha de calibracdo) (HARRIS, 2008).

3.5.4.5 Avaliacao dos dados e andlise estatistica

Os resultados foram plotados em graficos de barras, expressos na forma
de média * desvio-padrdo, com os valores da concentragdo de OTA, em relacéo
as concentragdes analisadas, empregando o software Graph Pad Prism versdo
5.01, sendo utilizadas trés repeticoes.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias,
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. O programa
estatistico utilizado foi o SISVAR (FERREIRA, 2011).

3.6 Atividade hemolitica

A avaliacdo da atividade hemolitica do 6leo essencial de Lychnophora
pinaster Mart. foi realizada no Laboratério de Bioquimica do DQI/UFLA. Para a
realizacdo do experimento, utilizou-se o sangue do préprio autor do trabalho,
que foi coletado no Laboratério de Analises Clinicas da UFLA, em tubos
Vacutainer® com capacidade de 10 mL contendo heparina sédica.

A suspensdo de eritrdcitos foi preparada utilizando-se 10 mL de sangue,
com 3 repeticOes. Posteriormente, essa aliquota foi centrifugada por 5 minutos a
900 g, em uma centrifuga de bancada de cruzeta horizontal (Fanem Baby®I
Modelo 206 BL). O plasma, contendo plaquetas, células brancas e lipidios, foi
removido por aspiracdo. As células vermelhas foram ressuspensas em tampao
fosfato (PBS) 5 mM, pH 7,4, tampdo de osmolaridade e pH fisiologicos, sendo

novamente centrifugadas nas mesmas condi¢bes. ApOs trés repeticdes
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consecutivas desse processo, obteve-se um concentrado de hemécias, que foi
mantido sob refrigeragdo (4 °C). Esse concentrado de hemaécias, com
concentracdo de 100% [100% de hematocrito (Ht)], foi diluido para
hematocritos diferentes com o mesmo tampdo: Ht 2,0% (13uM de lipidios)
(PRETE et al., 2011).

3.6.1 Teste hemolitico em meio isotdonico

A determinacdo da resisténcia a hemolise foi acompanhada pela
incubacéo das suspensdes de eritrocitos (Ht-2,0%) em solugéo isotonica (PBS)
com diferentes concentragdes do 6leo essencial (2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 10,0; 20,0;
30,0 e 40,0 uL mL™), sendo o teste realizado em triplicata.

Apos incubagdo (60 minutos a 37 °C), as amostras foram centrifugadas
por 5 minutos a 1500 g (Fanem Baby®I| Modelo 206 BL) e a concentragéo de
hemoglobina no sobrenadante, determinada espectrofotometricamente a 412 nm
(Shimadzu UV-160 1 PC). Foram realizadas medidas em triplicatas para cada
concentracdo do o6leo essencial e também para os seguintes controles: no
primeiro (cl), foram utilizados eritrocitos em PBS (controle de hemdlise
mecanica) e, no segundo (c2), foram utilizados eritrocitos em agua destilada
(controle de hemdlise total) (PRETE et al., 2011).

O efeito hemolitico (% de hemdlise) foi acompanhado medindo-se a
concentragdo de hemoglobina no sobrenadante, de acordo com a equagdo

abaixo:

% hemodlise = Aa - Ac x 100
AcZ - Acl
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Em que A,, Ac e A, S80, respectivamente, as absorbancias da amostra,
dos controles c1 e c2, em 412 nm.

3.6.1.1 Avaliacdo dos dados e andlise estatistica

A porcentagem de hemolise em relacdo as concentra¢Ges analisadas foi
estimada pela equacdo de regressdo analisada, empregando o software Origin 8,

sendo utilizadas trés repetigoes.

3.6.2 Avaliagdo da oxidacao da hemoglobina

Adicionalmente ao teste hemolitico em meio isotdnico, foram realizadas
varreduras nos comprimentos de onda de 500 a 700 nm, para avaliar se houve a
oxidagio da hemoglobina (PRETE et al., 2011).

A hemoglobina purificada na mesma concentragdo do Ht 2,0% foi
incubada com diferentes concentraces dos 6leos essenciais (2,0; 3,0; 4,0; 5,0;
10,0; 20,0; 30,0 e 40,0 uL mL™). Apés incubacdo de 60 minutos a 37 °C, as
amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 1500 g (Fanem Baby®I Modelo
206 BL) e a absorbancia da hemoglobina presente no sobrenadante, determinada
espectrofotometricamente nos comprimentos de onda de 500 a 700 nm
(Shimadzu UV-160 1 PC). O teste foi realizado em triplicata.

3.6.2.1 Avaliacdo dos dados e andlise estatistica
Os resultados foram plotados em gréaficos bidimensionais, empregando o

software Origin 8, sendo no eixo y a absorbancia das amostras e no eixo x 0s

comprimentos de 500 a 700 nm, sendo utilizadas trés repetigdes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento e caracterizacao quimica do éleo essencial

O valor médio do teor de rendimento obtido neste estudo para a espécie
Lychnophora pinaster Mart. foi de 0,25% (BLU).

Reis et al. (2010), estudando a variacdo da composicdo quimica do 6leo
essencial da espécie de L. pinaster Mart. cultivada na cidade de Lavras-MG,
colhida em diferentes estacfes do ano, obtiveram um rendimento de 0,29% na
mesma época do presente estudo, e 0,57% no inverno (BLU), sendo o primeiro
valor préximo ao encontrado neste estudo.

Valores superiores ao encontrado neste trabalho foram relatados por
Isobe (2012), em que o rendimento médio de 6leo essencial obtido na populacgéo
denominada Pogo Bonito, localizada em Lavras (MG), foi de 1,11% no inverno
e 0,92% no verdo; na populagdo denominada Areia Branca, em Carrancas (MG),
o rendimento foi de 0,5% no inverno e 0,43% no verdo; para a populagéo Serra
do Sofa, em Itumirim (MG), os valores obtidos foram de 0,83% no inverno e
1,15% no verdo. Ao comparar o rendimento do 6leo essencial de L. pinaster
Mart. obtido neste estudo com os dados descritos por Isobe (2012), observa-se
uma diferenca significativa no teor de rendimento do dleo essencial. Ressalta-se
que a populacdo denominada Serra do Sofa é a mesma utilizada pela autora.

As variagOes observadas no rendimento dos 6leos essenciais justificam-
se pelo ao fato de as colheitas terem sido realizadas em diferentes épocas. Burt
(2004) atribui essas variacGes a fatores como: tipo de solo e clima da regido,
tempo de secagem e umidade relativa do ar no dia da colheita.

A analise por cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrémetro
de massas identificou 21 constituintes presentes no 6leo essencial de L. pinaster

Mart., totalizando 99,6% da sua composi¢do. Os resultados obtidos para a
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caracterizagdo quimica do dleo essencial estdo apresentados na Tabela 1 e o
cromatograma correspondente encontra-se em anexo (Figura 1A, APENDICE
A).

Pelos dados apresentados na Tabela 1, observa-se que o componente
majoritario do dleo essencial de L. pinaster Mart. foi o trans-cinamato de metila
(62,1%). Outros constituintes encontrados foram o0s sesquiterpenos trans-
cariofileno (21,1%), a-humuleno (6,2%) e éxido de cariofileno (2,2%), e os
monoterpenos o ¢ B-pineno (3,1 e 4,6%, respectivamente) (Figura 12). Os
demais constituintes identificados foram encontrados em valores inferiores a
0,5%. Constatou-se a predominancia do fenilpropanoide (62,1%), seguido de
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (27,7%), hidrocarbonetos monoterpénicos

(7,7%) e sesquiterpenos oxigenados (2,6%).
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Tabela 1 Composicéo quimica do 6leo essencial L. pinaster Mart.

Pico IR Composto %
1 921 Tricicleno \Y
2 930 a-pineno 3,1
3 958 Sabineno \Y
4 963 B-pineno 4,6
5 975 B-mirceno \YJ
6 1002 a-terpineno \
7 1003 p-cimeno V
8 1005 B-felandreno \Y
9 1009 Limoneno V
10 1017 cis-p-ocimeno \Y
11 1035 y-terpineno \Y
12 1148 terpinen-4-ol \%
13 1159 a-terpineol \
14 - cis-cinamato de metila \%
15 1346 trans-cinamato de metila 62,1
16 1414 trans-cariofileno 21,1
17 1447 a-humuleno 6,2
18 1561 oxido de cariofileno 2,2
19 - epoxido de humuleno Il \
20 1611 cariofila-4(14),8(15)-dien-5-a-ol 0,4
21 - cariofila-4(14),8(15)-dien-5-p-ol* \
Total identificado 99,6%
Componentes agrupados
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 27,2%
Hidrocarbonetos monoterpénicos 7,7%
Monoterpenos contendo oxigénio Vv
Sesquiterpenos contendo oxigénio 2,6%
Fenilpropanoides 62,1%

IR = Indice de retencdo. % = porcentagem de cada componente presente no Gleo
essencial. v= vestigio
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Figura 12 Estruturas quimicas dos componentes majoritarios do 6leo essencial
de L. pinaster Mart.; (a) trans-cinamato de metila, (b) trans-
cariofileno, (c) a-humuleno, (d) éxido de cariofileno, (e) a-pineno e

(f) B-pineno

Isobe (2012), avaliando o efeito da sazonalidade sobre a variagdo da
composi¢do quimica do 6leo essencial de L. pinaster Mart., encontrou como
componente majoritario o trans-cinamato de metila, tendo observado variagdes
de 61,27% (Populagdo Areia Branca, Carrancas-MG, coleta de inverno) a
80,86% (Populagdo Poco Bonito, Lavras-MG, coleta de verdo). Na populacdo

denominada Serra do Sofd (Itumirim-MG), a mesma utilizada neste trabalho,
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observou-se que as porcentagens do trans-cinamato de metila variaram entre
63,19% no inverno e 73,03% no verdo. Os constituintes minoritarios
encontrados pela autora também foram identificados no éleo essencial utilizado
neste estudo, corroborando com os resultados obtidos.

Anteriormente, Reis et al. (2010), avaliando o efeito da sazonalidade
sobre a variacdo da composicdo quimica do 6leo essencial de L. pinaster Mart.,
observou que a menor proporcao relativa do constituinte majoritario, trans-
cinamato de metila, foi obtida no periodo da primavera (86,3 %), e a maior, no
verdo (93%).

Haber (2009), realizando estudos sobre a variabilidade genética e
quimica de populagdes nativas e cultivadas de L. pinaster Mart., encontrou
variagbes na composi¢do quimica dos Oleos essenciais. O constituinte
majoritario presente no 6leo essencial extraido da espécie coletada na regido
denominada Populagdo Estrada Real (Carrancas-MG) foi o trans-cinamato de
metila (61,07%). Na populacdo Antena (Lavras-MG), o composto encontrado
em maior proporcao foi o cedr-8(15)-en-9-alfa-ol (25,22%). Para as populacdes
Estrada Real 1 (Carrancas-MG) e Pogo Bonito (Lavras-MG), o constituinte
majoritario encontrado foi o trans -cinamato de metila, perfazendo um total de
75% e 82%, respectivamente. Nas espécies cultivadas, foram detectados como
componentes majoritarios o trans -cinamato de metila e o trans -cariofileno para
todas as colheitas (verdo, outono e inverno), tendo observado diferengas somente
em relagédo a proporgéo relativa dos componentes dos 6leos essenciais.

Com base nos dados obtidos nos estudos mencionados, observa-se que,
assim como neste estudo, o constituinte majoritario encontrado para os 6leos
essenciais das populacfes de L. pinaster Mart., com excec¢do da populacdo de
Antena, foi o trans-cinamato de metila, um fenilpropanoide biossintetizado pela
via chiquimato; porém, pdde-se observar variagdes na proporcéo relativa dessa

substancia no que concerne as diferentes populagdes e épocas de colheita.
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Os dados obtidos por Haber (2009) corroboram parcialmente com os
encontrados neste estudo, visto que ndo foi observada a presenca do
sesquiterpeno cedr-8-(15)-en-9-alfa-ol, como descrito pelo autor para a mesma
espécie, além de ter sido constatada a presenca de constituintes minoritarios
diferentes dos encontrados para a populacdo utilizada neste estudo.

As variacGes quantitativas e qualitativas na composi¢do quimica e nos
teores de rendimento do 6leo essencial podem ser atribuidas a diversos fatores,
como a qualidade dos solos, umidade do ar, temperatura, precipitacdo, métodos
de extragdo e tempo de destilacdo do 6leo essencial, idade da planta, eventos
fenoldgicos, além da diversidade genética da espécie, herbivoria, injdria fisica e
outras formas de estresse (SILVA et al., 2006).

De acordo com Gobbo-Neto; Albuquerque e Lopes (2007), a época de
colheita é um dos fatores mais importantes no que concerne a variacdes na
composi¢do quimica dos constituintes dos Oleos essenciais, haja vista que
variacBes na quantidade e até mesmo na natureza dos constituintes ativos de
algumas espécies vegetais ndao sao constantes durante o ano. Reis et al. (2010) e
Isobe (2012) relatam variacGes sazonais na maioria dos constituintes dos 6leos
essenciais.

AlteracBes na composicdo quimica dos fenilpropanoides podem ser
promovidas durante a sua biossintese nos 6leos essenciais. A biossintese desses
metabolitos ocorre através da via chiquimato, sendo regulada por varios grupos
de reacOes enzimaticas promovidas por enzimas ligadas as membranas celulares
(DIXON et al., 1992).

A principal enzima da via do acido chiquimico é a fenilalanina amdnio
liase (PAL). Essa enzima retira uma amonia da fenilalanina, formando o &cido
cindmico. Ela é considerada o ponto intermediério entre o metabolismo priméario
e secundério (para a rota metabdlica dos fenilpropanoides). A PAL é regulada

por fatores ambientais, como o nivel nutricional, a luz (pelo efeito do
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fitocromo), infeccdo por fungos, idade da planta, fatores de crescimento,
herbivoria, danos ao tecido vegetal, ataque de patégenos, irradiacdo UV e baixa
temperatura; porém, ainda é dificil determinar a influéncia exata na
quantificacdo da expressdo génica dessa enzima (ZIAEI et al., 2012).

Segundo Wang et al. (2012), as variagdes na composi¢cdo quimica dos
terpenos presentes nos 6leos essenciais podem ser decorrentes das condi¢des do
ambiente e do desenvolvimento da planta, o que dificulta a criagdo de modelos

de produgdo desses compostos, sob as mais variadas condi¢Ges ambientais.

4.2 Atividades microbiolégicas do 6leo essencial

4.2.1 Atividade antibacteriana

Os valores referentes as concentragdes minimas inibitérias (CMIs) do

6leo essencial obtidas no experimento para as bactérias em estudo estdo

expressos na Tabela 2.
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Tabela 2 Concentragdo minima inibitéria do 6leo essencial de Lychnophora
pinaster Mart. encontrada para 0s micro-organismos Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa e Salmonella Choleraesuis.

CMI (ug mL™)
Bactéria Gram Lychnophora DMSO CL
pinaster

S. aureus + NI NI 100
ATCC 13565

L. monocytogenes + NI NI 100
ATCC 19117

E. coli - NI NI 100
ATCC 11229

P.aeruginosa - NI NI 100
ATCC 15442

S.Choleraesuis - 31,25 NI 100
ATCC 6539

*NI: ndo ocorreu inibi¢do, CL: Cloranfenicol, DMSO: dimetilsulfoxido.

O o6leo essencial de L. pinaster Mart. apresentou atividade somente
sobre a bactéria Gram-postiva Salmonella Choleraesuis, na concentracdo de
31,25 ug mL™ (Figura 1B, Apéndice B). De acordo com Aligianis (2001), é
possivel classificar a atividade antibacteriana de produtos vegetais com base nos
valores da CMI, sendo a CMI até 500 pg/mL considerada forte inibicéo; entre
600 e 1500 pg/mL , considera-se inibicdo moderada; acima de 1600 pg/mL, a
inibicdo é considerada fraca. Com base nessa referéncia, o 6leo essencial de L.
pinaster Mart. pode ser considerado um forte inibidor da Salmonella
Cholerasuis, uma vez que a CMI encontrada para o micro-organismo foi menor
que 500 pg/mL, como descrito na Tabela 2.

O resultado obtido neste estudo difere da maioria dos estudos, nos quais

se relatam que bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis a 6leos essenciais do
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que as Gram-negativas. Essa caracteristica estd associada a estrutura desses
micro-organismos, constituida de uma membrana externa que encobre a parede
celular, restringindo a difusdo de compostos hidrofilicos através da camada
lipossacaridica. Contudo, pequenos solutos hidrofilicos sdo capazes de passar
por essa membrana externa por meio de poros hidrofilicos formados por canais
de proteinas de membranas. Dessa maneira, considera-se que a membrana
externa sirva como uma barreira de penetracdo para macromoléculas e
compostos hidrofébicos, e é por essa razdo que bactérias Gram-negativas sao
relativamente resistentes a antibi6ticos e outras drogas hidrofébicas, assim como
0s Oleos essenciais (MANN; COX; MARKHAM, 2000; DORMAN; DEANS,
2000; BURT, 2004).

Andrade (2013) observou que o Oleo essencial de Philodendron
bipinnatifidum Schott apresentou atividade somente sobre a bactéria Gram-
positiva Staphylococcus aureus. Nesse mesmo estudo, o autor observou que 0
6leo essencial de C. ambrosioides L. apresentou maior valor de CMI para a
bactéria Listeria monocytogenes (Gram-positiva).

Apesar de os 6leos essenciais apresentarem dificuldade de se difundir
uniformente pelo meio de cultura devido a sua natureza hidrofdbica, a sua alta
volatilidade contribui para a formagdo de halos de inibicdo, tornando a técnica
de difusdo em 4&gar um método valido na determinacdo da atividade
antimicrobiana (INOUYE et al., 2006).

A técnica de difusdo em 4gar é a mais utilizada entre as varias técnicas
de determinacéo de atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, pois por meio
dessa técnica, € possivel avaliar o grau de inibigdo do crescimento microbiano.
A eficiéncia do dleo é determinada pelo tamanho da zona de inibigcdo formada na
superficie em volta da cavidade ou disco (KALEMBA; KUNICKA, 2003).

De acordo com Bakkali et al. (2008), as propriedades antimicrobianas

dos oleos essenciais devem-se principalmente a caracteristica hidrofobica dos
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constituintes quimicos da sua composicdo. A lipofilicidade do 6leo essencial
permite uma interacdo entre os constituintes dos 6leos essenciais e 0s lipideos da
membrana celular, interferindo na sua permeabilidade e causando alteracGes em
sua estrutura (COSTA et al., 2011); porém, a atividade antibacteriana dos 6leos
essenciais, devido a sua complexa constituicdo, ndo pode ser explicada por um
Gnico mecanismo de acdo, uma vez que todos os componentes da célula
bacteriana tornam-se possiveis alvos de atuacdo desses 6leos, conforme Figura
12 (CARSON; MEE; RILEY, 2002).

Segundo Burt (2004), os 6leos essenciais podem ocasionar degradagao
da parede celular, danos & membrana citoplasméatica e as proteinas da
membrana, vazamento do contetdo celular, coagulagdo do citoplasma e

diminuigdo da forca proton motiva (Figura 13).

Forga proton motiva
H +

Figura 13 Mecanismos de agdo dos 6leos essenciais na célula bacteriana
Fonte: Adaptado de Burt (2004)
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A atividade antimicrobiana exercida por terpenos e derivados tem sido
descrita em pesquisas que envolvem diversas espécies de plantas e micro-
organismos testados. Segundo Greay e Hammer (2011), os monoterpenos
interferem na integridade e funcionamento da membrana celular, pela mudanca
de potencial da membrana, perda de material citoplasmatico e inibicdo da cadeia
respiratoria. A exposicdo a terpenos pode interferir na expressdo de genes
codificadores de fatores de viruléncia, como quando consideradas linhagens de
S. aureus produtoras de enterotoxinas, e na expressdao de proteinas
citoplasméticas e de membrana em Salmonella enterica (DI PASQUA et al.,
2010). Ao investigar a atividade antimicrobiana de sesqui e diterpenos isolados
da copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) sobre bactérias cariogénicas, Souza et
al. (2011) descreveram uma maior eficiéncia para 0s compostos com apenas um
grupo hidrofilico, comparativamente aos que apresentaram dois grupos.

O trans-cinamato de metila, constituinte majoritario presente no 6leo
essencial de L. pinaster Mart., é capaz de inibir a atividade da tirosinase, que
causa 0 escurecimento por oxidacdo enzimatica, podendo ser aplicado em frutas
e Vvegetais para impedir a perda da qualidade desses alimentos. Essa acdo foi
confirmada por Huang et al. (2009), além de constatarem a atividade
antimicrobiana do trans-cinamato de metila contra E. coli, B. subtilis, St. aureus
e C. albicans.

Os constituintes pertencentes a classe dos sesquiterpenos, como o trans-
cariofileno encontrado no 6leo essencial em estudo, tém mostrado notavel
atividade antibacteriana (OZURK et al., 2009).

O a-humuleno, um dos constituintes presentes no 6leo essencial em
estudo, também apresenta atividade antibacteriana e antifingica, além de
atividades anti-inflamatdria e antitumoral. O uso mais reconhecido dessa
substancia, associada ao trans-cariofileno, &€ como principio ativo do

fitomedicamento, que tem em sua constituicdo o 6leo essencial de Cordia
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verbenacea, utilizado no tratamento de afecgBes cujo processo inflamatério
esteja presente (SCHMIDT; LIANZA, 2010).

Apesar de pesquisadores comprovarem a acdo isolada de varios
constituintes presentes na composi¢do quimica do éleo essencial de L. pinaster
Mart. como antibacterianos, outros fatores devem ser levados em consideracdo
para se atribuir a atividade antibacteriana a um 6éleo essencial, como o
sinergismo entre os componentes. Esse fato pode ser utilizado para justificar a
ineficiéncia do 6leo utilizado neste estudo, diante dos outros micro-organismos

testados.

4.2.2 Efeito inibitdrio do 6leo essencial sobre fungos filamentosos

Os valores referentes as concentrages minimas inibitorias (CMIs)
obtidos para a avaliacdo da atividade antifngica sobre os fungos A. niger, A.
flavus e A.carbonarius, utilizando a metodologia de difusdo em disco, estdo

expressos na Tabela 3.

Tabela 3 Concentragdo minima inibitéria do 6leo essencial de Lychnophora
pinaster Mart. sobre aos micro-organismos Aspergillus niger,
Aspergillus flavus e Aspergillus carbonarius.

CMI (ug mL™)
Fungo Lychnophora DMSO HP
pinaster Mart.
A. niger 31,25 NI 100
A. flavus 31,25 NI 100
A. carbonarius 62,50 NI 100

*NI: ndo ocorreu inibicdo, HP: hipoclorito de sédio, DMSO: dimetilsulféxido.
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Os valores da CMI indicam que os fungos A. niger e A. flavus
apresentaram sensibilidade em uma concentragdo < 31,25 pg mL™, sendo o A.
carbonarius menos sensivel, com a CMI de 62,50 pg mL™ (Figura 1C, Apéndice
C).

Rasooli et al. (2006) observaram que o 6leo essencial de A. conyzoides
apresentou atividade antifungica contra A. flavus, acarretando alteracGes
morfol6gicas deletéricas na estrutura dos fungos.

Nogueira (2009), avaliando a interferéncia do Oleo essencial de
mentrasto no crescimento do A. flavus, observou que diferentes concentraces
do 6leo essencial atravessa ndo sO a parede celular, mas também a membrana
plasmatica, interagindo em seguida, com as estruturas membranosas
citoplasméticas das organelas.

Trombeta et al. (2005) atribuiram a eficiéncia da acdo dos o6leos
essenciais aos monoterpenos. De acordo com 0s autores, muitos terpenos sdo
conhecidos por serem ativos contra uma ampla variedade de micro-organismaos,
incluindo os fungos. Essas substancias desencadeiam efeitos toxicos na estrutura
e na funcdo das membranas das células dos micro-organismos, como, por
exemplo, alteracBes na fluidez e permeabilidade e interacdo com componentes
internos da célula, acdes essas explicadas principalmente pelo carater lipofilico
dessas substancias.

Segundo Thevissen et al. (2003), a membrana dos fungos é formada por
varios constituintes, entre eles o esteroide ergosterol (Figura 14). Esse composto
desempenha um papel fundamental na sobrevivéncia do micro-organismo, uma
vez que se apresenta como modulador de fluidez da membrana fangica; qualquer
acdo sobre esse elemento desencadeia um desequilibrio na fluidez da membrana

plasmética dos fungos, promovendo alteracfes na homeostase intracelular.



79

HO

Figura 14 Estrutura quimica do ergosterol

De forma geral, qualquer alteracdo que interfira na composicdo da
membrana plasmatica celular microbiana estara tornando-a desprovida de uma
organela essencial ao equilibrio homeostatico, condicdo fundamental para o seu
6timo funcionamento fisioldgico. Assim, uma alteracdo nessa estrutura celular
pode vir a tornar o ambiente microbiano intracelular incompativel com a sua
sobrevivéncia (SOUZA et al., 2011)

Abyaneh et al. (2008) constataram que alteragdes na permeabilidade da
célula fungica, ocasionadas pelas alteracdes da membrana plasmatica, resultaram
na diminuicdo dos micélios e formagédo de vesiculas nas membranas vinculadas
no interior das células. Além disso, foi observada a alteragdo nas membranas de
organelas, principalmente das mitocdndrias, além de ruptura nas membranas do
nacleo e reticulo endoplasmatico. Alteragdes na membrana plasmética e nas
mitocondrias também foram relatados por Rasooli, Rezaei e Allameh (2006)
que, neste caso, investigaram a acdo do Oleo essencial de duas espécies de

Thymus sobre o fungo A. niger.
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4.3 Atividade antiocratoxigénica

A quantificacdo da ocratoxina A (OTA) nas amostras foi realizada por
meio da construcdo de uma curva analitica obtida por regressdo linear, sendo
0,9999 o coeficiente de determinacdo (r?) obtido. Os limites de deteccéo (LD) e
quantificagdo (LQ) estimados foram de 0,0004 e 0,0016 ng/g, respectivamente.

O efeito de diferentes concentracBes do 6leo essencial de Lychnophora
pinaster Mart. sobre a producdo de OTA estd apresentado na Figura 15, o
cromatograma correspondente ao padrdo de OTA esta representado na Figura
16, e os cromatogramas correspondentes encontram-se em anexo (Figura 1D,
APENDICE D). A analise de variancia mostrou que houve diferenca
significativa entre as concentracfes de OTA produzidas (Tabela 1D,
APENDICE D).
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Figura 15 Efeito das concentragdes do dleo essencial de Lychnophora pinaster
Mart. sobre a producéo de OTA pelo fungo A. carbonarius
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Figura 16 Cromatograma do padrdo da OTA (0,1 ug/g)

Pelos dados da Figura 15, observa-se que a concentracdo de OTA
produzida pelo A. carbonarius foi inversamente proporcional a concentragdo do
6leo essencial de L. pinaster Mart., ou seja, 0 aumento na concentracdo do 6leo
essencial ocasionou a diminuigdo da producdo de OTA. Verificou-se que todas
as concentracdes do 0Oleo essencial testadas apresentaram diferenca significativa
na producdo da OTA, quando comparadas ao controle (meio de cultura insento
de 6leo essencial).

Grande parte das micotoxinas representa um grave risco para a saude
publica, pelo fato de serem ubiquas em uma grande variedade de produtos agro-
alimentares. Embora existam inimeros trabalhos relacionados a atividade de
extratos e Oleos essenciais sobre a producédo de aflatoxinas, ndo se encontram na
literatura trabalhos que relatem a influéncia de 6leos essenciais e extratos na

producdo de ocratoxina A (OTA). Vérios autores relatam o controle da OTA
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mediante a degradacdo promovida por micro-organismos ou pela acéo
enzimatica.

Sabe-se que a producdo de micotoxinas ocorre via metabolismo
secundario dos fungos, a medida que atinge a maturidade. Varios autores
relatam que a producdo da OTA pelo fungo ocorre mediante condigdes
adequadas de temperatura, pH e atividade de &gua. Mitchell et al. (2004)
descrevem que as condi¢bes Gtimas para a producdo de OTA por A. carbonarius
sao de 15-20 °C e de 0,95-0,98 a,,. Contudo, também encontram-se na literatura
estudos relatando maiores producdes de OTA como resultado do estresse ao qual
o fungo pode ser submetido durante seu ciclo de vida, como variagdes bruscas
das condigdes ambientais favoraveis ao seu desenvolvimento.

Observou-se que a presenca do 6leo essencial de L. pinaster Mart.
influenciou significativamente o crescimento do fungo, constatando-se a a¢éo do
6leo essencial sobre o micro-organismo. Como descrito anteriormente, de
acordo com Thevissen et al. (2003), a estrutura lipoproteica da membrana
fangica é uma barreira efetiva para muitos tipos de moléculas, que a atravessam
por difusdo ou transporte ativo. O componente lipidico fungico é o ergosterol,
responsavel por inimeras caracteristicas fisicas importantes das membranas, tais
como estrutura, permeabilidade e modulacdo da fluidez. Sua auséncia causa
alteracbes na permeabilidade da membrana plasmatica e inibicdo do
crescimento. Esse fendmeno pode ser favorecido pela natureza dos constituintes
do éleo essencial, pois sabe-se que o ergosterol é um esterol apolar; dessa forma,
a presenca de constituintes apolares favorecem a interacdo do 6leo com a
membrana.

Nogueira (2009), analisando a influéncia do 6leo essencial de folhas e
flores de mentrasto sobre o Aspergillus flavus, por meio de microscopia
eletronica de transmissdo, observou que a acdo do Oleo essencial na parede

celular e nas organelas membranosas promoveu alterages na permeabilidade da



83

célula, devido as alteragdes da membrana plasmatica, o que resultou na
diminuigdo dos micélios e na formagdo de vesiculas nas membranas vinculadas
no interior das células. Esses resultados corroboram com os obtidos por
Abyaneh et al. (2008). Também foi observada alteracdo nas membranas de
organelas, principalmente das mitocondrias, assim como a delecdo e destruicdo
dos granulos elétrons densos.

Os resultados obtidos por Nogueira (2009) nos permitem inferir que a
diminuicdo da producdo da OTA pelo A. carbonarius verificada neste estudo
pode estar diretamente associada as modificacbes observadas no
desenvolvimento do fungo, promovidas pela acdo do Oleo essencial de L.
pinaster Mart. Tais modificaces podem estar diretamente associadas a
alteracdes em estruturas, como as mitocondrias, responsaveis pela maior parte da
sintese de ATP em condicOes aerdbicas. Outro fator observado por Nogueira
(2009), de fundamental relevancia na elucidacdo da interferéncia do Oleo
essencial na produgdo de micotoxinas, foi a diminuicdo do nimero de micélios,
visto que, segundo Hussein e Brasel (2001), as micotoxinas sdo produzidas

principalmente pela estrutura micelial dos fungos filamentosos.

4.4 Atividade hemolitica e avaliacdo da oxidagdo da hemoglobina

Na Figura 17 apresenta-se o efeito do 6leo essencial de L. pinaster Mart.
em diferentes concentrag@es (2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0 e 40,0 pL mL™)
em eritrécitos, em condicBes de osmolaridade e pH fisiologicos (PBS e pH 7,4).
Neste ensaio, fixou-se a concentracdo de eritrocitos (Ht-2,0%) e detectou-se que
apenas na concentracdo mais elevada o 6leo essencial apresentou um efeito

hemolitico préximo a 100%.
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Figura 17 Equac0es de regressdo para porcentagem de hemdlise promovida por
diferentes concentracdes do 0leo essencial de L. pinaster Mart. sobre
eritrécitos integros (Ht 2,0%), incubados em solucdo isotdnica (PBS,
pH 7,4) a 37 °C

Verificou-se que, com o aumento das concentragdes do dleo essencial,
houve um aumento na porcentagem de hemdlise, observando-se um
comportamento linear para o 6leo essencial de L. pinaster Mart.

Pelos dados obtidos, observou-se que, em menores concentragles, 0O
efeito hemolitico do 6leo essencial de L. pinaster Mart. foi fraco, pois este
apresentou lise em menos de 40% das células eritrocitarias, nas concentracfes de
2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 10,0; 20,0 e 30,0 uL mL™, indicando que a membrana
eritrocitaria foi capaz de absorver uma quantidade dos 6leos essenciais, sem que
a lise ocorresse. Somente a 40,0 uL mL™, observou-se a lise em 100% das
células eritrocitarias.

Bakkali et al. (2008) relatam que essa forte agdo hemolitica ocorre em

decorréncia da lipofilicidade dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais.
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Esses compostos podem reagir com as partes lipidicas das membranas celulares,
tornando-as mais permedveis, culminando, assim, na lise celular.

Klenicy et al. (2013) avaliaram o potencial hemolitico do éleo essencial
extraido das folhas e dos galhos de Endlicheria citriodora. As concentracGes
estudadas variaram entre 1,22 — 625 pg mL™, nas quais ndo foi observada
hemolise, demonstrando que esses 6leos possuem baixa toxicidade, sugerindo
gue 0s compostos presentes no 6leo ndao possuem atividade hemolitica e nédo
causam danos as membranas.

Silva et al. (2008) avaliaram o potencial hemolitico do 6leo essencial
extraido das folhas da Casearia sylvestris em suspensdes de eritrocitos 2,0% de
sete tipos de hemécias diferentes (carneiro, boi, cavalo, rato, coelho, galinha e
humano). Os autores encontraram resultados que indicam que essa planta tem
que ser usada com cautela, pois é utilizada por povos indigenas da América do
Sul no tratamento de muitas doencas, incluindo o cancer.

Losqui et al. (2009) citam que a utilizagdo indiscriminada de produtos
naturais sem testes experimentais € preocupante, pois as plantas possuem grupos
de compostos farmacologicamente ativos que atuam nos organismos Vivos,
sendo necessario o conhecimento deles para avaliacdo de suas potencialidades
terapéuticas e toxicas

Tariku et al. (2011), pesquisando o potencial hemolitico dos Oleos
essenciais extraidos das cascas de Artemisia absinthium L. e tubérculos de
Echinops kebericho Mesfin, observaram um forte efeito, pois apresentaram lise
em 50% das células eritrocitarias, nas concentra¢des de 1,52 pL L'e 2,62
uL L™. Esses autores encontraram, da mesma forma, para os 6leos essenciais
extraidos das folhas de Artemisia abyssinica e Satureja punctata ssp., altas

atividades hemoliticas 0,35 uL L™ e 1,52 pL L™ respectivamente.
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Na Figura 18 observa-se o controle do dano oxidativo da hemoglobina,
em que se utilizaram as mesmas concentracdes do 6leo essencial utilizadas no
teste hemolitico (2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0 e 40,0 uL mL™).
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Figura 18 Espectros de absorcdo (500-700 nm) de hemoglobina purificada (20
uM) frente as diferentes concentracbes do 6leo essencial de L.
pinaster Mart. em tampdo Tris-HCI 0,1 M, pH 7,4 a 37°C
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A hemoglobina como molécula “marcadora” ¢ liberada em solugdo
devido & saturagdo da membrana e, como consequéncia, a sua ruptura.
Entretanto, a medida de lise eritrocitaria pode ser afetada, pelo fato de a
hemoglobina ser oxidada pela substancia utilizada, alterando suas propriedades
Opticas. Esse fendmeno pode ser observado diante da ocorréncia de uma
intensificacdo na colora¢do da hemoglobina, promovendo seu escurecimento,
havendo uma cossedimentacdo desta, 0 que indica uma desnaturacdo proteica.
Apesar de ndo ter sido visivelmente observada, investigou-se a oxidagdo da
hemoglobina por agdo das diferentes concentra¢fes dos tratamentos utilizados.

Na Figura 18 verifica-se que ndo houve alteracdo espectral da Hb, ndo
tendo sido observada perda de absorbancia nos picos de 540 e 576 nm, nem o
aparecimento de um pico em 630 nm.

A hemoglobina oxidada deve formar hemicromos (precursores dos
corpusculos de Heiss) (PLATT; FALCONE, 1995), que sdo insoltveis e formam
0s “botdes”. Isso pode ser observado nos precipitados das amostras submetidas a
altas concentracdes dos tratamentos. Como a hemolise é medida pela
absorbancia da hemoglobina em solucdo, as leituras mais baixas séo
erroneamente interpretadas como indicativas de menos hemolise. A observacéo
visual de “botdes” e a coloracdo diferenciada da hemoglobina (mais escura) foi o
primeiro indicativo de oxidagdo. Assim, fica evidente o efeito oxidante das

concentragdes mais elevadas dos tratamentos sobre a hemoglobina.
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5 CONCLUSAO

Os compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial de L. pinaster
Mart. foram o trans-cinamato de metila (62,1%), trans-cariofileno (21,1%) e o-
humuleno (6,2%).

A atividade antibacteriana do 6leo essencial foi observada apenas para a
bactéria Salmonella Cholerasuis na CMI de 31,25 uL mL™.

A atividade antiflngica do 6leo essencial foi observada para todos os
fungos testados, visto que a inibicdo do crescimento dos fungos A. niger e A.
flavus ocorreu na concentracdo de 31,25 pL mL™. O A. carbonarius foi mais
resistente, com a CMI de 62,50 uL mL™.

A acdo do 6leo essencial de L. pinaster Mart. ocasionou alteragdes no
desenvolvimento do A. carbonarius, acarretando a reducdo do numero de
micélios e, consequentemente, a diminuicao da producdo de OTA.

Pelos resultados obtidos, infere-se que o 6leo essencial de L. pinaster
Mart. apresentou baixa toxicidade a eritrécitos, sendo incapaz de promover a
oxidacdo da hemoglobina nas concentracOes testadas; porém, deve-se ressaltar
que a concentracdo de eritrocitos utilizada neste trabalho (Ht 2,0%) é
relativamente inferior a concentracdo de eritrécitos no sangue humano,
correspondente a aproximadamente 40%, sendo assim, este um excelente

resultado.
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APENDICE

Apéndice A
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Figura LA Cromatograma do 6leo essencial de Lychnophora pinaster Mart.
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Apéndice B

Sample line plot: Lychnophora pinaster
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Figura 1B Efeito inibitério do 6leo essencial de Lychnophora pinaster sobre
bactérias testadas por meio da analise univariada.
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Tabela 1B Valores médios dos halos de inibicdo (cm) de Escherichia coli
ATCC 11229 exposta as diferentes concentraces do 6leo essencial
de Lychnophora pinaster Mart.

Proporgéo

Bacteria  (6leo essencial Cc()ncerr:ltlr_a}%ao Halos de inibig&o (cm)
/DMSO) HY
Cloranfenicol 100 pg mL™* 1,60 a
11 500 0b
1:2 250 0b
§ ;.\13\ 1:4 125 0b
s 5 1:8 62,50 0b
% —
s 8 1:16 31,25 0b
S E
L% < 1:32 15,62 0b
1:64 7,81 0b
1:128 3,90 0b
DMSO 0 0b
CV (%) 49,61

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade, pelo teste Tukey.
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Tabela 2B Valores médios dos halos de inibicdo (cm) de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 exposta as diferentes concentrages do
0Oleo essencial de Lychnophora pinaster Mart.

. Proporcéo x
Bactéria  (6leo essencial C(Encerr]lqtlr_e_xf;)ao Halos de inibigao (cm)
/DMSO) HY
Cloranfenicol 100 pg mL™* 3,066 a
1:1 500 Ob
3 1:2 250 Ob
c
g § 1:4 125 Ob
e 3 1:8 62,50 Ob
n —
c 8 1:16 31,25 0b
5§ < 1:32 15,62 0b
3 1:64 7,81 0b
[a
1:128 3,90 0b
DMSO 0 Ob
CV (%) 22,59

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade, pelo teste Tukey.
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Tabela 3B Valores médios dos halos de inibi¢do (cm) de Staphylococcus aureus
ATCC 13565 exposta as diferentes concentracdes do 6leo essencial
de Lychnophora pinaster Mart.

Proporcéo

Bactéria (6leo essencial C(Encerr]lqtlr_e_xf;)ao Halos ?Ce n;;ubn;ao
/DMSO) HY
Cloranfenicol 100 pg mL™* 2,36 a
11 500 Ob
0 1:2 250 Ob
>
S5 & 1:4 125 0b
T ©
s 8 1:8 62,50 Ob
8 —
g 8 1:16 31,25 0b
z =3 1:32 15,62 0b
& 1:64 7,81 0b
1:128 3,90 Ob
DMSO 0 Ob
CV (%) 7,32

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade, pelo teste Tukey.
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Tabela 4B Valores médios dos halos de inibicdo (cm) de Salmonella
Cholerasuis ATCC 6539 exposta as diferentes concentra¢fes do
oOleo essencial de Lychnophora pinaster Mart.

Proporcéo

Bactéria (6leo essencial Cc()nce;tlr_a}%ao Halos ?Ce n:;ublgao
/DMSO) HY
Cloranfenicol 100 pg mL™* 2,83a
11 500 0,56 b
2 1:2 250 0,55b
)
S 1:4 125 0,43 b
28
g 9 1:8 62,50 0,40 b
< 3 1:16 31,25 0,55b
T E
5 < 1:32 15,62 Oc
I 1:64 7,81 Oc
1:128 3,90 Oc
DMSO 0 Oc
CV (%) 16,87

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade, pelo teste Tukey.
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Tabela 5B Valores médios dos halos de inibicdo (cm) de Listeria
monocytogenes ATCC 19117 exposta as diferentes concentracoes
do bleo essencial de Lychnophora pinaster Mart.

Proporcéo

Bactéria (6leo essencial C(Encerr]lqtlr_e_xf;)ao Halos ?Ce n;;ubn;ao
/DMSO) HY
Cloranfenicol 100 pg mL™* 3,06 a
11 500 0,56 b
§ 1:2 250 Oc
%’7 E 1.4 125 Oc
gf > 1:8 62,50 Oc
= —
2 § 1:16 31,25 Oc
g < 1:32 15,62 0c
2 1:64 7,81 0c
1:128 3,90 0c
DMSO 0 Oc
CV (%) 19,66

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade, pelo teste Tukey.
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Apéndice C
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Figura 1C Efeito inibitorio do 6leo essencial de Lychnophora pinaster sobre
bactérias testadas por meio da analise univariada
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Tabela 1C Valores médios dos halos de inibicdo (cm) de Aspergillus niger
exposto as diferentes concentracbes do Oleo essencial de
Lychnophora pinaster Mart.

Proporcéo

Bactéria (6leo essencial Cc()nce;tlr_a}%ao Halos ?fn:?lblgao
/DMSO0) HY
Hipoclorito 2% 1,43 abc
1:1 500 2,06c¢c
1:2 250 1,7 bc
E-’v 1:4 125 1,5bc
7 1:8 62,50 1,1ab
B 1:16 31,25 0,76 a
2 1:32 15,62 0
<
1:64 7,81 Oe
1:128 3,90 Oe
DMSO 0 Oe
CV (%) 26,44

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade, pelo teste Tukey.
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Tabela 2C Valores médios dos halos de inibicdo (cm) de Aspergillus flavus
exposto as diferentes concentracbes do Oleo essencial de
Lychnophora pinaster Mart.

Proporgéo

Bactéria (6leo essencial Cc()ncentra_lg&o Halos de inibicéo
/DMSO0) Mg L") (cm)
Hipoclorito 2% 1,63 a
1:1 500 1,7a
1.2 250 1,36 ab
S 1:4 125 1,03 be
% 1:8 62,50 0,73 cd
%, 1:16 31,25 0,56 d
E-’- 1:32 15,62 Oe
= 1:64 7,81 Oe
1:128 3,90 Oe
DMSO 0 Oe
CV (%) 11,93

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade, pelo teste Tukey.
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Tabela 3C Valores médios dos halos de inibicdo (cm) de Aspergillus
carbonarius exposto as diferentes concentragdes do 6leo essencial
de Lychnophora pinaster Mart.

Proporgéo

Bactéria (6leo essencial Cc()ncentra_lg&o Halos de inibicéo
/DMSO) Mg L") (cm)
Hipoclorito 2% 3,0a
1:1 500 2,16 b
3 1:2 250 2,53 ab
lé 1:4 125 2,30 ab
'c% 1.8 62,50 20b
é 1:16 31,25 Oc
= 1:32 15,62 0c
% 1:64 7,81 Oc
1:128 3,90 Oc
DMSO 0 Oc
CV (%) 19,63

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade, pelo teste Tukey.
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Apendice D
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Figura 2D Cromatograma da OTA (0,001%)
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Figura 3D Cromatograma da OTA (0,01%)
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Figura 5D Cromatograma da OTA (0,03%)
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Apendice E

Tabela 1E Andlise de regressdo para a porcentagem de atividade hemolitica
mediante diferentes concentragcdes do 6leo essencial de Lychnophora
pinaster Mart.

FV GL SQ QM Fc R?
E. 1°G 1 1343561 1343561  1190,60*  74,48%
E. 2°G 1 3467,88 3467,88 307,30* 93,80%
Desvio 5 1136,87 227,37 20,149*

Erro 16 180,55 11,28




