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RESUMO

Objetivou-se neste estudo determinar a composi¢do quimica dos o6leos
essenciais de Cinnamodendron dinisii Schwacke (pimenteira) e Siparuna guianensis
Aublet (negramina), as suas atividades antioxidante, antibacteriana, antifingica,
tripanocida, citotoxica, hemolitica e avaliar a capacidade de causarem danos no
DNA de linfocitos humanos, além de caracterizar suas estruturas secretoras. A
obten¢ao dos dleos essenciais foi realizada pela técnica de hidrodestilagio utilizando
o aparelho de Clevenger modificado, e a identificagdo e quantificagdo dos
constituintes, pelas analises em CG/EM e CG-DIC. A atividade antioxidante foi
avaliada utilizando sistema B-caroteno/acido linoleico e o método de sequestro de
radicais DPPH. A avaliagdo da atividade antibacteriana foi realizada por meio da
técnica de difusdo cavidade em agar, e a atividade antifingica, pela técnica de
difusdo em disco. A atividade tripanocida foi avaliada sobre formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi e a citotoxica sobre células Vero; ambas foram determinadas
pelo método do MTT. A atividade hemolitica foi avaliada por medidas
espectrofotométricas da liberagdo de hemoglobina de eritrocitos. Os danos causados
no DNA de células de linfocitos foram avaliados pelo ensaio do cometa ¢ a
caracterizacdo das estruturas secretoras foi feita por MEV e por testes histoquimicos
com os reagentes de Nadi, Sudan IV e cloreto férrico. Os rendimentos dos o6leos
essenciais foram de 2,03% e 0,31% e o teor de umidade foram 60,67% e 64,67%
para as folhas frescas de C. dinisii e S. guianensis, respectivamente. Nas analises
cromatograficas, os constituintes majoritarios encontrados no 6leo essencial de C.
dinisii foram o o-pineno (35,41%), B-pineno (17,81%), sabineno (12,01%) ¢ o
biciclogermacreno (7,59%). No 6leo essencial de S. guianensis, foram identificados
como constituintes majoritarios o B-mirceno (13,14%), germacreno-D (8,68%) e o
biciclogermacreno (16,71%). A atividade antioxidante apresentou-se baixa pelo teste
[-caroteno/acido linoleico e ndo foi evidenciada pelo teste do DPPH, para ambos os
o6leos avaliados. A atividade tripanocida obtida foi de Clsy = 282,93 g mL™ para
6leo de C. dinisii e 124,00 png mL" para S. guianensis, valores considerados
elevados. Os dois 6leos essenciais apresentaram pequeno efeito inibitorio sobre
bactérias, apresentando altos valores de CMI e efeito inibitorio satisfatorio sobre os
fungos avaliados, com baixos valores de CMI. A atividade citotoxica para células
Vero encontrada foi elevada (CCso =35,72 ng mL™" para 6leo de C. dinisii e 38,01
pg mL', para S. guianensis). Os oleos essenciais em estudo apresentaram o efeito
hemolitico elevado em todas as concentragoes de hematdcritos (Ht) avaliadas. Pelo
ensaio do cometa, observou-se que os 6leos causaram danos significativos ao DNA
dos linfocitos, sendo o 6leo essencial de C. dinisii o maior causador de danos. A
caracterizacdo das estruturas secretoras dos Oleos essenciais revelou a presenga de
células internas de secre¢do (cavidades secretoras) em ambas as espécies avaliadas.

Palavras-chave: Antioxidantes. Antimicrobianos. Toxicidade. Cavidades Secretoras.



ABSTRACT

The aims of this study were to determine the chemical composition of
essential oils of Cinnamodendron dinisii Schwacke (pimenteira) and Siparuna
guianensis Aublet (negramina), their antioxidant, antibacterial, antifungal,
trypanocidal, cytotoxic and hemolytic activity and to evaluate their capacity to cause
damage in human lymphocyte DNA, besides characterizing their secretory
structures. The obtaining of the essential oils was conducted by the hydrodistillation
technique using a modified Clevenger apparatus, and the identification and
quantification of constituents, by GC/MS and GC-FID analyses. The antioxidant
activity was evaluated using the B-carotene/linoleic acid system and the DPPH
radical sequestering method. The evaluation of the antibacterial activity was
conducted through the agar well diffusion technique, and the antifungal activity, by
the disk diffusion technique. The trypanocidal activity was evaluated on
Trypanosoma cruzi epimastigote forms and the cytotoxic on Vero cells; both were
determined by the MTT method. The hemolytic activity was evaluated by
spectrophotometric measurements of the hemoglobin (Hb) released of from the
erythrocytes. The damage caused in lymphocyte cell DNA was appraised by the
comet assay and the characterization of the secretory structures was made by SEM
and through histochemical tests with the Nadi reagents, Sudan IIl and ferric
chloride. The yields of the essential oils were 2.03% and 0.31% and the moisture
contents were 60.67% and 64.67% for the fresh leaves of C. dinisii and S.
guianensis, respectively. In the chromatographic analyses, the majority constituents
found in the essential oil of C. dinisii were the o-pinene (35.41%) PB-pinene
(17.81%), sabinene (12.01%) and the bicyclogermacrene (7.59%). In the essential
oil of S. guianensis, were identified as majority constituents the B-myrcene
(13.14%), germacrene D (8.68%) and the bicyclogermacrene (16.71%). The
antioxidant activity by the B-carotene/linoleic acid test was low and was not
evidenced by the DPPH test, for both appraised oils. The trypanocidal activity
obtained was ICsp = 282.93 pg mL™ for C. dinisii oil and 124.00 pg mL™" for S.
guianensis, values considered high. The two essential oils presented little inhibitory
effect on bacteria, presenting high MIC values and satisfactory inhibitory effect on
the fungi appraised, with low MIC values. The cytotoxic activity for Vero cells
found was high (CCso =35.72 pg mL™' for C. dinisii oil and 38.01 pg mL™, for S.
guianensis). The essential oils under study presented a elevated hemolytic effect in
all of the hematocrit concentrations (Ht) appraised. Through the comet assay, it was
observed that the oils caused significant damage to lymphocyte DNA, and the
essential oil of C. dinisii caused the higher damage. The characterization of the
secretory structures of the essential oils revealed the presence of internal secretion
cells (secretor cavities) in both appraised species.

Key words: Antioxidants. Antimicrobials. Toxicity. Secretor Cavities.
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CAPITULO 1: Introducio geral

1 INTRODUCAO

Tem-se observado um crescente interesse na investigagdo de plantas
como fonte de compostos capazes de diminuir os efeitos negativos de
substancias oxidantes, radicais livres e micro-organismos (como bactérias,
fungos, virus e parasitas) que causam prejuizos tanto para a industria alimenticia
e a agricultura, como para a saude humana.

Entre os compostos de origem vegetal, destacam-se os 6leos essenciais,
produtos volateis do metabolismo secundario das plantas, extraidos por meio das
técnicas de hidrodestilagdo e prensagem dos pericarpos de frutos citricos, sendo
a sintese e o acimulo desses 0leos essenciais geralmente associados a presenca
de estruturas especializadas, e influenciados por fatores bioticos e abidticos aos
quais o organismo produtor ¢ submetido. Sdo compostos responsaveis pelo
aroma de muitas plantas ¢ tém se mostrado promissores na busca por novas
substancias com diferentes atividades biologicas (SIMOES et al., 2007).

Os oleos essenciais vém apresentando acdo similiar aos antioxidantes
sintéticos comumente utilizados pela industria alimenticia no controle de
radicais livres e substancias oxidantes. Além disso, os Oleos essenciais tém a
vantagem de, geralmente, ndo possuirem os efeitos nocivos a saude associados
aos antioxidantes sintéticos. Assim, os 6leos volateis podem ser empregados em
alimentos como antioxidantes, para prolongar a vida util desses alimentos
durante o armazenamento, retardando a degrada¢do de compostos essenciais,
como algumas vitaminas e determinados acidos graxos (RUBERTO;
BARATTA, 2000).

Bactérias patogénicas, juntamente com fungos deteriorantes e

micotoxigénicos, sdo os principais agentes de enfermidades causadas pela
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ingestdo de agua e alimentos contaminados, conhecidas como doengas
transmitidas por alimentos (DTAs), que vém aumentando de modo significativo
em nivel mundial e se tornando a principal preocupagdo, do ponto de vista de
seguranca alimentar, entre consumidores e agéncias reguladoras. Devido a
capacidade de os micro-organismos desenvolverem resisténcia aos antibioticos
convencionais, os 0leos essenciais podem constituir uma alternativa no controle
de micro-organismos que causam a deterioracdo alimentar e toxinfecgdes em
mamiferos, pois atuam de forma efetiva na inibi¢ao do seu crescimento.

Tem se observado também grande atividade antiparasitaria dos oleos
volateis em testes in vitro, tornando-os potenciais substincias para o
desenvolvimento de novas drogas antiparasitarias, o que ¢ de grande relevancia,
ja que as doencas infecciosas parasitarias afetam milhdes de pessoas nas regides
geograficas mais pobres do planeta e continuam sendo um obstaculo para o
desenvolvimento social e economico dessas regides, deixando evidente a
necessidade de novas alternativas terapéuticas.

Entre as doencas infecciosas parasitdrias, encontra-se a doenca de
Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, transmitido por
triatomineos (barbeiros), caracterizada por ser uma doenga endémica em paises
tropicais e subtropicais da América Latina, incluida no grupo das chamadas
“doencas negligenciadas”, que afeta cerca de 10 milhdes de pessoas em todo o
mundo; aproximadamente 25-100 milhdes de pessoas vivem em zonas de risco
de infecgdo. Um fator agravante para essa doenca € que a quimioterapia
disponivel ndo ¢é totalmente eficiente, uma vez que o nifurtimox e o benznidazol,
medicamentos disponiveis para o tratamento, atuam somente na fase aguda da
doenga e apresentam sérios efeitos colaterais (SALOMON, 2012).

Apesar da ampla utilizagdo dos oleos essenciais, alguns de seus
constituintes foram descritos como possuidores de propriedades citotoxicas,

hepatotdxicas (pulegona), genotodxicas e carcinogénicas (safrol), o que torna
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importante sua ampla caracterizagdo, visando a uma melhor compreensao da sua
acdo em diferentes sistemas biologicos, possibilitando a indicacdo de aplica¢des
seguras tanto na saude quanto na alimentacdo humana (BAKKALI et al., 2008).

Considerando a diversidade vegetal do Brasil e a pequena porcentagem
de espécies de plantas investigadas tanto do ponto de vista fitoquimico como
farmacoldgico e toxicologico, o estudo de plantas de ocorréncia natural em
nosso pais, como a “pimenteira” (Cinnamodendron dinisii Schwacke) e a
“negramina” (Siparuna guianensis Aublet), torna-se de grande importancia.

A espécie C. dinisii pertence a familia Canellaceae, que ocorre no Brasil
desde Minas Gerais até¢ o Rio Grande do Sul no Planalto Meridional e Serra da
Mantiqueira. E uma arvore de 10-20 metros de altura, e a casca do tronco, de
sabor picante como a pimenta verdadeira, possui propriedades medicinais e é
levemente entorpecente (LORENZI, 2002; PEIXOTO; BARROS, 2010).

A espécie S. guianensis pertence a familia Siparunaceae, ¢ utilizada
como recurso medicinal pela populacdo matogrossense, onde o decocto de suas
folhas é empregado no combate aos sintomas de sinusite, febre, reumatismo,
enxaqueca, gripe, dores no corpo ¢ “malina” (VALENTINI; RODRIGUEZ-
ORTIZ; COELHO, 2010).

Assim, objetivou-se neste estudo determinar a composi¢do quimica dos
Oleos essenciais de C. dinisii e S. guianensis, as suas atividades antioxidante,
antibacteriana, antifingica, tripanocida, citotoxica, hemolitica e avaliar a
capacidade de causarem danos no DNA de linfécitos humanos, além de

caracterizar as suas estruturas secretoras.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Oleos essenciais

As macromoléculas, como carboidratos, proteinas, lipidios e acidos
nucleicos, sdo produzidas, degradadas ou transformadas em um conjunto de
processos bioquimicos denominado metabolismo primario. As substancias
originadas desse metabolismo sdo conhecidas como metabolitos primarios, que
sdo compostos que participam da nutricdo e dos processos metabolicos
essenciais & manutencdo da vida do organismo produtor (SIMOES et al., 2007).

Vegetais e alguns micro-organismos também sao capazes de produzir,
transformar e acumular substincias que ndo estdo necessariamente relacionadas
com a manutengdo da vida do organismo produtor; elas sdo denominadas
metabdlitos secundarios e sdo originadas por um conjunto de reagdes quimicas
conhecido como metabolismo secundario. Esses metabolitos estdo envolvidos
nas interagdes ecoldgicas entre o organismo produtor e o ambiente, garantindo
vantagens para sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo de sua espécie, em seu
ecossistema (TAIZ; ZEIGER, 2004; SIMOES et al., 2007).

Entre as substancias sintetizadas pelas plantas como metabolitos
secundarios, encontram-se os constituintes dos Oleos essenciais que sdo
caracterizados por serem uma mistura complexa desses metabolitos, por
apresentarem alta volatilidade e odor forte. Sdo limpidos, raramente coloridos,
lipossoluveis e soluveis em solventes organicos, com densidade geralmente mais
baixa que a da 4gua. Podem ser sintetizados em todos os 6rgdos do vegetal, e sdo
armazenados em células secretoras especializadas, como os tricomas
glandulares, as cavidades e os canais secretores (BAKKALI et al.,, 2008;

BIZZ0O; HOVELL; REZENDE, 2009).
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Os oleos essenciais apresentam como propriedades fisico-quimicas
volatilidade, instabilidade na presenca de luz, oxigénio, substincias oxidantes,
redutoras, meios com pH extremos, ou meios com tragos de metais que podem
catalisar reagdes de decomposicdo e transformacdo. Dada a sua complexa
composicdo, apresentam alta probabilidade de sofrerem modificag¢des fisico-
quimicas devido as reagdes entre seus proprios constituintes ou entre eles e o
meio (BANDONI; CZEPAK, 2008; ASTANI; REICHLING; SCHNITZLER,
2009).

Na natureza, os 6leos essenciais desempenham um papel importante na
protecdo das plantas, podendo atuar como agentes antibacterianos, antivirais,
antifungicos, inseticidas e também contra o ataque de herbivoros. Eles também
podem atrair alguns insetos que realizam a dispersdo do pdlen e sementes, ou
repelir outros indesejaveis, além de atuarem como inibidores de germinagdo
(alelopatia), no controle de perda de dgua e do aumento de temperatura
(PICHERSKY; GANG, 2000).

As técnicas que podem ser utilizadas para a obtengao de 6leos essenciais
sdo0 hidrodestilagdo, destilagdo por arraste de vapor e prensagem (ou expressao)
de pericarpos de frutos citricos; de acordo com o tipo de extracdo, o perfil
quimico dos o6leos essenciais pode diferir ndo s6 no nimero de moléculas, mas
também na estereoquimica e nos tipos de moléculas extraidas (SIMOES et al.,
2007; BANDONI; CZEPAK, 2008).

A composicdo dos Oleos essenciais estd constantemente em
transformag¢ao, mudando as propor¢des de seus constituintes ou transformando
uns constituintes em outros, conforme a parte da planta, o estadio do seu
desenvolvimento ou o momento do dia, podendo também ser determinada
geneticamente, variando de acordo com a origem botanica, o quimiotipo, fatores
ambientais e procedimento de cultivo das plantas. A composi¢do varia também

de acordo com a origem geografica, forma de secagem, época de colheita, tipo
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de adubagdo, entre outros. Portanto, para se obter oOleos essenciais de
composic¢do padronizada, eles devem ser extraidos sob as mesmas condigdes, do
mesmo 6rgdo da planta, que tenha crescido no mesmo solo, sob 0 mesmo clima
e colhido na mesma estagio (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; SIMOES et al.,
2007; BAKKALI et al., 2008).

Os oleos essenciais sdao constituidos de substincias terpénicas,
acrescidos de moléculas menores, de fungdes organicas distintas, como alcoois
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 0xidos, peroxidos,
furanos, acidos orgénicos, e raramente compostos com enxofre ou nitrogénio.
Geralmente, contém cerca de 20-60 componentes em concentragdes variaveis e
sdo caracterizados por apresentarem dois ou trés componentes em concentragdes
bastante elevadas (20-70%), quando comparadas com a dos demais presentes.
Aqueles que se apresentam em maior concentracdo sao denominados compostos
majoritarios (DELAMARE et al., 2007; BAKKALI et al., 2008).

Os componentes dos Oleos essenciais, apesar de serem muitos, sdo
derivados do metabolismo secundario das plantas, a partir da glicose, ¢ sdo
divididos em apenas dois grupos de origem biossintética distinta: o grupo dos
terpenoides e dos fenilpropanoides, todos caracterizados pelo baixo peso

molecular (BAKKALI et al., 2008).

2.1.1 Biossintese dos terpenoides

Os terpenoides constituem uma grande variedade de substancias
vegetais, sendo o termo empregado para designar todas as substancias cuja
origem biossintética ¢ o isopreno (2-metil-1,3-butadieno), em que as moléculas
bioquimicamente ativas desse composto sdo definidas como ésteres difosfato (ou
pirofosfato), o dimetilalil difosfato (DMAPP) e o isopentenil difosfato (IPP).

Posteriormente, as estruturas basicas dos terpenos podem ser modificadas por
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reducdes, oxidagdes e ciclizagdes para a biossintese dos mais diversos
terpenoides. Os compostos terpénicos mais frequentes nos 6leos essenciais sdo
os monoterpenos, contendo 10 atomos de carbono, (90% dos 6leos volateis) e os
sesquiterpenos, com 15 atomos de carbono (HARTMANN, 2007; SIMOES et
al., 2007).

Os terpenoides sdo sintetizados via mevalonato no citoplasma. Esse ¢
formado por condensacdo de uma unidade da acetoacetil-Coenzima A
(acetoacetil-CoA) com a acetil-CoA, seguida de uma hidrdlise, formando o 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Em seguida, 0 HMG-CoA ¢ reduzido
por um processo que depende de NADPH e ¢é catalisado pela HMG-CoA-
redutase a mevalonato que, por sua vez, mediante reacdes de fosforilagdo e
descarboxilagdo, é convertido em isopentenil-pirofosfato e seu isdmero

dimetilalilpirofosfato (Figura 1) (DEWICK, 2002; BARTRAM et al., 2006).



OHC OH O,HC OH

PO PO

OH
Glicose-6-P Gliceraldeido-3-P Acido 3-fosfoglicerato
SCoA O OzHC o 0O,HC oP

\f T
D —
Acetil-CoA Acido piravico Fofoenolpiruvato
+
COSCoA OH
o o OH
)J\)J\ — HMGCoA-redutase OH
—_—
SCoA
o
Acetoacetil-CoA 3-hidroxi-3-metil glutaril-CoA 0 O-
Mevalonato
oPP
OPP
AN p—
M OPP 1 X IPP
onoterpenos -
10C
\ GPP
| PP
DMAPP
2X1IPP
Sesquiterpenos \
5 -
/
OPP
FPP

Figura 1 Biossintese de terpenos via mevalonato
Fonte: Adaptada de Simdes et al. (2007)
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A producdo do IPP pode ocorrer também nos cloroplastos, pela via 1-
deoxi-D-xilulose conhecida como via DXPS, nos quais ocorre a condensagdo de
uma molécula de piruvato e outra de D-gliceraldeido-3-fosfato, formando a 1-
deoxi-D-xilulose-5-fosfato; apos reagdes sucessivas, origina-se a molécula de

IPP e de DMAPP (Figura 2) (EISENREICH; ROHDICH; BACHER, 2001).
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Figura 2 Biossintese de terpenos via DXPS
Fonte: Adaptada de Dewick (2002)
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As moléculas de IPP ¢ DMAPP formadas em ambas as vias condensam-
se e originam o trans-geranilpirofosfato (GPP), que ¢ convertido nos diferentes
monoterpenos (10  carbonos). Devido a polimerizagdo do trans-
geranilpirofosfato com IPP, sdo formadas cadeias crescentes de cinco em cinco
atomos de carbono, que dard origem aos sesquiterpenos (15 carbonos), aos
diterpenos (20 carbonos) e assim por diante; quanto maior o numero de
carbonos, maior o potencial para diversidade estrutural e estereoquimica destes

compostos (DEWICK, 2002; BARTRAM et al., 2006).

2.1.2 Biossintese dos fenilpropanoides

Os fenilpropanoides sdo compostos aromaticos que derivam da rota que
se inicia com a formagdo do 4cido chiquimico e sdo menos abundantes do que os
terpenoides. Caracterizam-se por possuirem em suas estruturas um anel
benzénico com uma cadeia lateral composta de trés carbonos, que apresenta uma
dupla ligagdo, podendo ter um grupo funcional com oxigénio.

O 4cido chiquimico é formado pela condensagdo aldodlica de dois
metabolitos da glicose: o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato, e
posteriormente, por varias reagdes ¢ convertido nos aminoacidos fenilalanina e
tirosina. Estes pela acdo da enzima fenilalanina amonialiase (FAL) (enzima que
¢ ponto de ramificacdo entre o metabolismo primario ¢ o metabolismo
secundario), perdem uma molécula de amdnia, resultando na formacdo dos
acidos cindmico e p-cumadrico, que apresentam em sua estrutura uma cadeia
lateral contendo trés atomos de carbono ligados ao anel aromatico. Os
fenilpropanoides simples sdo produzidos por meio de uma série de oxidagoes,
reducdes, ciclizacdes e reagdes de desidratacdo do acido cindmico ou p-

cumarico (Figura 3) (SIMOES et al., 2007).
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Figura 3 Biossintese de fenilpropanoides
Fonte: Adaptada de Simdes et al. (2007)

2.2 Importancia econdomica e aplicacoes dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais possuem grande aplicagdo na industria de higiene
pessoal, perfumaria, cosmética, alimentos, além de serem coadjuvantes em
medicamentos. S3o empregados principalmente como aromas, fragrancias,
fixadores de fragrancias, em composi¢des farmacéuticas, além de serem
comercializados na sua forma bruta ou beneficiada, como as substincias
purificadas limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol (BIZZO;

HOVELL; REZENDE, 2009).
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Os odores e sabores caracteristicos dos oOleos essenciais sfo 0s
responsaveis pelas suas aplicagdes, assim como pelas suas variadas atividades
bioldgicas, como antibacteriana, antifiungica, antioxidante e outras. Essas
atividades, atribuidas a esses compostos, representam, de certo modo, uma
extensdao do papel ecologico que eles exercem nas plantas, defendendo-as das
bactérias, virus e fungos fitopatogénicos (BAKKALI et al., 2008). Porém, a
aplicacdo comercial do 6leo essencial ¢ determinada pela estrutura, grupo
funcional e composi¢do, uma vez que essas caracteristicas sdo responsaveis por
sua atividade biologica e suas propriedades fisico-quimicas.

Até 2003, as patentes depositadas envolvendo compostos terpénicos e
terpenoides e oOleos essenciais nas areas de preparagdes medicinais somaram
13,95%; para a manipulagdo genética de plantas superiores € micro-organismos
para sintese de terpenos somaram 8,37%; para tensoativos, 4,04%; para
polimeros, 3,32% e para cosméticos, 3,10%. A Companhia norte-americana
Procter e Gamble possui 2,01% das patentes listadas na pesquisa, seguida por
Colgate-Palmolive (1,38%), a empresa francesa L’OREAL (2,01%) ¢ a alema
Hoescht (1,09%), o que demonstra uma crescente busca por novas tecnologias
para areas de tensoativos, compostos farmacéuticos e polimeros utilizando 6leos
essenciais, compostos terpénicos e terpenoides (SILVA-SANTOS et al., 2006;
MONTANARI, 2010).

De acordo com Bizzo; Hovell, Rezende (2009), existem 300 o6leos
essenciais de importidncia comercial no mundo. Nesse contexto, o Brasil
encontra-se entre os grandes exportadores internacionais, que juntamente com a
india, China e Indonésia, compdem o grupo dos quatro maiores produtores
mundiais de 6leos esssenciais. O Brasil destaca-se principalmente pela produgio
de 6leos essenciais proveniente da prensagem de pericarpos de frutos citricos
(subprodutos da industria de sucos); entre 2004 e 2007, os oOleos essenciais

extraidos de produtos citricos contribuiram com 5% do total de 6leos importados



33

pela Unido Europeia e 2% do total importado pelos Estados Unidos. Apesar de
se destacar no mercado internacional de Oleos essenciais, o Brasil sofre de
problemas cronicos, como falta de manutencdo do padrdo de qualidade dos
0leos, representatividade nacional e baixos investimentos governamentais no

setor, que levam ao quadro estacionario observado.

2.3 Estruturas secretoras

A biossintese dos 6leos essenciais ocorre por meio de um intercambio
bioquimico de produtos e precursores entre os diversos compartimentos
celulares, como plastidios, reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias e
citosol. Varios desses compartimentos celulares trabalham em conjunto para a
biossintese; porém, apenas algumas células diferenciadas para a funcao secretora
possuem as enzimas adequadas para a producdo dos 6leos essenciais. Essas
células especiais localizam-se em estruturas bem definidas anatomicamente, que
podem estar presentes em qualquer 6rgao dos vegetais (MONTANARI, 2010).

A presenga das estruturas secretoras estd relacionada a interagdo da
planta com o meio ambiente em que esta inserida; assim, a fun¢do das estruturas
secretoras estd diretamente relacionada ao papel ecolégico dos metabolitos
secundarios produzidos pelas plantas (FAHN, 1979).

Dependendo da familia taxondmica em estudo, o 6leo essencial pode ser
encontrado em diversas estruturas de armazenamento, podendo essas ser
externas, quando ocorrem na superficie da planta e secretam substancias
diretamente fora da planta, como os tricomas secretores (Lamiaceae), ou
estruturas internas, quando ocorrem no interior da planta e secretam substancias
nos espagos intercelulares, como os ductos oleiferos (Apiaceae) ou cavidades

secretoras (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae) (SIMOES et al., 2007).
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O conhecimento morfologico, anatdomico e ultraestrutural dessas
estruturas histologicas ¢ essencial, pois podem auxiliar na identificacdo da
espécie, auxiliar na compreensdo da sua fung¢@o na planta, e proporcionar o
melhor aproveitamento do material vegetal, tratamento adequado das plantas na
colheita, na secagem e no armazenamento, para otimizar o processo de obtengdo

dos 6leos essenciais (SVOBODA; GREENAWAY, 2003; SIMOES et al., 2007).

2.3.1 Estruturas secretoras externas

As estruturas vegetais externas secretoras de Oleos essenciais sdo
representadas pelos tricomas glandulares, que sdo intensivamente estudados
gragas a sua ampla distribui¢do entre as plantas superiores, suas diversas func¢des
e a sua grande varia¢do morfoldgica tanto do tricoma individualmente como da
composicao geral do revestimento da planta.

Morfologicamente, os tricomas glandulares sdo pélos epidérmicos
modificados e podem ser encontrados em diversas partes das plantas, como
folhas, caules ¢ até flores. Sao divididos em dois grupos, os capitados e os
peltados; porém, ambos apresentam como caracteristica comum a morfologia
basica, caracterizada pela presenga de uma regido basal, um pedinculo ¢ uma
cabeca (COMBRINCK et al., 2007).

O tricoma peltado se caracteriza pela presenga de uma célula basal,
pedanculo curto constituido de apenas uma célula e cabeca multicelular (com
mais de duas células). J& um tricoma capitado apresenta uma célula basal, um
pedanculo unicelular e duas células na cabeca; ou pode apresentar uma célula
basal, pedunculo multicelular ¢ uma pequena cabega esférica unicelular. Os
tricomas capitados sdo classificados em tipo I, quando apresentam cabegas
unicelulares arredondadas e cabegas bicelulares, e tipo II, quando possuem

cabega unicelular em forma de pera (Figura 4) (BISIO et al., 1999; SVOBODA,;
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HAMPSON; HUNTER,1999; COMBRINCK et al., 2007; GUIMARAES,
2010).

Figura 4 Fotografias em microscopia eletronica de varredura mostrando tipos
morfolégicos de tricomas glandulares em Lamiaceae. A) Tricomas
capitados de pedinculo longo, respectivamente em fase secretora e
pos-secretora. B) Tricomas peltados

Fonte: Adaptado de Ascensao (2007)

As fungdes dos tricomas envolvem protecdo das plantas contra
herbivoros, calor e luz solar, podendo controlar a temperatura das folhas tdo bem
como a perda de dgua (KOLB; MULLER, 2004). Em muitas plantas, os
tricomas glandulares também s3o os responsaveis pela Dbiossintese e
armazenamento de 6leos essenciais, sendo, muitas vezes, chamados de glandulas
de 6leo essencial. Menta piperita, por exemplo, acumula grandes quantidades de
monoterpenos em tricomas glandulares peltados. O estudo desses tricomas
revelou serem as células secretoras o local da sintese dos monoterpenos nessa

espécie (MONTANARI, 2010).
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2.3.2 Estruturas secretoras internas

As estruturas internas s3o representadas pelas cavidades e canais
secretores. As cavidades secretoras sdo formadas pela diferenciacdo de uma
célula, dando origem a uma cavidade com epiderme, ou pela formacdo de
espacos intercelulares entre células parenquimaticas. Sdo caracterizadas por
serem estruturas arredondadas, assumindo formas esféricas. Os ductos secretores
sdo formados pela unido de diversas cavidades secretoras, revestidos por varias
células adjacentes, situando-se entre essas células secretoras e as células
epiteliais, apresentando-se como cavidades alongadas (Figura 5). Essas

estruturas sdo as principais responsaveis pela grande producdo de oleos

essenciais extraidos de plantas, como as pertencentes a familia Myrtaceae

(SVOBODA; HAMPSON; HUNTER, 1999; GUIMARAES, 2010).

Figura 5 Fotografias em microscopia eletrénica de varredura das folhas de
Ocotea odorifera. A) Células secretoras espalhadas por todo o
mesofilo. B) Células secretoras de formato eliptico e esférico

Fonte: Adaptado de Guimaraes (2010)
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2.4 Antioxidantes

Substancias antioxidantes sdo aquelas que inibem e/ou diminuem os
efeitos desencadeados pelos radicais livres e compostos oxidantes em substratos
oxidaveis. Essas substancias podem ser enzimaticas, como as superoxido
dismutases, catalase, e glutationa peroxidase, ou ndo enzimadticas, como o o-
tocoferol (vitamina E), B-caroteno, ascorbato (vitamina C) e os compostos
fenolicos (FRANKEL; FINLEY, 2008).

No organismo humano, a atividade metabdlica normal produz
compostos que contém um ou mais elétrons ndo pareados, conhecidos como
radicais livres (R"). Radical livre é o termo utilizado para designar qualquer
atomo ou molécula, com existéncia independente, apresentando em sua estrutura
atbmica um ou mais elétrons desemparelhados no seu orbital mais externo,
conferindo maior reatividade em relacdo as espécies ndo radicalares. Essas
moléculas sdo produzidas em situacdes fisioldgicas ou patologicas por
mecanismos diferentes, como na respiragdo celular, e reagdes de oxidagao,
podendo ser danosas as células, quando produzidas em excesso (GUTIERREZ,
2002).

Os radicais apresentam-se altamente reativos, embora sua reatividade
varie ao longo de um amplo espectro, devido a presenca de -elétrons
desemparelhados. S3ao exemplos desses radicais substancias que podem
apresentar o elétron livre centrado em datomos de oxigénio, nitrogénio,
hidrogénio, carbono ou enxofre, além de atomos de metais de transicdo. Entre
as principais espécies de radicais livres, espécies reativas de oxigénio (ERO) ou
nitrogénio (ERN), encontram-se o 'O, (oxigénio singlete), O, (radical
superdxido), OH" (radical hidroxila), NO" (6xido nitrico), ONOO" (peroxinitrito)
e Q" (radical semiquinona) (OLIVEIRA et al., 2009).
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Esses radicais s3o tdo ativos que, uma vez formados, ligam-se a
diferentes compostos em fragdes de segundo. Ao fazé-lo, eles podem transferir
seu elétron ndo pareado ou capturar um elétron de outra molécula, a fim de se
estabilizar, formando um par de elétrons para uma nova liga¢do covalente. De
uma forma ou de outra, os radicais acabam ficando estdveis, mas a molécula
atacada, em si, transforma-se em um radical. Isso inicia uma reacao em cadeia
que pode agir destrutivamente sobre um tecido (LIMA; ABDALLA, 2001;
SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR, 2005).

Radicais livres desempenham papel fundamental no metabolismo
celular, como, por exemplo, participagdo na producdo de ATP, fagocitose,
regulagdo do crescimento celular, entre outros. No entanto, o desequilibrio entre
moléculas oxidantes e antioxidantes gera o estresse oxidativo, levando os
radicais livres em excesso a atacar e danificar praticamente qualquer molécula
encontrada no organismo, por meio da peroxidagdo lipidica das membranas,
modificacdes oxidativas das proteinas, lesdes no acido desoxirribonucleico
(DNA) e lesdo de reperfusdo, e provocando, assim, alteragdes teciduais
responsaveis por diversas patologias, incluindo o céancer, aterosclerose e
cardiopatias, entre outras (SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR, 2005;
ABRAHADO et al., 2010).

Para ajudar o organismo a combater o excesso de radicais livres, ¢
necessaria a ingestdo de elementos antioxidantes que s3o encontrados
naturalmente em alguns alimentos e bebidas. Varios compostos presentes em
frutas e vegetais possuem essa atividade, como as vitaminas (a-tocoferol, B-
caroteno, acido ascorbico), clorofilina, curcumina, flavonoides e também alguns
6leos essenciais (RUBERTO; BARATTA, 2000; OLIVEIRA et al., 2009).

Nos alimentos, o aparecimento de sabores e odores desagradaveis, que
os tornam improprios para o consumo, ¢ de outras alteracdes que podem afetar

tanto a qualidade nutricional, a integridade e seguranca desses, ¢ causado pela
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acdo dos radicais livres por meio da peroxidacdo lipidica, que leva a degradagdo
de vitaminas lipossoliveis ¢ de acidos graxos essenciais presentes nos alimentos
(RAMALHO:; JORGE, 2006).

Nas industrias de alimentos, substincias antioxidantes sdo empregadas
no controle dos radicais livres que provocam a oxidacdo lipidica de oOleos e
gorduras. Entre essas substancias, as mais utilizadas s3o as sintéticas butil-
hidroxi-anisol (BHA), 2,6-di-tert-butil-4-hidroxitolueno (BHT), tert-butil-
hidroquinona (TBHQ) e galato de propila (PG) (Figura 6); porém, estudos
relacionados com a toxicologia desses compostos tém demonstrado a
possibilidade de eles apresentarem efeito carcinogénico em experimentos com
animais; por isso, o uso de antioxidantes sintéticos ¢ restrito em varios paises.
No Brasil, o uso dessas substancias é controlado pela Anvisa (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria), por meio da RDC N° 64, de 16 de setembro de 2008,
limitando as concentragdes maximas de uso para 0,02g 100g” para TBHQ,
BHA, BHT e PG ¢ 0,15¢g IOOg'1 para a-tocoferol (RAMALHO; JORGE, 2006;
BRASIL, 2008).
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Figura 6 Estruturas quimicas dos principais antioxidantes utilizados na industria
(a) a- Tocoferol, (b) BHT, (c) BHA, (d) PG ¢ (¢) TBHQ
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Diante dos possiveis problemas causados pelos antioxidantes sintéticos,
muitas pesquisas t€ém sido desenvolvidas com o intuito de encontrar produtos
naturais com atividade antioxidante, que permitirdo a substitui¢do dos sintéticos
ou fazer associag¢des entre eles, com a finalidade de diminuir sua quantidade nos
alimentos.

Para selecionar de forma rapida as substincias e compostos com
potencial antioxidante, que possam ser utilizadas na conservagdo de alimentos e
na prevengdo de doengas cronico-degenerativas, sdo empregados varios métodos
in vitro, que avaliam esse potencial. Atualmente, esses métodos podem ser
classificados em duas categorias: os métodos diretos, baseados na transferéncia
direta de hidrogénio, e os métodos indiretos, baseados na transferéncia de
elétrons. Entre os principais métodos que ocorrem via transferéncia direta de
hidrogénio, encontra-se o ensaio de oxidagdo do sistema P-caroteno/acido
linoleico e entre aqueles que estdo baseados na transferéncia de elétrons, o
principal ensaio ¢ o que avalia a reducdo do radical estavel 2,2-difenil-1-

picrilhidrazila (DPPH) (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

2.4.1 Ensaio de oxidacfo do sistema B-caroteno/acido linoleico

O ensaio da oxidagdo do sistema B-caroteno/acido linoleico é baseado na
abstracdo de uma molécula de hidrogénio da molécula insaturada do B-caroteno,
por um radical livre gerado pela oxida¢do do 4cido linoleico, ap6s ter submetido
o sistema modelo a condi¢des de oxida¢do. Como resultado da oxidacdo do B-
caroteno na auséncia de antioxidantes, o sistema perde a sua coloragdo
alaranjada caracteristica, que ¢ monitorada espectrofotometricamente, de modo a
possibilitar a quantificagdo do grau de inibi¢do da oxidagdo pelo antioxidante a
ser testado (Figura 7) (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; JAYAPRAKASHA et
al., 2007).
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Esse método simula a oxidagdo dos componentes da membrana lipidica
na presencga de antioxidantes no interior das células, e assim como a capacidade
de inibir a formacdo de dienos conjugados de hidroperoxido resultantes da
oxidacdo do acido linoleico. Assim, o sistema B-caroteno/acido linoleico avalia a
atividade de inibi¢do de radicais livres gerados durante a peroxidagcdo do acido
linoleico, ou seja, a capacidade de uma amostra ou composto em proteger um

substrato lipidico da oxidagdo (TEPE et al., 2005).

1) Formagao dos radicais a partir do acido linoleico
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2) Ataque dos radicais ao beta-caroteno
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Figura 7 Esquema geral do processo de peroxidagao lipidica
Fonte: Adaptada de Lima e Abdalla (2001)
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2.4.2 Ensaio de reducio do radical estiavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH)

O método de redu¢io do radical estavel DPPH baseia-se na reacdo dos
compostos antioxidantes com radicais estaveis DPPH, de cor violeta. Quando
esses sdo adicionados a substancias que podem ceder um atomo de hidrogénio
ao DPPH, ele é convertido em 1,1-difenil-2-picrilhidrazina (DPPHH), ocorrendo
a perda da coloracdo do meio reacional (Figura 8). Assim, quanto maior o grau
de descoloracdo do DPPH maior o potencial do composto de reduzir o radical
DPPH e, consequentemente, alta atividade antioxidante (HUANG; OU; PRIOR,
2005; TEPE et al., 2005; JAYAPRAKASHA et al., 2007). Essa redugdo do
DPPH também pode ocorrer por meio de um mecanismo de transferéncia de

elétrons por parte do composto antioxidante (EBRAHIMABADI et al., 2010).
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Figura 8 Esquema geral da redugdo do DPPH
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2.4.3 Atividade antioxidante dos oleos essenciais

Muitos 6leos essenciais tém apresentado resultados que indicam uma
acdo similiar aos compostos sintéticos no controle de radicais livres ou
substancias oxidantes (RUBERTO; BARATTA, 2000; LIMA et al.,, 2012;
ANDRADE et al., 2012).

Na maioria dos trabalhos, os compostos responsaveis pela atividade
antioxidante conferida a alguns oOleos essenciais sdo principalmente os
fenilpropanoides. Esses podem apresentar em sua estrutura um ou mais grupos
hidroxila (OH), ou metoxila (CH;0") ligados ao anel aromatico, instauragdes ¢
elétrons disponiveis para serem doados. O timol e o carvacrol, encontrados
como componentes de Oleos essenciais de varias plantas, sdo exemplos de
substancias presentes nos o6leos essenciais com a¢do antioxidante. Esses
compostos apresentam carater acido, e sdo, portanto, capazes de doar atomos de
hidrogénio com um elétron desemparelhado (H'), em que o radical formado é
estabilizado pelas estruturas de ressonancia resultante da deslocalizagdo dos

elétrons na molécula (Figura 9).
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Figura 9 Moléculas de carvacrol e timol, respectivamente, atacadas por um
radical livre (R")
Fonte: Adaptada de Lima (2008)

Ruberto e Baratta (2000), avaliando a atividade antioxidante de
aproximadamente 100 compostos encontrados nos 6leos essenciais, verificaram
que, de um modo geral, hidrocarbonetos mono e sesquiterpénicos apresentam
um baixo, ou nenhum, efeito antioxidante; porém, sdo capazes de aumentar a
atividade ao agir sinergisticamente com outros compostos.

Apesar de muitos estudos sugerirem que a maioria dos componentes dos
oleos essenciais possuem atividade antioxidante, Bakkali et al. (2008) citam que
alguns desses compostos possuem atividade pro-oxidante, afetando, assim, as
membranas das células e organelas internas, ¢ que dependendo do tipo e
concentragdo, eles apresentam efeitos citotoxicos em células vivas, mas
geralmente sd3o ndo-genotoxico. Diante disso, tornam-se necessarios mais
estudos referentes ao potencial antioxidantes dos 6leos essenciais € o seu modo

de acdo nos diferentes tipos de células.
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2.5 Doencas transmitidas por alimentos (DTAs)

Doengas transmitidas por alimentos (DTAs) sdo normalmente causadas
por micro-organismos ou suas toxinas, ¢ na maioria das vezes, se manifestam
por meio de doengas gastrointestinais, que podem variar acentuadamente em
gravidade e duragdo. As DTAs sdo definidas pelo Ministério da Satude, na RDC
n°12/2001, como uma sindrome originada pela ingestdo de alimentos e/ou de
agua que contém agentes etiologicos (bioldgicos, toxinas, fisicos ou substancias
quimicas) em quantidades tais que afetem a saide do consumidor em nivel
individual ou grupo de populagao (BRASIL, 2001; PIGOTT, 2008).

As DTAs vém aumentando de modo significativo em nivel mundial e se
tornando a principal preocupagdo, do ponto de vista de seguranca alimentar,
entre consumidores e agéncias reguladoras. Muito embora a maioria dos casos
sejam considerados como leves e moderados, algumas infec¢des mais graves
podem causar sequelas e até mesmo Obitos, além dos gastos hospitalares e do
afastamento de atividades profissionais e escolares (RIDEL, 2005).

Os micro-organismos causadores de DTAs sao divididos em dois tipos:
infecciosos e intoxicantes. O primeiro grupo compreende aqueles que se
multiplicam no trato intestinal humano, enquanto o segundo grupo ¢ formado
por aqueles que produzem toxinas, tanto nos alimentos como durante a sua
passagem no intestino. Assim, para que uma infeccdo de origem alimentar
ocorra, € necessario que o micro-organismo esteja vidvel para provocar a
doenca. Em contrapartida, em toxinoses de origem alimentar, a presenga do
micro-organismo viavel ndo ¢ estritamente necessaria, pois a toxina pode ser
pré-formada no alimento. Para a ocorréncia de toxinfecgdes, ¢ necessaria a
ingestdo de alimentos com certa quantidade de micro-organismos viaveis
causadores de doencas, os quais sdo capazes de produzir ou liberar toxinas apds

serem ingeridos (FORSYTHE, 2005; JAY, 2005).
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As doencas de origem alimentar podem ser provocadas por diversos

grupos de micro-organismos, incluindo bactérias, fungos, protozodrios e virus.

2.5.1 Bactérias

As bactérias sao os principais micro-organismos envolvidos nos
processos de contaminagdes de alimentos, pela sua diversidade e patogenia, e
por atuarem sob numerosos tipos de substratos, sob diferentes faixas de
temperatura e de pH, bem como diversas condigdes do meio ambiente. Elas sdo
agentes importantes na etiologia das DTAs de origem microbiana, sendo
responsaveis pelo maior nimero de surtos e de mortes, seja como causadoras de
infecgoes, seja de toxinoses ou toxinfec¢des (SOUSA, 2003; JAY, 2005).

Entre as bactérias patogénicas que podem vir a ocasionar DTAs, citam-
se a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa e algumas espécies do género Salmonella
(FORSYTHE, 2005; JAY, 2005).

2.5.1.1 Staphylococcus aureus

O S. aureus ¢ um organismo que se apresenta em forma de cocos Gram-
positivo. Possui como caracteristicas ser oxidase negativo, coagulase positivo e
aerdbico facultativo; pode crescer em uma ampla margem de temperaturas,
tendo como limite minimo e maximo 7°C e 49°C, respectivamente, ¢ a produgao
de toxinas ocorre na faixa de 10°C - 48°C, mas sua faixa 6tima de producao ¢ de
40°C - 45°C (FORSYTHE, 2005; JAY, 2005).

S. aureus ¢ o patdégeno humano mais importante entre os estafilococos.
E encontrado no ambiente externo e nas narinas de 20-40% dos adultos, ao passo

que 60% dos humanos podem ser colonizados temporariamente, o que aumenta



47

os riscos de contaminag@o dos alimentos manipulados, sendo os produtos lacteos
os principais substratos alimenticios para esse micro-organismo (BANIA et al.,
2006).

A intoxicagdo alimentar estafilococica ¢ atribuida a ingestdo de toxinas
produzidas e liberadas pela bactéria durante sua multiplicagdo no alimento,
representando um risco para a  sadde publica. As enterotoxinas sdo
termoestaveis, podendo permanecer no alimento mesmo apds o cozimento,
favorecendo a ocorréncia da intoxicacdo. O periodo de incubagdo da doenga
pode variar de 30 minutos até 8 horas; porém, na maioria dos casos, os sintomas
aparecem entre 2 e 4 horas apds a ingestdio do alimento contaminado
(STAMFORD et al., 2006; FISHER et al., 2007).

Devido a sua capacidade de produzir infec¢cdes em diversos tecidos do
corpo humano, essa bactéria estd associada a altas taxas de mortalidade e
morbidade. E capaz de adquirir resisténcia a antibioticos e de sobreviver em
diferentes condi¢cdes ambientais, 0 que a torna um perigoso agente infeccioso no
ambiente hospitalar. Considerando o cenario epidemioloégico mundial, esse
micro-organismo ¢ considerado a terceira causa mais relevante de DTAs.

(SAGINUR; SUH, 2008; SANTANA et al., 2010).

2.5.1.2 Escherichia coli

Escherichia coli apresenta-se na forma de bacilos Gram-negativos com
didmetro de 1,1 a 1,5 x 2,0 a 6 um, pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
nao esporulados, aerébicos ou anaerdbicos facultativos, capazes de fermentar a
glicose, produzindo acido e gas. Sdo imoveis; porém, alguns t€m a capacidade
de mobilidade, pois possuem flagelos peritricos. Podem crescer em pH entre 4,4
e 9, mas sdo conhecidas pela sua capacidade de tolerar ambientes acidos, que

lhes permite sobreviver no trato intestinal (ICMSF, 2000; JAY, 2005).
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A E. coli inclui cepas ndo patogénicas que tém como habitat o trato
entérico de humanos e animais sadios, e cepas altamente patogénicas,
responsaveis por provocarem surtos de doengas em humanos e animais com
consideravel taxa de mortalidade. A presenga de cepas ndo patogénicas em
alimentos e 4gua indica contamina¢do direta ou indireta de origem fecal, sendo
considerado o indicador classico da possivel presenga de micro-organismos
patogénicos (ICMSF, 2000; JAY, 2005).

Os patotipos de E. coli tém sido classificados como patogénicos de
origem entérico e patogénicos extraintestinais. O primeiro grupo é causador de
diarreias em humanos e animais e o segundo causa infecgdes do trato urinario e
inflamagdo generalizada causada por infec¢do e meningites (KUHNERT
BOERLIN; FREY, 2000).

Pelo fato de bovinos apresentarem-se como portadores assintomaticos de
E. coli patogénica, pode-se explicar a incidéncia desse micro-organismo em
alimentos elaborados a base de carne, leite ndo pasteurizado e derivados, € em
vegetais crus ¢ produtos minimamente processados. O leite e derivados podem
sofrer contaminacdo direta ou indireta por esse micro-organismo (HEUVELINK

et al., 1998; ISLAM et al., 2005).

2.5.1.3 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes apresenta-se na forma de bastonetes curtos,
flagelados, Gram-positivos, sendo ndo formadores de esporos, moveis, catalase
positiva, oxidase negativa, halotolerantes, desprovida de capsula. E amplamente
distribuida na natureza, podendo ser isolada do solo ¢ fezes de humanos ¢ de
outros animais (FORSYTHE, 2005; JAY, 2005).

Apesar de ser frequentemente encontrada em alimentos crus de origem

vegetal e animal, L. monocytogenes também pode ser isolada de alimentos
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cozidos devido a contaminagdo durante o processo industrial. Possui a
capacidade de se multiplicar durante a estocagem sob refrigeracdo. Entre os
principais alimentos associados a listeriose de origem alimentar, estdo o leite cru
ou pasteurizado, queijos, sorvetes, vegetais crus, carnes ¢ derivados, aves, peixes
e frutos do mar (FARBER; PETERKIN, 1991).

A listeriose ¢ uma doenca de origem alimentar atipica, devido a alta
gravidade, de natureza ndo entérica e longo periodo de duracdo. Adquirida pela
ingestdo de alimentos contaminados, pode afetar principalmente individuos
imunodeprimidos, gestantes e recém-nascidos. Manifesta-se por gastroenterites,
meningites, encefalites, infeccdes transmitidas da gestante para o feto e
septicemias, resultando na morte de 20 a 30% dos casos (ZUNABOVIC;
DOMIG; KNEIFEL, 2011).

2.5.1.4 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa ¢ uma bactéria Gram-negativa, reta ou ligeiramente curva,
nido fermentadora, obrigatoriamente aerébica e movel por flagelos polares,
oxidase e catalase positivas, que crescem de 37°C a 42°C, possuem metabolismo
oxidativo, tolera valores de pH relativamente altos e sdo capazes de sobreviver
em substratos com pequenas quantidades de nutrientes. E uma bactéria que pode
ser isolada do solo, agua, plantas ¢ mesmo animais, incluindo os seres humanos
(GALES et al., 2001).

A espécie P. aeruginosa é o mais importante patdgeno humano no
género Pseudomonas. Considerando que a P. aeruginosa ¢ uma bactéria
amplamente distribuida no meio ambiente e faz parte da microbiota humana, ela
raramente se torna a causa de infec¢des comunitarias em individuos saudaveis.

No entanto, em ambientes hospitalares, essa bactéria torna-se um agente

infeccioso importante, principalmente em pacientes predispostos, que
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apresentam quebra de barreiras fisicas e imunossupressio (PAVIANI;

STADNIK; HEINEK, 2004).

2.5.1.5 Salmonella Choleraesius

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceac e se
apresenta na forma de bacilos, medindo de 0,7-1,5 x 2,0-5um, Gram negativos,
ndo produtores de esporos, anaerobios facultativos, oxidase negativa e catalase
positiva. O organismo apresenta crescimento 6timo a 37°C, mas ja foram
observados crescimentos em temperaturas entre 5 ¢ 45°C, com pH ideal de 7,
variando entre 4 e 9, produz gas a partir de glicose (exceto S. Typhi), sendo
capaz de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono. A maioria das cepas é
moével, apresentando na sua estrutura flagelos peritriquios, com exce¢ao para a S.
pullorum e a S. gallinarum, que sdo imoveis (FRANCO; LANDGRAF, 2001).

De acordo com o Centro de Colaboragdo para Referéncia e Pesquisa
sobre Salmonella, da Organizagdo Mundial da Saude (Instituto Pasteur, Paris), o
género apresenta duas espécies: S. enterica e S. bongori, que incluem atualmente
2519 e 22 sorotipos, respectivamente (POPOFF; BOCKEMUHL;
GHEESLING, 2004).

A Salmonella enterica causa gastrinterite, diarreia, dores abdominais,
nauseas, febre, calafrios e dores de cabega. A febre tifoide é a mais grave de
todas as doengas causadas por salmonelas, incluindo a S. Typhi e a S. Parathyphi
A e C; contudo, Salmonella bongori ¢ as outras subespécies de Salmonella
enterica sdo raramente isoladas de humanos, sendo geralmente isoladas de
animais de sangue frio e do ambiente (CHIU; SU; CHU, 2004; JAY, 2005).

A Salmonella Choleraesuis ¢ uma Salmonella enterica sorotipo
Choleraesuis, que faz parte dos sorotipos adaptados ao hospedeiro, nesse caso, a

suinos, provocando a febre paratiféide suina. E altamente patogénica para o
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homem, geralmente invadindo a corrente sanguinea (bacteremia), causando
febre alta e persistente, dor no torax, calafrios, sudorese e vomito, o estado pode
ser passageiro ou cronico. Esse quadro torna a S. Choleraesuis uma preocupagao,
nao so6 devido ao seu potencial causador de doenga em suinos jovens, mas
também por causa de suas implicagcdes na saiude publica para os seres humanos

(CHIU; SU; CHU, 2004).

2.5.2 Fungos

Os fungos também sdo micro-organismos responsaveis pela ocorréncia
de doengas de origem alimentar; porém, em propor¢des bem menores que as
causadas por bactérias. Em alimentos submetidos a condi¢des de conservagao e
armazenamento inadequadas, pode ocorrer a contaminagdo desses por fungos
que causam a deterioragdo e/ou que produzem micotoxinas.

As micotoxinas sdo substancias tdxicas resultantes do metabolismo
secundario de diversas linhagens toxigénicas de fungos filamentosos, de baixo
peso molecular, termoestaveis, geralmente toxicas em baixas concentragdes. A
maioria das micotoxinas afeta 6rgdos e tecidos, induzindo varias patologias, tais
como neoplasia, mutagénese, teratogénese, imunossupressdo, entre outras
(LAVOR; SOUSA, 2008).

As micotoxinas podem entrar na cadeia alimentar humana e animal por
meio de contaminacdo indireta ou direta. A contaminagdo indireta de alimentos e
ragdes ocorre quando um ingrediente qualquer foi previamente contaminado por
um fungo toxigénico, ¢ mesmo que o fungo tenha sido eliminado durante o
processamento, as micotoxinas ainda permanecerdo no produto final. A
contaminag¢@o direta, por outro lado, ocorre quando o produto, o alimento ou a
racdo se tornam contaminados por um fungo toxigénico, com posterior formagao

de micotoxinas (FREIRE et al., 2007).
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Os fungos toxigénicos pertencem basicamente aos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium, os quais sdo responsaveis pela produgdo da maioria das
micotoxinas até hoje conhecidas e estudadas. Os dois primeiros géneros sdo
normalmente encontrados como contaminantes presentes em alimentos durante a
secagem e estocagem, ao passo que o ultimo ¢, principalmente, patdgeno de

plantas (RUPOLLO et al., 2006).

2.5.2.1 Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus

As espécies A. flavus e A. parasiticus sdo capazes de produzir
metabolitos secundarios toxicos, “as aflatoxinas”, além de alterar as condigdes
fisicas dos produtos, reduzirem o valor nutritivo, alterar o aspecto externo, e
favorecer a agdo de outros agentes de deterioragdo, como leveduras, bactérias e
insetos. As contamina¢des ocorrem com maior intensidade em nozes, amendoins
e outras sementes oleaginosas, incluindo o milho e sementes de algodao
(ATANDA; AKPAN; OLUWAFEMI, 2007).

As principais aflatoxinas sdo designadas de B1, B2, G1 e G2 e sdo
geralmente encontradas em varios alimentos, principalmente graos e ra¢des, em
diferentes proporgdes; a aflatoxina B1 ¢ a mais importante devido a sua elevada
toxicidade e maiores concentragdes nos substratos. A espécie A. parasiticus
produz mais aflatoxinas do que A. flavus; todas as linhagens de A. parasiticus
conhecidas sdo produtoras das quatro aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2), ao passo
que as linhagens de A. flavus, na maioria das vezes, produzem somente duas
aflatoxinas B1 e B2 (TANIWAKI; FONSECA; PIZZIRANI-KLEINER, 1993;
PIMENTEL et al., 2010).

Aflatoxicose é uma intoxicagdo resultante da ingestdo da aflatoxina em
alimentos e ragdes contaminadas. Os seres humanos e varios animais sio

sensiveis aos seus efeitos toxicos que podem ser agrupados como agudos,
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alergénicos, mutagénicos, neoplasicos e teratogénicos (RASOOLI; OWLIA,

2005).

2.5.2.2 Aspergillus carbonarius e Aspergillus niger

A. carbonarius e A. niger sdo os principais contaminantes fungicos de
alimentos. Além de sua capacidade de causar podriddo-negra, eles podem
produzir, através do seu metabolismo secundario, a ocratoxina A (OTA), que
tem sido detectada em uma grande variedade de alimentos e gréos,
principalmente em cereais, café, feijdo, cacau, especiarias, frutas secas, uvas,
passas, vinhos e produtos derivados desses (GARCIA et al., 2011; DE CURTIS
etal., 2012).

A ocratoxina A é um derivado da isocumarina, muito estavel, e tem
atraido cada vez mais atencdo em todo o mundo, devido ao seu alto potencial de
toxicidade, com agao nefrotoxica, teratogénica, carcinogénica,
imunossupressora, para animais e, possivelmente, para humanos. Segundo a
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), a OTA ¢ classificada
no grupo 2B como um possivel carcindgeno para humanos (IARC, 1993; DE

CURTIS et al., 2012).

2.5.2.3 Penicillium commune

Penicillium commune é um importante fungo deteriorador de alimentos,
principalmente queijos, incluindo queijos embalados a vacuo. O crescimento de
P. commune em queijos resulta na descoloragdo da superficie e producdo de um
sabor desagradavel (KURE et al., 2002).

Por suportar ambientes a vacuo, sugere-se que esse micro-organismo

possui habilidade de crescer em atmosferas com baixa concentragdao de O,, alta
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concentragdo de CO, ou ambos. Produz varias micotoxinas, incluindo acido
ciclopiazénico, acido ciclopaldico e rugulovasinas (TANIWAKI; SILVA, 2001).

O é4cido ciclopiazonico pode ser também produzido por fungos do
género Aspergillus, além de Penicillium. Estudos toxicologicos, efetuados em
animais, revelaram maior predisposicao a agdo toxica do acido ciclopiazdnico
em Orgdos vitais, como figado, rins, sistema digestivo e sistema neurologico,

acentuando danos causados pela aflatoxinas (OLIVEIRA et al., 2006).

2.5.3 Atividade antimicrobiana dos oleos essenciais

Uma das aplicagdes dos Oleos essenciais ocorre como agentes
antimicrobianos. Essa capacidade, presente na maioria desses compostos, de
certa maneira representa uma extensdo do proprio papel que exercem nas
plantas, defendendo-as das bactérias e fungos fitopatogénicos (BAKKALI et al.,
2008).

As propriedades antibacterianas e antifungicas dos 6leos essenciais tém
sido extensivamente estudadas, devido a crescente necessidade de alternativas
no tratamento contra micro-organismos resistentes a antibioticos. Geralmente, os
oleos essenciais estudados apresentam propriedade antimicrobiana, sendo que
alguns com maior e outros com menor grau de efeito (BURT, 2004; LIMA et al.,
2012; FREIRE et al.; 2011a; 2011b; ANDRADE et al., 2011; SEIXAS et al.,
2011; ANDRADE et al., 2012).

Outros estudos propdem o desenvolvimento de produtos contendo 6leos
essenciais como, o trabalho realizado por Giviziez (2010), que desenvolveu um
antisséptico com principio ativo de 6leo essencial de Syzygium aromaticum.
Esse avaliou o perfil de sensibilidade do mesmo, frente a bactérias patogénicas e
fungos in vitro e na reducdo da contaminacdo bacteriana natural das maos,

demonstrando que o antisséptico a base desse 6leo essencial mostrou-se eficaz
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contra todos os micro-organismos testados. Outro exemplo, sdo os estudos de
Bussata et al. (2007) que avaliando a ac¢do antimicrobiana do 6leo essencial de
Origanum vulgare em linguiga fresca, verificaram que a adigdo desse a linguiga
pode ser uma alternativa promissora, pois observaram efeitos bacteriostaticos do
Oleo diante de Escherichia coli em concentra¢des inferiores a concentragio
minima inibitdéria (CMI).

Devido a composi¢do complexa dos dleos essenciais, o seu modo de
acdo, que provoca a inibicdo e/morte dos micro-organismos, envolve diferentes
mecanismos, onde todos os componentes da célula tornam-se possiveis alvos de
atuacdo desses oOleos e em geral, depende dos componentes majoritarios do
mesmo. Porém uma das mais importantes caracteristicas dos d6leos essenciais € a
lipofilicidade, o que permite que os componentes dos 6leos passem através da
membrana citoplasmatica, rompendo a estrutura de diferentes camadas de
polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios e, assim, alterando a
permeabilidade de organelas celulares, o que permite a saida de ions e do
conteudo celular, modificando o equilibrio celular, provocando a liberagdo de
macromoléculas, coagulagdo do citoplasma e a lise celular (CARSON; RILEY,
2003; BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008; SOLORZANO-SANTOS;
MIRANDA-NOVALES, 2012).

2.6 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase
americana, estd incluida no grupo das chamadas "doengas negligenciadas". E
uma doenca endémica parasitaria em paises tropicais e¢ subtropicais da América
Latina, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, que afeta cerca de 10
milhdes de pessoas em todo o mundo, e cerca de 25-100 milhdes de pessoas
vivem em zonas de risco de infec¢do (SALOMON, 2012; WHO, 2010).
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As formas habituais de transmissdo da doenga de Chagas humana
reconhecidas sdo aquelas ligadas diretamente as fezes do vetor (triatomineos,
insetos hematdéfagos conhecidos como barbeiros), a transfusdo de sangue, a via
congénita, ¢ mais recentemente, as que ocorrem via oral, pela ingestdo de
alimentos contaminados por urina ou fezes de hospedeiros silvestres e/ou de
vetores infectados. Atualmente, a principal forma de transmissdo da doenca de
Chagas em areas urbanas ¢ por meio de transfusdo de sangue contaminado ou
por ingestdo de alimentos contaminados (SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO,
2012).

A infeccdo pelo parasita consiste de uma fase aguda, em que esses séo
relativamente abundantes tanto no sangue periférico quanto em tecidos, seguida
de uma fase cronica caracterizada pela presenca dos parasitas, principalmente
em tecidos, tais como coragdo, es6fago, colon e no sistema nervoso periférico
(HOTEZ et al., 2008).

Apos a infeccdo do hospedeiro pelo parasita, na fase aguda da doenga,
podem surgir alguns sintomas, como febre, mal-estar, falta de apetite, dor
ganglionar, inchago ocular e aumento do figado e bago, embora existam casos
em que a doenca se apresenta de forma assintomatica. Ja na fase cronica, a
doenca de Chagas pode destruir a musculatura dos o6rglos atingidos
(principalmente a do coragdo e do cérebro), provocando o aumento destes, de
forma irreversivel. Em muitos casos, somente essa fase é percebida pelo
paciente, e ela pode se manifestar décadas depois do individuo ter sido infectado
pelo parasita (MARIN-NETO et al.,, 2007; MATSUDA; MILLER; EVORA,
2009).

No que diz respeito a quimioterapia preventiva, nenhuma vacina foi
descoberta e os tratamentos atuais utilizam o nifurtimox e benznidazol; porém,
essas drogas sdo muitas vezes mal toleradas e apresentam sérios efeitos

colaterais. Esses compostos sdo utilizados apenas na fase aguda da doenca, mas
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podem ser ineficazes devido as diferengas de susceptibilidade das culturas de T.
cruzi as drogas, eles sdo inuteis na fase cronica da doenga. Além disso, tém sido
detectados alguns casos de resisténcia do parasita ao nifurtimox e ao
benznidazol (SAUDE-GUIMARAES; FARIA, 2007, CAMPOS et al., 2009;
DIAZ-CHIGUER et al., 2012).

2.6.1 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi é um protozoario flagelado causador da doenga de
Chagas, que possui um ciclo de vida complexo, que ¢ realizado no hospedeiro
vertebrado (mamiferos) e no invertebrado (triatomineos).

Parte do complexo ciclo de vida de T. cruzi envolve a passagem do
parasita ao longo do trato digestivo do hospedeiro invertebrado. No tubo
digestivo do inseto—vetor, ¢ encontrada a forma replicativa do parasita,
denominada epimastigota, sendo ela ndo infecciosa para o homem. Ao passar
pelo trato digestivo do inseto, quando chegam a por¢do terminal do intestino
(reto), sdo eliminados, em suas fezes e urina, parasitas em sua forma alongada,
ndo replicativa e infectante, denominada tripomastigotas metaciclicos. Durante
esse processo de diferenciagdo (denominado metaciclogénese), o parasita sofre
complexas alteragdes morfologicas e bioquimicas que lhe permitem
efetivamente invadir e sobreviver no ambiente hostil do hospedeiro vertebrado

(Figura 10) (OSORIO et al., 2012).
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Figura 10 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi
Fonte: Adaptada de Andrade e Andrews (2005)

Os tripomastigotas metaciclicos excretados pelo inseto atingem a
corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado através de mucosas ou por
ferimentos na pele. Uma vez dentro do corpo, os tripanossomas invadem
diferentes tipos de células, incluindo macréfagos, fibroblastos e células do
musculo liso e esquelético; diferenciam-se de tripomastigotas para amastigotas,
sofrendo vérios ciclos de divisdo binaria, transformando em tripomastigotas
sanguineos, que sdo liberados pela célula hospedeira. Posteriormente, formas
infecciosas atingem a corrente sanguinea e continuam a invadir outras células
nucleadas, podendo, nessa fase, ser absorvidos pelo inseto vetor (ANDRADE;

ANDREWS, 2005; OSORIO et al., 2012).
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2.6.2 Atividade tripanocida dos dleos essenciais

Muitos produtos de origem natural tém apresentado grande atividade
antiparasitaria em testes in vitro (KAYSER; KIDERLEN; CROFT, 2003;
MASER et al., 2012). Sendo assim, compostos de origem vegetal surgem como
potenciais substancias para o desenvolvimento de novas drogas antiparasitarias,
que apresentem menos efeitos colaterais e maior eficdcia para a quimioprofilaxia
e quimioterapia da doenga de Chagas.

Estudos desenvolvidos por Santoro et al. (2007a), avaliando o efeito dos
6leos essenciais de Achillea millefolium L. (mil-folhas), Syzygium aromaticum
L. (cravo da india) e Ocimum basilicum L. (manjericdo) e os seus componentes
majoritarios linalol e eugenol sobre as formas epimastigotas e tripomastigotas
de T. cruzi, demonstraram que os dleos ¢ os constituintes estudados inibiram o
crescimento do parasita. Os menores valores de Clsy (concentragdo que inibe o
crescimento dos parasitas em 50%) foram obtidos com o dleo essencial de cravo
da india (99,5 pg mL™ para epimastigotas e 57,5 pg mL™ para tripomastigotas),
além de serem observadas alteragdes ultra-estruturais principalmente no nicleo
do parasita.

Em outro estudo, Santoro et al. (2007b) avaliaram o efeito dos o6leos
essenciais de Origanum vulgare L. (orégano), Thymus vulgaris L. (tomilho) e do
timol no crescimento das diversas formas evolutivas de T. cruzi. O 6leo
essencial de orégano inibiu o crescimento da forma epimastigota (Clsyp = 175 pg
mL™") e também induziu a lise da forma tripomastigota (Clsp= 115 ug mL™). O
6leo essencial de tomilho apresentou menores valores de Cls (77 pg mL™ para
epimastigotas e 38 pug mL") para tripomastigotas, enquanto o tratamento com
timol resultou em uma Cls, de 62 pg mL™' para epimastigotas e 53 pg mL™ para
tripomastigotas. A andlise por microscopia eletronica de varredura (MEV)

evidenciou poucas alteracdes morfologicas na membrana plasmatica. Ja a
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observacdo por microscopia eletronica de transmissdo (MET) mostrou inchaco
citoplasmatico, com ocasionais alteragdes morfologicas na membrana plasmatica
e flagelar, sugerindo que os 6leos essenciais de orégano e tomilho sdo eficazes
contra o T. cruzi. O oleo essencial de tomilho apresentou maior atividade,
podendo ser devido a presenga do componente principal, o timol.

O efeito antiproliferativo do o6leo essencial de capim-limado
(Cymbopogon citratus (DC) Stapf) e seu principal constituinte (citral) também
foi investigado em todas as formas evolutivas de T. cruzi (SANTORO et al.,
2007¢). O tratamento com o 0leo essencial resultou na inibigdo do crescimento
da forma epimastigota com Cls, = 126,5 ng mL™, ao passo que a Cls, para lise
de formas tripomastigotas foi de 15,5 pg mL'. O Clsy/48h para as forma
amastigotas foi de 5,1 pg mL™, com forte inibi¢do da proliferagio da forma
amastigota intracelular. A andlise ultraestrutural demonstrou saida dos
conteudos citoplasmaticos e nucleares, enquanto que a membrana plasmatica
permaneceu morfologicamente preservada. Esses dados mostram que o 6leo
essencial de capim-limdo ¢ bastante eficaz contra as formas tripomastigotas e
amastigotas de T. cruzi, e que o seu componente principal, citral, é responsavel
pela atividade tripanocida.

Recentemente, Borges et al. (2012), estudando a atividade tripanocida
in vitro de oOleos essenciais extraidos de plantas medicinais tradicionais da
Regido Nordeste do Brasil, como Lippia sidoides, Lippia origanoides,
Chenopodium ambrosioides, Ocimum gratissimum, Justicia peitorais e Vitex
agnus-castus, observaram que todos os 6leos essenciais testados apresentaram
um efeito inibitorio sobre o crescimento e na sobrevivéncia do parasita. Os 6leos
essenciais de L. sidoides ¢ L. origanoides foram os mais eficazes contra formas
amastigotas e tripomastigotas, respectivamente, o que possivelmente se deve ao
fato de os oOleos essenciais provenientes dessas plantas possuirem como

componentes majoritarios os fenilpropanoides carvacrol e timol.
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Esses resultados indicam que o6leos essenciais e seus constituintes sdo
promissores agentes contra o Trypanosoma cruzi, abrindo perspectivas para
descoberta de drogas mais eficazes de origem vegetal para o tratamento de

doencas parasitarias.

2.7 Aspectos toxicologicos de produtos naturais

Diante do grande numero de pesquisas que confirmam diversas
atividades bioldgicas associadas aos 6leos essenciais e que propdem a aplicagdo
deles, principalmente em alimentos e como substancias desinfetantes, tornam-se
cada vez mais necessarios estudos que avaliem a citotoxicidade e a
genotoxicidade dessas substancias, uma vez que estudos com essas informacgdes
ainda sdo escassos.

Estima-se que mais de 80% da popula¢do mundial utilizam plantas como
fonte primaria de diversos agentes medicinais. Entretanto, os compostos
derivados de plantas podem conter constituintes que exercem efeitos colaterais
indesejaveis (LEITE et al., 2006).

Existem vérios relatos de substancias presentes em plantas com efeitos
toxicos. Entre esses, destacam-se a hepatotoxicidade do apiol, safrol, lignanas e
alcaloides pirrolizidinicos, ¢ a agdo nefrotdxica ocasionada por espécies vegetais
que contém terpenos e saponinas, ¢ alguns tipos de irritagdes de pele, causadas
por espécies ricas em lactonas sesquiterpénicas e furanocumarinas.
Componentes tdxicos ou antinutricionais, como o acido oxalico, acido ertcico e
os nitratos, estdo presentes em muitas plantas de consumo comercial, além de
diversas substincias isoladas de vegetais, considerados medicinais, que possuem
atividades citotoxica e/ou genotoxica mostrando relacdo com a incidéncia de
tumores (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005; BAKKALI et al., 2008;
PITA, 2010).
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Os testes de toxicidade sdo elaborados com os objetivos de avaliar ou
prever os efeitos toxicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar a toxicidade
relativa das substincias. De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizagio
(International Standard Organization), ISO 10993-5, o ensaio de citotoxicidade
in vitro é o primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material
ou substancia para seu uso e depois de comprovada a sua nao toxicidade, € que o
estudo da biocompatibilidade do produto pode ter continuidade, realizando-se os
ensaios necessarios em animais de laboratorio (ROGERO et al., 2003).

Um dos modelos experimentais utilizados para a avaliagdo da toxicidade
in vitro é o ensaio de hemolise com uso de eritrdcitos de animais ou humanos. A
membrana eritrocitaria ¢ uma estrutura delicada que pode ser significativamente
alterada por interagdes com drogas. O teste hemolitico in vitro é empregado com
0 objetivo de estimar os danos que diferentes compostos poderiam induzir in
vivo (APARICIO et al., 2005).

Informagdes primarias fundamentais acerca do potencial mutagénico e
antimutagénico de agentes quimicos e fisicos, bem como de muitos compostos
naturais, tém sido fornecidas por testes citogenéticos in vitro e in vivo,
juntamente com os testes de mutagdo génica em bactérias (teste de Ames) e em
células de mamiferos. O estudo de danos no DNA em nivel cromossomico ¢
uma parte essencial da Genética Toxicologica, uma vez que a mutagdo
cromossomica € um evento importante na carcinogénese (ALBERTINI et al.,
2000). Ha varias técnicas que avaliam o potencial genotdxico de substancias,
porém, o teste do micronticleo e o teste do cometasdo os métodos mais
empregados, para esse tipo de avaliagdo (PERES et al., 2009; MAISTRO et al.,
2010; COSTA et al, 2011; CAVALCANTI et al.,, 2012; LIJU; JEENA;
KUTTAN, 2013).
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2.7.1 Teste de citotoxicidade

Testes de citotoxicidade sdo aplicados como uma forma de pré-selecao
para avaliar se substancias com potenciais aplicagdes como medicamentos,
como aditivos em alimentos, cosméticos e outros produtos, sdo seguras para o
consumo humano. Diversas técnicas in Vvitro sdo utilizadas para observar
possiveis efeitos adversos que as substincias possam acarretar as células, de
maneira a torna-las improprias para uso. Para serem consideradas seguras, as
substancias ndo devem causar a morte das células (lise celular) e nem afetar suas
fungdes celulares nos testes de citotoxicidade in vitro (MALMONGE et al.,
1999).

De acordo com a ISO 10993-5, as linhagens celulares mais
recomendadas para testes de citotoxicidade sdo a NTC clone 929 (células de
tecido conjuntivo de camundongo), a Balb/3T3 clone A31 (fibroblastos
provenientes de camundongos Balb/3T3), a MRC-5 (fibroblastos normais de
pulmio), a WI-38 (células diploides humanas), a VERO (fibroblastos de rim de
macaco verde africano - Cercopithecus aethiops), a BHK-21 (rim de filhote de
hamster) e a V-79 (fibroblastos de pulmdo de hamster chinés). Além destas,
outras linhagens podem ser utilizadas possibilitando demonstrar se os efeitos
obtidos sdo semelhantes ou ndo (MALMONGE et al., 1999).

A avaliagdo da citotoxicidade pode ser feita por meio de analise da
morfologia celular, da integridade da membrana celular (pela utilizacdo de
métodos com corantes indicativos de viabilidade), da proliferacao celular ou da
atividade biossintética (MALMONGE et al., 1999).

Um exemplo de teste de citotoxicidade € o ensaio colorimétrico com
MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil brometo de tetrazélio], em que a agdo
citotoxica de uma substancia pode ser investigada utilizando-se o sal de

tetrazolio. Esse teste visa quantificar as células viaveis (da linhagem celular
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escolhida) que sdo capazes de metabolizar o MTT a um composto denominado
formazan, pela ac¢do das desidrogenases mitocondriais. Esse composto ¢
solubilizado em DMSO (dimetilsulfoxido), adquire uma coloragdo violeta
(Figura 11) e, assim, torna possivel a quantificagdo espectrofotométrica da
citotoxicidade induzida pela substancia avaliada, por meio da quantifica¢ao das
células viaveis e ndo viaveis (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA, 1991;
SIEUWERTS et al., 1995).

N—N )@ Desidrogenases N—NH

@_4 \ mitocondriais
N //N\rN EEEEE—— N= N\|/N
s\% S\%
MTT (amarelo) Formazan (violeta)

Figurall Reagfo de reducdo do MTT
Fonte: Adaptado de Mosmann (1983)

Varios estudos estdo sendo desenvolvidos para avaliar a atividade
citotoxica de Oleos essenciais. Borges et al. (2012), que avaliaram o potencial
citotoxico de 6leos essenciais extraidos de Lippia sidoides, Lippia origanoides,
Chenopodium ambrosioides, Ocimum gratissimum, Justicia peitorais e Vitex
agnus-castus, observaram que todos os Oleos essenciais testados ndo
apresentaram efeitos citotoxicos significativos sobre macrofagos peritoneais de
rato.

Porém, esses estudos t€ém mostrado que existe diferenga no grau de

citotoxicidade apresentado pelos dleos essenciais. A exemplo, Gongalves et al.



65

(2010), avaliando a atividade citotoxica do Oleo essencial de Thymus zygis
subsp. sylvestris sobre células dendriticas de pele, verificaram a auséncia de
efeito citotoxico, em concentragdes que variaram entre 0,08 a 0,16 uL mL™" apos
24h de contato. Ja Perés et al. (2009) verificaram que os efeitos citotoéxicos
observados em células V79 tratadas com Oleo essencial de Piper
gaudichaudianum, usando sobrevivéncia clonal, que se baseia no cultivo
posterior de células que cresceram durante tratamento dessas com o oOleo
essencial, ensaio de reducdo de brometo de tetrazolio (MTT) e ensaio de
exclusdo com azul de tripan (TB), foram dose-dependentes e que houve uma
diminuicdo significativa na sobrevivéncia em concentra¢des igual ou superiores

a0,5ugmL™,

2.7.2 Atividade hemolitica

O efeito da maioria das drogas sobre o organismo resulta de suas
interagdes com macromoléculas, muitas das quais s3o componentes da
membrana plasmatica. A capacidade de um composto quimico interagir com as
membranas biologicas ¢ determinante para sua absor¢do, distribuicdo,
biotransformacdo e excre¢do, bem como para o estabelecimento de sua
atividade. As membranas eritrocitarias sdo muito Uteis no estudo da interagdo de
farmacos, cosméticos e outras substancias com agdo sobre sistemas bioldgicos.
(BENET et al., 1996; MALHEIROS et al., 2000; PRETE et al., 201 1).

Os eritrocitos, também conhecidos como hemadcias ou globulos
vermelhos, sdo células anucleadas com forma discoide biconcava que contém
hemoglobina em concentragdo elevada, cerca de 5 mM/célula. Para cumprir a
fung¢do de transportar a hemoglobina e levar oxigénio a todas as células, o

eritrécito percorre todos os vasos sanguineos do organismo aproximadamente
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500.000 vezes, durante sua vida média de 120 dias (BULL; BRETON-GORIUS;
BEUTLER, 1990).

A membrana do eritrocito, devido a sua facilidade de obtengdo e
isolamento tem sido extensivamente estudada e suas caracteristicas principais
sdo bastante conhecidas, sendo, portanto um 6timo modelo para o estudo de
membranas mais complexas, e de outros tipos de células. A propor¢ao, em peso,
de proteinas: lipidios: carboidratos ¢ 49: 43: 8 nessas membranas
(MONTGOMERY, 1994).

A principal classe de lipidios da membrana eritrocitaria, bem como na
maior parte das membranas biologicas, ¢ a dos fosfolipidios. A composigdo
lipidica da membrana eritrocitdria é constituida de fosfolipidios (47,5%),
colesterol (25%), esfingomielina (17,5%) e glicolipidios (10%). Os fosfolipidios
estdo distribuidos assimetricamente entre as monocamadas interna e externa da
membrana eritrocitaria (STORCH; KLEINFELD, 1985).

O monitoramento da integridade dos eritrocitos pode ser feito com
relativa facilidade, detectando-se fotometricamente a hemoglobina liberada em
solugdo ou, potenciometricamente, o potassio liberado no meio extracelular,
sugerindo que a lise ocorra em fun¢do da formacdo de pequenos poros na
membrana. Testes hemoliticos permitem avaliar quantitativamente o
rompimento das células vermelhas, causado pela interacdo de componentes
quimicos com membranas, em que a hidrofobicidade e a presenga de grupos
ionizaveis sdo fatores determinantes. O teste hemolitico ¢ atualmente
considerado um importante método na avaliagdo de toxicidade de novos
compostos (MALHEIROS et al., 2000).

Ha alguns estudos envolvendo a atividade hemolitica de substancias
extraidas de diversas partes de plantas, como o descrito por Silva et al. (2008),
que avaliaram a atividade do 6leo essencial obtido da “guacgatonga” (Casearia

sylvestris) e observaram a indugdo de hemolise em sete diferentes tipos de
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eritrocitos, indicando a necessidade de cautela e moderagdo no uso de
preparagdes elaboradas com essa planta. Posteriormente, Tariku et al. (2010)
observaram que os 0leos essenciais de Artemisia abyssinica e Satureja punctata
ssp. punctata causaram danos nos eritrocitos, com 50% de lise (LCso) nas
concentragdes de 0,35 ¢ 1,52uL mL™, respectivamente. Tariku et al. (2011),
estudaram o efeito hemolitico dos 6leos essenciais de Artemisia absinthium e
Echinops kebericho, obtendo valores de LCs, de 1,52 e 2,62 pL mL’,
respectivamente, indicando a necessidade de moderagdo na utilizagdo de 6leos

essenciais.

2.7.3 Ensaio do cometa

O ensaio do cometa corresponde a um ensaio citogenético que detecta
quebras no DNA ocasionadas por agentes quimicos e fisicos, caracterizando-se
pela simplicidade da técnica e por apresentar vantagens quando comparado a
outros testes para deteccdo de substincias genotdxicas. As vantagens dessa
técnica incluem a sensibilidade na detec¢do de dano no DNA, a coleta de dados
em nivel de célula individual, o uso de um niimero pequeno de células para a
analise e a possibilidade de aplicagdio em qualquer populacdo de células
eucaridticas e principalmente a rapidez de obtengdo de resultados (importante
para diagnosticos clinicos) (BURLINSON et al., 2007).

O ensaio do cometa ndo ¢ utilizado para detectar muta¢des, mas sim
lesdes gendmicas que, apos serem processadas, podem resultar em mutagdo.
Diferente das mutagdes, as lesdes detectadas pelo ensaio cometa sdo passiveis de
correcao. Assim, o ensaio pode ser também utilizado para estudos de reparo do
DNA, embora ndo possibilite inferir a fidedignidade do processo de reparo

(ALBERTINI et al., 2000).
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A técnica consiste em obter, a partir de células individualizadas,
colocadas em agarose, lisadas, submetidas a eletroforese e coradas, uma matriz
com nucleoides fluorescentes, formados por DNA ndo danificado (que ndo
migraram ao longo do gel). Células com DNA danificado formam um cometa,
consistindo de uma cabega (matriz nuclear) e uma cauda (DNA quebrado). Esses
danos podem ser devido a presenca de quebras simples, sitios labeis alcalinos e
“crosslinks”, resultantes da acdo de compostos genotdxicos, que alteram a
estrutura do DNA das células, que normalmente esta superenrolado e fortemente
compactado, causando relaxamento em partes da molécula que migram em
direcdo ao anodo. A extensdo do DNA que migrou, distincia de migragdo e
intensidade da fluorescéncia, esta correlacionada com os danos ocorridos
(SINGH et al., 1988; TICE et al., 2000). O ensaio cometa ¢ atualmente usado em
diferentes areas das ciéncias bioldgicas para detectar danos no DNA, e pode ser
aplicado em varios tipos de células eucarioticas nucleadas, entre elas linfocitos
do sangue periférico humano.

Os linfocitos sdo células do sistema imunologico, fundamentais dentro
de um organismo, responsaveis pela defesa, inativacdo e retirada de agentes
agressores do sistema. S3o um tipo de leucoécito, ou globulo branco, presente no
sangue, contribuindo para a formacdo de 20 a 30% dos leucocitos. Por sua
aparéncia ao microscopio, ha duas categorias de linfocitos: os grandes (12-16
um) e os pequenos (10-12 pm). A maioria, mas nao todos, dos linfocitos grandes
granulares sdo as chamadas Natural Killer (células NK ou exterminadoras
naturais). Os linfocitos pequenos podem ser linfocitos T ou linfocitos B, sendo
esses presentes no sangue periférico (GOLDSBY et al., 2003; COELHO NETO
et al.,, 2009). Sao formados exclusivamente na medula, como os demais
leucocitos presentes no sangue. Sua formacdo ocorre, durante todo o tempo, em

diversos 6rgdos ou estruturas do corpo humano que apresentam os denominados
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tecidos linfoides: ganglios linfaticos, amigdalas, adenoides, timo, bago, placas de
Peyer (TIZARD, 1998).

Entre estudos que avaliaram o potencial de os 6leos essenciais causarem
danos no DNA, citam-se as pesquisas de Perés et al. (2009). Esses, empregando
o ensaio do cometa, verificaram que o 6leo essencial de Piper gaudichaudianum
causou quebras no DNA de células V79 (fibroblastos de pulmao de hamster
chinés) em concentragdes de até 2 mg mL™'. Catanzaro et al. (2012) avaliando a
instabilidade gendmica induzida por a-pineno em células de hamster,
observaram que o monoterpeno causou lesdes ao DNA de forma dependente da
concentragdo. Neste mesmo ano, Cavalcanti et al. (2012) verificaram que o 6leo
essencial das folhas de Alpinia zerumbet ndo apresentou toxicidade e ndo
induziu genotoxicidade em leucocitos humanos nas concentragdes de 50-300 ug
mL", porém na concentragio de 500 pg mL’ causou uma redugio na
proliferacao celular e da viabilidade, e um aumento de dano no DNA. Sinha,
Biswas e Mukherjee (2011) observaram que os 6leos essenciais de Cymbopogon
martinii e C. winterianus no apresentaram efeitos genotoxicos sobre linfocitos
humanos, nas concentra¢des de 50, 100 ¢ 200 ig mL™". De acordo com Maistro et
al. (2010), o o6leo essencial de Rosmarinus officinalis apresentou, pelo teste do
cometa, efeitos genotoxicos em todas as trés doses utilizadas (300, 1000 e 2000
mg kg') em células do sangue periférico e do figado de ratos. Piculo et al.
(2011), avaliando a capacidade do nerolidol em induzir danos no DNA do
sangue periférico e células de figado de ratos, observaram que o nerolidol
induziu danos fracos no DNA dependente das doses utilizadas em ambos os
tipos de células analisadas. Costa et al. (2011) investigaram a toxicidade e
genotoxicidade do 6leo essencial de C. citratus em camundongos e observaram
que, de acordo com os dados do ensaio cometa em células de sangue periférico,
o 6leo essencial ndo mostrou nenhum efeito genotoxico, sugerindo a seguranga

do consumo dessa planta. Liju; Jeena; Kuttan (2013) avaliaram a genotoxicidade
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do ¢leo essencial de Curcuma longa L. e verificaram que ele ndo produziu
qualquer dano no DNA de células da medula dssea, baco e células do intestino
delgado de ratos, apos 14 dias de tratamento, com a dose de 1 g kg™ de peso do

rato, confirmando a ndo genotoxicidade do dleo essencial em estudo.

2.8 Plantas em estudo

Considerando a diversidade vegetal do Brasil e a pequena porcentagem
de espécies de plantas investigada tanto do ponto de vista fitoquimico como
farmacolégico e toxicologico, o reino vegetal representa um enorme reservatorio
de moléculas biologicamente ativas e, de consequente importancia comercial, a
serem descobertas. Assim, o estudo de plantas de ocorréncia natural em nosso
pais, como a pimenteira (Cinnamodendron dinisii Schwacke) e a negramina

(Siparuna guianensis Aublet) torna-se grande de importancia.

2.8.1 Cinnamodendron dinisii Schwacke (Pimenteira)

Cinnamodendron dinisii Schwacke, vulgarmente conhecida como
“pimenteira” ou "pau-para-tudo" (em Santa Catarina), pertence a familia
Canellaceae, que contém apenas 5 géneros e cerca de 9 espécies, distribuindo-se
nas regides tropicais da Africa Oriental, Madagascar ¢ América do Sul. No
Brasil, ocorre apenas o género Cinnamodendron, com trés espécies, C. axillare,
C. sampaioanum e C. dinisii. As duas primeiras sdo encontradas na Amazonia e
a ultima ¢ encontrada desde Minas Gerais até o Rio Grande do Sul no Planalto
Meridional e Serra da Mantiqueira (PEIXOTO; BARROS, 2010).

E uma arvore pioneira, caracteristica e exclusiva dos capdes da regido
de campos e da Floresta Ombrofila Mista do Planalto Meridional do sul do

Brasil. Atingem 10-20 metros de altura, dotada de copa ovalada, densa com
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folhagem reluzente (Figura 12). A casca, de sabor picante como a pimenta
verdadeira, possui propriedades medicinais e ¢ levemente entorpecente. O nome
popular "pau-para-tudo", sugere amplas utilidades medicinais sendo considerado

remédio para todos os males (panacéia) (LORENZI, 2002).

Figura 12 Aspecto geral de Cinnamodendron dinisii Schwacke (Pimenteira)
Fonte: GIEHL (2012)

Apesar de ser muito utilizada popularmente, sdo poucos os estudos
relacionados ao emprego dessa planta na forma de extratos ou referente ao seu
6leo essencial. Torres, Wisniewski Jr. e Simionatto (2010) avaliaram a
composicdo quimica dos componentes volateis presentes nas cascas de

Capsicodendron dinisii Schwancke, sinonimia boténica de Cinnamodendron
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dinisii Schwacke, e verificaram a presenga de 23 compostos (90% da
composicao total de 6leo), sendo o composto majoritario encontrado o limoneno
(68,5%). A estereoquimica do limoneno foi determinada e verificou-se que a
presenca do limoneno ¢ representada por (+)-limoneno (94%) e (-)-limoneno
(6%). Observaram também a presenga de drimenol (0,7%), caracteristico da
familia Canellaceae. Pesquisas referentes a composicdo do 6leo essencial das

folhas e as suas propriedades bioldgicas ndo sdo relatadas.

2.8.2 Siparuna guianensis Aublet (Negramina)

A espécie Siparuna guianensis, conhecida popularmente como
“negramina”, pertencente a familia Siparunaceae, ¢ caracterizada por arbustos
monoicos, 5-15 metros altura, de casca cinza e lisa (Figura 13) (RENNER;
HAUSNER, 2005).

O uso dessa espécie como recurso medicinal ¢ bem difundido entre a
populagdo matogrossense, a qual utiliza o decocto de suas folhas principalmente
na forma de banho tdpico para sintomas de sinusite, febre, reumatismo,
enxaqueca, gripe, dores no corpo e “malina”, que ¢ descrita como uma dor de
cabeca causada pela exposi¢do demasiada ao sol, provocando corrimento de
sangue nasal. Com relacdo a composi¢ao quimica do 6leo essencial, estudos t€ém
mostrado que a composi¢do dos 6leos de folhas frescas e secas, assim como do
caule e frutos se altera em diferentes paises, até mesmo entre diferentes regides
geograficas no mesmo pais, e dentro da mesma regido de acordo com as esta¢des

do ano (VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010).
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Figural3 Aspecto geral de Siparuna guianensis Aublet (Negramina)

Viana et al. (2002) analisaram o 6leo essencial de folhas e caule, cascas
do tronco, raizes e frutos de S. guianensis coletadas em diversos locais da regido
Amazonica. Na maioria das plantas, foram identificados monoterpenos,
sesquiterpenos, alcoois sesquiterpenos e duas cetonas alifaticas, 2-undecanona e
2-tridecanona. O o-pineno, mirceno, Yy-cadineno, epi-a-cadinol estavam
presentes em todas as amostras, mas o epi-a-cadinol (11,9 - 39,9%) foi sempre o
maior componente, exceto para Oleos das cascas e frutos, cujos maiores
componentes foram respectivamente terpinoleno (33,4%) e 2-undecanona
(52,7%).

A ocorréncia de variabilidade de produgdo de oleos essenciais da S.
guianensis, visando ao manejo sustentavel da espécie, bem como ao controle da

matéria-prima, foi também estudada por meio de analises da produgao de 6leo
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essencial em funcdo das partes vegetais (folhas e galhos) e da época de colheita
(primavera, verdo, outono e inverno) por Castellani et al. (2006). Os resultados
mostraram que a espécie apresentou pequena variagdo, em razao da sazonalidade
na producao de 6leo essencial. Contudo, houve diferenca significativa entre as
partes vegetais analisadas; nas folhas, ocorreu sempre maior produgdo de 6leos
essenciais. Os autores observaram que, no outono, ocorreu aumento de 6leo
essencial tanto nas folhas como nos galhos, estagdo em que a espécie comegou a
emitir botdes florais, e, na primavera, fase de frutificagdo e brotagdo, os valores
de rendimento de 6leo essencial foram menores.

Apesar de muitos trabalhos relatarem a composi¢do quimica do 6leo
essencial extraido de diversas partes dessa planta, relatos visando a avaliagao de
atividades bioldgicas desses 6leos sdo escassos na literatura. Montanari (2010)
avaliou a atividade do dleo essencial de S. guianensis sobre as bactérias S.
aureus, Bacillus cereus e E. coli, e sobre os fungos Criptococcus neoformans,
Trychophyton rubrum, Aspergillus fumigatus e Candida albicans, empregando
concentracdes de 8 a 1.000 pg mL™'. Nesse estudo, constatou-se uma inibigdo do
crescimento micelial dos fungos em concentragdes reduzidas, principalmente
para o fungo C. neoformans (16 ug mL"'), e para as bactérias observou-se
valores de CMI (Concentragdo minima inibitéria) na faixa de 8 — 63 pg mL",

concentragoes relativamente baixas.
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CAPITULO 2: CARACTERIZACAO QUiMICA E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Cinnamodendron dinisii
Schwacke E Siparuna guianensis Aublet

RESUMO

Tem-se observado uma crescente busca por produtos naturais para serem
utilizados em alimentos, cosméticos, produtos farmacé€uticos, e até mesmo em
agroquimicos. Essa busca ocorre na tentativa de substituir substincias sintéticas,
jé utilizadas pra tais fins, que tém sido descritas como causadoras de danos tanto
a saude de mamiferos, como ao meio ambiente. Entre os produtos de origem
vegetal, os 6leos essenciais, pertencentes a classe dos metabolitos secundarios,
vém se destacando por suas atividades bioldgicas. Nesse contexto, objetivou-se
neste estudo caracterizar quimicamente e avaliar a atividade antioxidante dos
6leos essenciais de Cinnamodendron dinisii Schwacke (pimenteira) e Siparuna
guianensis Aublet (negramina). A obtengdo do dleo essencial foi realizada pela
técnica de hidrodestilacdo utilizando o aparelho de Clevenger modificado, ¢ a
identificacdo e quantificacdo dos constituintes, pelas analises em CG/EM e CG-
DIC. A atividade antioxidante foi avaliada utilizando sistema P-caroteno/acido
linoleico e 0o método de sequestro de radicais DPPH. Os rendimentos dos 6leos
essenciais foram de 2,03% BLU para as folhas frescas de pimenteira e 0,31%
BLU para as folhas frescas de negramina; o teor de umidade encontrado para as
folhas frescas de C. dinisii foi de 60,67% e para as folhas frescas de S.
guianensis foi 64,67%. Nas andlises cromatograficas, os constituintes
majoritarios encontrados no 6leo essencial de C. dinisii foram os monoterpenos
biciclicos, a-pineno (35,41%), B-pineno (17,81%), sabineno (12,01%) e o
sesquiterpeno, biciclogermacreno (7,59%). No 6leo essencial das folhas frescas
de Siparuna guianensis Aublet, foram identificados o monoterpeno aciclico, -
mirceno (13,14%), e os sesquiterpenos, germacreno-D (8,68%) e
biciclogermacreno (16,71%). A atividade antioxidante apresentou-se baixa pelo
teste B-caroteno/acido linoleico e ndo foi evidenciada pelo teste do DPPH, para
ambos os 6leos avaliados.

Palavras-chave: Oleos volateis. Composi¢io quimica. Antioxidante.
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ABSTRACT

A increasing search has been observed for natural products for use in
foods, cosmetics, pharmaceuticals, and even in agrochemicals. This search
occurs in attempting to replace synthetic substances, already used for such
purposes, they have been described as causers of damage to both the health of
mammals, and for the environment. Among the products of plant origin, the
essential oils, belonging to the class of secondary metabolites, stand out for their
biological activity. In that context, the objectives in this study were to
characterize chemically and to evaluate the antioxidant activity of essential oils
of Cinnamodendron dinisii Schwacke (pimenteira) and Siparuna guianensis
Aublet (negramina). The obtaining of the essential oil was conducted by the
hydrodistillation technique using a modified Clevenger apparatus, and the
identification and quantification of the constituintes, by analyses in GC/MS and
GC-FID. The antioxidant activity was evaluated using the B-carotene/linoleic
acid system and the DPPH radical sequestering method. The yield of the
essential oils was 2.03% MFB for the fresh leaves of pepper and 0.31% MFB for
the fresh leaves of negramina; the moisture content found for the fresh leaves of
C.dinisii was 60.67% and for the fresh leaves of S. guianensis, 64.67%. In the
chromatographic analyses, the majority constituents found in the essential oil of
C.dinisii were bicyclic monoterpenes, a-pinene (35.41%) B-pinene (17.81%),
sabinene (12.01%) and the sesquiterpene, bicyclogermacrene (7.59%). In the
essential oil of the Siparuna guianensis Aublet fresh leaves, acyclic
monoterpene, P-myrcene (13.14%), and the sesquiterpenes, germacrene-D
(8.68%) and bicyclogermacrene (16.71%) were identified. The antioxidant
activity was low by the B-carotene/linoleic acid test and was not in evidence by
the DPPH test, for both appraised oils.

Key words: Volatile Oils. Chemical composition. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais por seres humanos data de milhares
de anos devido as suas propriedades medicinais e nutricionais. Muitos
compostos naturais extraidos de plantas apresentam importantes atividades
bioldgicas. Entre esses compostos, destacam-se os Oleos essenciais, que estao
atraindo cada vez mais a atencao dos diversos segmentos da industria devido as
suas multiplas fungdes, em especial atividades antioxidante e antimicrobiana.

Os oleos essenciais sdo definidos pela ISO como sendo os produtos
obtidos de diferentes partes das plantas por meio das técnicas de destilacdo por
arraste com vapor d’agua, hidrodestilagdo e prensagem dos pericarpos de frutos
citricos. Sdo misturas complexas de substincias volateis e lipofilicas, formadas
pelo metabolismo secundario das plantas, caracterizados pelo odor agradavel
apresentado por grande parte deles (SIMOES et al., 2007; BANDONI;
CZEPAK, 2008).

Os Oleos volatéis sdo compostos de constituicdo complexa e podem
conter mais de cem substancias; no entanto, geralmente apresentam um ou mais
constituintes em maiores teores, sendo denominados de componentes
majoritarios. A intensidade e a composi¢do quimica dos 6leos essenciais podem
varias de acordo com a espécie, fatores ambientais como o clima e composi¢ao
do solo, 6rgao da planta, idade e estagio vegetativo (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

Os o6leos essenciais sdo comercializados por diversas empresas como
matéria-prima para diversos produtos, com aplicagdes na perfumaria, cosmética,
alimentos ¢ como coadjuvantes em medicamentos, entre outras. Existem
aproximadamente 300 6leos essenciais de importancia comercial no mundo. Na
industria alimenticia, os 6leos essenciais, além de conferirem aroma e sabor aos

alimentos, possuem importante atividade antioxidante, propriedade que
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incentiva ainda mais a sua utilizacdo (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Nos alimentos, a peroxidagdo lipidica ¢é responsavel pelo
desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis, tornando-os improprios
para o consumo, além de provocar outras alteracdes que podem afetar a
qualidade nutricional, devido a degradacdo de vitaminas lipossoluveis e de
acidos graxos essenciais, como também afetar a integridade e seguranca dos
alimentos J& nos sistemas bioldgicos, a peroxidacdo lipidica sobre os lipideos
insaturados das membranas celulares causa danos as membranas, interrompendo
os mecanismos de troca de metabolitos, podendo causar até a morte celular,
tornando-se a grande responsavel pelo envelhecimento precoce ¢ pelas doengas
cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune, disfun¢des cerebrais, entre
outras (RAMALHO; JORGE, 2006; LIMA; ABDALLA, 2001).

Para evitar a peroxidacdo lipidica dos alimentos, os antioxidantes
sintéticos mais utilizados na industria sio o BHA, BHT, PG e¢ o TBHQ. Porém,
estudos avaliando a toxicologia desses compostos demonstraram o seu potencial
carcinogénico sobre animais. Tendo em vista os indicios de problemas que
podem ser provocados pelo consumo de antioxidantes sintéticos, pesquisas tém
surgido com o objetivo de encontrar produtos naturais com potencial
antioxidante, que sejam uma alternativa de substitui¢do dos compostos sintéticos
ou até mesmo promover uma associagdo entre eles, com o intuito de diminuir
sua quantidade nos alimentos. Uma das vantagens dos antioxidantes naturais
frente aos sintéticos ¢ que a legislacdo ¢ mais flexivel em relagdo a eles, porém
os antioxidantes naturais, na maioria das vezes, apresentam capacidades
antioxidantes menores que as dos compostos sintéticos (RAMALHO; JORGE,
2006; OLIVEIRA et al., 2009).

A espécie C. dinisii € uma arvore de 10-20 metros de altura, pertence a
familia Canellaceae, vulgarmente conhecida como “pimenteira” ou "pau-para-

tudo"”, a casca do tronco, de sabor picante como a pimenta verdadeira, possui
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propriedades medicinais ¢ ¢é levemente entorpecente (LORENZI, 2002;
PEIXOTO; BARROS, 2010).

A espécie S. guianensis ¢ utilizada como recurso medicinal entre a
populacdo matogrossense, que utiliza o decocto de suas folhas no combate de
sintomas de sinusite, febre, reumatismo, enxaqueca, gripe, dores no corpo e
“malina”. E conhecida popularmente como “negramina” e pertence a familia
Siparunaceae (VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010).

Em razdo da importancia crescente dos oleos essenciais no mercado
mundial, do seu potencial biologico e da diversidade de espécies existentes e
ainda inexploradas, sd3o necessarios mais estudos que viabilizem o seu uso.
Assim, objetivou-se neste trabalho caracterizar quimicamente e avaliar a
atividade antioxidante dos oleos essenciais de Cinnamodendron dinisii

Schwacke (pimenteira) e Siparuna guianensis Aublet (negramina).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Oleos essenciais

As extracdes dos 6leos essenciais foram realizadas no Laboratorio de

Quimica Organica — Oleos Essenciais da Universidade Federal de Lavras.

2.1.1 Obtencao do material vegetal

As folhas de Cinnamodendron dinisii e de Siparuna guianensis foram
coletadas no més de fevereiro de 2011, no periodo da manhd, no Horto de
Plantas Medicinais da UFLA e nas dependéncias do campus da UFLA,
respectivamente. O local de coleta de C. dinisii possui as seguintes coordenadas:
-21° 13' 49.0476" latitude, -44° 58' 27.4764" longitude e 933m de altitude, e o
local de coleta de S. guianensis: -21° 13' 41.9952" latitude, -44° 58' 9.0048"
longitude e 951m de altitude.

O material coletado foi encaminhado para o Laboratério de Quimica
Organica — Oleos Essenciais do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Lavras (UFLA) Lavras/MG, onde foram selecionadas folhas adultas,
sadias com auséncia de injurias e manchas provocadas por fitopatéogenos, insetos
ou insolacdo. O material vegetal foi devidamente acondicionado e mantido sobre
refrigeracdo (= 7 °C), até a extracdo dos dleos essenciais.

As espécies foram devidamente identificadas pela Profa. Dra. Mariana
Esteves Mansanares (Departamento de Biologia/UFLA), e uma exsicata de cada
espécie encontra-se registrada no Herbario ESAL, localizado no Departamento
de Biologia da UFLA, com os seguintes niimeros de registros: 26.285

(Cinnamodendron dinisii Schwacke) e 26.623 (Siparuna guianensis Aublet).
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2.1.2 Extracio do dleo essencial

O método de extracao foi o de hidrodestilacdo, utilizando-se o aparelho
de Clevenger modificado (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2000).

Foram feitas trés repeticdes da extragdo de cada planta, utilizando 300g
de folhas frescas e picadas para cada repeti¢do, destilando-se por 2 horas.
Decorrido esse tempo, o 6leo foi separado do hidrolato por centrifugagao,
utilizando uma centrifuga de bancada de cruzeta horizontal (Fanem Baby®I
Modelo 206 BL) a 1100 g por 5 min. O 6leo foi retirado com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur, acondicionado em frasco de vidro e armazenado sob

refrigeragio (4 °C) e ao abrigo da luz (GUIMARAES et al., 2008).

2.1.3 Determinacao da umidade

Paralelamente as extragdes, realizou-se o teste de umidade, de acordo
com Pimentel et al. (2006). Utilizaram-se 5g de material vegetal imersos em 80
mL de ciclohexano em baldo volumétrico com capacidade de 250 mL, o qual foi
acoplado ao aparelho de Dean-Stark modificado. Apoés 2 horas, o volume de
agua presente no material vegetal foi quantificado. O rendimento do o6leo
essencial foi calculado e expresso em peso de 6leo por peso de material com

Base Livre de Umidade (% p/p BLU).

2.1.4 Identificacao e quantificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais

A andlise quimica dos o6leos essenciais foi realizada no Departamento
de Biologia Vegetal da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa-
Portugal, sob a orientagdo da Profa. Dra. Ana Cristina da Silva Figueiredo.

A identificagdo dos constituintes dos 6leos essenciais foi realizada por

cromatografia gas-liquido acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), na
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qual utilizou-se um Autosystem XL equipado com uma coluna de silica fundida
DB-1 (30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 pum; J & W Scientific Inc.)
ligado a um Perkin-Elmer Turbomass. A temperatura do forno foi programada
de 45 a 175°C, com incrementos de 3°C/min, e subsequentemente a 15°C/min
até 300°C. Atingidos os 300°C, a temperatura foi mantida isotérmica durante 10
min; temperatura da linha de transferéncia, 280°C; temperatura da cdmara de
ionizacdo, 220°C; gés de arrastamento, hélio, ajustado para uma velocidade
linear de 30 cm/s; relacdo de divis@o de fluxo, 1:40; energia de ionizagdo, 70
eV; corrente de ionizagdo, 60 pA; gama de massas, 40-300 u; tempo de
varrimento, 1 s. Os compostos foram identificados por comparagdo dos seus
indices de retengdo, em relagdo aos dos n-alcanos Cg-C,s € por comparacio
com uma biblioteca de espectros de massa desenvolvida no laboratério do
Centro de Biotecnologia Vegetal, da Faculdade de Ciéncias da Universidade de
Lisboa (MOURA, 2011).

O teor de cada constituinte foi determinado por cromatografia gas-
liquido (CG-DIC) em um cromatdgrafo Perkin Elmer 8700 equipado com dois
Detectores de Ionizagdo de Chama (DIC), um sistema de tratamento de dados e
um injetor, no qual foram instaladas duas colunas de polaridade diferente: DB-1
de silica fundida, de fase imobilizada de metilsilicone, (30 m x 0,25 mm d.i.,
espessura de filme 0,25 pm; J & W Scientific Inc.) e DB-17HT de silica fundida
(30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 um; J & W Scientific Inc.). A
temperatura do forno foi programada de 45°C a 175°C, com incrementos de
3°C/min, e subsequentemente a 15°C/min até 300°C. Atingidos os 300°C a
temperatura foi mantida isotérmica durante 10 min. Temperatura do injetor e dos
detectores, 290°C e 280°C, respectivamente. Foi utilizado hidrogénio como gas
de arraste, ajustado para uma velocidade linear de 30 cm/s. Relacdo de divisdo
de fluxo de 1:50. A porcentagem dos constituintes dos o6leos foi determinada

pela integracdo das areas dos picos sem utilizagdo de fatores de corre¢do. Os
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valores apresentados correspondem ao valor médio de duas inje¢des (MOURA,

2011).

2.2 Determinacio da atividade antioxidante

Foi realizada no Laboratério de Quimica Organica — Oleos Essenciais da

Universidade Federal de Lavras.

2.2.1 Método de reducao do radical estavel DPPH

Foi preparada uma solucdo metanolica de DPPH na concentragdo de 40
ug mL™". Para a avaliagdo, foram adicionados em um tudo de ensaio 2,7 mL da
solucdo-estoque de DPPH, seguidos da adi¢do de 0,3 mL de cada dilui¢do do
6leo em metanol (300; 250; 200; 150; 100; 50; 25 pg mL'l). Paralelamente,
preparou-se o controle, contendo todos os reagentes, com excecdo do Oleo
essencial. Apds 60 minutos, foram realizadas leituras em espectrofotometro
(Shimadzu UV-160 1PC) no comprimento de onda de 517 nm (TEPE et al.,
2005). A atividade antioxidante foi calculada como porcentagem de inibigdo do
radical DPPH, empregando a equacéo a seguir:

%I = 100 — [(DPPH,,/DPPHy,,)/100]

Em que:

%I: Porcentagem de inibi¢do do radical DPPH

DPPH,,,: absorbancia do DPPH com a amostra;

DPPHy,.,: absorbancia do DPPH sem amostra (branco).

Para fins de comparacdo, foram avaliadas as atividades dos padrdes

BHT, timol e acido ascorbico.
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2.2.2 Ensaio de oxida¢ao do sistema f-caroteno/acido linoleico

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 60 pL de acido
linoleico, 600 mg de Tween 20, 6 mg de B-caroteno e 30 mL de cloroférmio.
Removeu-se todo cloréformio utilizando rota-evaporador, com banho-maria a
50°C (Biichi Rotavapor R 114). Em seguida, o residuo foi dissolvido com 150
mL de 4dgua destilada saturada de oxigénio, sob vigorosa agitacdo. Em tubos de
ensaio, 2,7 mL dessa solu¢do foram adicionados a 0,3 mL de cada solucdo do
6leo (300; 250; 200; 150; 100; 50; 25 pg mL'l), sendo o controle composto
apenas de nmetanol. A absorbincia foi medida imediatamente em
espectrofotometro (Shimadzu UV-160 1PC) a 470 nm (LOPES-LUTZ et al.,
2008).

Apos a leitura das absorbancias iniciais, os tubos foram incubados em
banho-maria a 50 °C para a reagdo de oxidagdo, sendo realizada uma segunda
leitura ap6s 60 minutos de incubagdo. Todas as leituras foram realizadas em
triplicata.

De acordo com Wang et al. (2008), a atividade antioxidante foi expressa
como porcentagem de inibicdo apdés 60 minutos de incubagdo, utilizando a
equacgao a seguir:

%AA =100. (Drc - Drs)/Drc
Em que:

%AA : Porcentagem de inibi¢do de degradacdo do B-caroteno;

Drc : Razdo de degradacao do controle [(In(a/b)/60];

Drs : Razdo de degradagdo na presenca da amostra [(In(a/b)/60];

a: Absorbancia no tempo zero;

b : Absorbancia no tempo 60 minutos.
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Para fins de comparacdo, foram avaliadas as atividades dos padrdes

BHT, timol e acido ascorbico.

2.2.3 Analise estatistica

Para ambos os testes, foi utilizado o delincamento inteiramente
casualizado (DIC) com 7 concentracdes e 3 repeticdes para cada amostra (ou
padrdo). O programa estatistico utilizado foi o SISVAR (FERREIRA, 2008). Os
dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias obtidas foram
submetidas a regressao ao nivel de 5% de probabilidade.

As equagdes ajustadas foram utilizadas para calcular a Cls, e foram
plotados graficos com os valores de %l, do ensaio do DPPH, ou %AA, para o
Sistema [-caroteno/acido linoleico, Vversus as concentragdes analisadas

empregando o software Origin 6.0.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento e umidade

Os valores dos rendimentos dos 6leos essenciais e teor de umidade das

folhas frescas das espécies estudadas estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Teor de umidade das folhas e rendimentos dos Oleos essenciais de
Siparuna guianensis e Cinnamodendron dinisii.

Planta Massa (g) Umidade (%) Oleo essencial
(% p/p*)
C.dinisii (Pimenteira) 300,00 60,67 2,03
S. guianensis (Negramina) 300,00 64,67 0,31

* BLU — Base livre de umidade.

Pelos dados da Tabela 1, observa-se que os rendimentos dos oleos
essenciais foram de 2,03% BLU para as folhas frescas de pimenteira ¢ 0,31%
BLU para as folhas frescas de negramina, o teor de umidade encontrado para as
folhas frescas de C.dinisii foi de 60,67% e para as folhas frescas de S. guianensis
foi 64,67%.

O valor de rendimento encontrado neste estudo para o 6leo essencial de
negramina esta em acordo com aos valores encontrados em pesquisas realizadas
por Valentini et al. (2010). Estes observaram que a porcentagem total de 6leo
essencial ficou na faixa de 0,10-0,61% (p/p), sendo que a maior quantidade da
composi¢do volatil da S. guianensis ocorreu nos periodos reprodutivos, quando a
planta estava florescendo e frutificando, enquanto que no periodo vegetativo esta
ocorreu em menor quantidade. No mesmo ano, Montanari (2010) encontrou

valores que variaram de 4,5% (p/p BLU) (em épocas caracterizadas por clima
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quente e tmido) a 7,0% (p/p BLU) (em épocas caracterizadas por clima frio e
seco), resultados expressivamente maiores aos encontrados neste estudo e
naqueles observados por Valentini et al. (2010). Anteriormente Castelani et al.
(2006) estudando a producdo de 6leo essencial em negramina em fungdo da
época de colheita, observaram que o rendimento maximo foi no més de outubro
de 0,18% (p/p BLU), valor inferior ao encontrado nesse estudo.

Mancini (1996), citado por Torres; Wisniewski Jr. e Simionatto (2010),
avaliando o o6leo essencial de C. dinisii (pimenteira), verificaram rendimento
médio de 0,7% para o 6leo extraido das folhas e de 0,2% para o 6leo extraido
dos ramos e, posteriormente, pesquisas de Torres, Wisniewski Jr. e Simionatto
(2010) demonstraram rendimento médio de 0,17% (p/p) para o dleo essencial
extraido das cascas do tronco; os valores de rendimento encontrados nas
pesquisas citadas foram inferiores aos encontrados neste estudo.

As variagOes dos resultados de rendimento médio observados neste
estudo com as pesquisas citadas podem ser explicadas pelo fato de que a
producdo de 6leo essencial estd relacionada com as interagcdes planta-meio,
animal-planta, planta-micro-organismos e planta-planta, com a finalidade de
sobrevivéncia e/ou manuten¢do da planta, conferindo a ela capacidade de
adaptacdo as condigdes do meio em que vive (SIMOES et al., 2007). Assim,
mudancas sazonais, diferencas de época de colheita, tipo de solo, clima da
regido, tempo de secagem e umidade relativa do ar no dia da colheita, podem
afetar significativamente o metabolismo de sintese desses compostos que
consequentemente apresentam efeito sobre o rendimento dos dleos essenciais
(BLANK et al., 2007, GOBBO-NETO; LOPES, 2007, VALENTINI et al.,
2010).
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3.2 Identificacio e quantificaciio dos constituintes dos 6leos essenciais

3.2.1 Cinnamodendron dinisii Schwacke

Foram identificados 39 constituintes presentes no o6leo essencial de C.
dinisii, apresentados na Tabela 2. Observa-se que o dleo essencial apresenta em
quase sua totalidade monoterpenos hidrocarbdnicos (76,20%), apresentando
como componentes majoritarios os monoterpenos biciclicos, a-pineno (35,41%),
B-pineno (17,81%), sabineno (12,01%) e o sesquiterpeno, biciclogermacreno
(7,59%) (Figura 1). Também foi observada a presenca do sesquiterpeno
drimanico, drimenol (0,20%), presente na composicdo de varias espécies da

familia Canellaceae.

Tabela 2 Composicdo quimica do oOleo essencial das folhas frescas de
Cinnamodendron dinisii.

Pico TR IRc” Composto D7 G
1 5,629 924 a-Tujeno 1,06
2 5,798 930 o-Pineno 35,41
3 6,116 938 Canfeno 0,71
4 6,861 958 Sabineno 12,01
5 6,945 963 p-Pineno 17,81
6 7,537 975 B-Mirceno 1,46
7 8,349 1002 a-Terpineno 0,24
8 8,434 1003 p-Cimeno 1,21
9 8,653 1005 1,8-Cineol 4,37
10 8,761 1009 Limoneno 1,54
11 9,155 1017 cis-B-Ocimeno 1,99
12 9,554 1027 trans-B-Ocimeno 1,82
13 9,870 1035 v-Terpineno 0,75
14 10,055 1037 trans-Sabineno hidratado 0,15
15 11,073 1064 Terpinoleno 0,17
16 11,222 1066 cis-Sabineno hidratado 0,15
17 11,440 1074 Linalol 0,65
18 12,233 1099 trans-p-2-Menthen-1-ol 0,09
19 12,735 1106 trans-Pinocarveol 0,11

Tabela 2, continua
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T

Pico TR IRc Composto YoI*%*
20 12,965 1110 allo-Ocimeno 0,03
21 13,104 1114 trans-Verbenol 0,03
22 13,816 1134 Borneol 0,36
23 14,394 1148 Terpinen-4-ol 2,50
24 15,038 1159 a-Terpineol 0,11
25 15,282 1168 Mirtenol 0,05
26 19,197 1265 Acetato de Bornila 0,10
27 21,903 1332 d-Elemeno 0,32
28 22,063 1334 Acetato de o-Terpenila 0,32
29 23,595 1375 a-Copaeno 0,11
30 24,223 1388 B-Elemeno 0,21
31 25,209 1414 B-Cariofileno 1,88
32 26,056 1428 Aromandreno 0,23
33 27,139 1455 trans-p-farneseno 0,20
31 28,364 1487 Biciclogermacreno 7,59
32 28,784 1500 (trans, trans) a-Farneseno 0,09
33 29,519 1505 8-Cadineno 0,14
34 30,850 1549 trans-Nerolidol 0,05
35 31,187 1551 Espatulenol 1,88
36 31,354 1561 Oxido de B-Cariofileno 0,42
37 31,570 1566 Globulol 0,32
38 31,833 1569 Viridiflorol 0,16
39 37,881 1764 Drimenol 0,20

Total identificado 99,00
Componentes agrupados

Monoterpenos hidrocarbdnicos 76,20
Monoterpenos oxigenados 9,00
Sesquiterpenos hidrocarbonicos 10,80
Sesquiterpenos oxigenados 3,00

*TR= tempo de retencdo (minutos), **IRc = indice de retencdo calculado, ***%
=concentragdo em porcentagem
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alfa-Pineno Sabineno beta-Pineno Biciclogermacreno

Figura 1 Estruturas quimicas dos compostos majoritarios do 6leo essencial das
folhas frescas de Cinnamodendron dinisii

Torres, Wisniewski Jr. ¢ Simionatto (2010) avaliaram a composi¢do
quimica dos componentes volateis presentes nas cascas de Capsicodendron
dinisii Schwancke, sinonimia botanica de Cinnamodendron dinisii Schwacke, e
verificaram a presenca de 23 compostos, (90% da composicdo total de 6leo),
sendo 86,8% desses monoterpenos, € o composto majoritario encontrado foi o
limoneno (68,5%). Resultado similar foi observado nesta pesquisa quanto a
classe de compostos presentes em maior porcentagem, uma vez que foi
encontrado 76,20% de monoterpenos no 6leo em estudo, porém foi diferente
quanto ao componente majoritario, o limoneno, que nesse trabalho apresentou-se
na porcentagem de 1,54%.

E possivel observar como nesse estudo, que as demais pesquisas
descritas que avaliaram a composi¢do quimica dos 6leos essenciais de espécies
presentes em quatro dos cinco géneros da familia Canellaceae
(Cinnamodendron, Canella, Cinnamosma, Warburgia e Pleodendron),
apresentaram como caracteristica comum que todos os componentes sdo de
origem terpénica sendo em sua maioria 0s monoterpenos e sesquiterpenos.

Estudos de Adams e Zanoni (1989) avaliando a composi¢ao quimica do

6leo essencial obtido da madeira de Cinnamodendron ekamani, espécie da
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mesma familia da C. dinisii, verificaram a presenga de 1,8-cineol (35,9%), a-
humuleno (9,1%), B-cariofileno (6,5%), 4-terpineol (5,0%), germacreno-D
(4,9%), p-elemeno (4,8%), o-pineno (3,6%) e a-terpineol (3,0%).
Posteriormente Tucker et al. (2008), observaram a presenga de 1,8-cineol
(51,0%) e sabineno (10,6%) na composi¢cdo quimica de um oOleo essencial
comercial de Madagascar, nomeado como mandravasarotra (Cinnamosma
fragrans Baill., Canellaceae).

O Oleo essencial das folhas de Canella winterana (L.) Gaertn.
(Canellaceae), proveniente das ilhas de Abaco (Bahamas), apresentou um total
de 19 compostos (100% da composi¢dao total), sendo os componentes
majoritarios o mirceno (32,4%), (E)-cariofileno (18,8%), (Z e E)-B-ocimeno
(15,9% e 14,0%, respectivamente) (SETZER, 2007). A andlise preliminar dos
Oleos essenciais de folhas e cascas de Pleodendron costaricense indicou que as
composi¢des dos 6leos essenciais das duas partes analisadas da planta foram
muito semelhantes, mostrando elevados teores de B-pineno, o-pineno, [-
mirceno, B-tujeno, e P-cariofileno com uma menor quantidade de linalol. A
principal diferenga entre a composi¢do volatil das duas partes da planta foi o
conteudo de B-cariofileno, que foi o segundo componente mais abundante nas
folhas, mas quase ausente na casca (AMIGUET et al., 2006).

E necessério, porém, considerar que o ambiente no qual a planta se
desenvolve exerce grande influéncia na composi¢cdo quimica e producdo dos
Oleos essenciais. Para Gobbo-Neto e Lopes (2007) os fatores bidticos (como
insetos, fungos e herbivoros) e abidticos (como luminosidade e temperatura)
também sdo os responsaveis pela variagdo, além da forma de obtencdo e da parte

da planta utilizada para a extragéo.
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3.2.2 Siparuna guianensis Aublet

No o6leo essencial das folhas frescas de Siparuna guianensis Aublet,
foram identificados 41 constituintes (Tabela 3), sendo esse composto
principalmente por sesquiterpenos hidrocarbdnicos (41,50%), sesquiterpenos
oxigenados  (19,40%) e  monoterpenos  hidrocarbonicos  (17,90%),
respectivamente. Como majoritarios foram identificados o monoterpeno
aciclico, B-mirceno (13,14%) e os sesquiterpenos germacreno-D (8,68%) e

biciclogermacreno (16,71%) (Figura 2).

Tabela 3 Composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas frescas de Siparuna

guianensis.

Pico TR" IRc” Composto %
1 5,880 930 o-Pineno 1,83
2 6,218 938 Canfeno 0,04
3 7,042 963 B-Pineno 0,86
4 7,697 975 p-Mirceno 13,14
5 8,003 995 o-Felandreno 0,03
6 8,266 1000 4-3-Careno 0,72
7 8,798 1005 B-Felandreno 0,06
8 8,887 1009 Limoneno 1,23
9 9,294 1017 cis-pf-Ocimeno 0,03
10 19,874 1275 2-Undecanona 1,69
11 22,115 1332 o-Elemeno 0,58
12 22,760 1345 a-Cubeno 0,04
13 23,804 1375 a-Copaeno 0,27
14 24,067 1379 B-Bourboneno 0,31
15 24,354 1385 -Cubebeno (v) 0,18
16 24,459 1388 B-Elemeno 2,08
17 24,454 1414 B-Cariofileno 1,12
18 25,890 1426 v-Elemeno 0,05
19 26,021 1428 B-Copaeno 0,04

20 26,496 1430 Aromadendreno 0,04
21 26,846 1447 o-Humuleno 2,07
22 27,118 1456 allo-Aromadendreno 0,05
23 28,055 1474 Germacreno-D 8,68

Tabela 3, continua...
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E3

EZ3

FFF

Pico TR IRc Composto %
24 28,314 1476 B-Selineno 0,20
25 28,484 - Curzereno 2,15
26 28,638 1487 Biciclogermacreno 16,71
27 28,790 1494 o-Muuroleno 1,17
28 29,348 1500 v-Cadineno 2,13
29 29,501 1505 trans-Calameno 0,29
30 29,780 1505 6-cadineno 1,04
31 30,975 1533 Germacreno-B 2,34
32 31,353 1551 Espatulenol 4,16
33 32,868 1561 Oxido B-Cariofioleno 0,45
34 32,035 1566 Globulol 0,40
35 32,263 1569 Viridiflorol 3,00
36 32,534 - Epoxido de Humuleno IT 0,63
37 33,333 1600 1-epi-Cubenol 0,15
38 34,089 1616 T-Cadinol 4,14
39 34277 1620 B-Eudesmol 1,02
40 34416 1626 a-Cadinol 1,95
41 35,840 1656 a-Bisabolol 3,53

Total identificado 80,48
Componentes agrupados

Monoterpenos hidrocarbonicos 17,90
Monoterpenos oxigenados 0,00
Sesquiterpenos hidrocarbonicos 41,50
Sesquiterpenos oxigenados 19,40
Outros 1,70

*TR= tempo de retencdo (minutos), **IRc = indice de retencdo calculado, ***%
=concentragdo em porcentagem, v = vestigios

beta-Mirceno

Biciclogermacreno

Germacreno D

Figura 2 Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes no oleo
essencial das folhas frescas de Siparuna guianensis
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Esses resultados corroboram com os resultados encontrados por
Valentini et al. (2010), que quantificaram e identificaram os principais
compostos quimicos da composicdo volatil extraidos de folhas de S. guianensis
numa area de Cerrado em Mato Grosso, durante doze meses. Verificaram que
em relagdo a variabilidade das classes de compostos em questdo, 70% dos
compostos identificados eram sesquiterpenos € que o0s sesquiterpenos
hidrocarbonicos apareceram no periodo chuvoso e de transicdo chuvoso-seco,
com maior producdo em fevereiro de 2008, mesmo més de obtengdo do dleo
desse estudo.

Antbnio et al. (1984) encontraram em folhas de S. guianensis do
Panamd, curzeronona (25,64%), derivados de sua degradagdo (42,31%) e
miristicina (7,93%). Nesse mesmo periodo, Reboucas et al. (1984), estudando o
Oleo essencial de S. guianensis de plantas coletadas em Rio Branco, Acre,
observaram que os componentes majoritarios do o6leo essencial foram 7y-
cadineno (21,8%), bergamotenal (14,2%) e (E)-B-cariofileno (15,1%).

Posteriormente, Montanari (2010) observou que no dleo essencial de
plantas coletadas no municipio de Tocantins (MG), dois constituintes, o
monoterpeno  o-terpinoleno e o alcool sesquiterpénico  a-bisabolol,
representaram, em conjunto, cerca de 80% da composi¢ao do 6leo durante todo
o0 ano, resultados que divergem daqueles encontrados nesse trabalho onde apenas
o a-bisabolol foi encontrado, porém em quantidades menores.

Os Oleos essenciais de folhas e frutos de S. guianensis coletadas no
cerrado do Sudeste brasileiro apresentaram como principais constituintes no 6leo
das folhas o acido decandico (46,6%) e 2-undecanona (31,7%), no o6leo dos
frutos foram encontrados principalmente a 2-undecanona (32,5%), B-pineno
(19,6%) e limoneno (13,6%), resultados que diferem dos resultados encontrados

nesse estudo (FISCHER et al., 2005).
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Os Oleos essenciais de S. guianensis obtidos de plantas coletadas em
diferentes lugares da Amazonia apresentaram diferencas em sua constituicdo. No
6leo essencial da amostra recolhida no Moju (PA), os principais constituintes
foram o epi-a-bisabolol (25,1%) e espatulenol (15,7%), o 6leo essencial da
amostra recolhida no Rio Branco (AC) apresentou como majoritarios o
espatulenol (22,0%), selin-11-en-4a-ol (19,4%), B-eudesmol (10,0%) e elemol
(10,0%), j& no o6leo da amostra recolhida em Belém (PA) verificaram a presenga
de germacrona (23,2%), germacreno-D (10,9%), biciclogermacreno (8,6%),
germacreno-B (8,0%) e atractilona (31,4%) como compostos majoritarios
(ZOGHBI et al., 1998). A composi¢do quimica do 6leo essencial avaliado nesse
estudo apresentou semelhancas com o 6leo da planta coletada em Belém (PA)
quanto a presenca dos majoritarios germacreno-D e biciclogermacreno.

Machado et al. (1998) verificaram o (E)-nerolidol como composto
majoritario do 6leo essencial das folhas de S. guianensis coletadas em junho,
durante a floracdo. Os autores observaram que o Oleo essencial apresentou
grande variagdo sazonal para o teor desse composto (9,9-30%) em relagdo aos
meses do ano. Posteriomente, Viana et al. (2002), investigando os oleos
essenciais obtidos das folhas, casca do caule, madeira do caule, casca da raiz,
madeira de raiz e frutos de S. guianensis, encontraram a presenca de o-pineno,
mirceno, y-cadineno, epi-a-cadinol em todas as amostras, observando que o
componente majoritario era o epi-o-cadinol (11,9 - 39,9%) para todas as
amostras, exceto para Oleos das cascas e frutos, cujos maiores componentes
foram o terpinoleno (33,4%) e 2-undecanona (52,7%), respectivamente. Nao
houve uma relacdo entre a composicdo quimica obtida no presente trabalho com
a composicdo quimica das pesquisas apresentadas acima, destacando apenas a
presenga do mirceno que, no estudo de Viana et al. (2002), foi encontrado como

um dos minoritarios (1,47%).
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Diferengas no teor ¢ na composicdo quimica de 6leos essenciais extraido
de uma mesma espécie ocorrem frequentemente, uma vez que a produgdo de
metabolitos secundarios, entre eles os 6leos essenciais, € fortemente influenciada
pelo ambiente ao qual o organismo produtor estd inserido, sendo os fatores
responsaveis por tais variagdes a sazonalidade, ritmo circadiano, idade e o
desenvolvimento da planta, bem como os diferentes oOrgdos vegetais,
temperatura, disponibilidade hidrica, nutrientes, altitude, composi¢do
atmosférica e ataque de patogenos e herbivoros (GOBBO-NETO; LOPES, 2007;
BAKKALI et al., 2008).

3.3 Atividade antioxidante dos o0leos essenciais

Pelo método B-caroteno/acido linoleico, os 6leos essenciais em estudo
apresentaram pequena atividade antioxidante; porém, ndo forneceram valores de
Clso (>300 pg mL") na faixa das concentra¢des avaliadas. Entre os padrdes
testados, 0 BHT (Clso> 25 pg mL™") mostrou-se mais eficiente, seguido do timol
(Clsp 105,82 pg mL'l) e do é4cido ascorbico (Clsy 118,15 pg mL'l),
respectivamente (Tabela 4).

Empregando a técnica do DPPH, ndo foi observada atividade
antioxidante para os Oleos essenciais em estudo, porém entre os padrdes
avaliados, o 4cido ascorbico (Clsy 44,36 ug mL™) mostrou-se mais eficiente que
o BHT (Cls 48,84 ug mL™), seguido do timol (CIs, > 300,00 pg mL™") (Tabela
4).
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Tabela 4 Atividade antioxidante dos dleos essenciais de S. guianensis e C. dinisii
e dos padrdes Timol, BHT e Acido ascorbico pelo teste [-
caroteno/acido linoleico e pelo método de sequestro de radicais DPPH.

Métodos B-caroteno/acido linoleico DPPH
Componentes Clsy (ng mL™") ClIs (ng mL™)
C.dinisii > 300,00 NI**
S. guianensis > 300,00 NI
BHT < 25,00 48,84
Timol 105,82 > 300,00
Acido Ascorbico 118,15 44,36

*Cl5,= Concentragio de inibi¢do de 50% = NI = ndo apresentou inibi¢do na faixa das
concentragdes avaliadas

De acordo com os resultados apresentados, pode-se afirmar que os 6leos
essenciais ricos em terpenos apresentaram melhores valores para a atividade
antioxidante perante o ensaio de oxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoleico,
uma vez que o método P-caroteno/acido linoleico pode ser especialmente 1til
para as investigagdes de antioxidantes lipofilicos e ¢ apropriado para a
investigacdo da atividade antioxidante de 6leos essenciais. Por outro lado, se
compostos polares, como o acido ascorbico, fossem testados apenas por ele,
seriam considerados como antioxidantes fracos (KULISIC et al., 2004). Esse
fato explica a menor eficiéncia do acido ascorbico, quando comparado com o
timol.

De acordo com Ruberto e Baratta (2000), em sistemas lipidicos,
compostos fenodlicos, sdo antioxidantes eficientes, assim, as moléculas de timol e
carvacrol sdo, de fato, responsaveis pela atividade antioxidante de muitos 6leos
essenciais que os contém e uma escassa atividade antioxidante ¢ conferida para
monoterpenos e sesquiterpenos hidrocarbonicos. Apenas trés componentes
monociclicos, terpinoleno, a-terpineno e y-terpineno, ¢ em menor grau, sabineno

(um biciclico), mostram uma atividade considerdvel. A presenca nestas
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moléculas de grupos metileno fortemente ativado, segundo os autores, €,
provavelmente, a razdo para este comportamento.

Os resultados de Ruberto e Baratta (2000) possivelmente explicam a
baixa atividade antioxidante dos 6leos essenciais tanto de C. dinisii, por serem
compostos por 87% de monoterpenos e sesquiterpenos hidrocarbonicos, como
de S. guianensis, composto por 58,40% desse grupo de substincias.

De acordo com Mata et al. (2007), a auséncia de atividade antioxidante
observada pelos compostos terpénicos no ensaio de redugdo do DPPH pode ser
explicada pelo fato de eles ndo serem capazes de doar um atomo de hidrogénio,
além da baixa solubilidade apresentada por esses compostos no meio reacional
do ensaio, uma vez que esse teste utiliza o metanol ou o etanol como solvente.
Assim, pode-se explicar o fato de os Oleos essenciais deste estudo ndo
apresentarem atividade antioxidante significativa, pois ambos os o6leos sdo
compostos em quase sua totalidade por monoterpenos e sesquiterpenos
hidrocarbonicos. Para Viuda-Martos et al. (2009), os fatores citados podem ser
considerados como a principal limitacdo desse ensaio para avaliar a atividade
antioxidante de amostras lipofilicas, como muitos 6leos essenciais.

Os valores maiores encontrados para os antioxidantes, acido ascorbico e
BHT, e para o padrdo timol diante o ensaio de redugdo do DPPH, podem estar
relacionados com o maior numero de hidroxilas presentes em suas estruturas,
uma vez que quanto maior o numero delas na estrutura do composto
antioxidante, mais moléculas de DPPH podem ser reduzidas e consequentemente
ocorre um aumento da atividade antioxidante.

Apesar de os Oleos essenciais avaliados nesta pesquisa ndo terem
apresentado atividade antioxidante significativa, muitos 6leos essenciais tém-se
mostrado potencial antioxidante. A exemplo tém-se as pesquisas realizadas por
Guimardes (2010), que investigando a atividade antioxidante dos oleos

essenciais de Lippia sidoides, Alomia fastigiata, Ocotea odorifera, Mikania
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glauca e Cordia verbenacea, e de seus constituintes majoritarios, pelos métodos
da oxidagdo do sistema [-caroteno/acido linoleico; a formagdo de espécies
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e a reduc@o do radical estavel DPPH,
verificou que o Oleo essencial de L. sidoides mostrou maior atividade
antioxidante, apresentando os menores valores de Clso em todos os ensaios,
sendo que a atividade antioxidante apresentada pelo 6leo essencial de L. sidoides
foi atribuida ao seu constituinte majoritario carvacrol, que também apresentou
elevada atividade antioxidante, quando avaliado isoladamente. Foi observado
também que ha influéncia da metodologia utilizada sobre a atividade
antioxidante apresentada para os diferentes Oleos essenciais € compostos
avaliados, evidenciando a importancia da metodologia para a determinag@o desta
atividade. Lima et al. (2012) observaram que os 0leos essenciais de Myristica
fragrans e Salvia microphylla, apresentaram potencial antioxidante pelo teste -
caroteno/acido linoleico, com valores de Cls, 976 e 770 pg mL™,
respectivamente. Neste mesmo ano Andrade et al. (2012) verificaram que os
6leos essenciais de Cymbopogon nardus, Cinnamomum zeylanicum e Zingiber
officinale apresentaram atividade antioxidante, pelo método B-caroteno/acido
linoleico, sendo que o oleo essencial de C. nardus (Cls, 20,65 pug mL™)
apresentou-se mais eficiente, seguido de Z. officinale (CIs, 60,32 pg mL'l) e C.
zeylanicum (Clso 303,56 ug mL™) respectivamente. Pelo teste do DPPH, foi
observada atividade antioxidante apenas para C. nardus (Cls, 517,40 ug mL™), o
que leva a sugerir que os constituintes responsaveis pelo maior efeito
antioxidante dos o6leos essenciais das espécies avaliadas apresentam carater

polar.
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4 CONCLUSAO

Os rendimentos dos 6leos essenciais foram de 2,03% BLU para as folhas
frescas de C. dinisii e 0,31% BLU para as folhas frescas de S. guianensis; o teor
de umidade encontrado para as folhas frescas de C. dinisii foi de 60,67% e para
as folhas frescas de S. guianensis foi 64,67%.

Os constituintes majoritarios encontrados no 6leo essencial das folhas
frescas de C. dinisii foram o a-pineno (35,41%), B-pineno (17,81%), sabineno
(12,01%) e biciclogermacreno (7,59%). No o6leo essencial das folhas frescas de
S. guianensis, foram identificados B-mirceno (13,14%), germacreno-D (8,68%) e
biciclogermacreno (16,71%).

A atividade antioxidante apresentou-se baixa pelo teste f-caroteno/acido
linoleico e ndo foi evidenciada pelo teste do DPPH para ambos os oOleos

avaliados.
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CAPITULO 3: ATIVIDADE ANTIFI'JNGICA, ANTIBACTERIANA E
TRIPANOCIDA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Cinnamodendron dinisii
Schwacke E Siparuna guianensis Aublet

RESUMO

Os 6leos essenciais t€ém apresentado atividade bioldgica e servem como
uma fonte alternativa de agentes antimicrobianos € antiparasitarios, uma vez que
algumas drogas, atualmente empregadas para essa finalidade, tém promovido o
surgimento de resisténcia por parte dos micro-organismos, apresentando varios
efeitos colaterais ou eficacia limitada. Nesse contexto, este estudo foi realizado
com o objetivo de determinar a atividade antibacteriana, antifungica e
tripanocida dos oleos essenciais de Cinnamodendron dinisii Schwacke e
Siparuna guianensis Aublet. A obtencdo do 6leo essencial foi realizada a partir
de folhas frescas, pela técnica de hidrodestilagdo utilizando o aparelho de
Clevenger modificado. A avaliacdo da atividade antibacteriana sobre bactérias
patogénicas  Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella Choleraesuis e Staphylococcus aureus foi realizada ela
técnica de difus@o em cavidade em agar e a atividade antifingica sobre fungos
filamentosos, Aspergillus flavus, A. niger, A. carbonarius e Penicillium
commune, pela técnica de difusdo em disco. A atividade tripanocida foi avaliada
sobre formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi, utilizando o método do
MTT. Os dois 6leos essenciais apresentaram pequeno efeito inibitério para
bactérias, apresentando altos valores de CMI (125 — 500 pg mL™), sendo as
bactérias Gram negativas mais resistentes e efeito inibitorio satisfatorio para os
fungos avaliados, com baixos valores de CMI (7,81 — 250 pg mL™). A atividade
tripanocida obtida foi de CIso = 282,93 pg mL™', para 6leo de C. dinisii ¢ 209,30
ug mL", para S. guianensis, valores elevados, nio sendo consideradas
substancias promissoras no combate ao T. Cruzi.

Palavras-chave: Oleos volateis. Concentragdo Minima Inibitoria. Epimastigotas.
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ABSTRACT

Essential oils have shown biological activity and serve as an alternative
source of antimicrobials and antiparasitic, since some drugs currently used for
this purpose, has promoted the emergence of resistance by microorganisms, with
many side effects or limited efficacy. In that context, this study was conducted
with the objective of determining the antibacterial, antifungal and trypanocidal
activity of the essential oils of Cinnamodendron dinisii Schwacke and Siparuna
guianensis Aublet. The essential oil was obtained from fresh leaves, by the
hydrodistillation technique using a modified Clevenger apparatus. The
evaluation of the antibacterial activity against pathogenic bacteria Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
choleraesuis and Staphylococcus aureus was conducted by the agar well
diffusion technique and the antifungal activity on filamentous fungi, Aspergillus
flavus, A. niger, A. carbonarius Penicillium commune, by the disk diffusion
technique. The trypanocidal activity was evaluated on epimastigote forms of
Trypanosoma cruzi, through the MTT method. The two essential oils presented
little inhibitory effect for bacteria, presenting high MIC values (125-500 pg mL"
", the gram negative bacteria being more resistant and the inhibitory effect was
satisfactory for the appraised fungi, with low MIC values (7.81-250 pg mL™).
The trypanocidal activity obtained was ICso = 282.93 pg mL™, for the C. dinisii
oil and 209.30 pg mL™", for oil of S. guianensis, values high, not considered
promising substances to combat T. cruzi.

Key words: Volatile oils. Minimum Inhibitory Concentration. Epimastigote.
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1 INTRODUCAO

Pesquisas evidenciam cada vez mais a potencialidade de constituintes
vegetais como agentes antimicrobianos capazes de serem aproveitados como
fonte de compostos alternativos, eficientes e vidveis, para o alcance do controle
do crescimento e da sobrevivéncia de micro-organismos nas mais variadas areas,
como na agricultura, na saide humana, na alimentag¢do, na cosmetologia, entre
outras.

Entre os compostos que apresentam esse potencial antimicrobiano
encontram-se 0s Oleos essenciais, produtos volateis sintetizados pelo
metabolismo secundario das plantas a partir da glicose, caracterizados pelo forte
odor e por apresentarem composi¢do complexa, podendo ser obtidos de diversas
partes de plantas por meio de hidrostilagdo, arraste a vapor ou prensagem de
pericarpos de frutos citricos (DEWICK, 2002).

As bactérias sdo os principais micro-organismos envolvidos nos
processos de contaminagdes de alimentos, pela sua diversidade e patogenia, e
por atuarem sob numerosos tipos de substratos, sob diferentes faixas de
temperatura ¢ de pH, bem como de condigdes do meio ambiente, sendo
responsaveis pelo maior nimero de surtos e de mortes, seja como causadoras de
infecgdes, toxinoses ou toxinfecgdes. Em menores proporgdes os fungos também
sdo micro-organismos responsaveis pelas DTAs, atuam em alimentos
submetidos a condigdes de conservagdo e armazenamento inadequadas,
produzindo micotoxinas e/ou causando deterioragdes (SOUSA, 2003; JAY,
2005).

O uso indiscriminado de antibidticos para o controle desses micro-
organismos tem levado ao surgimento de cepas resistentes a essas drogas; essa
resisténcia vem se tornando cada vez mais grave, devido as dificuldades para se

descobrirem e langarem novos antimicrobianos, o que tem estimulado o
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desenvolvimento de pesquisas em busca de novos compostos antimicrobianos
sintéticos e/ou naturais, principalmente de origem vegetal (COWAN, 1999).

Outra doenga que atualmente tem despertado grande interesse de muitos
pesquisadores ¢ a doenca de Chagas, caracterizada por ser uma doenca endémica
parasitaria em paises tropicais e subtropicais da América Latina, causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi, que afeta cerca de 10 milhdes de pessoas em
todo o mundo, sendo que cerca de 25-100 milhdes de pessoas vivem em zonas
de risco de infecgao (SALOMON, 2012; WHO, 2010).

Com relagdo ao tratamento da doenga de Chagas, nenhuma vacina foi
descoberta e os tratamentos atuais utilizam o nifurtimox e benznidazol; porém,
essas drogas sdo muitas vezes mal toleradas e apresentam sérios efeitos
colaterais. Sendo utilizadas apenas na fase aguda da doenga, podem ser
ineficazes devido as diferencas de susceptibilidade das culturas de T. cruzi as
drogas, e sdo inuteis na fase cronica da doenca (SAUDE-GUIMARAES;
FARIA, 2007; CAMPOS et al., 2009; DIAZ-CHIGUER et al., 2012).

Assim, os Oleos essenciais servem como uma fonte alternativa de
agentes antimicrobianos contra patdégenos causadores de doencas de origem
alimentar ou micro-organismos deterioradores, e¢ também surgem como
promissores agentes anti-T. cruzi, abrindo perspectivas para a descoberta de
drogas mais eficazes, de origem vegetal, para o tratamento de doencas
parasitarias. Diante do exposto os objetivos desse estudo foram determinar a
atividade antibacteriana, antifungica e tripanocida dos O6leos essenciais de

Cinnamodendron dinisii Schwacke e Siparuna guianensis Aublet.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Oleos essenciais

As extracdes dos 6leos essenciais foram realizadas no Laboratorio de

Quimica Organica — Oleos Essenciais da Universidade Federal de Lavras.

2.1.1 Obtenc¢ao do material vegetal

As folhas de Cinnamodendron dinisii e de Siparuna guianensis foram
coletadas no més de fevereiro de 2011, no periodo da manhd, no Horto de
Plantas Medicinais da UFLA e nas dependéncias do campus da UFLA,
respectivamente. O local de coleta de C. dinisii possui as seguintes coordenadas:
-21° 13' 49.0476" latitude, -44° 58' 27.4764" longitude e 933m de altitude, e o
local de coleta de S. guianensis: -21° 13' 41.9952" latitude, -44° 58' 9.0048"
longitude e 951m de altitude.

O material coletado foi encaminhado para o Laboratério de Quimica
Organica — Oleos Essenciais do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Lavras (UFLA) Lavras/MG, onde foram selecionadas folhas adultas,
sadias com auséncia de injurias e manchas provocadas por fitopatdogenos, insetos
ou insolac¢do. O material vegetal foi devidamente acondicionado e mantido sobre
refrigeracdo (= 7 °C), até a extracdo dos dleos essenciais.

As espécies foram devidamente identificadas pela Profa. Dra. Mariana
Esteves Mansanares (Departamento de Biologia/UFLA), e uma exsicata de cada
espécie encontra-se registrada no Herbario ESAL, localizado no Departamento
de Biologia da UFLA, com os seguintes nimeros de registros: 26.285

(Cinnamodendron dinisii Schwacke) e 26.623 (Siparuna guianensis Aublet).
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2.1.2 Extracio do dleo essencial

O método de extracao foi o de hidrodestilagdo, utilizando-se o aparelho
de Clevenger modificado (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2000).

Foram feitas trés repetigdes da extracdo de cada planta, utilizando 300
gramas de folhas frescas e picadas para cada repeticdo, destilando-se por 2
horas. Decorrido esse tempo, o 6leo foi separado do hidrolato por centrifugacéo
utilizando uma centrifuga de bancada de cruzeta horizontal (Fanem Baby®I
Modelo 206 BL) a 1100 g por 5 min. O 6leo foi retirado com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur, acondicionado em frasco de vidro e armazenado sob

refrigeragdo (4 °C) e ao abrigo da luz (GUIMARAES et al., 2008).

2.2 Avaliacio da atividade tripanocida in vitro

Esse teste foi realizado no Instituto Carlos Chagas (Fiocruz) - Curitiba.
Inicialmente os 6leos essenciais foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO), e
posteriormente, em meio Liver Infuse Tryptose (LIT). Fez-se diluigdo seriada
com LIT, em uma placa para microtitulagdo tipo ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) de 96 pocos, a partir da maior concentracao, diluindo 1:1
nos demais pocos atingindo volume final de 20 uL para cada pogco e
concentragoes de 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 e 3,90 ug mL™".
Realizada a dilui¢do, foi adicionado 180 pL de cultura (epimastigotas) a uma
concentragio de 2 x 10° parasita mL™"' (com contagem em cAmara de Neubauer),
em cada poco. Nos pogos controle foram adicionados 20 pL. de meio de cultura
sem compostos. A placa foi incubada por 24 horas a 28 °C.

Apbs o periodo de incubagdo, foram acrescentados 50 pL de MTT

[(solubilizado a 10 pg mL"' em PBS (tampdo fosfato)] em todos os pogos
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(concentragdo final: 2 pg mL™' por pogo). A placa, envolvida em papel-aluminio,
foi incubada por 3 horas a 37 °C (MOSMANN, 1983).

Apoés a segunda incubagdo, adicionaram-se em cada pogo 50 pL de
paraformaldeido 4% em PBS pH 7,2. Posteriormente, a placa foi centrifugada a
2100g por 10 min. Apds a centrifugagdo o meio foi removido por inversdo
brusca da placa e os parasitas foram ressuspensos. Acrescentaram-se 20 pL de
dodecilsulfato de sédio (SDS) 10% em HC1 0,01 M e incubou-se a placa a 37 °C
por 1h, ou até observacdo de lise de todos os parasitas. Apos, a adi¢do de 80 uL.
de dimetilsulfoxido (DMSO) puro em todos os pogos para solubilizacdo dos
cristais de formazan, as placas foram incubadas a 37 °C por 30 minutos, seguida
de agitacdo até solubilizacdo completa dos cristais. A leitura foi efetuada a 550
nm em leitor de ELISA. A porcentagem de células epimastigotas inviaveis foi
determinada pela equagao:

%IE = [100 (Ac-A)J/A.

Em que:

%IE: Porcentagem de células epimastigotas inviaveis;

A.: absorbancia do controle;

Aa: absorbancia da amostra analisada.

2.2.1 Analise estatistica

Foi utilizado o delineamento DIC, com 8 concentragdes e 3 repetigdes
para cada 6leo. O programa estatistico utilizado foi o SISVAR (FERREIRA,
2008). Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias obtidas
foram submetidas a regressdo e também foram comparadas pelo teste Scott-

Knott, ambos a 5% de probabilidade.
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As equagdes ajustadas foram utilizadas para calcular a Cls, e foram
plotados graficos com os valores de %IE versus as concentragdes analisadas,

empregando o software Origin 6.0.

2.3 Avaliacio da atividade antibacteriana in vitro

A avaliagdo da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais foi realizada
no Laboratorio de Micologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras.

As bactérias utilizadas foram Staphylococcus aureus ATCC 13565,
Listeria monocytogenes ATCC 19117, Escherichia coli ATCC 11229,
Salmonella Cholerasuis ATCC 6539 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442.

Durante o experimento, 0s micro-organismos foram mantidos, em
eppendorfs contendo meio de congelamento, sob refrigeracao (4°C) (TEBALDI,
2008).

2.3.1 Teste de Difusdao em Cavidade em Agar

As bactérias foram repicadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion), e
ficaram incubadas a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, aliquotas desse meio
foram transferidas para um tubo com 5 mL de caldo de soja triptica (TSB). Os
tubos foram incubados a 37 °C, até alcancar a turbidez de uma solugdo-padréo
McFarland de 0,5, resultando em uma suspensido contendo 10* UFC mL™". As
leituras de turbidez foram realizadas utilizando espectrofotometro (Shimadzu
UV-160 1 PC), no comprimento de onda de 625 nm (NCCLS, 2003).

A concentragdo de indculo obtida pela escala McFarland de 0,5 (10
UFC mL™") foi diluida até atingir a concentragdo de 10° UFC mL", sendo, em

seguida, transferida para o meio de cultura 4gar de soja triptica (TSA), para
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Listeria monocytogenes, e para as demais bactérias, foi utilizado o Agar Mueller
- Hinton. O agar no qual foi inoculada a cultura bacteriana foi depositado sobre
uma camada do mesmo agar, previamente solidificado, onde foram feitos os
pocos de deposicao do 6leo (4 mm de didmetro) com o auxilio de pérolas de
vidro. Esses foram preenchidos com 10 pL das concentragoes (500; 250; 125;
62,5; 31,25; 15,62; 7,81e 3,90 pg mL'l) do 6leo essencial diluidos em DMSO.
As placas foram incubadas em BOD 37°C por 24 horas e medidos os didmetros
dos halos de inibicdo formados. Foram realizadas trés repeticdes para cada
tratamento e uma testemunha relativa com a aplicagdo de 10 uL. de DMSO
(LIMA et al., 2012). Utilizou-se uma solug¢io de 100 pg mL"' do antibidtico
cloranfenicol (CL), como padrdo para avaliar a sensibilidade das bactérias.

O halo de inibi¢do de crescimento foi medido partindo-se da
circunferéncia do pogo, at¢ a margem onde houve crescimento de micro-
organismos. A partir dos didmetros obtidos, que evidenciaram a sensibilidade do
micro-organismo, pode-se avaliar o perfil de sensibilidade das bactérias em
diferentes concentragdes dos oleos essenciais. A concentragdo minima inibitoria
(CMI) foi definida como a menor concentragdo de 6leo essencial em que ocorreu

a presenga de halo de inibigao.

2.3.2 Analise estatistica

As analises foram realizadas em triplicata, obtendo os valores médios
dos halos de inibicdo em cada concentragdo. O delineamento empregado foi o
DIC, para cada bactéria, com 8 concentragdes e 3 repeticdes, por 6leo, sendo os
diametros dos halos de inibicdo submetidos a analise de varidncia, ¢ as médias,
comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o Programa

SISVAR (FERREIRA, 2008).
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2.4 Avaliacio da atividade antifiingica in vitro

A avalia¢do da atividade antifungica dos 6leos essenciais foi realizada
no Laboratorio de Micologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras.

Os fungos utilizados foram Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius,
Aspergillus niger e Penicillium comune.

Durante o experimento, as culturas foram mantidas em tubos contendo
meio Agar Czapek Dox a temperatura de 28 °C. Apds a cultura atingir toda a
extensdo do meio, foi coberta com Oleo mineral esterilizado e o frasco foi
tampado com uma tampa de borracha. As culturas foram conservadas a
temperatura ambiente e foram repicadas em meio de Czapeck Dox, 7 dias antes

de serem utilizadas (TANIWAKI; FONSECA; PIZZIRANI-KLEINER, 1993).

2.4.1 Teste de difusao em disco

Para o efeito inibitorio de fungos filamentosos, foi utilizado o teste de
difusdo em disco, aceito pelo Food and Drug Administration (FDA) e
estabelecido como padrio pelo National Committe for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) (BARRY; THORNSBERRY, 1991). Para tal, foi utilizado
um inéculo na concentragio de 10° esporos mL™', com contagem em cAmara de
Neubauer. Posteriormente, esse indculo foi transferido para a placa contendo
meio Malt Extract Agar (MEA) pela técnica de espalhamento em superficie.
Discos de papel de filtro de 4 mm de didmetro embebidos com 10 pL dos dleos
nas concentragdes de 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62;7,81 ¢ 3,90 ng mL!
foram colocados sobre o meio de cultura. O controle negativo foi realizado por
meio de discos impregnados com 10 pL. de DMSO. Utilizou-se uma solugéo de

20 pg mL™' de hipoclorito de sédio, como padrio para avaliar a sensibilidade dos
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fungos. As placas foram incubadas em BOD a 25 °C, por um periodo de 72
horas.

O halo de inibicdo de crescimento foi medido partindo-se da
circunferéncia do disco, até a margem onde houve crescimento de micro-
organismos. Realizaram-se medigdes ortogonais do diametro, tendo cada
medi¢do correspondido & média de duas medidas diametralmente opostas
(ZACARONI et al., 2009). A CMI foi definida como a menor concentracao de

6leo essencial, na qual se identificou a presenca de halo de inibigéo.

2.4.2 Analise estatistica

As analises foram realizadas em triplicata, obtendo os valores médios
dos halos de inibi¢do em cada concentragdo. O delineamento empregado foi o
DIC, para cada fungo, com 8 concentragdes e 3 repeti¢des, por 6leo, sendo, os
diametros dos halos de inibicdo submetidos a analise de variancia, ¢ as médias
comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o Programa

SISVAR (FERREIRA, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade tripanocida dos 6leos essenciais

Observa-se que os 6leos essenciais apresentaram efeito inibitério sobre
T. cruzi, pois ocorreu um aumento da inviabilidade das células epimastigotas
com o aumento da concentragdo de ambos os 6leos essenciais avaliados, apds 24
horas de tratamento (Tabela 1), sendo uma melhor atividade obtida com S.
guianensis (Clsy 209,30 pg mL™), seguido de C. dinisii (CIs, 283,93 pug mL™),
uma vez que quanto menor o valor de Cls, mais ativo é o composto frente ao

parasita.

Tabela 1 Atividade tripanocida dos 6leos essenciais de S. guianensis e C. dinisii
sobre a forma epimastigota.

Células epimatigotas inviaveis (%)

Concentracio S. guianensis C. dinisii
(ng mL™)

3,53 0,36 a 337a
7,81 2,10a 8,39 b
15,62 9,50 b 10,57 ¢
31,25 21,73 ¢ 13,22 ¢
62,50 25,34 ¢ 15,04 ¢
125,00 45,80 d 24,78 d
250,00 84,28 ¢ 36,89 ¢
500,00 86,81 ¢ 87,96 f
Cls (ng mL™)* 209,30 282,93

* Clsg = Concentragdo que causa lise ou morte de 50% dos T. cruzi na forma
epimastigota. **Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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Relatos da atividade tripanocida do dleo essencial extraido das folhas de
C. dinisii e S. guianensis ndo foram obtidos apos revisdo da literatura. O extrato
de diclorometano da casca de Warburgia salutares, espécie pertencente 8 mesma
familia de C. dinisii, exibiu boa atividade antitripanosomal, com um valor de
Clso de 10,68 ug mL™ (NIBRET et al., 2010), valor esse 20 vezes menor que o
encontrado nesse estudo para o 6leo essencial de C. dinisii. Tempone et al.
(2005), avaliaram a atividade tripanocida dos extratos etanélicos das folhas de S.
guianensis e observaram 100% de mortalidade de tripomastigotas a
100 pg mL™', valor ndo condizente com o encontrado nessa pesquisa, mostrando
que o 6leo essencial foi pouco eficiente contra T. cruzi.

Oleos essenciais, bem como os seus componentes tém sido descritos
como possuidores de um amplo espectro de efeitos farmacoldgicos, e também se
destacam por apresentarem importantes atividades biologicas contra
tripanosomatideos como Trypanosoma brucei (OTOGURO et al., 2011), a
Leishmania (OLIVEIRA et al., 2009) e T. cruzi (SANTORO et al., 2007a; b; c;
BORGES et al., 2012).

A atividade tripanocida contra T. cruzi foi atribuida, por Santoro et al.
(2007c¢), ao terpeno oxigenado, citral (mistura isomérica de geranial e neral), do
6leo volatil de Cymbopogum citratus. Os autores afirmam que essa atividade é
causada por um processo de ruptura da parede da célula, com o extravasamento
do citoplasma e do nucleo do parasita. Apesar de serem encontrados em menor
proporgdo no 6leo de C. dinisii (12% de mono e sesquiterpenos oxigenados) e S.
guianensis (19,40% de sesquiterpenos oxigenados) é provavel que esses
compostos estejam relacionados com a atividade desses 6leos essenciais, em um
comportamento sinérgico.

De acordo com Borges et al. (2012) a atividade contra
tripanosomatideos se da principalmente devido a composicao terpénica dos

oleos essenciais, que ¢ a responsavel pelo carater hidrofobico desses compostos,
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tornando possivel a penetragdo desses nas membranas celulares do parasita,
afetando as vias metabolicas ou organelas citoplasmaticas. Além disso, oleos
essenciais também podem interagir com a membrana do parasita e causar
drasticas alteracdes fisioldgicas que conduzem a perda da permeabilidade da
membrana que em ultima instancia conduzem a morte celular (BAKKALI et al.,
2008). Porém, devido ao grande numero de componentes e as interagdes
sinérgicas ou antagonistas existentes entre eles, ¢ provavel que os oOleos

essenciais tenham outros alvos celulares além das membranas celulares.

3.2 Atividade antibacteriana dos 6leos essenciais

Os valores das concentracdes minimas inibitorias (CMlIs) dos o6leos

essenciais obtidos para as bactérias em estudo estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2 Concentragdo minima inibitoéria (CMI) e diametros dos halos de
inibi¢do causados pelos 0leos essenciais de S. guianensis (SG) e C.
dinisii (CD) e pelo cloranfenicol (CL) 4 100 ug mL™" para as bactérias

avaliadas.
CMI (ng mL'l) Halo de inibicao
(mm)

Bactéria Gram SG CD SG CD CL
S. aureus + 125,00 250,00 5,30 5,30 25,20
L. monocytogenes + 250,00 500,00 6,00 5,60 23,50
E. coli - 500,00 NI 5,30 - 14,80
P. aeruginosa - NI* 500,00 - 6,00 20,00
S. Cholerasuis - NI NI - - 18,90

*NI: ndo ocorreu inibigao.



134

Verifica-se que os Oleos essenciais estudados apresentaram pequeno
efeito inibitorio (125,00 — 500,00 pg mL'l), apresentando altos valores de CMI,
para bactérias Gram-positivas e negativas, ou nenhuma inibi¢do para bactérias
Gram-negativas. E possivel observar que os micro-organismos testados foram
menos sensiveis ao 6leo essencial de C. dinisii nas concentragdes avaliadas, que
as bactérias Gram-positivas foram mais susceptiveis aos 6leos essenciais, e que,
todas as bactérias avaliadas foram sensiveis ao cloranfenicol 100 pg mL™.

A maior susceptibilidade das bactérias Gram-positivas frente aos 6leos
essenciais do que as bactérias Gram-negativas tem sido observada em varios
estudos, como os desenvolvidos por Tepe et al. (2005). Esses, avaliando a
atividade antibacteriana do 0leo essencial de Salvia tomentosa, observaram a
auséncia de atividade desse 6leo sobre os micro-organismos Gram-negativos
estudados, E. coli, Proteus mirabilis e P. aeruginosa. A bactéria Gram-negativa
E. coli, foi o micro-organismo mais resistente a agdo desses Oleos essenciais.
Guimaraes (2010), avaliando a atividade bacteriana de 5 6leos essenciais sobre
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, observou que a bactéria Gram-
positiva Clavibacter michiganensis foi a mais sensivel perante a agdo deles.
Posteriormente, Lima et al. (2012) avaliando o efeito inibitério dos odleos
essenciais de Myristica fragrans e Salvia microphylla sobre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, também observaram maiores efeitos dos mesmos
sobre as bactérias Gram-positivas. Andrade et al. (2012) investigando a
atividade bacteriana do dleo essencial de Cymbopogon nardus, Cinnamomum
zeylanicum e Zingiber officinale sobre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, encontraram maior atividade sobre bactérias Gram-positivas, sendo
necessarias doses mais elevadas para causar efeito sobre as bactérias Gram-
negativas.

De acordo com Burt (2004), bactérias Gram-negativas possuem uma

membrana externa, a qual faz com que elas tenham uma superficie hidrofilica
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devido a presenca de moléculas de lipopolissacarideos. Dessa maneira,
considera-se que a membrana externa sirva como uma barreira de penetragao
para macromoléculas e compostos hidrofobicos, e € por essa razao que bactérias
Gram-negativas sdo relativamente resistentes a antibidticos e outras drogas
hidrofébicas, assim como os 6leos essenciais.

Porém, pequenos solutos hidrofilicos sdo capazes de passar por essa
membrana externa, por meio de poros hidrofilicos formados por canais de
proteinas de membranas, justificando a atividade antibacteriana sobre bactérias
Gram-negativas apresentadas por compostos, como o carvacrol (HELANDER et
al., 1998).

O género Siparuna e a espécie S. guianensis sdo amplamente citados na
literatura  etnofarmacologica por suas diversas aplicagdes medicinais
(VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010), porém, apenas as
atividades antiplasmodial e leishmanicida de extratos das folhas de S. aspera e S.
radiata (CELINE et al, 2009), S. andina, S. pauciflora e S. tonduzian
(JENETT-SIEMS et al., 1999) foram experimentalmente verificadas. Montanari
(2010) avaliou a atividade do 6leo essencial de S. guianensis sobre as bactérias
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, e Escherichia coli. O autor observou
que o oOleo essencial inibiu o crescimento das bactérias testadas em
concentracdes relativamente baixas (8 — 63 pg mL™). Esses resultados estio de
acordo com aqueles obtidos nesse estudo uma vez que também foi verificada
atividade inibitoria para S. aureus, ¢ E. coli, porém em concentragdes maiores.

Para espécies da familia Canellaceae, sdo citadas as atividades
citotoxicas de extratos de Warbugia salutaris (GREEN et al, 2010),
antifiingicas do 6leo essencial de Pleodendron costaricense (AMIGUET et al.,
2006); atividade antiplasmodica, citdtoxica, antibacteriana e antifingica de
extratos de Warburgia ugandensis (OPIYO et al., 2011; LACROIX et al., 2011);

a atividade citotoxica contra o carcinoma Eagle’s 9KB e frente a cultura celular
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de carcinoma de nasofaringe do extrato cloroformico de C. dinisii MAHMOUD
et al., 1980 citado por TORRES; WISNIEWSKI JR; SIMIONATTO, 2010).

Os sesquiterpenos drimanicos, caracteristicos da familia Canellaceae,
sdo uma classe de hidrocarbonetos saturados derivados do alcool sesquiterpénico
drimenol. Jansen e Groot (2004) mostraram que diversas atividades biologicas
como bactericida, antifingica, controlador do crescimento de plantas, citotdxica,
fitotdxica e efeito piscicida podem ser atribuidas aos sesquiterpenos drimanicos.
Nesse trabalho apenas o drimenol foi encontrado no 6leo essencial com um teor
de 0, 20%, que ¢ um valor baixo para provocar alguma atividade. Moorey e
Canillac (2002) avaliaram a atividade bacteriostatica e bactericida dos
monoterpenos o ¢ B-pineno, (R e S)-limoneno, 1,8-cineol e borneol frente a
Listeria monocytogenes. Observaram que a-pineno foi 0 componente mais ativo
com uma CMI de 0,019% sobre esse micro-organismo. Possivelmente a
atividade antibacteriana do 6leo de C. dinisii frente a L. monocytogenes pode
estar relacionada com a presenca do a-pineno em alto teor (35,41%) no o6leo
essencial em estudo.

Os oleos essenciais de C. dinisii e S. guianensis mostraram-se ricos em
hidrocarbonetos monoterpénicos e sesquiterpénicos. Como eles sdo
hidrofébicos, segundo Burt (2004), esses compostos provavelmente deslocam-se
da fase aquosa em direcdo as estruturas da membrana, causando efeitos toxicos a
estrutura ¢ a fungdo da membrana celular. De acordo com Sikkema, Bont e
Poolman (1994), devido as caracteristicas lipofilicas, os monoterpenos e
sesquiterpenos possuem maior afinidade com a parte interna das membranas do
que com a fase aquosa que as envolve, explicando, assim, a maior afinidade
desses compostos pelo interior das membranas celulares resultando na expansao
dessas, aumentando a sua fluidez e alterando a atividade de proteinas que as

compdem.
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Os oleos essenciais tornam as membranas celulares permedveis a
compostos que normalmente ndo sdo capazes de passar por membranas normais,
promovem a perda de material eletro-denso pela membrana, alteragdo na
densidade citoplasmatica e coagulagdo de alguns constituintes do citoplasma.
Esses danos levam ao comprometimento das suas fungdes, o que pode ocasionar
a morte da célula bacteriana (GUSTAFSON et al., 1998; COX; MANN;
MARKHAM, 2001).

A técnica de difusdo em agar ¢ a mais utilizada entre as varias técnicas
de determinacdo de atividade antimicrobiana de 6leos essenciais. Por meio dela
¢ possivel avaliar o grau de inibi¢do do crescimento microbiano. A eficiéncia do
o6leo ¢ determinada pelo tamanho da zona de inibi¢do formada na superficie, em
volta da cavidade ou disco (MONDELLO et al., 2003; KALEMBA; KUNICKA,
2003).

Apesar de os oOleos essenciais apresentarem dificuldade de difundir
uniformemente pelo meio de cultura devido a sua natureza hidrofobica, a sua
alta volatilidade contribui para a formagdo de halos de inibigdo, tornando a
técnica de difusdo em agar um método valido na determinacdo da atividade

antimicrobiana (LAMBERT et al., 2001; INOUYE et al., 2006).

3.3 Atividade antifiingica dos éleos essenciais

Na Tabela 3 estdo expressos os valores das concentragdes minimas

inibitdrias (CMIs) dos 6leos essenciais obtidos para os fungos em estudo.
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Tabela 3 Concentragdo minima inibitéria (CMI) e didmetros dos halos de
inibi¢ao causados pelos 6leos essenciais de S. guianensis (SG) e C.
dinisii (CD) e pelo hipoclorito de sédio (HP) a 20 ug mL™" para os
fungos avaliados.

CMI (ung mL'l) Halo de inibicio (mm)
Fungos SG CD SG CD HP
A. Flavus 7,81 125,00 6,70 6,30 25,70
A. carbonarius 125,00 250,00 7,00 6,30 17,20
A. niger 31,25 62,50 6,00 6,00 19,20
P. comune 31,25 31,25 7,00 6,70 31,00

E possivel observar que os 6leos foram ativos para todos os fungos
avaliados apresentando efeito inibitério satisfatorio (7,81 -250 ug mL™), sendo
que o Oleo essencial de S. guianensis mostrou-se mais eficiente, apresentando
menores valores de CMI. A espécie A. flavus apresentou maior sensibilidade
frente ao Oleo de S. guianensis ¢ o P. comune frente ao 6leo de C. dinisii,
enquanto A. carbonarius foi a espécie fungica mais resistente frente a ambos os
0leos avaliados. Todos os micro-organismos apresentam sensibilidade frente ao
hipoclorito de sodio 20 pg mL™".

Nao ha consenso sobre o nivel de inibigdo aceitavel para produtos
naturais. Aligianis et al. (2001), estabeleceram uma classificagdo para esses
produtos, com base nos resultados de CMI; inibigdo forte (CMI até 500 pg mL"
1, inibigdo moderada (CMI entre 600 e 1.500 pg mL™) e inibigdo fraca (CMI
acima de 1.600 pg mL'l). De acordo com os resultados da Tabela 3, os dois
Oleos avaliados podem ser considerados fortes inibidores, uma vez que
apresentaram ac¢do inibitéria em todos os micro-organismos testados, com
valores abaixo de 250 pg mL™.

Montanari (2010) demonstrou que o 6leo de S. guianensis inibiu o

crescimento de Candida albicans, Criptococcus neoformans, Trychophyton
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rubrum e Aspergillus fumigatus em concentragdes reduzidas, principalmente
para o fungo C. neoformans (16 pg mL™"). Amiguet et al. (2006) avaliando
propriedades antifingicas do o6leo essencial de Pleodendron costaricense
(Canellaceae), que apresenta como compostos majoritarios o a-pineno, B-pineno,
B-mirceno, B-tujeno, e B-cariofileno, observaram uma elevada atividade contra
Alternaria alternata, Candida albicans e Wangiella dermatitidis. Opiyo et al.
(2011) observaram atividade antifingica dos extratos de Warburgia ugandenses
(Canellaceae), sendo que a CMI para os fungos variou entre 12,5 e 200 pg mL™,
com os menores valores de CMI para Fusarium solani e Aspergillus niger.
Apesar de serem outras espécies fingicas, e no caso de C. dinisii outras plantas
pertencentes a mesma familia (Canellaceae), os resultados das pesquisas
apresentadas acima corroboram com os resultados obtidos nesse estudo, no que
diz respeito ao potencial antifungico satisfatério para ambas as espécies
estudadas.

A atividade antifungica dos 6leos essenciais sao muito documentadas,
como descrito nas pesquisas de Guimaraes et al. (2011). Os autores verificaram
que o Oleo essencial de C. citratus e seu constituinte majoritario, o citral,
apresentaram uma maior atividade sobre o fitopatogeno Alternaria alternata.
Andrade et al. (2011), observaram efeito inibitdrio satisfatorio do 6leo essencial
de Pelargonium odoratissimum sobre o crescimento de Aspergillus flavus, A.
carbonarius e A. parasiticus. No mesmo ano, Freire et al. (2011), avaliando a
atividade antiftingica de Origanum majorana, lllicium verum ¢ C. zeylanicum
sobre os mesmos fungos, também verificaram efeito inibitorio satisfatorio na
inibi¢do do crescimento micelial desses micro-organismos. Posteriormente
Vieira et al. (2012) avaliaram o efeito fungitoxico do 6leo essencial das folhas e
do caule do mentrasto sobre os fitopatdgenos A. alternata, Colletotrichum
gloesporioides, Fusarium oxysporum cubense, Bipolaris sorokoniana e

Rizoctonia solani. Os resultados mostraram que o Oleo essencial inibiu
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completamente o fitopatdgeno Rizoctonia solani e o Bipolaris sorokoniana nas
concentragdes de 0,09 e 0,10 mg mL ! respectivamente, enquanto que para 0s
demais fungos ocorreu inibi¢do completa do crescimento micelial em
concentragdes superiores.

O mecanismo de agdo inibitoria dos 6leos essenciais sobre fungos, assim
como sobre bactérias, esta baseado na sua lipofilicidade, uma vez que qualquer
acdo que interfira na composi¢do ou arranjo tridimensional na membrana
plasmatica celular microbiana estara tornando-a desprovida de uma estrutura
essencial ao equilibrio homeostasico, condicdo fundamental para o seu 6timo
funcionamento fisioloégico. Assim, qualquer alteracdo na estrutura celular pode
vir a tornar o ambiente microbiano intracelular incompativel com a sua
sobrevivéncia (SOUZA; LIMA; NARAIN, 2003).

Além disso, nas membranas dos fungos estd presente o ergosterol, que
se apresenta como modulador de fluidez da membrana fingica. Quimicamente,
classifica-se como um esteroide de membrana, ¢ altamente lipofilico, e qualquer
acdo sobre esse elemento por parte dos Oleos essenciais desencadeia um
desequilibrio na fluidez da membrana plasmatica dos fungos, levando a

altera¢Oes na homeostase intracelular (SOUZA; LIMA; NARAIN, 2003).
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4 CONCLUSAO

A atividade tripanocida para formas epimastigotas obtida foi de Clso =
282,93 pg mL" para 6leo de C. dinisii e 209,30 ug mL™" para S. guianensis,
valores considerados elevados.

Os Odleos essenciais de C. dinisii e S. guianensis apresentaram pequeno
efeito inibitorio para as bactérias, apresentando altos valores de CMI (125 — 500
ng mL™), ou nenhuma inibigdo, principalmente para Gram-negativas. Os micro-
organismos testados foram menos sensiveis ao 6leo essencial de C. dinisii nas
concentragoes avaliadas.

Os dleos essenciais de C. dinisii e S. guianensis apresentaram efeito
inibitorio satisfatorio para os fungos avaliados, com baixos valores de CMI
(7,81- 250 pg mL™"). Nas concentragdes avaliadas, os micro-organismos testados

foram menos sensiveis ao 0leo essencial de C. dinisii.
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CAPITULO 4: ASPECTOS TOXICOLOGICOS DOS OLEOS
ESSENCIAIS DE Cinnamodendron dinisii Schwacke E Siparuna guianensis
Aublet

RESUMO

O reino vegetal representa um enorme reservatorio de moléculas
farmacologicamente ativas a serem descobertas; assim, torna-se de fundamental
importancia estudos tanto do ponto de vista fitoquimico como farmacologico e
toxicologico. Nesse contexto, objetivou-se neste estudo determinar a atividade
citotoxica, hemolitica, além avaliar a capacidade dos oleos essenciais de
Cinnamodendron dinisii Schwacke e Siparuna guianensis Aublet causarem
danos no DNA de linfocitos humanos. A obtengdo dos Oleos essenciais foi
realizada pela técnica de hidrodestilacdo, utilizando o aparelho de Clevenger
modificado. A atividade citotoxica foi avaliada sobre células Vero e determinada
pelo método do MTT. A atividade hemolitica foi avaliada por medidas
espectrofotométricas a 412 nm pela liberagdo de hemoglobina (Hb) do eritrdcito.
Os danos causados no DNA de linfécitos foram avaliados pelo ensaio do
cometa. A atividade citotoxica dos 6leos essenciais para células Vero encontrada
foi elevada, com os valores de CCsy =35,72 pug mL™! para o 6leo essencial de C.
dinisii e 38,01 pg mL"' para o 6leo essencial de S. guianensis. Os Oleos
essenciais em estudo apresentaram o efeito hemolitico em todos os hematocritos
(Ht) avaliados e promoveram a oxida¢do da hemoglobina, sendo que o efeito
oxidativo foi mais acentuado para o 6leo de C. dinisii. Os 6leos essenciais em
estudo foram capazes de provocar danos ao DNA de linfocitos humanos e essa
capacidade foi dependente da concentragdo sendo que, o 6leo de C. dinisii na
concentragio de 50 pL mL’' causou mais danos que o controle positivo,
doxorrubicina Smg mL". Os 6leos essenciais de S. guianensis e C. dinisii
possuem um potencial téoxico, sugerindo uma atengdo especial na aplicacio
desses Oleos para as atividades promotoras da saude; porém, ainda sdo
necessarios estudos adicionais que avaliem a toxicidade dessas substancias.

Palavras-chave: Oleos volateis. Hemacias. Células Vero. Linfocitos.
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ABSTRACT

The plant kingdom represents an enormous reservoir of
pharmacologically active molecules to be discovered, thus phytochemical
studies as well as pharmacological and toxicological becoming of fundamental
importance. In that context, the objective of this study was to determine the
cytotoxic and hemolytic activity, beyond to evaluate the capacity of the
essential oils of Cinnamodendron dinisii Schwacke and Siparuna guianensis
Aublet damage cause human lymphocyte DNA. The essential oils wee obtained
via the hydrodistillation technique using a modified Clevenger apparatus. The
cytotoxic activity was evaluated on Vero cells and determined by the MTT
method. The hemolytic activity was evaluated by spectrophotometric
measurements at 412 nm, of the hemoglobin released (Hb) from the erythrocyte.
The lymphocyte DNA damage caused was appraised by the Comet Assay. The
cytotoxic activity found of the essential oils for Vero cells was high, with values
of CCsp =35.72 ug mL™" for the essential oil of C. dinisii and 38.01 ug mL"! for
the essential oil of S. guianensis. The essential oils in study presented hemolytic
effect in all of the hematocrits (Ht) appraised and they promoted the hemoglobin
oxidation, the oxidative effect was more accentuated for the C. dinisii oil. The
oils in study were capable of provoking damage to DNA of human lymphocytes
and that capacity was dependent on the concentration, the C. dinisii oil in the
concentration of 50 pL mL"' caused more damage than positive control,
doxorubicin 5mg mL™". The essential oils of S. guianensis and C. dinisii possess
toxic potential, suggesting an attention special in the application of those oils for
health promotion activities; however, additional studies that evaluate the toxicity
of those substances are still necessary.

Key words: Volatile oils. Erythrocytes. Vero Cells. Lymphocytes.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo utilizadas para o tratamento de diversas doengas, sem o
conhecimento cientifico dos seus riscos e beneficios. E estimado que mais de
80% da populacdo mundial utilizam plantas como fonte priméria de diversos
agentes medicinais, sendo que a grande maioria desse uso geralmente é baseada
na sabedoria popular.

A toxicidade de fitoterapicos e plantas medicinais pode parecer trivial
quando comparada com a dos medicamentos convencionais, porém, representa
um problema sério de satde publica, uma vez que, ¢ comum a ocorréncia de
efeitos adversos dos fitomedicamentos, possiveis adulteragcdes e toxidez, bem
como a interacdo com outras drogas (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL,
2005).

Relatos da toxicidade de substancias oriundas de produtos vegetais sdo
encontrados na literatura; um exemplo sdo os efeitos toxicos ocasionados pelo
uso de capsulas de téucrio (Teucrium chamaedrys L.), que causou uma epidemia
de hepatite na Franga, devido a diterpenos do tipo neoclerodano, que sio
transformados pelo citocromo P450 em metabdlitos hepatotoxicos (LOEPER et
al., 1994; VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Outro relato importante ¢
o do confrei (Symphytum officinale L.) que ¢ utilizado na medicina tradicional
como cicatrizante devido a presen¢a da alantoina, mas também possui alcaloides
pirrolizidinicos, os quais sdo comprovadamente hepatotdxicos e carcinogénicos
(BUCKEL, 1998). Diante desses e outros relatos encontrados na literatura,
estudos que visem a determinag¢do dos aspectos toxicologicos de produtos de
origem vegetal s3o de fundamental importancia, para que, além da comprovagao
da sua eficacia, possam ser também, comprovadamente seguros.

Os testes de toxicidade sdo elaborados com os objetivos de avaliar ou

prever os efeitos toxicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar a toxicidade
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relativa das substincias. O ensaio de citotoxicidade in vitro é o primeiro teste
para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material ou substancia para seu
uso e, depois de comprovada a sua ndo toxicidade, ¢ que a avaliagdo do produto
pode ter continuidade realizando-se os ensaios necessarios em animais de
laboratorio (ROGERO et al., 2003).

Os produtos de origem natural também sdo capazes de se interagir com o
DNA produzindo alteracdes em sua estrutura ou funcdo, sendo que essas
modificagdes podem desencadeiar processos degenerativos, provocando doengas
como cancer. O estudo dos danos causados no DNA pode ser realizado por meio
de varias técnicas, como o teste do micronucleo e o teste do cometa, que sdo
métodos muito empregados, para esse tipo de avaliagdo (ALBERTINI et al.,
2000).

Tendo em vista os inimeros estudos que confirmam as propriedades
biolodgicas dos 6leos essenciais e que propdem a sua aplicagdo, s30 necessarios
estudos dos aspectos toxicologicos e farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos
indispensaveis para a protecdo a saude da populagdo, bem como para comprovar
cientificamente a eficacia terapéutica desses produtos.

Assim, objetivou-se neste estudo determinar a atividade citotoxica e
hemolitica, além de avaliar a capacidade dos Oleos essenciais de
Cinnamodendron dinisii Schwacke e Siparuna guianensis Aublet de causarem

danos no DNA de linfocitos humanos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Oleos essenciais

As extracdes dos 6leos essenciais foram realizadas no Laboratorio de

Quimica Organica — Oleos Essenciais da Universidade Federal de Lavras.

2.1.1 Obtenc¢ao do material vegetal

As folhas de Cinnamodendron dinisii e de Siparuna guianensis foram
coletadas no més de fevereiro de 2011, no periodo da manha, no Horto de
Plantas Medicinais da UFLA e nas dependéncias do campus da UFLA,
respectivamente. O local de coleta de C. dinisii possui as seguintes coordenadas:
-21° 13' 49.0476" latitude, -44° 58' 27.4764" longitude e 933m de altitude, e o
local de coleta de S. guianensis: -21° 13' 41.9952" latitude, -44° 58' 9.0048"
longitude e 951m de altitude.

O material coletado foi encaminhado para o Laboratério de Quimica
Organica — Oleos Essenciais do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Lavras (UFLA) Lavras/MG, onde foram selecionadas folhas adultas,
sadias com auséncia de injurias e manchas provocadas por fitopatdogenos, insetos
ou insolac¢do. O material vegetal foi devidamente acondicionado e mantido sobre
refrigeracdo (= 7 °C), até a extracdo dos dleos essenciais.

As espécies foram devidamente identificadas pela Profa. Dra. Mariana
Esteves Mansanares (Departamento de Biologia/UFLA), e uma exsicata de cada
espécie encontra-se registrada no Herbario ESAL, localizado no Departamento
de Biologia da UFLA, com os seguintes nimeros de registros: 26.285

(Cinnamodendron dinisii Schwacke) e 26.623 (Siparuna guianensis Aublet).
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2.1.2 Extracio do dleo essencial

O método de extracao foi o de hidrodestilagdo, utilizando-se o aparelho
de Clevenger modificado (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2000).

Foram feitas trés repeticdes da extragdo de cada planta, utilizando 300g
de folhas frescas e picadas para cada repeti¢do, destilando-se por 2 horas.
Decorrido esse tempo, o 6leo foi separado do hidrolato por centrifugagdo
utilizando uma centrifuga de bancada de cruzeta horizontal (Fanem Baby®I
Modelo 206 BL) a 965,36 g por 5 min. O dleo foi retirado com o auxilio de uma
pipeta Pasteur, acondicionado em frasco de vidro e armazenado sob refrigeracao

(4 °C) e ao abrigo da luz (GUIMARAES et al., 2008).

2.2 Atividade citotéxica in vitro

Foi realizada no Instituto Carlos Chagas (Fiocruz) - Curitiba, seguindo a
metodologia descrita por Mosmann (1983).

Os Oleos foram testados sobre células Vero, utilizando o ensaio
colorimétrico do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-
difeniltetrazolio).

As células foram tratadas com concentragdes de 6leo essencial variando
de 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 pg mL™. Inicialmente, os 6leos
essenciais foram diluidos em DMSO (dimetilsulfoxido) e, em seguida,
submetidos & diluicdo seriada no meio de DMEM (DULBECCO MEM)
suplementado com 2,5% de Fetal Bovine Serum (FBS), penicilina e
estreptomicina a 2mM. A concentracao final de DMSO no meio de ensaio foi de
1% (v/v). Cada concentragdo foi testada em triplicata em conjunto com o

controle.
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A suspensdo celular de 1x10° células mL™"' foi distribuida em placas de
96 pogos, com 200 puL por pogo. As placas foram incubadas a 37 °C em
incubadora a 5% de CO, por 24h. Em seguida, o meio foi retirado e as células
lavadas com tampao PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7,2. Em seguida,
adicionaram-se em cada pogo 180 uL de meio de cultura e 20 puL de solugdo de
dilui¢do dos 6leos essenciais, incubando-se novamente as placas a 37 °C em
incubadora a 5% de CO; por 24h. Decorrido esse periodo, o meio foi retirado
cuidadosamente, sendo adicionado em seguida 50 pL de MTT (5 mg mL") em
cada pogo. Envolveu-se a placa em papel aluminio e incubou-se novamente por
3h. Posteriormente, retirou-se 0 MTT dos pocgos e foram adicionados 100 uL de
DMSO em cada pogo para solubilizagdo dos cristais de formazana
(MOSMANN, 1983). As placas foram agitadas durante 5 minutos ¢ a
absorbancia correspondente a cada amostra foi aferida no leitor de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) a 550 nm. A absorbancia obtida das
células controle, nao-tratadas, foi considerada como 100% de viabilidade
celular.

A porcentagem de células inviaveis foi determinada pela equagéo:

%I =100 (A-A,)l/A.

Em que:

%I: Porcentagem de células inviaveis;

A.: absorbancia do controle;

A,: absorbancia da amostra analisada.

2.2.1 Analise estatistica

As andlises foram realizadas em triplicatas, obtendo os valores de
porcentagem de células invidveis em cada concentracdo. O delineamento

empregado foi o DIC, com 8 concentracdes e 3 repeti¢cdes por 6leo, sendo a
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porcentagem de células inviaveis submetida a analise de variancia, e as médias
obtidas foram submetidas & regressdo e também foram comparadas pelo teste
Scott-Knott, ambos ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o Programa
SISVAR (FERREIRA, 2008).

As equagOes ajustadas foram utilizadas para calcular a concentracdo
citotoxica para 50% das células (CCs) e foram plotados graficos com os valores

de %I versus as concentragdes analisadas empregando o software Origin 6.

2.3 Atividade hemolitica

Foi realizada no Laboratério de Bioquimica da Universidade Federal de
Lavras.

Para a realizacdo dos experimentos de avaliacdes da atividade
hemolitica o projeto foi previamente submetido & aprovagio do Comité de Etica
em Pesquisas com Seres Humanos (COEP) da Universidade Federal de Lavras,
sendo aprovado com o ntimero CAAE: 04638712.6.0000.5148.

O sangue utilizado nos experimentos foi coletado no Laboratorio de
Analises Clinicas da UFLA, em tubos Vacutainer® com capacidade de 10 mL
contendo heparina sddica, apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE).

2.3.1 Preparo da suspensio de eritrdcitos

Foram obtidos 10 mL de sangue de cada voluntario, utilizando um total
de 4 voluntarios. Posteriormente, esta aliquota foi centrifugada por 5 minutos a
900 g, utilizando uma centrifuga de bancada de cruzeta horizontal (Fanem
Baby®I Modelo 206 BL). O plasma, contendo plaquetas, células brancas e
lipidios, foi removido por aspiragdo. As células vermelhas foram ressuspensas

em tampao fosfato (PBS) 5 mM, pH 7,4, tampdo de osmolaridade ¢ pH
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fisiologicos, sendo novamente centrifugadas nas mesmas condigdes. Apos trés
repeticdes consecutivas desse processo obteve-se um concentrado de hemacias
que foi mantido sob refrigeragdo (4°C). Esse concentrado de hemacias, com
concentragdo de 100% [100% de hematocrito (Ht)] foi diluido para hematocritos
diferentes com o mesmo tampdo: Ht 0,15% (13uM de lipidios) e Ht 10%
(8,7mM de lipidios) (MALHEIROS et al., 1998; PRETE et al., 2011).

2.3.2 Teste hemolitico em meio isotonico

A determinagdo da resisténcia a hemolise foi acompanhada pela
incubagao das suspensoes de eritrocitos (Ht 0,15 e Ht 10%) em solugdo isotonica
(PBS) com diferentes concentra¢des dos 6leos essenciais (5,0; 10,0; 25,0 e 50,0
uL mL™"). Apos incubagio de 60 minutos a 37 °C as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 1500 g (Fanem Baby®I Modelo 206 BL) e a
concentragdo de hemoglobina no sobrenadante determinada
espectrofotometricamente a 412 nm (Shimadzu UV-160 1 PC). Foram realizadas
medidas em triplicatas para cada concentracdo dos Oleos e também para os
seguintes controles: no primeiro (cl) foram utilizados eritrocitos em PBS
(controle de hemolise mecanica) e no segundo (c2) foram utilizados eritrocitos
em agua destilada (controle de hemélise total) (PRETE et al., 2011).

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

abaixo:

Ac2 - Acl

% hemolise = x 100

Aa - Acl

Em que A,, A, e Ay, sdo, respectivamente, as absorbancias da amostra, dos

controles cl e ¢c2 em 412 nm.
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2.3.3 Avaliacio da oxidacido da hemoglobina

Adicionalmente ao teste hemolitico em meio isotonico, foram realizadas
varreduras nos comprimentos de onda de 500 a 700 nm, para avaliar se houve a
oxidagdo da hemoglobina (PRETE, 2000).

O Ht 0,15% totalmente hemolisado em 4gua foi incubado com diferentes
concentragdes dos Oleos essenciais (5,0; 10,0; 25,0 e 50,0 pL mL'l). Apobs
incubagdo 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 das hemoglobinas
presentes no sobrenadante, determinada espectrofotometricamente nos

comprimentos de onda de 500 a 700 nm (Shimadzu UV-160 1 PC).

2.3.4 Analise estatistica

Foi utilizado o delineamento em blocos casualizados (DBC) com 4
blocos (individuos), 4 concentragdes com 3 repetigdes por bloco, para cada
amostra. O programa estatistico utilizado foi o SISVAR (FERREIRA, 2008),
em que os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Foram
plotados gréaficos de barras com os valores de % de hemolise em relacdo as

concentragdes analisadas empregando o software Origin 6.

2.4 Teste do cometa

Esse experimento foi realizado no Laboratério de Bioquimica da
Universidade Federal de Lavras, sobre a aprovacdo do COEP com o numero
CAAE: 04638712.6.0000.5148, ¢ os procedimentos de coleta de sangue

seguiram-se conforme descrito no item 2.3.
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Os voluntarios convidados foram alunos de idade entre 18 e 35 anos
(homens e mulheres), que ndo faziam uso continuo de medicamentos (ex:
pessoas com hipertensdo ou diabetes), ndo fossem fumantes, ndo trabalhassem
em condi¢des de risco quimico ou bioldgico e possuissem um histérico de boas
condicdes de satide para os ultimos 3 meses; os potenciais voluntarios também
ndo poderiam ter sido submetidos a qualquer procedimento cirirgico e/ou
administracido de medicamentos de tarja preta (ex: quimioterapicos e
antibidticos) ou outras drogas que poderiam causar alteragdes nas células

sanguineas invalidando os experimentos do projeto proposto.

2.4.1 Preparacio dos nucleoides e teste do cometa

Para o teste do cometa, foi utilizada a metodologia de Singh et al.
(1988), conforme descrita a seguir. Os testes foram realizados a partir de sangue
total com posterior analise apenas dos linfécitos isolados durante o tratamento
das laminas. Foram coletadas aliquotas de 10 mL de sangue de cada voluntario,
sendo utilizados 5 voluntarios.

As células permaneceram na presenga dos tratamentos (as amostras de
o6leos essenciais, nos volumes de 50; 25 e SpL mL'l) por periodo de 3 horas. Foi
necessaria uma suspensdo celular com aproximadamente 10° células mL™ para
trabalhar com 5 a 10 mil células por lamina, embora tenham sido avaliados
apenas 300 nucleoides por tratamento, 100 nucleoides/lamina.

A solugdo de lise (NaCl 0,25 M; EDTA 100mM; Tris 10 mM; pH 10
ajustado com NaOH 10M; 1% Triton X-100; 10% DMSO) foi preparada e
mantida a 4 °C. A agarose de baixa temperatura de fusdo (LMP) 0,5% em PBS
foi derretida em micro-ondas e transferida para banho-maria a 37 °C. As luzes
do laboratério permaneceram apagadas durante os passos seguintes, em que 10

pL de cada solugdo de incubagdo foram transferidos para microtubos contendo
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100 pL de agarose LMP. A mistura foi homogeneizada e colocada sobre as
laminas previamente cobertas com agarose de temperatura de fusdo normal
(NMP) 1,5% em PBS, sendo esta coberta com laminula. As ldminas
permaneceram na geladeira por 10 minutos, as laminulas foram ento retiradas e
as laminas mergulhadas na solucdo de lise recém-preparada, permanecendo
nesta solu¢cdo por no minimo 2 horas. Como controle positivo (C+) foi utilizada
a doxorubicina (5 pg mL™). Segundo Barcelos et al. (2009) a doxorrubicina é
um antitumoral da familia das antraciclinas, capaz de causar danos ao DNA e,
portanto, amplamente empregada como controle no teste do cometa uma vez que

sabidamente induz danos de nivel 3 € 4 em DNA de células animais.

2.4.2 Eletroforese

As laminas foram removidas da solu¢do de lise ¢ mantidas em solugdo
de eletroforese (EDTA 1 mM; NaOH 300 mM; pH 13) por 20 min a 4 °C antes
de serem transferidas para o recipiente apropriado para a corrida eletroforética,
para o relaxamento das moléculas de DNA e exposicao dos sitios alcali-labeis.
Essa foi programada em 25 V e 300 mA, e o tempo de corrida foi fixado em 35
min. Apo6s a corrida, as laminas foram colocadas em uma solugdo de
neutralizagdo (Tris-HCI 0,4 M; pH 7,4) por 25 min. O DNA contido nas laminas

foi precipitado com etanol 100% por 5 min, e seco a temperatura ambiente.

2.4.3 Coloracio e analises

A coloragio foi feita com iodeto de propidio a 2 pg mL™. Para isso, 30
pL dessa solucdo foram colocados em cada lamina, protegidas da luz, cobertas
com laminulas e imediatamente analisadas por microscopia de epifluorescéncia,

em aumento de 400X (Nikon ECLIPSE E400). Os padrdes do cometa foram
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analisados por escores visuais. De acordo com Collins et al. (1997) e adaptacdes
de Marcussi et al. (2011), os nucleoides analisados foram classificados quanto a
extensdo da lesdo no DNA em cinco categorias: dano 0 (sem danos - danos <
5%), dano 1 (baixo nivel de danos, em torno de 5-20%), dano 2 (médio nivel de
danos, em torno de 20-40%), dano 3 (alto nivel de danos, em torno de 40-95%)
e dano 4 (totalmente danificado, com nivel de danos > 95%), conforme Figura 1.

A frequéncia média de danos foi calculada pelo somatério das
porcentagens dos danos 1, 2, 3 e 4. Foram plotados graficos de barras com os
valores de % de frequéncia de danos em relacdo as concentragdes analisadas
empregando o software Prisma Graphic®.

As unidades arbitrarias (0-400; sendo 0 = sem dano e 400 = 100% de

dano) foram calculadas conforme descrito por Collins (2004).

!

Figura 1 Classificacdo das imagens em forma de cometa conforme padrio
migratorio dos fragmentos caracterizando os niveis de danos
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2.4.4 Analise estatistica

As andlises foram realizadas em triplicata, obtendo a porcentagem
média de cada dano em cada concentragdo. O delineamento empregado foi o
delineamento em blocos casualizados (DBC), para cada 6leo, com 5 blocos
(individuos), 3 concentracdes e 3 repeti¢des, sendo os dados submetidos a
andlise de varidncia, e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de

probabilidade, utilizando o Programa SISVAR (FERREIRA, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade citotoxica dos éleos essenciais

Ocorreu um decréscimo da viabilidade celular com o aumento da
concentragdo de ambos os Oleos essenciais avaliados, apds 24 horas de
tratamento, sendo esse decréscimo mais expressivo a partir da concentragdo de
62,50 ug mL™" (Tabela 1). Os dois 6leos apresentaram baixos valores de CCs,
(35, 72 pg mL™" para C. dinisii e 38,01 ug mL" para S. guianensis) no teste de
citotoxicidade (Tabela 1), sendo entdo, considerados citotoxicos, ja que quanto
menor o valor de CCsy mais citotdxico é o composto frente a linhagem celular

utilizada.

Tabela 1 Atividade citotoxica dos 6leos essenciais de S. guianensis e C. dinisii
frente as células Vero.

Células inviaveis (%)

Concentracio C. dinisii S. guianensis
(ng mL™)
7,81 16,78 a 3,89 a
15,62 19,71 b 19,27 b
31,25 29,50 ¢ 40,52 ¢
62,50 92,61d 92,68d
125,00 93,69d 93,75d
250,00 93,24 d 93,37d
500,00 93,24d 92,86 d
1000,00 93,81d 93,56 d
CCsy (ng mL™) 35,72 38,01

*CCsy = Concentragdo que causa lise ou morte de 50% das células Vero. **Médias na
mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de significancia.
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Alguns estudos sdo desenvolvidos na tentativa de determinar a
citotoxicidade de varios tipos de compostos, entre eles substancias extraidas de
plantas, como os estudos com o dleo essencial de Minthostachys verticillata
(peperina). Esses mostraram que o 6leo essencial ndo induziu efeitos citotoxicos,
como indicado pela exclusdao do corante azul de tripan e ensaios NRU (absor¢do
do vermelho neutro) em células Vero, e células mononucleares do sangue
periférico humano, sugerindo a seguridade desse 6leo essencial como um agente
terapéutico (ESCOBAR et al.,, 2012). Pesquisas de Zapata et al. (2010),
indicaram que os 6leos essenciais de Achyrocline alata e Baccharis latifolia néo
apresentaram efeitos citotoxicos para células Vero. O d6leo essencial de
Chrysanthemum trifurcatum apresentou CCsy de 735,9 pg mL™ para células
Vero, e consequentemente uma atividade citotoxica baixa (SASSI et al., 2008).
Pelo ensaio MTT o 6leo essencial de Piper hispidinervum néo foi citotoxico para
células VERO até a concentragio de 250 pg mL"' (SAUTER et al., 2012). O
6leo essencial de Cedrus libani apresentou agdo citotoxica frente a células Vero
com CCsy de 440 pg mL"' (LOIZZO et al., 2008). Gongalves et al. (2012)
observaram que o 6leo essencial de Seseli tortuosum apresentou propriedades
citotoxicas para queratinocitos humanos (HaCaT), quando utilizado em
concentragdes superiores a 0,64 uL mL™ e Beattie et al. (2011) estudando o
6leo essencial de diversas partes de Eremophila mitchellii observaram que esses
apresentaram efeitos citotoxicos frente a células linfoblasticas de rato (ATCC:
CCL-46), resultados que nos permite observar a varia¢do da citotoxicidade dos
6leos essenciais.

A atividade citotdxica do 6leo essencial obtido das folhas de C. dinisii e
S. guianensis ndo foi descrita em estudos anteriores. Pesquisas foram realizadas
por Mahmoud et al. (1980), citado por Torres, Wisniewski Jr. ¢ Simionatto
(2010), com extrato cloroférmico obtido de folhas, cascas e raizes de C. dinisii.

Estes autores, verificaram atividade citotoxica, e que essa atividade estava
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relacionada com a presencga das substancias cinamosmolideo, capsicodendrina e

cinamodial. O 6leo essencial das folhas de Siparuna grandiflora, contendo os

componentes majoritarios germacrona (66,9%), germacreno B (8,2%), $-

cadineno (2,5%), trans-f-elemenona (2,2%) e B-elemeno (2,1%), apresentou
notavel atividade citotoxica in vitro em células MCF-7 (cincer de mama
humano) (SETZER et al., 2008); Ocorrendo o mesmo com o 6leo essencial de S.
guianesis, planta do mesmo género da planta do estudo acima citado. Tempone
et al. (2005), avaliaram a atividade citotoxica dos extratos etanolicos das folhas
de S. guianensis e observaram CCs, de 54, 79 pg mL"' em células RAW 264.7
(macréfagos de rato). Comparando esses resultados com os obtidos nessa
pesquisa temos que este Oleo essencial se apresentou mais citotdxico,
possivelmente devido a presenca de outros constituintes ou do sinergismo entre
eles.

De acordo com Gongalves et al. (2012), os efeitos citotoxicos do 6leo
essencial de S. tortuosum estdo diretamente relacionados com a presenca dos
compostos majoritarios o ¢ B-pineno. Anteriomente, Beattie et al. (2011) ja
haviam descrito sobre a presenga desses compostos como responsaveis pela
citotoxicidade causada pelos 6leos essenciais estudados. Essas pesquisas podem
explicar a citotoxicidade apresentada pelo dleo essencial de C. dinisii, pois este
apresenta 35,41% de a-pineno e 17,81% B-pineno.

Perés et al. (2009) wverificaram que o Oleo essencial de P.
gaudichaudianum apresentou 87,6% de sesquiterpenos em sua composi¢éo e os
efeitos citotoxicos observados em células V79 (fibroblastos de pulmio de
hamster chinés) tratadas esse 6leo essencial foram dose-dependentes, ocorrendo
uma diminui¢do significativa na sobrevivéncia em concentragcdes igual ou
superiores a 0,5 pg mL™. Esses resultados corroboram com os obtidos para o
6leo essencial de S. guianensis, pois este é composto por 60,9% de

sesquiterpenos apresentando também atividade citotoxica elevada.
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De acordo com diversas pesquisas, a citotoxicidade dos dleos essenciais
em células de mamiferos é causada pela indugdo de apoptose e necrose. Os 6leos
volateis possuem um grande nimero de componentes, assim possuem
simultaneamente varios alvos celulares especificos. Como sdo compostos
basicamente lipofilicos podem passar através da membrana citoplasmatica,
alterando a estrutura das suas diferentes camadas de polissacarideos, acidos
graxos e os fosfolipidios, afetando a fluidez das membranas tornam-as
anormalmente permeaveis resultando em vazamento de radicais, citocromo C,
ions calcio e proteinas. A permeabilizagdo das membranas externa e interna
mitocondrial leva a morte celular por apoptose e necrose. Em células
eucarioticas, os 6leos essenciais também podem provocar a despolarizagdo das
membranas mitocondriais, diminuindo o potencial de membrana, afetando a
entrada e saida de Ca®" e outros inos devido & alteracdes na funcionalidade de
canais ionicos e além de reduzir o gradiente de pH, o que afeta a bomba de
prétons e a sintese e acimulo de ATP (VERCESI et al., 1997; CARSON; MEE;
RILEY, 2002; ARMSTRONG, 2006; BAKKALI et al., 2008).

3.2 Atividade hemolitica dos éleos essenciais

Os oleos essenciais em estudo apresentaram efeito hemolitico, em
condi¢des isotonicas, de osmolaridade e pH fisiologicos (PBS e pH 7,4) em
todos hematdcritos (Ht) avaliados.

No Ht 0,15% o dleo essencial de S. guianensis apresentou atividade
hemolitica alta, acima de 78%, sendo que essa atividade ndo diferiu
estatisticamente entre as concentragdes, enquanto o 6leo essencial de C. dinisii
aparentemente apresentou um efeito hemolitico menor com o aumento da
concentragdo do o6leo (Figura 2). Acredita-se que esse efeito ndo seja verdadeiro,

uma vez que hemoglobina liberada pelo contato do 6leo essencial com os
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eritrocitos tinha coloragdo diferente (mais escura), possivelmente resultado da
sua oxidagdo (Figura 4), alterando assim sua absor¢do no comprimento de onda
de avaliacdo (412nm) e consequentemente, afetando o calculo da atividade
hemolitica. Como a hemodlise é medida pela absorbancia da hemoglobina em
solucdo, as leituras baixas (no sobrenadante) sdo erroneamente interpretadas

como indicativas de pouca hemdlise.
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Figura 2 Porcentagem de hemolise ocasionada pelos 6leos essenciais de C.
dinisii e S. guianensis no hematocrito 0,15%. *Médias seguidas pela
mesma letra maitscula, para C. dinisii ou minfscula para S.
guianensis, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p = 0,05)
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No Ht 10%, a atividade hemolitica do 6leo de S. guianensis foi baixa,
variando de 17,31% a 25%, assim como no Ht 0,15%, a atividade ndo diferiu
estatisticamente entre as concentragdes; porém, o 6leo de C. dinisii apresentou
efeito hemolitico maior (acima de 43,33%), sendo que esse efeito foi ainda
maior para as concentragdes mais elevadas (25 ¢ 50 uL mL™"). Para o dleo
essencial de C. dinisii, da mesma forma que para o Ht 0,15%, também foi
observada a mudanca da coloragdo da hemoglobina, sugerindo a oxidagdo da

mesma, o que pode ter interferido na determinag@o da atividade hemolitica desse

oleo (Figura 3).
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Figura 3 Porcentagem de hemolise ocasionada pelos 6leos essenciais de C.
dinisii e S. guianensis no hematocrito 10%. *Médias seguidas pela
mesma letra, maifiscula para C. dinisii ou mintscula para S.
guianensis, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p = 0,05)
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A atividade hemolitica menor do 6leo essencial de S. guianensis no Ht
10%, comparada com a atividade no Ht 0,15%, pode ser explicada pelo fato de
se ter uma maior oferta de membranas eritrocitarias para a interagdo do 6leo
essencial, promovendo assim um menor rompimento dessas e consequentemente
uma menor liberagdo de hemoglobina. O efeito hemolitico superior do 6leo
essencial de C. dinisii no Ht 10% pode ser explicado pelo fato de ter ocorrido
menor oxidacao nesse Ht, quando comparada a oxidacdo da hemoglobina no Ht
0,15%, deixando assim, de mascarar a atividade hemolitica do 6leo essencial
para o Ht maior.

A atividade hemolitica dos Oleos essenciais pode estar relacionada
principalmente a sua capacidade de interagir com as membranas devido as suas
propriedades lipofilicas. Os componentes das membranas dos eritrocitos estao
presentes na proporg¢ao, em peso, de 49:43:8 para proteinas:lipidios:carboidratos,
sendo que a principal classe de lipidios da membrana eritrocitaria, bem como da
maior parte das membranas bioldgicas, ¢ a dos fosfolipidios (distribuidos
assimetricamente entre as monocamadas interna e externa da membrana
eritrocitaria). Uma composicdo lipidica elevada como essa permite a interagdo
de compostos lipofilicos, como os Oleos essenciais, com a membrana
eritrocitaria, alterando a sua permeabilidade e promovendo maior porcentagem
de hemoélise (MONTGOMERY, 1994; BAKKALI et al., 2008).

O efeito oxidativo dos 6leos essenciais sobre a hemoglobina pode ser
visto na Figura 4, na qual & possivel observar a alteracdo espectral da
hemoglobina, com a perda de picos nos comprimentos de onda 540 ¢ 576 nm e
um aparecimento sutil de um pico em 630 nm. Observa-se que essa alteracao foi
mais acentuada com o aumento da concentracdo dos 6leos essenciais, e entre 0s

6leos essenciais avaliados, o efeito oxidativo foi maior para C. dinisii.
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guianensis (N) e pelo 6leo essencial de C. dinisii (P)
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A hemoglobina possui um 4tomo de ferro no estado de oxidagdo Fe™,
que é fundamental para a realizacdo do transporte de oxigénio. Quando a
hemoglobina liga-se a um composto oxidante (no organismo ¢ o O,), um elétron
¢ polarizado do ferro para o composto, formando momentaneamente a forma
férrica (Fe'™). Alguns residuos invaridveis, de natureza hidrofobica, sdo
responsaveis pela manutencdo do ambiente ndo polar em torno do sitio de
ligacdo do oxigénio que ¢ a base para a estabilidade do complexo ferro-oxigénio
e qualquer alteracdo no ambiente do heme pode levar a formagdo de meta-Hb,
alteracdo essa que pode ter sido ocasionada pelos  Oleos essenciais,
principalmente pelo de C. dinisii (ANTONINI; BRUNORI, 1975).

Atualmente existem poucos estudos que avaliam a atividade hemolitica
dos 6leos essenciais. Pesquisas desenvolvidas por Silva et al. (2008) verificaram
que o Oleo essencial de Casearia sylvestris (guagatonga) causou hemolise em
sete diferentes tipos de eritrocitos. Tariku et al. (2010), observaram que os 6leos
essenciais de Artemisia abyssinica e Satureja punctata ssp. punctata da Etiopia
causaram danos nos eritrocitos, com aproximadamente 50% de lise (LCso) nas
concentracdes de 0,35 e 1,52 pL mL™, respectivamente. Posteriormente, o efeito
hemolitico dos dleos essenciais de Artemisia absinthium e Echinops kebericho
foi investigado por Tariku et al. (2011). Foram observados os respectivos
valores de LCsy de 1,52 ¢ 2,62 pl ml”, indicando a necessidade de cautela para a
utilizacdo de 6leos essenciais.

O teste hemolitico ¢ um dos modelos experimentais mais utilizados para
verificar a toxicidade in vitro, sendo capaz de avaliar a citotoxicidade de
diferentes xenobioticos, uma vez que a membrana eritrocitaria € muito sensivel e
a sua estrutura pode ser alterada significativamente pela interacdo com diferentes
moléculas. Com isso, se faz possivel estimarem os danos causados nos
eritrocitos in vivo. Assim, com os resultados obtidos nesta pesquisa, ¢ possivel

inferir que os Oleos essenciais estudados apresentam alta toxicidade aos
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eritrocitos, nas concentragdes testadas, uma vez que valores de % de hemolise
acima de 15% s@o considerados elevados, pois indicam a promog¢ao de extensos

danos s membranas eritrocitarias (PRETE et al., 2011).

3.3 Teste do cometa dos o6leos essenciais

Os resultados baseados nas contagens dos nucleoides com danos
ocasionados pelo Oleo essencial de S. guianensis ao DNA, classificados
visualmente, estdo sumarizados na Tabela 2 e a frequéncia de danos

representada na Figura 5.

Tabela 2 Distribui¢do de classes de cometa e unidades arbitrarias obtidas apds
tratamento de linfocitos humanos com as diferentes concentracdes do
6leo essencial (5, 25 e 50pL mL™) de S. guianensis (N) e com o agente
antitumoral doxorrubicina (C")*.

Tratamento UA Classe do Cometa (%)
(0-400) 0 1 2 3 4
C- 5827a 4593c¢ 50,20b 3,53 a 0,33 a 0,00 a
C+ 159,73d 20,60a 35,33a 18,07¢ 13,07c 12,27 ¢
NS5 58,07a 4540c 51,80b 247a 0,27 a 0,13 a
N 25 80,77b 34,67b 5533b 833b 2,30 a 0,47 a
N 50 106,60c 30,20b 4547b 14,60b 647D 3,13b

*Os resultados representam a média de cada tratamento para 5 experimentos
independentes, cada um correspondendo ao sangue de um voluntario. Um tubo foi
preparado para cada tratamento/sangue de voluntario diferente, para a permanéncia das
células em solugdo PBS (C') e na presenca dos tratamentos por periodo de 3 h a 37°C.
Foram contados 100 nucleoides por ldmina, sendo montadas 3 laminas por
tratamento/sangue de cada voluntario, totalizando 300 nucleoides/tratamento/voluntario,
para as diferentes doses testadas. Os escores foram definidos visualmente conforme
descrito por Singh et al. (1988), sendo apenas um pesquisador responsavel pela avaliagdo
de todos os ensaios. Unidade arbitraria (UA 0-400), sendo 0 = sem dano e 400 = 100% de
dano, calculadas conforme descrito por Collins (2004). ~*Médias seguidas de mesma letra
na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott- Knott (5% de
probabilidade).
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Figura 5 Frequéncia de nucleoides com cometa provocado pelo 6leo essencial de
S. guianesis (N) no DNA dos linfocitos humanos. *Para o calculo da
frequéncia de danos foi realizada a soma dos nucleoides classificados
de 1 a 4, para cada tratamento

A concentragio de 5 pL mL" do o6leo essencial de S. guianensis
apresentou quantidades estatisticamente iguais ao controle negativo de dano 0; ja
as concentragdes de 25 ¢ 50 uL mL™ apresentaram menor porcentagem de dano
0 que esses, seguidas do controle positivo, com a menor porcentagem de dano 0
de todos os tratamentos. Todas as concentragdes do Oleo essencial de S.
guianensis avaliadas apresentaram porcentagens de dano 1 estatisticamente
iguais ao controle negativo, ¢ todas foram superiores aos valores de controle
positivo. Para o dano 2, o controle positivo apresentou maior porcentagem de
danos, seguido das concentragdes de 25 e 50 uL mL™ de 6leo essencial, tendo o
controle negativo e a concentragio de SpL mL™ causado menor porcentagem de
dano 2. Foi verificado que o controle negativo e as concentragdes de 5 e 25 pL
mL" forneceram porcentagens de danos estatisticamente iguais para as classes 3
e 4, seguidas da concentragdo de 50 pL mL™'; estes tratamentos apresentaram
porcentagens inferiores, para as mesmas classes de danos, que as observadas

para o controle positivo.
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Pelo niimero absoluto de dano causado ao DNA calculado em unidade
arbitraria (UA), foi possivel verificar que o valor de UA aumentou com o
aumento da concentracdo do dleo, e que estas sdo inferiores ao valor apresentado
pelo controle positivo, indicando que a maior concentragdo e controle positivo
possuem maiores porcentagens de danos, pois quanto mais proximo de 400 for o
valor de UA (100% de danos) maior o numero de danos (COLLINS, 2004).

Assim, pelos resultados expressos na Tabela 2, € possivel observar que
os efeitos do Oleo essencial de S. guianensis sobre os linfocitos foram
dependentes da concentragdo, ou seja, houve um aumento na migracdo de DNA
em fungdo da concentragdo, que corresponde a um maior nimero de fragmentos
de DNA.

A relagdo de dependéncia entre danos causados e a concentragdo de 6leo
essencial utilizada pode ser visualizada também pela fréquencia de danos
apresentada na Figura 5, onde se observa que a porcentagem da frequéncia de
danos aumenta com o aumento da concentragdo do oleo essencial, porém as
frequéncias de danos das concentragdes avaliadas foram menores que as do
controle positivo e maiores que as do controle negativo, exceto para a
concentragdo de 5 uL mL™" que apresentou a mesma frequéncia de danos que o
controle negativo.

Na Tabela 3, estdo representados os resultados obtidos nas contagens
dos nucleoides e a classificacdo visual dos danos, ocasionados pelo 6leo

essencial de C. dinisii ao DNA de linf6citos humanos.
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Tabela 3 Distribui¢ao de classes de cometa e unidades arbitrarias obtidas apds
tratamento de linfécitos de sangue periférico humano com as diferentes
concentragdes do 6leo essencial (5, 25 e 50 uL mL™") de C. dinisii (P) e
com o agente antitumoral doxorrubicina (C")*.

Tratamento UA Classe do Cometa (%)**
(0-400) 0 1 2 3 4
C- 5827a 4593d 50,20b 3,53a 0,33 a 0,00 a
C+ 159,73b 20,60b 3533a 18,07b 13,07b 12,27b
P5 90,80a 32,93c¢ 47,67b 16,00b 246a 0,93 a
P25 163,93b 11,20a 37,27a 3293c¢ 13,60b 5,00a
P50 215,80c 793 a 2747a 2387c 2233c 18,40c

* *Qs resultados representam a média de cada tratamento para 5 experimentos
independentes, cada um correspondendo ao sangue de um voluntario. Um tubo foi
preparado para cada tratamento/sangue de voluntdrio diferente, para a permanéncia das
células em solugdo PBS (C') e na presenca dos tratamentos por periodo de 3 h a 37°C.
Foram contados 100 nucleoides por ldmina, sendo montadas 3 laminas por
tratamento/sangue de cada voluntario, totalizando 300 nucleoides/tratamento/voluntario,
para as diferentes doses testadas. Os escores foram definidos visualmente conforme
descrito por Singh et al. (1988), sendo apenas um pesquisador responsavel pela avaliagdo
de todos os ensaios. Unidade arbitraria (UA 0-400), sendo 0 = sem dano e 400 = 100% de
dano, calculadas conforme descrito por Collins (2004). ~*Médias seguidas de mesma letra
na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott- Knott (5% de
probabilidade).

A concentragdo de 5puL mL™" foi estatisticamente igual ao controle
negativo quanto a porcentagem de dano classe 0, seguidos de controle positivo e
da concentragio de 25uL mL"'. A concentragio de 50 uL mL™ apresentou
menor porcentagem de dano classe 0. Para o dano 1, o controle negativo e a
concentragio de SpuL mL™ forneceram porcentagens de danos estatisticamente
iguais ou superiores ao controle positivo, e as concentragdes de 25uL mL™ e 50
uL mL"'. As concentracdes de 25uL mL™" e 50 uL mL™ apresentaram maiores
porcentagens de danos classificados como 2, seguidas do controle positivo e da
concentracio de SuL mL™, e finalmente pelo controle negativo. Para o dano 3 as

maiores porcentagens foram encontradas para 50 pL mL™, seguidas do
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tratamento com 25 uL mL" e do controle positivo, e por fim estio o controle
negativo e a concentragio de 5 uL mL™"'. Em relagiio a danos de classe 4, o 6leo
essencial na concentragdo de 50 pL mL™' forneceu maior porcentagem de danos,
sendo essa porcentagem maior que a encontrada para o controle positivo. Esses
tratamentos (controle positivo ¢ 50 L mL™") causaram mais danos de classe 4
que o controle negativo, as concentragdes de 5uL mL™ e de 25 uL mL ™.

As UAs expressas na Tabela 3 indicam que a concentragdo de 50 pL
mL™" provocou mais danos que o controle positivo e a concentragio de 25 pL
mL", e estes Gltimos foram superiores aos provocados pelo controle ¢ a
concentragio de 5 uL mL™. Esses resultados podem ser confirmados pelos
resultados de frequéncia de danos expressos na Figura 6, onde se observa que ha
uma relagdo dose-dependente entre concentracdes e danos causados ao DNA dos
linfécitos, pois a porcentagem da frequéncia de danos aumenta com o aumento
da concentragio, sendo que a concentragio de 25uL mL"' e de 50pL mL™" foram

capazes de causar mais danos que o controle positivo.

1004

Frequéncia de danos (%)

= & & ¢

Figura 6 Frequéncia de nucleoides com cometa provocado pelo 6leo essencial de
C. dinisii (P) no DNA dos linfécitos humanos. *Para o calculo da
frequéncia de danos foi realizada a soma dos nucleoides classificados de
1 a 4, para cada tratamento.
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Alguns estudos com 6leos essenciais empregando o teste do Cometa t€m
sido desenvolvidos, na tentativa de verificar o potencial genotoxico desses
metabolitos. Catanzaro et al. (2012), avaliando a instabilidade gendmica
induzida por a-pineno em células de hamster, observaram que o monoterpeno
causou lesdes ao DNA de forma dependente da concentracdo. Esse estudo
corrobora com os resultados obtidos em nossas pesquisas em relagdo ao 6leo
essencial de C. dinisii, pois este é rico em a-pineno e causou mais danos que o
controle positivo, sugerindo que a atividade genotdxica do 6leo de C. dinisii é
causada pelo a-pineno. O Oleo essencial das folhas de Alpinia zerumbet,
composto por 98,3% de monoterpenos, ndo apresentou toxicidade e ndo induziu
genotoxicidade em leucocitos humanos nas concentragdes de 50-300 pg mL™,
porém na concentragio de 500 pg mL™ causou uma redugdo na proliferagio
celular e da viabilidade, e um aumento de dano no DNA. J4, experimentos in
Vivo mostraram que o 6leo essencial (400 mg Kg™') ndo exerceu mutagenicidade
em células de sangue periférico e medula dssea em ratinhos (CAVALCANTI et
al.,, 2012). Sinha, Biswas ¢ Mukherjee (2011) observaram que os Oleos
essenciais de Cymbopogon martinii e C. winterianus nao apresentaram efeitos
genotoxicos nas concentragdes de 50, 100 e 200 ig mL"'. O éleo essencial de
Rosmarinus officinalis apresentou, pelo teste do cometa, efeitos genotoxicos em
todas as trés doses (300, 1000 ¢ 2000 mg Kg') de 6leo avaliadas sobre células
de ratos, indicando que o 6leo essencial de alecrim provoca efeitos genotoxicos
quando administrado por via oral (MAISTRO et al., 2010).

Piculo et al. (2011), avaliando a capacidade do nerolidol (sesquiterpeno)
em induzir danos no DNA do sangue periférico e células de figado de ratos,
observaram que o nerolidol induziu fracos danos no DNA dependente das doses
utilizadas, em ambos os tipos de células analisadas. O dleo essencial de Piper
gaudichaudianum, composto por 87,6% de sesquiterpenos, apresentou efeitos

dependentes da dose, causando quebras no DNA de células V79 em
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concentragdes até 2 pg mL"' (PERES et al., 2009). Resultados que corroboram
com os dessa pesquisa para o 6leo essencial de S. guianensis, uma vez que esse
6leo ¢ composto por 60,9% de sesquiterpenos e também apresentou
genotoxicidade, indicando que essa atividade pode ser parcialmente resultante da
acdo dos sesquiterpenos.

O ensaio do cometa ndo ¢ utilizado para detectar mutagdes, e sim, lesdes
genOmicas, que apds serem processadas podem ou ndo resultar em mutagdes
(SINGH et al., 1988), assim os resultados obtidos nesse estudo sugerem um
potencial gentdxico dos dleos essenciais de S. guianensis e, principalmente, do
6leo de C. dinisii, nas concentragdes avaliadas, porém s3o necessarios estudos
que avaliem se esses danos s3o passiveis de reparagdo ou ndo, avaliando o seu

potencial mutagénico, e o efeito desses dleos em experimentos in vivo.
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4 CONCLUSAO

A atividade citotdxica dos dleos essenciais para células Vero encontrada
foi elevada, com os valores de CCsy =35,72 pg mL", para o 6leo essencial de C.
dinisii, e 38,01 ug mL™", para o 6leo essencial de S. guianensis.

Os oleos essenciais em estudo apresentaram o efeito hemolitico em
todos os hematdcritos (Ht) avaliados e promoveram a oxida¢do da hemoglobina,
sendo que o efeito oxidativo foi mais acentuado para o 6leo de C. dinisii.

Os oleos essenciais foram capazes de provocar danos ao DNA de
linfocitos humanos, sendo que essa capacidade foi dependente da concentragdo,
sugerindo o potencial genotoxico dessas substancias. Entre os dleos essenciais
em estudo o 6leo de C. dinisii na concentragio de 50 L mL™' causou mais danos
que o C+, doxorrubicina 5mg mL™.

No presente estudo, foi demonstrado que os oleos essenciais de S.
guianensis e C. dinisii possuem um potencial toxico, sugerindo que deve ser
dada atencdo na aplicagdo do dleo para as atividades promotoras da satide ou
relacionados a alimentacdo humana, porém ainda sdo necessarios estudos

adicionais que avaliem a toxicidade dessas substancias.
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CAPITULO 5: CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E
HISTOQUiMICA DAS ESTRUTURAS SECRETORAS DOS OLEOS
ESSENCIAIS DE Cinnamodendron dinisii Schwacke E Siparuna guianensis
Aublet

RESUMO

Os oleos essenciais sd3o metabolitos que podem ser produzidos e
acumulados em todos os 6rgios vegetais, sua presenga geralmente esta associada
a presenga de estruturas secretoras especializadas. Diante disso, objetivou-se
neste estudo caracterizar morfologicamente e histoquimicamente as estruturas
secretoras dos 6leos essenciais de Cinnamodendron dinisii Schwacke e Siparuna
guianensis Aublet. Folhas sadias do quarto n6 das plantas estudadas foram
coletadas no Horto de Plantas Medicinais ¢ no campus da UFLA,
respectivamente. As analises morfologicas das superficies externas e das
estruturas internas foram feitas por meio de microscopia eletronica de varredura
(MEV). A visualizagdo das estruturas internas foi realizada por meio de cortes
transversais com o auxilio de nitrogénio liquido. Para as andlises histoquimicas,
foram utilizadas folhas frescas, seccionadas a mao livre com lamina de aco,
transversalmente na regido da nervura central, sendo coradas com os reagentes
Sudan IV (lipidios totais), o reagente de Nadi (terpenos) e Cloreto férrico 10%
(compostos fenolicos). Em ambas as espécies, ndo foram observadas a presenca
de tricomas nas superficies foliares e foi verificada a presenga de cavidades de
formato esférico, espalhadas por todo o mesofilo foliar. A presenca de
compostos lipidicos e terpénicos no interior dessas cavidades foi evidenciada
pelas reagdes positivas nos testes histoquimicos (Reagente de Nadi e Sudan IV),
inferindo a presenca de 6leos essenciais nesses locais.

Palavras-chave: Histoquimica. Morfologia. Cavidades Secretoras.
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ABSTRACT

Essential oils are metabolites that can be produced and accumulated in
all organs of plants, their presence is generally associated with the presence of
specialized secretory structures. As such, the aim in this study were to
morphologically and histochemically characterize the secretory structures of the
essential oils of Cinnamodendron dinisii Schwacke and Siparuna guianensis
Aublet. Healthy leaves from the fourth node of the studied plants were collected
in Medicinal Plant Nursery and on the campus of UFLA, respectively. The
morphologic analyses of the external surfaces and the internal structures were
done through scanning electronic microscopy (SEM). The visualization of the
internal structures was conducted through transverse cuts with the aid of liquid
nitrogen. For the histochemical analyses, fresh leaves were used, transversely
sectioned in the area of the central rib freehand with a steel blade, stained with
the reagents Sudan IV (total lipids), the Nadi reagent (terpenes) and 10% Ferric
chloride (phenolic compounds). In both species, were not observed the presence
of trichomes on leaf surfaces, revealing the presence of secretory cavities of
spherical, scattered throughout the leaf mesophyll. The presence of lipid
compounds and terpene inside these cavities was evidenced by positive reactions
in histochemical tests (Nadi reagent and Sudan 1V), inferring the presence of
essential oils in these locations.

Key words: Histochemistry. Morphology. Secretor Cavities.
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1 INTRODUCAO

Os metabolitos secundarios sdo um tipo de secre¢do produzida pelos
vegetais que expressam a individualidade quimica das plantas, e que diferem
qualitativa e quantitativamente de espécie para espécie, ou até mesmo na mesma
espécie, conforme fatores bidticos e condigdes ambientais. Entre esses
metabdlitos, estdo os dleos essenciais que podem ser produzidos e acumulados
em todos os 6rgdos vegetais, € a sua presenca geralmente estd associada com a
presenca de estruturas secretoras especializadas (SIMOES et al., 2007).

As secregdes vegetais sdo sintetizadas ou simplesmente acumuladas e
eliminadas em células especializadas, que ocorrem isoladas (idioblastos
secretores) ou que constituem estruturas glandulares altamente diferenciadas
(tricomas, emergéncias, bolsas, canais e laticiferos). E extremamente vasta a
diversidade morfologica de qualquer destas estruturas, ndo existindo geralmente
nenhum tipo de relag@o entre a morfologia e a secre¢do produzida (FAHN, 1979,
ASCENSAO, 2007).

O tipo de produtos secretados ou absorvidos pelas estruturas secretoras
podem ser identificados in situ por meio de testes histoquimicos, permitindo
assim detectar a presenca de 6leos essenciais e outros metabolitos, nos diferentes
6rgaos das plantas analisadas, possibilitando a identificacdo das partes do
vegetal mais promissoras para a pesquisa quimica, para o uso medicinal popular
e para o desenvolvimento de tecnologias de propagacao das plantas de interesse
medicinal e econdémico (ZANETTI; MANFRON; HOELZEL, 2004
ASCENSAO, 2007; COLLARES; ARAMBARRI, 2008).

Considerando a diversidade vegetal do Brasil e a pequena porcentagem
de espécies de plantas investigada, o estudo de plantas de ocorréncia natural em
nosso pais, como a pimenteira (Cinnamodendron dinisii Schwacke) e a

negramina (Siparuna guianensis Aublet), se torna se grande relevancia.
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A espécie C. dinisii, vulgarmente conhecida como “pimenteira”,
pertence a familia Canellaceae, ¢ encontrada desde Minas Gerais até o Rio
Grande do Sul. A casca, de sabor picante como a pimenta verdadeira, possui
propriedades medicinais e ¢ levemente entorpecente (LORENZI, 2002;
PEIXOTO; BARROS, 2010).

A espécie Siparuna guianensis, conhecida popularmente como
“negramina”, pertencente a familia Siparunaceae, caracteriza-se por ser arbusto
monodico, 5-15 metros de altura, de casca cinza e lisa. O uso dessa espécie como
recurso medicinal ¢ bem difundido entre a populacdo matogrossense, onde
utilizam-se o decocto de suas folhas para sintomas de sinusite, febre,
reumatismo, enxaqueca, gripe, dores no corpo ¢ “malina” (RENNER;
HAUSNER, 2005; VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010).

Assim, este estudo teve por objetivo avaliar morfologicamente e
histoquimicamente as estruturas secretoras dos 6leos essenciais de C. dinisii e S.

guianensis.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do material vegetal

O material vegetal de Cinnamodendron dinisii e de Siparuna guianensis,
foi coletado no més de fevereiro de 2011, no periodo da manha, no Horto de
Plantas Medicinais da UFLA e nas dependéncias do campus da UFLA,
respectivamente. O local de coleta de C. dinisii possui as seguintes coordenadas:
-21° 13' 49.0476" latitude, -44° 58' 27.4764" longitude ¢ 933m de altitude, ¢ o
local de coleta de S. guianensis: -21° 13' 41.9952" latitude, -44° 58' 9.0048"
longitude e 951m de altitude.

As espécies foram devidamente identificadas, ¢ uma exsicata de cada
espécie encontra-se registrada no Herbario ESAL, localizado no Departamento
de Biologia da UFLA, com os seguintes numeros de registros: 26.285

(Cinnamodendron dinisii Schwacke) e 26.623 (Siparuna guianensis Aublet).

2.2 Analises morfoldgicas

As andlises ultraestruturais foram realizadas por microscopia eletronica
de varredura (MEV) de acordo com Alves (2004), no Laboratério de
Microscopia Eletronica (LME), Departamento de Fitopatologia, UFLA,
utilizando um microscopio modelo LEO EVO 40.

Foram utilizadas folhas adultas e sadias, do quarto n6 da planta, lavadas
em agua corrente, e cortadas em dimensdes aproximadas de 0,5 x 0,5 cm na
regido contendo a nervura central. Para analise das estruturas externas o material
foi imerso em solucdo fixadora de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), pH 7,2,
por um periodo de 24 horas. Em seguida, os fragmentos foram lavados trés
vezes em tampdo cacodilato 0,05 M, por 10 minutos, e as secgdes foram

transferidas para uma solug@o de tetréxido de 6smio (OsO4) 1,0% por 1 hora.
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Posteriormente, o material foi lavado em agua destilada por trés vezes e
desidratado em solugdes aquosas de acetona nas concentragdes de 25%, 50%,
75%, 90% e 100%. Apds a desidratacdo, as amostras foram levadas para o
aparelho de ponto critico Balzers (CPD 030) para substituicdo da acetona por
CO; e complementagdo da secagem (ROBARDS, 1978). As amostras obtidas
foram montadas em suportes de aluminio stubs com fita de carbono sobre uma
pelicula de papel-aluminio e cobertas com ouro no evaporador (Balzers SCD
050), sendo, em seguida, observados em Microscopio Eletronico de Varredura.
Para a visualizagdo das estruturas internas, foram feitas secgdes
transversais utilizando nitrogé€nio liquido. Apods a fixagdo do material em
solugdo de Karnovisky com pH 7,2, por um periodo de 24 horas, esse foi
transferido para solucdo aquosa de glicerol 30%, permanecendo por 30 minutos.
Em seguida, o material foi imerso em nitrogénio liquido e cortado sobre uma
superficie metalica resfriada com nitrogénio liquido, sendo, posteriormente,
colocado em solugdo de tetroxido de 6smio 1,0% em agua por 1 hora. A partir
desse ponto, foram seguidos os mesmos procedimentos feitos com o material

preparado para a observacdo das estruturas externas.

2.3 Analises histoquimicas

Estudos anatomicos das estruturas secretoras por microscopia fotdnica
foram realizados no Laboratorio de Anatomia Vegetal, Departamento de
Biologia, UFLA.

Utilizaram-se folhas adultas e sadias, do quarto n6 de cada planta, que
foram seccionadas com lamina de aco, em toda a regido da nervura central, com
auxilio de um micrétomo de mesa. Os cortes histologicos foram colocados em
um vidro de relogio contendo agua destilada. As seccdes foram selecionadas e,

em seguida, divididas entre vidros de relogio contendo Sudan III para detectar a
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presenca de lipidios, cutina e suberina (KOLATTUKUDY, 1984), reagente Nadi
(DAVID; CORDE, 1964) para a deteccdo de terpenos e Cloreto férrico 10%,
para localizacdo de compostos fendlicos (JOHANSEN, 1940). Os cortes corados
com Sudan IV permaneceram imersos neste reagente por 15 minutos e foram
lavados com agua destilada. Os cortes corados com o reagente de Nadi foram
imersos neste reagente por 60 minutos no escuro e, em seguida, lavados com
tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,2, por cinco minutos. Os cortes corados
com cloreto férrico 10% e gotas de carbonato de sddio 2% permaneceram
imersos nestes reagentes por 5 minutos e em seguida foram lavados com agua
destilada. Apds a coloragdo, os cortes foram montados em laminas
semipermanentes com agua glicerinizada. As observagdes foram realizadas
utilizando um microscopio fotonico (Leica DML), com uma camera acoplada

(Canon PowerShot S40).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas eletromicrografias obtidas por MEV das superficies foliares de C.
dinisii e de S. guianensis, ndo foi observada a presenca de tricomas nas
superficies abaxial e adaxial das folhas. Pelas observagdes das seccdes
transversais, obtidas por meio de cortes realizados na presenca de nitrogénio

liquido, identificou-se a presenga de cavidades de formato esférico, distribuidas

por todo o mesofilo foliar (Figuras 1 e 2).

Figura 1 Eletromicrografia de varredura e sec¢des transversais das folhas de S.
guianensis. A) Pequenas cavidades de formato esférico espalhadas pelo
mesofilo; B) Auséncia de compostos fenolicos nas cavidades, devido a
auséncia de coloragdo caracteristica de reagdo positiva com cloreto
férrico. C) Presenca de substancias lipidicas no interior das cavidades,
evidenciada pela reagdo positiva frente ao reagente Sudan IV. D)
Presenga de compostos terpénicos no interior das cavidades, revelada
pela reacdo positiva com o reagente de Nadi
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Figura 2 Eletromicrografia de varredura e secgdes transversais das folhas de C.
dinisii. A) Pequenas cavidades de formato esférico espalhadas pelo
mesofilo; B) Auséncia de compostos fenolicos nas cavidades, devido a
auséncia de coloracdo caracteristica de reacdo positiva com cloreto
férrico. C) Presenga de substancias lipidicas no interior das cavidades,
evidenciada pela reagdo positiva frente ao reagente Sudan IV. D)
Presenga de compostos terpénicos no interior das cavidades, revelada
pela reacdo positiva com o reagente de Nadi

Na espécie S. guianensis, as cavidades apresentaram-se distribuidas
principalmente no parénquima pali¢adico, e também sdo encontradas na camada
subepidérmica na regido proxima a margem da face adaxial (Figura 1).

As cavidades secretoras da espécie C. dinisii encontram-se distribuidas
principalmente na interface do parénquima palicadico com o esponjoso, porém,

algumas cavidades sdo encontradas apenas no parénquima esponjoso (Figura 2).
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As analises histoquimicas demonstraram a presenca de compostos
lipidicos no interior de cavidades, perante a reagdo positiva com o reagente
Sudan IV. A presenca de compostos terpénicos no interior das cavidades,
espalhadas por todo o mesofilo foliar, pode ser observada pela reacdo positiva
com o reagente de Nadi, sugerindo a presenca de 6leos essenciais no interior
dessas cavidades. A reagdo com o cloreto férrico sugere que ndo ha compostos
fenolicos na composicdo do composto secretado nessas cavidades, pois nao foi
identificada coloragdo caracteristica de reagdo positiva no seu interior, porém, o
cloreto férrico demonstrou coloragdo variando de esverdeado a enegrecida na
regido do parénquima paligadico e na regido da epiderme apenas para C. dinisii,
indicando a presenca de compostos fendlicos nessas estruturas (Figuras 1 e 2).

As células secretoras internas estdo distribuidas nos diferentes tecidos
das plantas em que ocorrem e podem estar presentes tanto em o6rgdos vegetativos
quanto em o6rgdos reprodutivos. Estas se diferenciam das células vizinhas na
morfologia e no metabolismo e sdo denominadas idioblastos secretores, sendo
que um pequeno grupo de células secretoras formam as cavidades (bolsas) e os
canais (ductos) secretores. Essas estruturas sdo formadas durante a ontogénese,
onde o grupo de células delimita um espago pela separacdo de suas células
(esquinogénese), pela desintegragdo de algumas células (lisogénese) ou pela
ocorréncia dos dois processos (esquizolisogénese) (CASTRO; PEREIRA;
PAIVA, 2009).

Muitas vezes, canais e cavidades podem ser confundidos, sendo que o
6leo essencial ¢ liberado em um espago interno, o lume, que é mais ou menos
isodiamétrico nas cavidades e alongado no plano longitudinal nos canais
secretores (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2006).

De acordo com Esau (1993), varias familias apresentam células
secretoras com contetido oleoso; geralmente, esse tipo de células secretoras sdo

c¢lulas parenquimaticas ampliadas e que ocorrem nos tecidos vascular (xilema e
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floema) e fundamental (parénquimas, colénquimas e esclerénquimas) do caule e
da folha. A exemplo, Guimaraes (2010) observou que o 6leo essencial das folhas
de Ocotea odorifera (Lauraceae) encontra-se armazenado em células secretoras
e o de Mikania glauca (Asteraceae) em canais e cavidades oleiferas, e todos
presentes no mesofilo foliar. Thadeo et al. (2009) pesquisando a anatomia e a
histoquimica das estruturas secretoras da folha de Casearia decandra
(Salicaceae) verificaram que o sistema secretor dessa planta é composto por
ductos e cavidades dispersos pela lamina foliar e peciolo, e por idioblastos
presentes nos tecidos vasculares, parénquima cortical da nervura mediana e no
parénquima palicadico, sendo que no mesofilo existem numerosas cavidades
com localizagdo subepidérmica ou distribuidas na interface do parénquima
paligadico com o esponjoso. Marques et al. (2008) descrevendo o estudo morfo-
anatdbmico do fruto de Hennecartia omphalandra (Monimiaceae), planta
pertencente a familia botinica em que a espécie S. guianensis foi inicialmente
atribuida, encontraram células oleiferas no mesocarpo. Esses estudos mostram o
quanto é vasta a diversidade morfologica ¢ a distribuicdo das estruturas

secretoras nos de tecidos dos vegetais.
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4 CONCLUSAO

Os compostos terpénicos das espécies S. guianensis e C. dinisii foram
identificados em cavidades inseridas em todo o mesofilo foliar, inferindo a
presenca de 6leos essenciais nesses locais.

Nao foi observada a presenga de tricomas nas superficies abaxial e

adaxial das folhas.
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APENDICE

APENDICE A - Tabelas de analises de variancia das atividades antioxidantes

Tabela 1A Andlise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados de atividade antioxidante do Oleo essencial de C. dinisii,
pelo ensaio de oxidagdo do sistema B-caroteno/acido linoleico em
relagdo a sua concentracao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 6 125,318 20,886 14,488 0,000
erro 14 20,182 1,442

Total corrigido 20 145,501

CV (%) 39,12

Média geral 3,07

Tabela 2A Andlise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados de atividade antioxidante do oOleo essencial de S.
guianensis, pelo ensaio de oxidagdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico em relagdo a sua concentragdo.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Concentragdo 6 850, 942 141,824 120,897 0,000
erro 14 16,423 1,173

Total corrigido 20 867,365

CV (%) 10,40

Média geral 10,42

Tabela 3A Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados de atividade antioxidante do padrao timol, pelo ensaio de
oxidacdo do sistema [-caroteno/acido linoleico em relagdo a sua

concentragao.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentrac¢do 6 11425,158 1904,193 403,634 0,000
erro 14 66,047 4,718
Total corrigido 20 11491,205
CV (%) 4,00

Média geral

54,33
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Tabela 4A Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados de atividade antioxidante do padrao BHT, pelo ensaio de
oxidagdo do sistema B-caroteno/acido linoleico em relagdo a sua

concentragao.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 6 798,845 133,141 36,773 0,000
erro 14 50,689 3,621
Total corrigido 20 849,533
CV (%) 2,08
Média geral 91,54

Tabela SA Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados de atividade antioxidante do padrio Acido ascorbico,
pelo ensaio de oxidacdo do sistema PB-caroteno/acido linoleico em
relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentragéo 6 31094,890 5182,482 1396,096 0,641
erro 14 51,970 3,712

Total corrigido 20 31146,859

CV (%) 3,57

Média geral 54,01

Tabela 6A Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados de atividade antioxidante do 6leo essencial de C. dinisii,
pela metodologia em que se avalia a capacidade de redugdo do
radical estavel DPPH em relacdo a sua concentracao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 6 1,943 0,324 0,446 0,836
erro 14 10,160 0,726

Total corrigido 20 12,102

CV (%) 73,09

Média geral 1,17
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Tabela 7A Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados de atividade antioxidante do o6leo essencial de S.
guianensis, pela metodologia em que se avalia a capacidade de
reducdo do radical estavel DPPH em relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 6 3,921 0,653 0,720 0,000
erro 14 12,712 0,908

Total corrigido 20 16,633

CV (%) 82,48

Média geral 1,16

Tabela 8A Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores

observados

de atividade antioxidante do padrdo timol, pela

metodologia em que se avalia a capacidade de reducdo do radical
estavel DPPH em relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 6 2705,648 450,941 227,095 0,000
erro 14 27,800 1,986

Total corrigido 20 2733,447

CV (%) 5,62

Média geral 25,072

Tabela 9A Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores

observados

de atividade antioxidante do padrio BHT, pela

metodologia em que se avalia a capacidade de redugdo do radical
estavel DPPH em relagdo a sua concentragdo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentragdo 6 9072,466 1512,078 398,121 0,000
erro 14 53,172 3,798

Total corrigido 20 9125,638

CV (%) 2,60

Média geral 75,00
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Tabela 10A Analise de varidncia com aplicagdo do teste F (5%) para os valores
observados de atividade antioxidante do padrio Acido ascorbico,
pela metodologia em que se avalia a capacidade de reducdo do
radical estavel DPPH em relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 6 13758,878 2293,146 974,163 0,000
erro 14 32,956 2,354

Total corrigido 20 13791,834

CV (%) 1,90

Média geral 80,82
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APENDICE B — Graficos da equagio de regressdo das atividades antioxidantes
em relagdo a concentragdo dos compostos avaliados

100 4 100
904 20
S. guianensis
804 804 -
C. dinisii
g 70 g 704
oy Iy
£ 604 € 60
< <
h<l k-] y =0,0244x - 0,67
2 504 - 50+
3 3 R =0,8954
= 20 15 4
3 I 40
% 304 y= 0,0665x + 0,206 ﬁ 0]
£ R2=0,9825 k4
ERES Z 204
< 0 <
] 10
0+ n
T T T T T T T T T T T T 1 o T T T T T T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325
Concentragéo (ug mL™) Concentragéo (ug mL™)
1004 Acido ascérbico
g 804 1004
e
H o o Timol
3 80
S =
= £ 704
g 40 y = 42,626In(x) - 148,59 ry
§ R? = 0,8662 § oo
8 bt
2 204 . S s04
= £ y = 27,665In(x) - 77,162
Z < o R2=0,9929
0 g
s 30
H
-20 T T T T T T T T T T T T 1 < 20
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 0
Concentrag&o (ug mL™) T

T T T T T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325

Concentracé® (ug mL™)

y =7,3109In(x) + 56,78
R2=0,9918

Atividade Antioxidante (%)
8
L

804 m

o 2‘5 E:U 7‘5 160 1;5 léU 1;5 2&0 2;5 2.%0 2"/5 360 3%5
Concentragao (ug mL™)
Figura 1B Graficos de porcentagem de atividade antioxidante dos Oleos
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B-caroteno/acido linoleico
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APENDICE C - Cromatogramas dos 6leos essenciais das plantas estudadas
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Figura 1C Cromatograma do 6leo essencial das folhas frescas de Siparuna

Figura

guianensis, (1) Mirceno; (2) Germancreno D; (3)
Biciclogermancreno
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2C Cromatograma do oOleo essencial das folhas frescas de
Cinnamodendron dinisii Schwacke, (1) o-Pineno; (2) Sabineno;
(3) B-Pineno e (4) Biciclogermancreno
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APENDICE D - Tabelas de analises de varidncia da atividade tripanocida dos

Oleos essenciais

Tabela 1D Andlise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados de atividade tripanocida do 6leo essencial de C. dinisii
em relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 7 15888,337 2269,762 345,658 0,000
erro 16 105,064 6,567

Total corrigido 23 15993,401

CV (%) 10,24

Média geral 25,03

Tabela 2D Andlise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados de atividade tripanocida do o6leo essencial de S.
guianensis em relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracéo 7 25268,759 3609,821 772,016 0,000
erro 16 74,813 4,676

Total corrigido 23 25343,563

CV (%) 6,27

Média geral 34,48
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APENDICE E - Graficos da equagio de regressdo da atividade tripanocida dos

Oleos essenciais
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APENDICE F - Tabelas de analises de variancia dos halos de inibi¢do dos 6leos

essenciais sobre bactérias

Tabela 1F Analise de varidncia com aplicagdo do teste F (5%) para os valores
observados dos halos de inibigdo do 6leo essencial de C. dinisii sobre
L. monocytogenes em relagdo a sua concentracao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentragdo 7 0,843 0,120 289,000 0,000
erro 16 0,007 0,001

Total corrigido 23 0,850

CV (%) 28,82

Média geral 0,07

Tabela 2F Analise de varidncia com aplicagdo do teste F (5%) para os valores
observados dos halos de inibigdo do 6leo essencial de C. dinisii sobre

P. aeruginosa em relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentragdo 7 0,945 0,135 180,00 0,000
erro 16 0,020 0,001

Total corrigido 23 0,965

CV (%) 47,14

Média geral 0,08

Tabela 3F Analise de varidncia com aplicagdo do teste F (5%) para os valores
observados dos halos de inibigdo do 6leo essencial de C. dinisii sobre
S. aureus em relacdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 7 1,546 0,221 265,071 0,000
erro 16 0,013 0,001

Total corrigido 23 1,560

CV (%) 19,79

Média geral 0,15
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Tabela 4F Analise de varidncia com aplicagdo do teste F (5%) para os valores
observados dos halos de inibigdo do 6leo essencial de S. guianensis

sobre E. coli em relagdo a sua concentragio.

FvV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 7 0,747 0,107 256,000 0,000
erro 16 0,007 0,001

Total corrigido 23 0,753

CV (%) 30,62

Média geral 0,07

Tabela 5F Analise de variancia com aplicagdo do teste F (5%) para os valores
observados dos halos de inibigdo do 6leo essencial de S. guianensis

sobre L. monocytogenes em relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 7 1,306 0,187 112,000 0,000
erro 16 0,027 0,002

Total corrigido 23 1,333

CV (%) 30,62

Média geral 0,133

Tabela 6F Analise de varidncia com aplicagdo do teste F (5%) para os valores
observados dos halos de inibigdo do 6leo essencial de S. guianensis
sobre S. aureus em relacdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 7 2,418 0,345 276,381 0,000
erro 16 0,020 0,001

Total corrigido 23 2,438

CV (%) 14,62

Média geral 0,24
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APENDICE G - Tabelas de anélises de varidncia dos halos de inibi¢éo dos 6leos
essenciais sobre fungos

Tabela 1G Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados dos halos de inibigdo do 6leo essencial de C. dinisii sobre
A. flavus em relagio a sua concentragéo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracdo 7 3,740 0,534 61,061 0,000
erro 16 0,14 0,009

Total corrigido 23 3,88

CV (%) 31,18

Média geral 0,30

Tabela 2G Anadlise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados dos halos de inibigdo do 6leo essencial de C. dinisii sobre
A. carbonarius em relacdo a sua concentragdo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 7 1,713 0,245 587,286 0,000
erro 16 0,007 0,001

Total corrigido 23 1,720

CV (%) 13,24

Média geral 0,15

Tabela 3G Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados dos halos de inibigdo do 6leo essencial de C. dinisii sobre
A. niger em relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 7 3,066 0,438 210,257 0,000
erro 16 0,033 0,002

Total corrigido 23 3,099

CV (%) 12,89

Média geral 0,35
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Tabela 4G Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados dos halos de inibigdo do 6leo essencial de C. dinisii sobre

P. commune em relagdo a sua concentragio.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 7 2,770 0,396 73,044 0,000
erro 16 0,087 0,005

Total corrigido 23 2,856

CV (%) 16,82

Média geral 0,44

Tabela 5G Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados dos halos de inibigdo do 6leo essencial de S. guianensis
sobre A. flavus em relagdo a sua concentragéo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 7 1,980 0,283 8,930 0,002
erro 16 0,507 0,032

Total corrigido 23 2,486

CV (%) 24,98

Média geral 0,71

Tabela 6G Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados dos halos de inibigdo do 6leo essencial de S. guianensis
sobre A. carbonarius em relagdo a sua concentracao.

FvV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 7 3,536 0,505 46,632 0,000
erro 16 0,173 0,011

Total corrigido 23 3,710

CV (%) 35,18

Média geral 0,30
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Tabela 7G Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados dos halos de inibigdo do 6leo essencial de S. guianensis

sobre A. niger em relacdo a sua concentragdo.

FV

GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 7 2,912 0,416 62,393 0,000
erro 16 0,107 0,007
Total corrigido 23 3,018
CV (%) 18,49
Média geral 0,44

Tabela 8G Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados dos halos de inibigdo do 6leo essencial de S. guianensis
sobre P. commune em relagdo a sua concentragao.

FV

GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracdo 7 3,207 0,458 109,943 0,000
erro 16 0,067 0,004
Total corrigido 23 3,733
CV (%) 13,83
Média geral 0,47
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Tabela 1H Valores médios dos halos de inibigdo dos 6leos essenciais de C. dinisii (CD) e S. guianensis (SG) sobre as
bactérias avaliadas.

Halo de inibicio (mm)

S. Cholerasuis S. aureus L. monocytogenes E. coli P.
aeruginosa
Concentracao CD SG CD SG CD SG CD SG CD SG
(ug mL™")
3,90 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 00a 0,0a 0,0a 00a
7,81 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
15,62 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 00a 0,0a 0,0a 00a
31,25 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 00a 0,0a 0,0a 00a
62,5 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 00a 0,0a 0,0a 00a
125 0,0a 0,0a 0,0a 53Db 0,0a 0,0a 00a 0,0a 00a 00a
250 0,0 a 0,0a 53b 6,3 ¢ 0,0a 47a 00a 0,0 a 0,0a 0,0a
500 0,0a 0,0a 6,3c¢c 7,7d 5,7b 6,0b 00a 5,3b 6,0b 0,0a
CL (10(1) pgmL™ 30,6 32,0 24,3 26,0 30,6 16,3 13,3 16,3 20,0 17,7
)

* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia, CL:

cloranfenicol
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Tabela 2H Valores médios dos halos de inibigdo dos 6leos essenciais de C. dinisii (CD) e S. guianensis (SG) sobre os
fungos avaliados.

Halo de inibicio (mm)

A. niger A. carbonarius A. flavus P. commune
Concentragao CD SG CD SG CD SG CD SG
(ugmL™)
3,90 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
7,81 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 6,7b 0,0a 0,0a
15,62 0,0 a 0,0a 0,0 a 0,0 a 0,0 a 73b 0,0 a 0,0a
31,25 0,0 a 6,0b 0,0 a 0,0 a 0,0 a 7,7b 6,7b 7,0b
62,5 6,0 b 6,3b 0,0a 0,0 a 0,0 a 7,7b 6,7b 6,7b
125 7,0 ¢ 7,0b 0,0a 7,0 ¢ 6,3b 9,7b 73b 7,7b
250 7,7 ¢ 8,0c 6,0 c 83D 83¢c 9,7b 7.0b 8,7c
500 7,7¢ 8,0c 6,3c¢c 83Db 93¢ 83Db 73b 7,3b
HP (20 pg 19 19,3 16,7 17,6 25,3 26 30,7 31,3
mL™")

* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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APENDICE I - Tabelas de analises de variancia das atividades citotoxicas.

Tabela 11 Anélise de varidncia com aplica¢do do teste F (5%) para os valores
observados de atividade citotoxica do 6leo essencial de C. dinisii, pelo
ensaio de MTT em relagdo a sua concentragio.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 6 26559,209 4426,535 5222,585 0,000
erro 14 11,866 0,848

Total corrigido 20 26571,075

CV (%) 1,46

Média geral 62,85

Tabela 21 Andlise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados de atividade citotdxica do 6leo essencial de S. guianensis,
pelo ensaio de MTT em relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracéo 6 26363,587 4393,931 5101,830 0,000
erro 14 12,057 0,861

Total corrigido 20 26375,644

CV (%) 1,48

Média geral 62,70
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APENDICE J - Gréficos da equagdo de regressdo da atividade citotoxica dos
o6leos essenciais.
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APENDICE K - Tabelas de anélises de variancia das atividades hemoliticas

Tabela 1K Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados de atividade hemolitica do 6leo essencial de C. dinisii,
para o hematdcrito 10%, em relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentragéo 3 2857,615 952,538 4,853 0,006
Blocos 3 7929,954 2643,318 13,466 0,000
erro 41 8047,826 196,288

Total corrigido 47 18835,395

CV (%) 27,54

Média geral 50,88

Tabela 2K Andlise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores

observados

de atividade

hemolitica do o0leo essencial de S.

uianensis, para o hematocrito 10%, em relagdo a sua concentragao.
p ¢ ¢

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentragéo 3 484,613 161,538 2,858 0,049
Blocos 3 2878,723 959,574 16,976 0,000
erro 41 2317,513 56,523

Total corrigido 47 5680,850

CV (%) 36,15

Média geral 20,80

Tabela 3K Andlise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados de atividade hemolitica do 6leo essencial de C. dinisii,
para o hematocrito 0,15%, em relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 3 54,662 18,221 0,743 0,533
Blocos 3 849,757 283,252 11,546 0,000
erro 41 1005,815 24,532

Total corrigido 47

CV (%) 6,20

Média geral 79,84
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Tabela 4K Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
observados de atividade hemolitica do 6leo essencial de S.
guianensis, para o hematécrito 0,15%, em relagéo a sua

concentragao.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 3 5572,291 1857,430 313,942 0,533
Blocos 3 3219,409 1073,136 181,381 0,000
erro 41 242,576 5,916
Total corrigido 47 9034,276
CV (%) 4,85

Média geral

50,10
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APENDICE L — Valores médios da atividade hemolitica dos 6leos essenciais.

Tabela 1L Atividade hemolitica dos 6leos essenciais de C. dinisii e S.

guianensis.

Hematocrito 10% Hematocrito 0,15%

Concentragio C. S. C. S. guianensis
(ng.mL™) dinisii  guianensis  dinisii

5 43,33 a 17,31 a 63,63 a 78,82 a
10 4434 a 18,01 a 56,42 b 80,83 a
25 53,48 b 24,55 a 44,89 c 78,73 a
50 62,35b 2332 a 35,47d 80,98 a

* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.
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APENDICE M — Modelo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) para o consentimento das coletas de sangue.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido TCLE

(Capitulo 1V, itens 1 a 3 da resoluciio 196/96 — Conselho Nacional de Saude)

Nome: Milene Aparecida Andrade (Discente do Programa de Doutorado em
Agroquimica - DQI).

I - TITULO DO TRABALHO EXPERIMENTAL: Oleos essenciais de
Cinnamodendron dinisii Schwacke e Siparuna guianensis Aublet: composi¢do quimica,
caracterizacdo das estruturas secretoras e potencial bioldgico.

Pesquisador(a) Responsavel: Profa. Dra. Maria das Gragas Cardoso; (35) 3829-1202,
e-mail: mcardoso@dgqi.ufla.br

II - OBJETIVOS

Avaliar os efeitos de dois 6leos essenciais, extraidos de plantas, sobre 0 DNA
de células do sangue humano, cultivadas em laboratorio, assim como avaliar o potencial
destes 6leos em romper as membranas de eritrocitos humanos (células sanguineas sem
nucleo), levando estas células a morte.

III- JUSTIFICATIVA

Oleos essenciais sio amplamente utilizados pelo homem para diversos fins
como, por exemplo, controle de bactérias, virus, fungos, insetos ¢ parasitas, ¢ na
composi¢ao de alimentos, medicamentos e cosméticos. Por meio deste trabalho sera
avaliado o potencial dos 6leos essenciais em causar hemolise (lise de eritrocitos) e danos
no DNA de células do sistema imunoldégico humano (linfocitos), na tentativa de
compreender melhor a agdo destes dleos sobre o organismo humano. Desta maneira,
busca-se ampliar o entendimento sobre os efeitos destes 6leos no organismo, visando
propor formas de aplicacdo mais seguras para a saide humana, agricultura e meio
ambiente, uma vez que embora sejam amplamente utilizados, ha relatos de constituintes
de 6leos essenciais indutores de hepatotoxicidade, genotoxicidade e carcinogénese.

IV - PROCEDIMENTOS DO EXPERIMENTO
AMOSTRA

Serdo coletados 10 mL (equivalente a uma xicara de café) do seu sangue, por
profissional qualificado (Farmacéutico-Bioquimico, funciondrio do ambulatério da
UFLA e responsavel pelas coletas de sangue em pacientes do referido ambulatério),
através de pungdo na veia (no brago) realizada com coleta por vacuo (usando um
Vacutainer), da mesma forma que se faz quando realizamos exames de sangue em
clinicas especializadas e hospitais. Os materiais utilizados para a coleta do sangue serdo
todos estéreis, sendo devidamente descartados em lixo hospitalar ap6s a coleta do
sangue. O profissional responsdvel pela coleta do sangue usard equipamentos de
protecdo individual (avental, luvas e mascara) para minimizar o risco de contaminagao
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para vocé. Para participar da pesquisa vocé deve ter idade entre 18 e 35 anos, ndo fazer
uso continuo de medicamentos (ex: pessoas com hipertensdo ou diabetes), ndo ser
fumante, ndo trabalhar em condig¢des de risco quimico ou bioldgico e ter um historico de
boas condi¢des de satde para os ultimos 3 meses, ndo tendo sido submetido a qualquer
procedimento cirirgico e/ou administragio de medicamentos de tarja preta (ex:
quimioterapicos e antibidticos) ou outras drogas que possam causar alteragdes nas
células sanguineas, invalidando os experimentos do projeto proposto. Caso consinta em
participar da pesquisa seu sangue serd coletado uma unica vez, sendo utilizado para
realizar todo o estudo mencionado acima com os 6leos essenciais. Com isso encerra-se
sua participag@o neste estudo. Vocé terd a garantia de receber uma copia do TCLE e a
resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de qualquer duvida a respeito do
procedimento a que sera submetido e de outras situagdes relacionadas com a pesquisa.
Os resultados da pesquisa ficardo a sua disposi¢do caso tenha interesse, € vocé podera
procurar os responsaveis pela pesquisa a qualquer momento e também lhe garantimos
que seu nome sera mentido em sigilo.

ANALISES

Teste hemolitico: Este teste avalia o potencial dos 6leos em causar lesdes & membrana
plasmatica celular, in vitro.

Teste do cometa: Este teste permitird avaliar a presenca ou nido fragmentos de DNA
resultantes de danos induzidos pelos 6leos essenciais, in vitro.

Teste do microntcleo: Este teste permitird avaliar a presenga ou auséncia de danos
induzidos pelos 6leos essenciais no DNA de linfocitos humanos na primeira geragao
celular apos o tratamento, in vitro.

V - RISCOS ESPERADOS

O procedimento de coleta do sangue sera realizado de forma que vocé sinta o
minimo de desconforto possivel durante e/ou apds a coleta. A coleta de sangue podera
causar algumas pequenas manifestagcdes no local da injecdo, como um pequeno inchago,
vermelhiddo ou formacdo de mancha roxa, ou seja, sinais comuns em coletas rotineiras
de sangue e de baixo risco a saude do doador. A aluna de pés-graduagdo responsavel
pela execugdo do projeto acompanhara vocé até o ambulatério para certificar-se de seu
bem estar antes, durante e ap6s a coleta, liberando-o somente ap6s sua confirmagio de
estar apto a retomar a suas atividades pessoais. Caso vocé sinta mal estar (ex: devido a
diminui¢do da pressdo sanguinea arterial) antes, durante ou apos a coleta do sangue, a
aluna responsavel pela pesquisa buscaré auxilio médico para voce.

VI - BENEFICIOS

A sua participagdo no estudo ndo acarretara em custos € ndo sera
disponibilizado para vocé qualquer compensagdo financeira adicional, exceto no caso de
danos decorrentes da pesquisa. Com sua participacdo nesta pesquisa vocé estard
contribuindo com a conclusido dos estudos referentes ao projeto de doutorado da aluna
Milene Aparecida Andrade, no qual se pretende obter informagdes sobre a seguridade do
uso destes dleos essenciais para o consumo humano, uma vez que sera possivel avaliar
durante os estudos, se os 6leos essenciais sdo capazes de produzir algum dano no DNA
de linfécitos ou nos eritrécitos de seu sangue.
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VII - RETIRADA DO CONSENTIMENTO
Vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem precisar se justificar e sem qualquer prejuizo ao atendimento a
que poderia ser submetido no ambulatério ou em qualquer departamento da UFLA. Vocé
poderda também, apds terem sido realizados os ensaios com seu sangue, retirar seu
consentimento acerca da publica¢do dos resultados obtidos durante as analises com o
mesmo.
VIII - CRITERIOS PARA SUSPENDER OU ENCERRAR A PESQUISA

A pesquisa com o sangue de qualquer voluntdrio somente serd suspensa caso
ele informe posteriormente a coleta do sangue ter se esquecido de comunicar alguma
informagdo importante a equipe, como por exemplo, sua exposi¢do prolongada a
materiais toxicos e/ou infecciosos, o consumo recente de medicamentos, alcool, cigarro
ou outras drogas ou ainda qualquer outra acdo que venha a interferir nos resultados das
analises.

Tendo em vista os termos apresentados neste documento convidamos vocé a
participar da pesquisa com a doacdo de uma pequena aliquota de sangue.

IX - CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

PACIENTE MAIOR DE IDADE

Eu

certifico que, tendo lido as informagdes acima e sido suficientemente esclarecido (a) de
todos os itens, estou plenamente de acordo com a realizagdo dos experimentos. Assim,
declaro que concordo inteiramente com as condigdes que me foram apresentadas e que,
livremente, manifesto a minha vontade de participar do estudo exposto acima,
autorizando a coleta de uma aliquota de meu sangue para a execu¢do do mesmo.

Lavras, de de 20
NOME
(legivel) RG
ASSINATURA Telefone:

ATENCAO: A sua participagio em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em caso de
davida quanto aos seus direitos, escreva para o Comité de Etica em Pesquisa em seres
humanos da UFLA. Endereco — Campus Universitario da UFLA, Pro-reitoria de
Pesquisa, COEP, caixa postal 3037. Telefone: 3829-5182, falar com Andréa.

No caso de qualquer emergéncia entrar em contato com a pesquisadora
responsavel no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras.
Telefones de contato: (35) 38291271 (secretaria do departamento) ou (35) 38291202
(laboratdrio da pesquisadora responsavel).
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APENDICE N - Tabelas de anélises de variancia dos danos causados pelos 6leos

essenciais a0 DNA de linfocitos humanos.

Tabela 1N Andlise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores de
porcentagem de dano 0 observado para o 6leo essencial de C. dinisii,

em relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamentos 4 4970,107 1242,527 21,950 0,000
Blocos 4 596,551 149,138 2,635 0,0729
erro 16 905,716 56,607

Total corrigido 24 6472,374

CV (%) 31,72

Média geral 23,72

Tabela 2N Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores de
porcentagem de dano 1 observado para o 6leo essencial de C. dinisii,

em relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamentos 4 1741,485 435,372 3,168 0,043
Blocos 4 529,707 132,427 0,964 0,454
erro 16 2198,649 137,416

Total corrigido 24 4469,840

CV (%) 29,61

Média geral 39,59

Tabela 3N Analise de variancia com aplicagdo do teste F (5%) para os valores de
porcentagem de dano 2 observado para o 6leo essencial de C. dinisii,

em relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamentos 4 2334,195 583,549 9,415 0,001
Blocos 4 130,995 32,749 0,528 0,717
erro 16 991,671 61,979

Total corrigido 24 3456,862

CV (%) 41,70

Média geral 18,88
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Tabela 4N Analise de varidncia com aplicac¢do do teste F (5%) para os valores de
porcentagem de dano 3 observado para o 6leo essencial de C. dinisii,

em relagdo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamentos 4 1620,115 405,029 9,591 0,001
Blocos 4 733,538 183,384 4,343 0,015
erro 16 675,662 42,228

Total corrigido 24 3029,315

CV (%) 62,73

Média geral 10,36

Tabela SN Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores de
porcentagem de dano 4 observado para o 6leo essencial de C. dinisii,

em relacdo a sua concentracao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamentos 4 1234,951 308,738 20,584 0,000
Blocos 4 196,062 49,016 3,268 0,039
erro 16 239,982 14,999

Total corrigido 24 1670,996

CV (%) 52,91

Média geral 7,32

Tabela 6N Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores de
porcentagem de dano 0 observado para o 6leo essencial de S.
guianensis, em relagdo a sua concentragio.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 4 2287,805 571,951 10,398 0,002
Blocos 4 618,738 154,685 2,812 0,061
erro 16 880,107 55,006

Total corrigido 24 3786,650

CV (%) 20,97

Média geral 35,36
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Tabela 7N Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores de
porcentagem de dano 1 observado para o o6leo essencial de S.
guianensis, em relagdo a sua concentragio.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 4 1196,116 299,029 3,941 0,021
Blocos 4 240,249 60,062 0,791 0,548
erro 16 1214,152 75,884

Total corrigido 24 2650,516

CV (%) 18,29

Média geral 47,63

Tabela 8N Andlise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores de
porcentagem de dano 2 observado para o O6leo essencial de S.
guianensis, em relagdo a sua concentragio.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 4 928,889 232,222 16,061 0,000
Blocos 4 184,667 46,1667 3,193 0,042
erro 16 231,333 14,4583

Total corrigido 24 1344,889

CV (%) 40,45

Média geral 9,40

Tabela 9N Andlise de variancia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores de
porcentagem de dano 3 observado para o 6leo essencial de S.
guianensis, em relagdo a sua concentragio.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 4 586,884 146,721 12,434 0,000
Blocos 4 69,307 17,327 1,468 0,258
erro 16 188,804 11,800

Total corrigido 24 844,996

CV (%) 76,56

Média geral 4,487
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Tabela 10N Analise de varidncia com aplicagdo do teste F (5%) para os valores
de porcentagem de dano 4 observado para o 6leo essencial de S.
guianensis, em rela¢do a sua concentragio.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracao 4 546,622 136,656 40,894 0,000
Blocos 4 17,244 4,311 1,290 0,315
erro 16 53,467 3,342

Total corrigido 24 617,333

CV (%) 57,13

Média geral 3,19
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APENDICE O - Tabelas de anélises de varidncia das unidades arbitrarias (UAs)

calculadas para 6leos essenciais.

Tabela 1 O Andlise de variancia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores
de unidades arbitrarias (UAs) calculadas para o 6leo essencial de S.
guianensis, em relagéo a sua concentragao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentragao 4 36071,016 9017,754 25,082 0,000
Blocos 4 3903,040 975,760 2,714 0,067
erro 16 5752,404 359,525

Total corrigido 24 45726,460

CV (%) 20,46

Média geral 92,69

Tabela 20 Analise de varidncia com aplicacdo do teste F (5%) para os valores de
unidades arbitrarias (UAs) calculadas para o dleo essencial de C.
dinisii, em relagdo a sua concentragio.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamentos 4 78912,642 19728,160 25,572 0,000
Blocos 4 15045,627 3761,407 4,876 0,009
erro 16 12343,796 771,487

Total corrigido 24 106302,065

CV (%) 20,17

Média geral 137,71
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APENDICE P — Valores médios da frequéncia de danos ocasionados pelos dos

oleos essenciais ao DNA de linfocitos.

Tabela 1P Frequéncia de danos ocasionada pelos 6leos essenciais de C. dinisii e

S. guianensis
Frequéncia de danos (%)
Concentracio (uL. mL™) C. dinisii S. guianensis
5 67,07 54,67
25 88,80 66,43
50 92,07 69,67
C- 54,67 54,67

C+ 78,73 78,73




