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RESUMO

A utilizacdo das plantas como medicamento é comamaomunidades e
vem ganhando espaco nos dias atuais. Estudos ®na@os sdo
promissores, pois apresentam informacdes valiosessgeito de plantas
medicinais; sdo conhecimentos transmitidos por ssiv#s geracbes. Os
objetivos deste trabalho foram fazer um levantamepbr meio de um
questionario das cinco plantas mais utilizadasspeioradores de Lavras e
regido, extrair e caracterizar quimicamente o0s legssenciais dessas
plantas, além de determinar as atividades antintédantibacteriana, bem
como sua agdo indutora e/ou inibidora sobre asdaties hemolitica e
fosfolipasica. Os Oleos essenciais foram extraigeda técnica de
hidrodestilacdo, utilizando um aparelho de Clevemgedificado, durante 2
horas. Posteriormente, os éleos obtidos foram taizados e quantificados
guimicamente por CG/EM e CG-DIC. A atividade anitiaxte foi
determinada empregando-se o método de sequestealidais DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila), o ensaio de oxidacéo distemgs-caroteno/acido
linoleico, 0 método de captura do radical ABTS rdnidl, poder redutor e a
reducdo do molibdénio. A avaliacdo da atividadéanteriana foi realizada
por meio da técnica de difusdo cavidade em &ghre s5s micro-organismos
Staphylococcus aureus Listeria monocytogenes Escherichia coli
Salmonella Choleraesuis ePseudomonas aeruginasaAs atividades
hemolitica e fosfolipasica foram realizadas utilida placas de Petri
contendo um gel elaborado com Agar e eritrocitogsameos humanos; para
atividade fosfolipésica, substituiram-se os eritodcpor gema de ovo. A
andlise cromatografica permitiu identificar comenpmstos majoritarios do
Oleo essencial delentha piperitaa carvona (84,3%) e o limoneno (10,9%);
de Cymbopogon citratyso geranial (47,7%), o neral (35,4%) e o mirceno
(8,5%); deRosmarinus officinaliso 1,8-cineol (62,3%), a canfora (17,3%) e
0 a-pineno (9,1%); déeumus boldyso formato dex-terpinila (61,99%), o
p-cimeno (15,5%), o 1,8-cineol (10,6%), o ascar{@pI'%) e o terpinen-4-ol
(2,03%); deFoeniculum vulgareo metil chavicol (89,5%), o limoneno
(6,15%) e a fenchona (3,80%). Foi observada maieidade antioxidante
guando avaliada pelo teste hidroxil para todos@ss@essenciais. Apenas 0s
Oleos essenciais de€. citratus e P. boldus apresentaram atividade
consideravel frente ao método da redugdo do malibd&Nos demais
métodos, nenhum Oleo essencial apresentou atividaadoxidante
significativa. O dleo essencial d& citratusfoi 0 que apresentou menor
concentracdo minima inibitéria (CMI) contra bacériGram-negativas e
Gram-positivas. O 6leo essencial Reoficinalisatuou inibindo proteases e
parcialmente fosfolipases,Aos 6leos déV. piperita e F. vulgareinibiram
apenas as proteases na atividade hemolitica; j@ood@C.citratusinduziu
hemdlise, sendo o 6leo essencial e boldus indutor de hemdlise e
potencializador de proteases.

Palavras-chave: estudo etnobotanico, éleo essemiitas medicinais,
atividades biolégicas.



ABSTRACT

The use of plants for medicine is common in Bramilcommunities and has
currently been gaining ground. Ethnobotanical sssidhow promise because
they furnish valuable information about medicindrs. Knowledge is
transmitted by successive generations. The obgsctdf this study were to
survey five plants most used by residents of Laaras the region using a
questionnaire, to extract and chemically charamgethe essential oils of
these plants and to determine the antioxidant atibacterial activities, as
well as their catalytic action, inhibitory activiggainst phospholipase and
hemolytic activities. Essential oils were extractsdhydrodistillation using
a modified Clevenger apparatus over a two-hourogeriThe oils were
characterized chemically and quantified by GC-M3I &BC-FID. The
antioxidant activity was determined using the mdtred capture of the
DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hidrazila) radical, thexidation of thep-
carotene/linoleic acid system, the capture of tB3 8 radical, the hydroxyl
method, determination of reducing power and by c¢édn of molybdenum.
Evaluation of antibacterial activity was performiag well diffusion in agar
using Staphylococcus aurepd.isteria monocytogenesEscherichia coli
Salmonella Choleraesuis andPseudomonas aeruginasadhe hemolytic
phospholipase activities and were performed usieti lishes containing
agar gel and prepared human blood erythrocytes. détermine the
phospholipase activity, the erythrocytes were mgdaby egg yolk. The
principal compounds in the essential oil froWientha piperita were
determined by gas chromatography to be carvon88¥84and limonene
(10.9%); fromCymbopogon citratysgeranial (47.7%), neral (35.4%) and
myrcene (8.5%); fronRosmarinus officinalisl,8-cineole (62.3%), camphor
(17.3%) andx-pinene (9.1%); fronPeumus boldys:-terpinila (61.99%)p-
cymene (15.5%), 1,8-cineole (10.6%), ascaridol%®.&and terpinen-4-ol
(2.03%); from Foeniculum vulgare, methyl chavic@9.6%), limonene
(6.15%) and fenchone (3.80%). The highest antioxidactivity when
evaluated by the hydroxyl test for all the essémtis. Only the essential
oils from C. citratus and P. bolduspresented significant activity in the
molybdenum reduction method. In other methods,igwificant antioxidant
activity was observed for any of the essential.dllee lowest minimum
inhibitory concentration (MIC) against Gram-negatiand Gram-positive
bacteria was observed for the essential oil fi@mcitratus Inhibition of
protease activity and partial inhibition of phos|ipase A were observed
for the essential oil fronRR. oficinalis The oils fromM. piperita and F
vulgareonly inhibited proteases in the hemolytic activiggt.C. citratusoil
induced hemolysis, and the essential oil frBmboldusinduced hemolysis
and potentiated proteases.

Keywords: ethnobotanical study, essential oil, roedi plants, biological
activities
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1.  INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores centros de biodiversidagtgetal do
planeta, com diversos ambientes e floras espesifibagando centenas de
grupos étnicos que introduziram na cultura popalatilizacdo de muitas
espécies vegetais para os mais diversos fins, efgeeo uso medicinal.
Além da assimilagéo dos conhecimentos indigenayratsibuicdes trazidas
pelos escravos e imigrantes representaram papebrtampe para o
surgimento de uma medicina popular rica. Entrelastgs medicinais que
tiveram origem na cultura dos diversos grupos mewmhg, destacam-se a
ipeca, o jaborandi, a carqueja, o0 guarand, o taeidérva-de-bugre. Muitas
outras foram trazidas pelos europeus, como a Bpegelamomila, a malva, o
funcho e, pelos africanos, a erva-guiné e o medasadm-caetano (COSTA;
MAYWORM, 2011; SIMOES et al., 2007).

E de extrema importancia estudos etnobotanicos, igam a obter
informacdes populares sobre 0 uso das plantassdaaktante Uteis para
resgatar e valorizar conhecimentos relacionaddiZzagédo de plantas como
recurso terapéutico (SILVA; FARIA, 2014).

Nos ultimos anos, a utilizacdo de plantas com pa& medicinais
tém aumentado consideravelmente, com a finalidadératar, prevenir e
curar doengas. Isso estimula a realizacdo de estgde busquem a
caracterizacéo, identificagdo e isolamento de nowoostos vegetais com
propriedades medicinais. Entre esses compostosacdesse os Oleos
essenciais, considerados como aroma ou essénaiiy gélizados desde a
antiguidade, devido &s suas propriedades medicingiga importancia em
industrias de cosméticos e alimentos. Os Oleosneisé® sdo misturas
complexas de substancias volateis extraidas dostaiegpor diferentes
técnicas, despertando interesse devido as suasalvpropriedades como
antissépticos, antimicrobianos, antifungicos, art&matoérios, repelentes,
entre outras (SIMOES et al., 2007).
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Devido ao aumento do consumo de plantas mediciraide
medicamentos derivados dessas plantas, 0 mercata-g® bastante
promissor. Tem-se uma estimativa de que 5,5% dadécareentos vendidos
em farméacias de todo o Brasil. Sejam produtos ocoiateexclusivamente
principio ativo de origem vegetal. O baixo custo mtedutos a base de
plantas com fins medicinais é a principal razacsulastituicdo do uso de
produtos sintéticos por produtos naturais; no ¢otaeu uso deve ser feito
com cautela, pois as plantas sdo compostas de iasrsebstancias, em sua
maioria desconhecidas, muitas delas capazes decexdo toxica sobre o
organismo (BADKE et al., 2012; LUIZ-FERREIRA et,£008).

Os objetivos deste trabalho foram fazer um levaatda) por meio
de um questionério, das cinco plantas mais utidigaoelos moradores de
Lavras e regido, extrair e caracterizar quimicamesg Oleos essenciais
dessas plantas, além de determinar as suas a#sgidadtioxidante,
antibacteriana, hemolitica e fosfolipédsica, bem @a@nacédo inibitéria dos

6leos sobre as duas Ultimas atividades mencionadas.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estudo etnobotéanico de plantas medicinais

O termo “etnoboténica” surgiu em 1895, sendo crigelo botanico
norte-americano John William Harshberger, e descestudos sobre plantas
utilizadas pelos povos primitivos e aborigenes.aftipdai, a etnobotanica
compreende a ciéncia que estuda as relacdes ehtmaem e as plantas em
toda sua a complexidade, e 0 uso que uma socig@addas plantas,
incluindo as crencas e praticas culturais (BALIGEDX, 1996; COSTA;
MAYWORM, 2011).

Civilizagbes primitivas perceberam a existéncia g&antas

comestiveis e com elevada toxicidade que, ao satifimadas no combate
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as doengas, revelaram um grande potencial curassim como poderiam
ser empregadas na caga e pesca. O homem sempve égtdo e
dependente do universo vegetal, fazendo o uso detagl tanto para
finalidades medicinais quanto para seu préprio estist Antigos
conhecimentos em relacdo as plantas foram repasssaalmente através de
sucessivas gerac¢des. Muitos povos ou civilizacédsrego dos anos foram
armazenando um amplo conhecimento sobre o uso rikes @antas, das
mais diferentes espécies e, com isso, aprendergarae manipular plantas
que possuem poderes curativos, muitas delas desbemmd um papel
importante no desenvolvimento de novas drogas agolados séculos
(FIGUEIREDO et al., 2007; LORENZI; MATQOS, 2008).

Apesar de as plantas medicinais ja fazerem parteiltizra popular,
nas Ultimas décadas, o interesse pela fitoterapiee tum aumento
consideravel entre usuérios, pesquisadores e esrdie saude. Dados da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) mostram que 8&%populacéo
mundial fazem uso de plantas medicinais para a iaago ou cura de
doencas. Desde entdo, a OMS tem expressado a siga@ea respeito da
necessidade de valorizar a utilizagdo de plantadicmais no ambito
sanitario e na atencéo basica a satde (ROSA; CAMAERIA, 2011).

A utilizagdo de plantas medicinais na cura ou @lde doencas, que
para muitos poderia parecer misticismo, feiticatiafolclore, atualmente é
objeto de pesquisas cientificas com validade covagi® diante da
fitoquimica e da farmacologia (MARTINS et,&005).

2.2 Mentha piperita (horteld)

Mentha piperita(Figura 1) € uma espécie também conhecida como
horteld ou hortela-pimenta, pertencente a famifimmiaceae, estando entre
os ingredientes mais utilizados na culinaria e .cRapularmente é utilizada
no tratamento de distarbios biliares, dispepsiteréa, flatuléncia, gastrite e
cdlicas gastrointestinais, (MCKAY; BLUMBERG, 2006).
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Seu Oleo essencial tem propriedades antiespasmoding-
inflamatdria, antidlcera , antiviral e analgésisando de grande importancia
econdbmica devido ao seu aroma e propriedades eal ACKAY;
BLUMBERG, 2006).

Sartoratto et al. (2004), estudando o Oleo esdedeaMentha
piperita, encontraram como componentes mojoritarios o dingb0%),
carvona (23%), 3-octanol (10%) e terpin-4-ol (8%)bservaram que a
concentracdo minima inibitéria do Oleo essencigbazade inibir o
crescimento da levedu@andida albicansfoi 0,74 mg mL', seguido da
inibicdo moderada deSalmonella Choleraesuis (0,60 mg m), e
Staphylococcus aureyd,00 mg mL*) e da forte inibicdo d&nterococcus
faecuim (0,15 mg le), evidenciando, assim, a potencialidade do 6leo
essencial.

McKay e Blumberg (2006), em uma revisdo sdidentha piperita
L., observaram a presenca de fendlicos, incluimildoarosmarinico e varios
flavonoides em suas folhas, e no 6leo essencidicagam o mentol e
mentona como principais constituintes.

Estudos realizados por Santos et al. (2012) renmlague o Oleo
essencial de plantas do gén&tenthaapresentam um alto valor comercial,
pois um de seus constituintes, o mentol, é largeengilizado em indastrias
cosméticas, farmacéuticas, alimenticias e de hegiessoal.

Ferreira et al. (2014) mostraram que o Oleo esakue Mentha
piperita causa fragmentacdo da mitocondria e condensaca@woodatina,
sem causar danos a membrana plasmatica, induzpomoses em células

de roedores.
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Figura 1 Aspecto geral ddentha piperita

2.3 Cymbopogon citratus (capim-cidreira)

Cymbopogon citratugFigura 2) é uma planta aromatica pertencente
a familia Poaceae. No Brasil, € também conhecidaocoapim-cidreira,
erva-cidreira, capim-santo, capim-de-cheiro, citan capim-catinga,
patchuli, capim-marinho, capim-membeca, palha-aeeta, capim-ciri,
capim-citronela e esquenanto (LORENZI; MATOS, 2008)

O cha é a forma mais comum de consumo pela pomylaeido
utilizado como calmante, sudorifero, carminativiyrético, também em
casos de disenteria, problemas digestivos, cOlieana e intestinal, dores
diversas (dor de cabeca, abdominais e reumatiC&J$ A et al., 2005).

Oliveira et al. (2010), estudando a composi¢do opaire atividade
antimicrobiana do 6leo essencial@ecitratus encontraram como principais
compostos o mirceno a 15,48%; o linalol a 1,51%neoal 30,90% e o
geranial 42,91%.

Segundo Burt (2004), o citral (mistura dos isbmg®snial e neral)

possui a capacidade de aumentar a permeabilidadeedsbrana celular
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devido a hidrofobicidade, permitida a lise da meanhrcelular bacteriana,
provocando a morte celular, o que justifica a d$®lidade de micro-

organismo da espéci aureudrente ao 6leo essencial Ge citratus

Figura 2 Aspecto geral deymbopogon citratus

2.4 Rosmarinus officinalis (alecrim)

Rosmarinus officinalisL. (Figura 3) é uma espécie da familia
Lamiaceae, conhecida popularmente como alecrima Espécie tornou-se
alvo de muitos estudos, por possuir propriedadesmicativas,
espasmoliticas, antioxidantes e, principalmentéimarobianas, as quais
podem ser atribuidas aos variados constituinteseptes em seu 0leo
essencial (FERRARI et al., 2011).

Dentre os constituintes quimicos do alecrim, destase 0s
flavonoides e os acidos fendlicos. Essas substséia importantes devido
a suas propriedades antioxidante, anti-inflamatorantitumoral e
estrogénica, 0 que sugere a atuacdo de alguns stoepfendlicos na

prevencao de doencas coronarias e cancer (CUNIEA €012).
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Aumeeruddy-Elalfi, Gurib-Fakim e Mahomoodally (2016
identificaram como constituintes majoritarios doedlessencial deRr.
officinalis; 0 1,8-cineol (47,5%)-pineno (15,4%), terpinen-4-ol (7,22%) e
linalol (4,54%).

Dados da Brasil (2010) mostram gue os extratosltiag de alecrim
podem ser utilizados no combate a distirbios @téubs, sendo
recomendado também como antisséptico e cicatrizante

Estudos feito por Cleff et al. (2012) comprovam tvidade
fungicida e fungistatica do 6leo essencial de mtedrente a leveduras do
géneroCandida Analisando quimicamente o 6leo essencidRdefficinalis
encontraram como constituintes majoritarios a aani®6%), 1,8-cineol
(16%), verbenona (7,8%) e mirceno (4%).

Figura 3 Aspecto geral d@osmarinus officinalis
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2.5 Peumus boldus (boldo)

Peumus boldugFigura 4), pertencente a familia Monimiaceée,
originaria de regides montanhosas do Chile, codaegbpularmente como
boldo ou boldo-do-chile. Suas folhas sé&o utilizaslals a forma de chas e
infus6es na medicina popular para tratamento délgr@as digestivos e
hepaticos, como analgésico, laxante, tratamentdodade cabeca, dor de
ouvido, congestdo nasal, dor de garganta, sedathipnético (SCHWANZ
et al., 2008; SPEISKY; CASSELS, 1994) .

Ochoa et al. (2008), analisando o efeito causadio peracetamol
em figados de ratas, observou um potencial protedpético do boldo.
Segundo os autores, o boldo tem sido utilizado comamportante auxiliar
na digestdo e no tratamento de doencas hepéatiea®f&ito antioxidante &
possivelmente o mais importante para aliviar tadomas. No extrato
alcodlico dessa planta, foram encontrados flavarsoelalcaloides.

Segundo O’'Brien, Carrasco-Pozo e Speisky (200p)am@taPeumus
boldus contém entre 0,4 e 0,5% de alcaloides pertenceéntelasse dos
benzoquinolinicos, encontrando como principal aidal a boldina,
representando cerca de 12 a 19% do contetdo ®tdtdloides.

Martinez et al. (1992) observaram que alguns dtiedo
benzilisoquinolinicos fendlicos inibiram a perox¢da lipidica induzida por

Fé&*/cisteina de membranas microssomais de figadcstate r
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Figura 4 Aspecto geral d@&umus boldus
2.6 Foeniculum vulgare (erva-doce)

Foeniculum vulgare(Figura 5) é uma planta conhecida como
funcho, e suas sementes como erva-doce. Pertdandlea Apiaceae, cujos
frutos secos sdo destinados principalmente & elghor de chas e
condimentos. Seu 6leo essencial € muito utilizadtahricacdo de sabonetes
e cosméticos (AZEVEDO et al., 2012).

A erva-doce é uma planta conhecida por suas pozafes
terapéuticas, como expectorante, diurética, digeegticondimentar (preparo
de pées, bolos, biscoitos, licores e saladas), @&isas e ornamentais,
cultivada em hortas e jardins, além de ser utitizaa confeccéo de arranjos
florais e o aspecto geral da planta erva-doce adevisto na Figura 5
(WANDERLEY; WANDERLEY; RAMOS, 2008).
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Figura 5 Aspecto geral deeniculum vulgare
2.7 Metabdlitos secundarios de plantas

Metabolismo é um conjunto de reacfes quimicas or@rem
ininterruptamente em cada célula. Essas reacdesdis@oionadas por
enzimas especificas, sendo esses processos camihec@mo rotas
metabdlicas.

Células vegetais sintetizam compostos que sao idosd em
metabdlitos primarios e secundarios, sendo o mhisalm primario
responsavel pela sintese de macromoléculas, comeluose, lignina,
proteinas, lipideos, aclUcares e outras substarficietamentais para a
realizacdo das fungdes vitais das plantas. Poio datto, os compostos
envolvidos na sintese do metabolismo secundario @&alutos nao
necessariamente essenciais para 0 organismo produss garantem
vantagens para a sobrevivéncia de sua espécieletrabéat (OOTANI et
al., 2013; SIMOES et al., 2007).

Os metabdlitos desempenham um importante papelteacdo das
plantas com o meio ambiente, como protecdo, atragdpolinizadores,
adaptacdes ao estresse ambiental ou mesmo pacdefesa contra micro-
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organismos, insetos, herbivoros, etc. (LIMA; MAGAABS; SANTOS,
2011; SIMOES et al., 2007).

Esses metabdlitos produzidos pelas plantas saalidtigi em:
terpenos, compostos fendlicos e compostos nitralgenatodos eles
originados de dois metabdlitos intermediarios, sfu@ derivados da glicose:

0 acido chiquimico e o acetil-CoA, como mostradd-igara 6.

. polissacarideos
Gll(fose{ heterosideos
Acido chiquimico Acetil-CoA
Triptofano Fe_mla!anlna/ Acido galico Antraquinones, //éiclo © Via Condensagao
‘ tirosina ‘ favoroides, | acido " Mevalonato
Alcaloides Taninos ~ '@nnos condensados, | oo ‘ Acido graxd
inddlicos e hidrolisaveis R acetogeninas
quinolinicos | Isopreno
Ornitina/ ‘
\ \ lisina
) 3 Terpenos e
Protoalcaloides Acido cinamico/ ‘ esterdis
alcaloides isoquinilinicos e Acido cuméarico Alcaloides
benzilisoquinolinicos \ pirrolidinicos,
Fenilpronoides _tropanicos,
pirrolizidinicos,
‘ piperidinicos e

Lignanas e ligninas
cuMeinas

quinolizidinicos

Figura 6 Rotas da biossintese de metabolitos sadosdDXPS: 1-deoxi-D-
xilulose-5-fosfato.
Fonte: Simdes et al. (2007).

O &cido chiquimico origina os aminoacidos aromaticoomo
fenilalanina e tirosina, que, por sua vez, ante@edimtese da maioria dos
metabolitos secundarios aromaticos, como taninodrolisaveis e
condensados, cumarinas, alcaloides e fenilpropagpitbmpostos que tém
em comum a presenca de um anel aromatico em syaosm@@o. O acetil-
CoA é precursor da sintese dominoacidos alifaticos, terpenoides, esteroéis

e 4cidos graxos, fornecendo grupos acetila. Osaiuidos alifaticos séo
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provenientes do ciclo do acido citrico, ao pass® agiterpenoides resultam
da via do mevalonato e os &cidos graxos da concimsto acetil-CoA. A
combinacdo do acido chiquimico e acetil-CoA reselta antraquinonas,

flavonoides e taninos condensados (SIMOES et@072

2.8 Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo misturas complexas de corspustéteis,
liquidos e menos densos que a agua a temperatbiarde; sao incolores ou
ligeiramente amarelados e geralmente apresentaantegsticas odoriferas,
podendo ser extraidos a partir de uma grande ‘aatiede plantas, sendo
normalmente encontrados, em pequenas quantidades, gl@ndulas
especificas denominadas tricomas. Podem ser obtmws diferentes
técnicas, como destilagdo por arraste a vapor d,guesséo dos pericarpos
de frutos citricos e hidrodestilacdo. Eles sdo wmasimportancia para
industrias de perfumaria, de cosméticos, agroalitias e farmacéuticas
devido as suas propridades terapéuticas, de pootegéira os processos de
oxidacdo e deterioragdo por micro-organismos, &, igED, estdo sendo
amplamente estudados (BAKKALI et al., 2008).

Alguns 6leos essenciais podem apresentar coloesgdada, como é
0 caso de 6leos extraidos de camomila, mil-folhasigdo, pois apresentam
alto teor de azulenos, constituinte que caracteriza cor (SIMOES et al.,
2007)

Dependendo da familia, os éleos essenciais podemnsentrados
em diferentes 6rgdos da planta, como nas raizasnais, folhas, flores,
sementes, entre outros; sdo encontrados tambémiferantes estruturas
secretoras, como em canais oleiferos, pelos glaredylbolsas lisigenas e
células parenquimaticas diferenciadas (SIMOES. g2@07).

Segundo Bakkali et al. (2008), os Oleos essenskxisconhecidos
por suas diversas propriedades, como antimicrobjarenalgésicas,

sedativas, anti inflamatorias, anestésica localas $ragrancias. Por essas

28



ricas propriedades, eles atrairam a atencdo dasviadustrias, promovendo
a sua utilizagdo na perfumaria, na preservacadirderdos e na elaboracao
de remédios.

Os Oleos essenciais possuem varios constituintes se@
composicao, entre eles os hidrocarbonetos terpg&niloeidos, cetonas,
fendis, ésteres, 6xidos, acidos organicos, lactonamarinas e compostos
com enxofre. A composicdo do 6leo essencial vaisideravelmente em
funcao do clima, idade da planta, solo, altituéepgsalidade, periodo (hoite
ou dia), etc. Apresentam diferentes concentrac@ssseus constituintes;
alguns sdo encontrados em maiores proporcado, asadag componentes
majoritarios, e outros, em menores, conhecidos caomponentes
minoritarios. Apesar da complexidade de sua composi os Oleos
essenciais sdo formados por fenilpropanoides &imernoides (DEWICK,
2009; GOBBO NETO; LOPES, 2007).

Os fenilpropanoides sdo caracterizados por ap@sentem sua
estrutura um anel benzénico com uma cadeia lateraEs carbonos (Figura
7).

HO

Figura 7 Estrutura basica do fenilpropanoide

Fenilpropanoides sdo compostos aromatizantes gssU@mMm COMO
precursor o &cido chiquimico, que é formado peladensacdo de dois
metabolitos da glicose: o fosfoenolpiruvato e &r@se-4-fostato. A juncao
de uma molécula do acido chiquimico e de uma fosfipguvato d4 origem
ao acido corismico, responsavel por gerar aminoécidromaticos, a
fenilalanina e a tirosina, que com a agao da enmiglanina amonialiase

(FAL), resulta na formagéo dos acidos cinamigeoaimarico. Assim, pelas
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reacOes de reducéo, oxidagdo e ciclizagdo dessies ass fenilpropanoides
séo formados (Figura 8) (SIMOES et al., 2007).

HO, O
&N C/) 74
HO, o] HO o)
Y | Y
h ‘c/ Ci) : H—C—OH N ‘c/ c‘) -
G—O—P=0 + H—0O—OH —» * G—o—p=0
CH, (o} H,C—O HO OH CH, (e
fosfoenolpiruvato ‘0 }L; - OH fosfoenolpiruvato

Acido chiquimico

HO O
0 7
o o)
-
NH, VAN
- o” “cooH
OH

Il
(0]
eritrose-4-fosfato

R
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R=OH (T|r05|na)FAL Acido corismico
(fenilalanina
\a;nonialiase)
(0]
OH
R=H (Acido cinamico)
R R=OH (Acidop-cumarico)
Redugéao Oxidacéo Redugéo Ciclizagao
= XN
N
R R R R 9]
R=H, OH R=H, OH R=H, OH R=H, OH

Figura 8 Biossintese dos fenilpropanoides
Fonte: Simdes et al. (2007).

De acordo com Simdes et al. (2007), a biossintesetekpenos
ocorre por duas vias: via do mevalonato, no cit¢Bigura 10) e via DXPS
(1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato) nos platidios (Figurll). As duas vias
originam diferentes terpenoides, que s&o constituide duas ou mais

unidades de isopreno (2-metil-1,3-butadieno) (g
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A

Figura 9 Estrutura quimica do isopreno

A classificacdo dos terpenos ocorre de acordo condiroero de
unidades isoprénicas. Moléculas com 10 atomos dmiga (duas unidades
isoprénicas) sdo denominadas monoterpenos, os EEsentam 90% da
composicao dos 6leos essenciais, com 15 atomoarbdeno, (trés unidades
isoprénicas) sdo os sesquiterpenos e com 20 atencarbono (4 unidades
isoprénicas) sdo os diterpenos e assim sucessit@arBAKKALI et al.,
2008; SIMOES et al., 2007).

Terpenoides sdo terpenos que apresentam outro re@ene®mo o
oxigénio. Comp8em um grande grupo de metabolitbgraig, em que sdo
conhecidos mais de 36.000 diferentes terpenoidgs, ggande diversidade
deve-se a variabilidade das suas estruturas e dagogy funcionais
(LUCKER, 2002).
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Figura 10Biossintese de terpenos — Via Mevalonato
Fonte: Adaptado de Dewick (2009).

Pela via do mevalonato, trés moléculas de acefl-€&w ligadas por
uma série de reacbes, formando o acido mevaldnioo,intermediario
importante, que posteriormente sera pirofosforiladiescaboxilado e
desidratado para produzir o isopentenil difosfdRP), que é a unidade
basica para a formacdo dos terpenos e, uma veendofrreacbes de
isomerizacdo, se transforma em dimetilalil difosfd®MAPP) (SIMOES et
al., 2007).

Ocorre a formacgdo do IPP também via DXPS, em querem
varias reagOes oriundas da rota do metileritrissfdto (MEP), que ocorre
nos plastideos. O composto 1-deoxi-D-xilulose-5&ims(DXPS) é formado
a partir do gliceraldeido-3-fosfato e derivadospitavato, que, apos varias

reagOes, resulta na formagcdo do 2-C-metil-D-asltdtfosfato. Entdo,
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sucessivas reagdes acontecem para a formacaopentenil difosfato (IPP)
e dimetilalil difosfato (DMAPP) (DEWICK, 2009).
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Figura 11Biossintese de terpenos — Via DXPS (1-deoxi-D-g#al5-
fosfato)
Fonte: Adaptado de Dewick (2009).



2.9 Atividade antioxidante dos 6leos essenciais

Antioxidantes sé@o definidos como sendo substangiss quando
presentes mesmo em pequenas concentracdes, impmdemtardam a
velocidade da oxidacdo, por meio de um ou mais nmigw®s, inibem e/ou
diminuem os efeitos desencadeados pelos radicaisslie compostos
oxidantes em substratos oxidaveis. Essas substgrmiem ser enzimaticas,
como a catalase e as glutationas peroxidases, regadas de reduzir
peréxidos geradores de radicais *OH e *OR. Destasartambém as
superoxido dismutases, consideradas como a linhdreshiee de defesa
antioxidante. Entre as ndo enzimaticas, citam-agaroferol (vitamina E),
[S-caroteno, ascorbato (vitamina C), os composto®lifms e os 6leos
essenciais (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Muitos componentes produzidos por plantas tém sidjeto de
pesquisas em relagdo ao potencial antioxidantepuginando resultados
promissores. Dentre eles, destacam-se os 6leosce&sse que podem ser
substitutos ou associados a produtos sintéticosemtando, assim, a
aceitacdo dos produtos pelos consumidores, podenumem ser utilizados
como matéria-prima em industrias alimenticias, &@uticas, cosméticas,
etc. (ANDRADE et al., 2013; MIRANDA et al., 2014a).

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados pargrotar a oxidagéo
lipidica sdo os compostos fendlicos butil-hidradlisol (BHA), 2,6-di-tert-
butil-4-hidroxitolueno (BHT), tert-butil-hidroquin@ (TBHQ) e galato de
propila (PG). O uso de antioxidantes sintéticonditéido em varios paises,
pois apresenta um alto efeito carcinogénico, fammahstrado em
experimentos com animais (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

A oxidacdo de compostos nada mais € que a perdandeu mais
elétrons para outra substancia e o procedimentersov pode ser
considerado como reducdo. Essa transferéncia dereiéé fundamental
para a sobrevivéncia das células. Mas esse procgsstco resulta na

indesejavel formacao de radicais livres e outrpéass reativas de oxigénio
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gue podem causar oxidagdo. Radicais livres s&o o&toou moléculas
produzidos de modo continuo durante os processtabgieos, operando
como mediadores, transferindo életrons em variagbes bioquimicas,
exercendo funcdes indispensaveis ao metabolismy' S, DAVID, 2010).

Os radicais livres sdo fundamentais na producacerdergia, na
regulacdo do crescimento celular, na sintese d&t&ubas bioldgicas, etc.
Mas, em excesso, podem causar varias alteracoestndaura e funcoes
celulares, e sdo precursores de diversas doengasio ccancer,
envelhecimento precoce, catarata, doencas cardideass, degenerativas e
neuroldgicas. Para o combate a esses radicaisrga®ismos vivos sao
capazes de produzir substdncias com capacidadeegneracdo e/ou
prevencdo aos danos oxidativos, sendo essas stibst@onhecidas como
antioxidantes, possuindo habilidade em sequestdicais livres e podem
ser obtidas de fontes externas, como alimentobiedse (ALVES; DAVID,
2010).

Radicais livres também causam efeitos destrutivosakémentos e
plantas. Nesse caso, a peroxidacdo lipidica € macipal causa da
deterioragdo dos &cidos graxos, sendo responsélel modificagdo nas
propriedades organolépticas dos alimentos.

Estudos realizados por Teixeira et al. (2014) cemleos essenciais
de Lippia origanoidesKunth. e Mentha spicatalL. revelaram que o 06leo
essencial de Lippia origanoides Kunth. apresentou alta atividade
antioxidante na concentracdo de 500 pg'rfiente aos métodos testados;
sequestro de radicais DPPH e oxidacdo do sist@maroteno/acido
linoleico, cerca de 50,9% e 52,3%, respectivamesmbepasso que o Oleo
essencial d&entha spicatd.. se mostrou muito ineficaz frente aos métodos
testados, apresentando uma atividade de 13,8%spargestro de radicais
DPPH e 25,4% para o sistepyaaroteno/acido linoleico.

Miranda et al. (2014a), correlacionando a composipdimica e a
efichcia antioxidante de O6leos essenciais de margandimentares,

observaram que a capacidade dos 6leos essenci@itsydris vulgarid.. e
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Ocimum basilicumL. em reduzir os radicais DPPH foi maior quando
comparada aos antioxidantes sintéticos, sendoal, ttdmposto com maior
atividade antioxidante em relacdo ao 6leo essedeidl. vulgarisL., € o
linalol, composto com menor atividade, quando caorgh@ao 6leo essencial
de O. basilicum L. Entretanto, os mesmos 0leos apresentaram baixa
eficiéncia no combate a oxidacdo do sist@rtaroteno/acido linoleico. Para
0 6leo essencial deymbopogon citratue o composto citral, essa atividade
ndo foi observada em nenhum dos meétodos utilizadso 6leo deO.
gratissimumL. e o padrdo eugenol tiveram relevante atividaat@xidante
sequestradora de radicais DPPH , e 0 mesmo oauarexidacao do sistema
[S-caroteno/acido linoleico, em que apresentaramnp@is proOXimos aos
dos antioxidantes comerciais.

A explicacdo das diferencas obtidas nas atividad@exidantes esta
diretamente relacionada com os constituintes dessokssenciais e suas
classes. Conforme citado por Ruberto e BarattaOj2@3 responsaveis pela
atividade antioxidante frente a métodos de sequetrradicais, como no
caso dos trabalhos descritos por diversos aut@&s, os constituintes
oriundos da classe dos fenilpropanoides, que aperaegrupos hidroxilicos
onde ha &atomos de hidrogénio disponiveis provesdentas moléculas
fendlicas que representam barreiras contra o poads oxidacdo. Mas em
outros métodos, como no sisterfiaaroteno/acido linoleico, a classe de
fenilpropanoides ndo se mostra tao eficiente, pode ser influenciada pela
polaridade do substrato, em que substancias paaesenos efetivas na
protecdo do &cido linoleico, pois permanecem miidgdds na fase aquosa
da emulsao (KULISIC et al., 2004).

2.10 Atividade antibacterianain vitro dos oleos essenciais

Propriedades antimicrobianas de Oleos essenciaisst tornado
cada vez mais uma valiosa ferramenta de pesqus®m Da preservacdo de

alimentos, bem como na producgéo de farmacos dlersaPor outro lado,
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0S micro-organismos que causam prejuizos a saudeartau estdo se
mostrando mais resistentes a maioria dos antimamob conhecidos como
S-lactdmicos, que sdo os mais utilizados, e aos tagemicrobianos
utilizados na preservacao de alimentos, o que fiveeainda mais a procura
por antibiéticos de ocorréncia natural (CANSIANakt 2010).

Ha uma elevada tendéncia do consumidor em sulbstitadutos
sintéticos por produtos naturais; em razao dissersbs estudos tém sido
realizados mostrando a eficacia dos o6leos esssnerai inibir bactérias
Gram-negativas, Gram-positivas, leveduras e furi@sientosos, mesmo
de linhagens resistentes aos antibioticos conveadCAVALEIRO et al.,
2006). A atividade antimicrobiana esta, em gerssoaiada a presenca de
compostos oxigenados de pequeno peso moleculars@jpiecapazes de
formar ligacdes de hidrogénio e que tem razoavklbgmlade em agua,
tendo o timol, carvacrol, eugenol, linalol, gerdnadeido cinamico, neral
ou geranial como exemplos. O modo de acdo que gaodoinibicdo de
micro-organismos envolve diferentes mecanismos; rre devido aos
diferentes constituintes presentes nos Oleos dagen&Essa acdo esté
relacionada com a hidrofobicidade, fazendo com apm@ra a quebra dos
lipideos da membrana celular, alterando a estrutain@embrana, tornando-
a mais permeavel, resultando em inativagdo de eszimracelulares e
diminuicdo de ATP, bem como vazamentos de conteGelotares (BURT,
2004; CARSON; MEE; RILEY, 2002).

Outro fato a considerar € a acdo sinergistica dosstituintes
presentes nos Oleos essenciais, pois € possivelaguatividades dos
constituintes majoritarios estejam fortemente lagadaos constituintes
minoritarios. A constituicdo diferenciada dos Odleessenciais também
tendem a influenciar a atividade antimicrobianapise da em funcéo de
fatores como: propriedades geneticamente deterasnddade da planta,
sazonalidade, disponibilidade hidrica, temperatiorambiente onde a planta
se desenvolveu, nutrientes disponiveis no solduddi e radiacdo UV
(GOBBO-NETO; LOPEZ, 2007; LIOLIOS et al., 2009).
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2.11 Patogenos de origem alimentar - Doengas Transmitidapor

Alimentos

As bactérias patogénicas tém causado grandes prablesultantes
da proliferacdo de micro-organismos resistentgzea@almente no que diz
respeito a contaminacdo de alimentos. A Organizi¢dondial de Saude
(OMS) tem alertado para a necessidade de diminuipbrdaminacdo de
alimentos por agentes biolégicos, uma vez que sflesresponsaveis pelo
maior nimero de surtos e mortes de intoxicacacealian (JAY, 2005).

Surtos de intoxicacdo alimentar estdo aumentandi® waz mais, e,
por isso, se fazem necessarios estudos sobre rstibstppara o controle de
linhagens bacterianas resistentes a antibioticomaoCexemplo de bactérias
multirresistentes a droga, tém-Becherichia coli Staphylococcus aureus
Staphylococcus coagulase-negativBnterococcussp., e Pseudomonas
aeruginosafSOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012).

Os oOleos essenciais, por apresentarem propriedéalégicas, vém
se destacando como compostos promissores no @dgdiactérias. Millezi
et al. (2012) pesquisaram a atividade e composgémica dos Oleos
essenciais derhymus vulgaris(tomilho), Cymbopogon citratugcapim-
limdo) e Laurus nobilis(louro) sobre as bactérig&aphylococcus aureus
Escherichia coli Listeria monocytogene$almonella enteric&nteritidis e
Pseudomonas aeruginas® o0leo essencial d€. citratus demonstrou
atividade antibacteriana em todas as concentrdeétglas e sobre todas as
bactérias, sendo seu constituinte majoritario @lcitma mistura isomeérica
de geranial e neral. O constituinte majoritarioTdeulgarisfoi 1,8- cineol e
do oOleo essencial dd.. nobilis que apresentou menor atividade
antibacteriana, foi o linalol, seguido pelo 1,8exih As bactérias Gram-
negativas demostraram maior resisténcia frentesaodas 6leos essenciais
testados neste estudo. A bactétiacoli foi a menos sensivel, sendo inibida

apenas pelos 6leos @e citratuse L. nobilis.
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Andrade et al. (2015), avaliando a atividade antéré&ana dos 6leos
essenciais d€innamodendron dinisié Siparuna guianensjssendo o 06leo
de C. dinisii constituido de 35,41% de-pineno, 17,81% des-pineno,
12,01% de sabineno e 7,59% de biciclogermacrenodleo essencial ds.
guianensiscomposto de 13,14% de&mirceno, 8,68% de germacreno-D e
16,71% de biciclogermacreno, observaram uma atieidgaomissora deles
frente as bactérias testadas, sendo Slagureus L. monocytogenesP.
aeruginosaE.coli e S. Choleraesuis, com CMI determinada a 125 ug'mL
para o 6leo d&. guianensisfrente aS. aureuse 250 pg mL para o 6leo
essencial d€. dinisii sobreS.aureus.

Segundo Gomes et al. (2014) os Oleos essenciaiCittas
(aurantifolia e limon) apresentaram uma CMI de 3,91 pg nbobresS.
aureus ao passo que o 6leo @érus sinensisido inibiu nenhum dos micro-
organismos testados, sendo o limoneno o consgtuaiajoritario para as trés

espécies em estudo.

2.11.1 Staphylococcus aureus

Entre os diversos tipos de micro-organismos, dastac o
Staphylococcus aureugiue quando contamina o alimento, pode provocar
intoxicagcdes ao consumidor se alguns fatores eodeoontribuirem para
formacdo de toxinas. Alimentos com excesso de magpes durante o
preparo e/ou 0S que permanecem a temperatura dmbilpois da
preparacdo sdo os de maior risco (FRANCO; LANDGR2(S8; SILVA et
al., 2010).

Staphylococcuspertence a familia Micrococcaceae, apresenta-se
como cocos Gram-positivos, sem formacdo de espoargerobio
facultativo, mas com maior crescimento sob condig®rdbias, e produtor
da enzima catalase. Esse género compreende mganiemos mesofilos
com temperatura de crescimento entre 7 e 47°Cpaogdem produzir toxinas

termorresistentes entre 10 e 46°C, com temperatura entre 35 a 40°C.

40



O pH ideal para seu crescimento varia entre 7 grigs € possivel seu
desenvolvimento em alimentos com pH variando ehee 9,3 (FRANCO;
LANDGRAF, 2008; SILVA et al., 2010).

De acordo com Santos et al. (2007), esses micRIAEmONOS causam
tanto infeccbes simples (espinhas e furdnculosaniuinfeccdes graves
(pneumonia, meningite, sindrome do choque toxit), © habitat principal
da bactériaStaphylococcus aureud em humanos e animais de sangue
gquente, ocorrendo na vias nasais, garganta, peddalos de 50% ou mais
individuos humanos saudaveis (SILVA et al., 2010).

Devido a capacidade de produzir contaminacdes eenstis tecidos
do corpo humano, esse micro-organismo estd associagltas taxas de
mortalidade e morbidade. De acordo com dados dasitdiip da Saude,
trata-se de uma bactéria que se tornou resisterdeéas antibioticos, como
penicilina e meticilina. Considerando o cenariodepiiolégico mundial,
esse micro-organismo € considerado a terceira cenzssa relevante de
Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs) (MENEG@ITPICOLI,
2007; SAGINUR; SUH, 2008).

2.11.2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogengertence a familia Listeriaceae, apresenta-se
na forma de bastonetes curtos Gram-positivos, semiupdo de esporos,
méveis (com flagelos peritriquios), catalase pesijtioxidase negativa,
fermenta a glicose (e outros carboidratos) comuysr@d de 4cido, mas sem
producéo de gas. E amplamente distribuida na atupedendo ser isolada
do solo e fezes de humanos e animais. Desenvoleeemse 1 e 45°C,
apesar de existirem relatos sobre o crescimentéCa 8presenta uma
temperatura 6tima entre 30 e 37°C. Sao classificadmo psicrotolerantes,
em funcdo da capacidade de se multiplicar em teatyras de refrigeracao.
Suportam repetidos congelamentos e descongelame(R$SER,;
DONNELLY, 2001; SILVA et al., 2010).
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As espécies dé.isteria sdo largamente encontradas na natureza,
podendo contaminar alimentos como leite cru ouep@igado, queijos,
sorvetes, vegetais crus, carnes, aves, peixest@s fdo mar; no entanto,
somente d.. monocytogenegé patogénica ao homem, tornando-se um dos
principais patdgenos no que diz respeito as doetrgamsmitidas pelos
alimentos (TAEGE, 1999).

A contamina¢do causada por monocytogenes éonhecida como
listeriose, que incluem septicemias, encefalitegningite e infeccdo
cervical ou intrauterina em gestantes, que podeavopar aborto ou
nascimento prematuro. Sdo também responsaveis potomsas
gastrointestinais, como nausea, vémitos e diarggia, podem preceder ou
acompanhar as manifestagcbes mais graves da dderigga de letalidade
em recém-nascidos € de 30%; em adultos € de 358do(se 11% para
menores de 40 anos e 63% para maiores de 60 &Qaoapdo ocorre
septicemia, a taxa de letalidade é de 50% e, coningiee, pode chegar a
70%. Nos seres humanos, € vista como uma doengsivavde grupos de
risco bem definidos, afetando, principalmente \ifdlios imunodeprimidos,
gestantes, recém-nascidos e idosos (SILVA et@LOR

Os mecanismos que causam a listeriose ainda n@o é&sm
definidos. Entretanto, sabe-se que a bactéria pralgumas toxinas,
destacando-se as toxinas hemoliticas (hemolisima® toxinas lipoliticas,
que sdo responsaveis pelo aumento na producdo décitts e pela
depressdao na atividade de linfécitos (MANTILLA &t 2007).

2.11.3 Salmone€lla Choleraesuis

O géneroSalmonellapertence a familia Enterobacteriaceae e se
apresenta na forma de bastonetes Gram-negativos esgorogénicos,
anaerobios facultativos, oxidase negativos, aptasda crescimento 6timo
a 37°C, sendo o pH 7 ideal, mas pode se desenwstveH variando entre 4
e 9 (SILVA; JUNQUEIRA, 2007).
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De acordo com a ANVISA, é o principal micro-organds
envolvendo surtos de Doencas Transmitidas por Aliogeno Brasil.

A incidéncia de salmonelose humana vem aumentando
consideravelmente no mundo inteiro, mesmo com mmadetecnologias e
medidas de higiene. Esse problema pode ser catrpkelo tratamento dos
efluentes e dos dejetos de origem animal, bem daigiene no abate de
animais, pasteurizacdo do leite, manipulacdo adkequa higiénica,
conservacdo e coccdo em temperaturas corretasmeato dos animais
enfermos, prescricdo cuidadosa de antibidticos casos humanos (e
animais), visando a reduzir o numero de cepasteests (GERMANO;
GERMANO, 2003).

A salmonelose humana é causada pela ingestdo menabs
contaminados. Geralmente os sintomas causadosbé®m ftlor abdominal,
nauseas, vomitos, por um periodo de incubacdo €6 loras, podem
causar também infec¢Bes, levando alguns pacientesta.A Salmonellaé
encontrada no trato intestinal de varios animaimékticos e selvagens,
podendo a contaminacao ser direta ou indireta (SHHARA et al., 2008).

Silva et al. (2015) mostraram que 0s 6leos essendeMentha
viridis L. e Mentha pulegimL. tiveram efeitos satisfatorios contra
SalmonellaCholeraesuis, apresentando uma CMI de 31,3 pE. raLoleo
essencial d&. viridis € composto principalmente de linalo (40,7%), caavo
(13,52%) ea-pineno (8,56%); jA o Oleo essencial e pulegimapresenta
em sua composicdo a pulegona (50,01%), mentol G3%® e mentona
(16,56%).

2.11.4 Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria pertencente a familia
Enterobacteriaceae, Gram-negativa, de forma bacdilaracteriza-se por
apresentar metabolismo aerébio ou anaerébio faooltado € produtora de

esporos, sendo capaz de fermentar a glicose, fazeaoth que ocorra
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producdo de acido e gas em 24 a 48 horas entre484G: E considerada
patogénica oportunista importante, sendo encontreddlora intestinal,
capaz de causar cistite, pneumonia, meningite @svanfeccdes intra-
abdominais em seres humanos e animais (NORDMANNASIAPOIREL,
2011).

A presenca deée. coli em alimentos e &gua indica contaminacao
direta ou indireta de origem fecal, podendo seicadbr da possivel
presenca de outros micro-organismos patogénicom (3so, contagens
elevadas ddc. coli estdo relacionadas com a falta de higiene e falbas
processamento de alimentos. Tem-se como exempditey tarne e seus
derivados, que podem sofrer contaminacao direfaditeta por esse micro-
organismo (JAY, 2005; KARPER; NATARRO; MOBLEY, 2004

Segundo Germano e Germano (2003), a infeccaddEp@oli tem
periodo médio de incubacdo de 36 horas e é caradiar por diarreia
aguosa com muco, nauseas, dores abdominais, voeiifelsre. Na forma
enteroinvasora, o periodo de incubacdo é de apkhas 21 horas e os
sintomas sao diarreia, disenteria, célicas, felmiadgia.

Millezi et al. (2013), avaliando a CMI dos Oleossawiais de
Satureja montan&., Cymbopogon narduks. e Citrus limoniaOsbeck sobre
Staphylococcus aurewsEscherichia coli observaram que o 6leo essencial
de C. limoniafoi mais ativo parés. aureusja a bactérice. coli foi mais
sensivel ao 6leo d8. montanaOs 6leos apresentaram como componentes
majoritarios o timol (15,47%)p-cimeno (11,5%) e carvacrol (9,81%); para o
Oleo essencial d&. nardus foram encontrados o citronelal (30,48%),
citronelol (14,32%) e geraniol (17,12%); ja o 6mC. limoniaapresentou

como compostos majoritarios o limoneno (33,67%pecimeno (14,16%).

2.11.5 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginos& uma bactéria pertencente a familia

Pseudomonadaceae; trata-se de bastonetes retageoamente curvos,
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Gram-negativos, aerébia obrigatéria, ndo forma respe algumas espécies
de Pseudomonasipresentam uma temperatura 6tima de 28°C e odéras
45°C, e varias crescem a 4°C (psicrotrdficas), satalase positivas e
oxidase positivas ou negativas, crescem entre &/42°C, nao toleram
valores de pH menor ou igual a 4,5. Desenvolvemrseambientes simples
e causam infeccbes cronicas por biofimes em iddié
imunocomprometidos (MASSAGUER, 2005; SILVA et 2010).

Em virtude da riqueza de suas vias metabdliBagudomona®
resistente a varios antibiéticos e antissépticogu@ explica sua frequente
presenca em ambiente hospitalar, podendo ser eadast colonizando
equipamentos de terapia respiratdria, desinfetaqies, agua destilada,
cateteres venosos centrais e cateter urinario (DWMBNDERINK, 1995).

A ocorréncia dePseudomonasem alimentos é bem comum,
associadas com a deterioracdo de carne e derivades derivados, peixes
e frutos-do-mar, ovos e vegetais (SILVA et al.,@01

Essa espéci€seudomonas aeruginggam sido a responsavel pela
maioria dos casos de infeccdo no homem, como pr@asjomeningites,
endocardites, infec¢des urinarias e respiratéeiasyersas outras formas de
infeccdo, especialmente em individuos imunossudads)iidosos e criancas
(MALLET et al., 2007).

2.12 Atividades hemolitica e fosfolipasicai vitro)

A hemolise é um processo de destruicdo das hem@liasulos
vermelhos) em que ocorre o rompimento da membralaamgtica,
resultando na liberacdo da hemoglobina, acarretsédos danos aos 6rgaos
vitais como figado, rins e coracdo. A hemdlise é@sada ndo s6 por
compostos quimicos, como a penicilina, metildoplgures tipos de
antibidticos e anti-inflamatérios, mas também pmnpostos naturais, como
peconhas animais e substancias vegetais. Varioge$atontribuem para a

ocorréncia de hemdlise, como pH, temperatura, ctrasgdio de eritrécitos e
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natureza dos ions presentes (CARVALHO et al., 200MINGUES et al.,
2007).

Estudos mostram que substancias hidrofilicas diliigs podem,
muitas vezes, induzir hemdlise, pois sdo substdnaiapazes de
desestabilizar as bicamadas lipidicas presentesnembranas celulares,
causando a liberacéo dos glébulos vermelhos, aameént assim, o nivel de
hemoglobina no plasma; isso pode resultar em disezemplicacdes, como
trombose, anemia hemolitica, faléncia multipla dogdos e até a morte
(KINI, 2003).

A busca por substéncias naturais com propriedade®dlicdo da
fluidez da membrana de eritrécitos, reduzindo pses hemoliticos que
culminam em diminuicdo da vicosidade sanguinea, temmentado
constantemante. Estudos revelam efeitos hemolitcdesfolipasicos de
substancias naturais, que podem ser acompanhadgsitis genotoxicos e
citotdxicos, tornando cada vez mais necessaria icagdo dessas
atividades em 6leos e extratos de plantas (AJDZAND! al., 2012).

Os fosfolipidios que constituem a bicamada de mands podem
ser degradados por indmeras susbtancias, inclusaddgtancias naturais.
Essas substancias podem também atuar inibindo @ agas fosfolipases
provenientes de varias fontes, de origem animah bemo presentes em
humanos. Para a determinacdo da atividade foséidgpaa gema de ovo,
rica em lecitinas, é utilizada como fonte de fdpidios devido ao baixo
custo (CARVALHO et al., 2013).

Habermann e Hardt (1972) desenvolveram uma téiinples e
altamente sensivel para quantificar a atividadiosfelipases A, baseada na
medicdo dos halos hemoliticos induzidas por pegdbhaserpentes em géis

de agarose contendo gema de ovo.
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2.13 Composicao das peconhas botropicas

Relatos indicam que existem no mundo cerca de 28f08cies de
serpentes catalogadas, das quais 410 espéciesenm@nogas, sendo 69
localizadas no Brasil, e dessas 69 espécies veaen@2 espécies
especificamente sédo serpentes do gémmthropse sdo encontradas no
cerrado da regido central e em florestas tropidaisSudeste (PINHO;
PEREIRA, 2001).

Envenenamentos ofidicos tém sido de grande preg@&appara a
saude publica, principalmente em paises tropicaisoropicais, tanto pela
incidéncia, quanto pela atuacdo das peconhas nganismos Vivos
(PINHO; PEREIRA, 2001).

Peconhas sdo misturas de substancias téxicas aquegeeal,
apresentam composi¢cdes bem variadas e complexadp ssomum a
presenca de proteinas que possuem diversas a#sitiémogicas, como, por
exemplo, atividades enzimaticas e efeitos toxicosfaemacologicos
importantes. Como exemplo de proteinas com atieisl@zimaticas, tém-se
as fosfolipases A (miotdxicas, cardiotoxicas, citotdxicas), prog=sas
(metaloproteases e serinoprotease), entre outrdd@Jet al., 2009).

Cerca de 90 a 95% do peso seco das pegonhas s@ostosnpor
proteinas com ou sem acdo enzimatica. As fracOes pnéteicas sdo
compostas por cations metalicos, carboidratos, epng@eos, aminas
biogénicas e niveis menores de aminoacidos livrégidios (ANGULO;
LOMONTE, 2009; LEMOS et al., 2009).

Fosfolipases A (PLA,) e proteases (metaloprotease e
serinoprotease) sdo toxinas com atividades enzim&m sua maioria,
presentes em peconhas do gén&athrops S&o responsaveis pelos
processos inflamatdrios e podem agir diretamerieeseritrocitos, midcitos,
fatores da cascata de coagulacdo sanguinea, aléglulas epiteliais e do
endotélio vascular, causando grave desorganizasoica, resultando

em coagulagdo ou hemdlise intravascular, predig@osipara contrair
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doencas e/ou destruicdo de tecido muscular. Asndexipodem agir
induzindo agravos em quaisquer estruturas renasést da diminuicdo do
fluxo sanguineo, coagulacéo intravascular dissafiatoxicidade vascular
(SITPRIJA, 2008).

2.13.1 Fosfolipases (PLA)

Em geral, as fosfolipases sdo enzimas lipofilicasnuwmente
encontradas, e de extrema importancia na remocé&msfidipidios, gerando
lisofosfolipidios.

Mais especificamente, as fosfolipasesphesentes em peconhas de
serpente apresentam diversos efeitos farmacol6deesndentes ou ndo de
sua atividade enzimatica, como neurotoxicidade, tawrioidade,
cardiotoxicidade, hemorragia interna, efeitos salierjuetas, inducdo de
edema, atividade anticoagulante e inflamatoria. fasfolipases A
hidrolisam a ligagédo 2-acil éster de fosfolipididserando como produtos os
lisofosfolipidios e acidos graxos livres. O &ciday@ liberado € o &cido
araquidonico (precursor de prostaglandinas, trombox e leucotrienos),
iniciando uma série de eventos relacionados anwftéio e coagulagédo
sanguinea (CUNHA; MARTINS, 2012).

A procura por novos inibidores de PLAtem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos, devido a syzoritdncia para o
desenvolvimento de novos anti-inflamatorios ou comoxiliares no
tratamento de vitimas do ofidismo.

Estudos realizados com serpentes por Alvarengal.ef{2a11)
mostraram que lactonas sesquiterpénicas sintetizattaram varios efeitos
biolégicos provocados pelas fosfolipases @&mthrops jararacussu

apresentando uma inibicdo de 85% da miotoxicidatiée do edema.
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2.13.2 Proteases

As proteases estdo presentes em peconhas de esrgefttuam
hidrolisando hemoglobina, colageno, fibronectinapriria, elastina,
fibrinogénio, insulina, glucagon, etc. Pela quethealigacbes peptidicas, &
um processo comum na ativacdo ou inativacdo demaszienvolvendo
principalmente a digestdo e coagulacdo sanguindZZMet al., 2004).

Metaloproteases e serinoproteases sao exemplos rateages

existentes em peconhas de serpentes do gBoétoops

2.13.2.1 Metaloproteases

As metaloproteases sdo hidrolases dependentegadd@di com um
metal, geralmente o zinco. S&o responséaveis pdo®feomo hemorragia,
mionecrose no local da picada e reagdes inflanastocausadas pelas
peconhas de serpentes do gérmatiropse Crotalus(CUNHA; MARTINS,
2012).

Essas enzimas podem ser classificadas de acordoacomassa
molecular, o dominio estrutural e a intensidade drefgica resultante de
sua acao, sendo divididas em quatro grupos: R;IPRI e P-1V. O grupo P-
| apresenta apenas o dominio metaloprotease; @ @up apresenta, além
do dominio metaloprotease, o dominio desintegringrupo P-Ill soma,
além dos dois dominios anteriores, um terceiro dmmico em cisteina. O
grupo P-IV, além dos dominios metaloprotease, diggintegrina e rico em
cisteina, também apresenta um dominio adicionaipdolectina, unido por
ligactes dissulfeto (CUNHA; MARTINS, 2012).

As metaloproteases do tipo P-I induzem pouca ouhurea
atividade hemorragica, mas apresentam atividadimdiitica, inflamatoria,
mionecraotica, proteolitica e apoptética. As do tipdl, além de induzir
atividade hemorragica, apresentam também ativigeateolitica e inibem a

agregacdo plaquetaria. Algumas metaloproteasenperites ao grupo P-llI
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sdo hemorrdgicas, apoptéticas, inibidoras de agéegaplaquetaria,
ativadoras de fagocitose, da protrombina e do fétda coagulacédo; e as P-
IV ativam o fator X, sendo atuantes na coagulacdlngsinea (FOX;
SERRANO, 2005).

Estudos realizados por Matsui e Hamako (2005) apongue
metaloproteases com atividade fibrinogenoliticagnodser aplicaveis no
tratamento de tromboses, por acarretar a diminudgéoivel plasmatico do

fibrinogénio ou solubilizar os coagulos de fibrina.

2.13.2.2 Serinoproteases

As serinoproteases presentes em pecgonhas botr§aca®nhecidas
por apresentar atividade do tipo trombina, quemdeeira geral, afetam a
cascata de coagulagéo pela ativagédo do fibrinig@&hiondlise e agregacao
plaquetaria e também pela degradacao proteoliisacélulas, causando um
desequilibrio no sistema hemostatico da vitima; aotanto, as
serinoproteases sozinhas ndo sao letais, maskz@tripara o efeito toxico
guando associadas a outras proteinas da peconhAU@®BR BOM,;
WISNER, 2000; CUNHA; MARTINS, 2012).

3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido na Universidade FedelLavras
(UFLA), nos Laboratérios de Quimica Organica - Qldessenciais; de
Bioquimica, ambos do Departamento de Quimica (D& Laboratério de
Micotoxina e Micologia de Alimentos do Departamemte Ciéncia dos
Alimentos (DCA).
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3.1  Aplicacdo do formulario

Um formulario foi elaborado com finalidade de obigfiormacdes
acerca dos conhecimentos populares sobre o usassfidacdo de plantas
medicinais. Foram selecionados aleatoriamente lf@dores de Lavras e
regido, com idade igual ou superior a 25 anos, rEi&zacdo da entrevista.
Posteriormente, as cinco plantas mais citadas fosahlacionadas para
realizacdo do experimento. As plantas mais citddesn horteld, capim-

cidreira, alecrim, boldo e erva-doce.

3.2 Oleos essenciais — material vegetal

Para realizacdo do trabalho, utilizou-se apenasriabteco. Sendo
adquirido aproximadamente 1000 g desse materiagétabgqo Mercado

Municipal de Belo Horizonte, Minas Gerais.

3.2.1 Extracao do oleo essencial

Os Oleos essenciais das plantas medicinais sedefsienforam
extraidos no Laboratério de Quimica Organica — ©l&ssenciais do
Departamento de Quimica da Universidade Federhhdms. O método de
extracdo empregado foi o de hidrodestilacédo, atiliip-se o aparelho de
Clevenger modificado, acoplado a um baldo de 5RABIL, 2010). Foram
pesados 300 gramas do material vegetal seco es@ssetido ao processo
de hidrodestilacdo por 2 horas. Apos a extracadleo essencial foi
separado do hidrolato por centrifugacdo, utilizandoa centrifuga de
bancada de cruzeta horizontal (Fanem Baby®| Moget®BL) a 965,36 g
por 5 min. Decorrido esse tempo, o Oleo essencidrdnsferido para um
recipiente ao abrigo de luz com auxilio de uma tpipde Pasteur,

posteriormente armazenado sob refrigeracao.
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3.2.2 lIdentificagdo e quantificacdo quimica dos Oleos eswiais

As analises quimicas dos Oleos essenciais forahizagas no
Departamento de Quimica da Universidade FederalSdggipe, sob
orientacdo da Professora Dra. Samisia Maria Feesaddchado.

A identificacdo dos constituintes presentes nossdkssenciais foi
realizada em um cromatégrafo a gas acoplado atedmpetro de massa CG-
EM (Shimadzu, modelo QP 5050A), equipado com cokagzlar de silica
fundida J&W Scientific (5%-fenil-95%-dimetilpolidekano) de 30 m x 0,25
mm i.d., 0,25 um de filme, usando He como géas destw, com fluxo de 1,2
mL/min. A temperatura foi mantida a 50°C por 2 nilepois aumentada
4°C/min, até atingir 200°C. Em seguida, aumentasfaC/min, até atingir
300°C, mantendo-se essa temperatura constanté® moinl As temperaturas
do injetor e do detector foram mantidas em 250 @ Q8respectivamente.
Foi injetado um volume de 0,5 pL da amostra disdalem acetato de etila.
As condi¢Bes do espectrometro de massa (EM) fodatector de captura
ibnica operando por impacto eletrénico e energiandegacto de 70 eV;
velocidade de varredura 1.000; intervalo de vamedie 0,50 fragmento e
fragmentos detectados na faixa de 40 a 500 Da.finarde comparagao dos
indices de retencao dos constituintes, foram erapieegdados da literatura
(ADAMS, 2007). O indice de retencéo foi calculaditiaando-se a equacao
de Van den Dool e Kratz (1963) em relacdo a umiz $&modloga de n-
alcanos (nenCg). Também foram utilizadas duas bibliotecas NIST&07
NIST21, para comparacao dos espectros.

As andlises quantitativas foram realizadas em uamatografo
gasoso equipado com Detector de lonizacdo de Chdx&3 Shimadzu
CG-17A, utilizando uma coluna capilar de silicadigia ZB-5MS (5%-fenil-
95%-dimetilpolissiloxano) com 30 m x 0,25 mm i.dO®R5 um de filme,
usando He como gas de arraste com fluxo de 1,2 mLAs condi¢Bes de
analise foram as mesmas utilizadas para CG-EM @aatificacdo de cada

constituinte foi obtida por meio da normalizacaddeas (%).

52



3.3 Atividades antioxidantes

A avaliacdo das atividades antioxidantes dos éessenciais foi
realizada no Laboratério de Quimica Organica — ©l&ssenciais do

Departamento de Quimica da Universidade Federahdeas.

3.3.1 Método de sequestro de radicais DPPH (2,2-difeniHicril-

hidrazila)

Este método avalia a capacidade dos 6leos esseanianeutralizar
os radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH}onforme metodologia
descrita por Lima et al. (2012). Uma solucéo efaadlle DPPH (solugéo
estoque) foi preparada na concentracéo degd@L". Em tubos de ensaio,
foram adicionados 2,7 mL da solucdo-estoque de DBEglido da adicdo
de 0,3 mL do 6leo essencial diluido em etanol masentracées de 25, 50,
100, 150, 200, 250 e 5Q@ mL:. Paralelamente, foi preparado o controle,
contendo todos os reagentes, exceto o Oleo essdtmsderiormente, foram
realizadas leituras ap6s 60 minutos em um espetiroétro no
comprimento de onda de 515 nm. A porcentagem d&latie antioxidante

foi calculada, empregando a equagéo abaixo:

AA% = [1 - (AamostréAcontrolg] x 100

em que Amosta© @ absorbancia da solucdo contendo todos osnteage
Aconrole € @ absorbancia da solugdo-controle (solucédo mdotéodos os
reagentes menos 0s compostos avaliados).

Para comparacao, foi utilizado o antioxidante sictéBHT (butil-
hidroxitolueno) nas concentracbes de 25; 50; 160; 200; 250 e 50Qg
mL™.
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3.3.2 Oxidacgéao sistemgs-caroteno/acido linoleico

A avaliacdo da atividade antioxidante pela metagial@la inibicdo
da oxidacdo do sistem&caroteno/acido linoleico foi realizada conforme
metodologia descrita por Lopes-Lutz et al. (2008).

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionadoggsfle acido
linoleico, 600 mg de Tween 20, 6 mg glearoteno e 30 mL de cloroférmio
que, posteriormente, foi retirado utilizando rotamorador a 50°C. Apds a
remocao completa do cloroférmio, o residuo foi aligdo com 150 mL de
agua destilada oxigenada sob vigorosa agitacdotuBos de ensaio, 2700
ML dessa solucdo foram adicionados a 300 pL do éksencial nas
concentracbes de 25, 50, 100, 150, 200, 250 epgomL'l, diluidos em
etanol, sendo o controle composto apenas de etAnabsorbancia foi
aferida imediatamente em espectrofotdmetro a 470 nm

Os tubos foram incubados a 50°C para a reacéo idacéo e a
leitura da absorbancia foi realizada em um interdal 60 minutos. Todas as
concentracdes dos Oleos essenciais foram avaliadastriplicata. A
porcentagem de atividade antioxidante (AA%) foicaldda utilizando a

equacéao abaixo:

AA % =100 X [1 - (A - A/Ao0 - Al

em que A é a absorbancia no inicio da incubacao.eé A& absorbancia
depois de 60 minutos (ambos com amostrg);éfa absorbancia do controle
no inicio da incubacédo ey/¢ a absorbancia depois de 60 minutos.

As amostras foram lidas frente a um branco, queffeparado da
mesma forma que a emulsdo, exceto pgloaroteno, que nado foi
adicionado.

Para termos de comparacao, foi utilizado o antamtiel sintético

BHT (butil-hidroxitolueno) nas mesmas concentracdes
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3.3.3 ABTS (Neutralizagdo do radical ABTS)

A atividade antioxidante pelo método ABTS [2,2'vediis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)] foi realizadonforme a metodologia
descrita por Guerreiro et al. (2013). O radical AToi formado pela
reacdo da solucao ABTS com perssulfato de pot@sétomM, incubados a
temperatura de 25°C durante 12-16 h, ao abrigoddJma vez formado, o
radical foi diluido com etanol P.A., até a obtendaovalor de absorbancia
entre 0,7 - 0,72, utilizando um comprimento de ote&34 nm (Shimadzu
UV-1601PC). Em ambiente escuro, transferiram-se0190 do radical
ABTS' para tubos de ensaio; em seguida, adicionarar@&gl1da amostra,
nas concentracoes de 25, 50, 100, 150, 200, 2500eu® mL™. Para

comparacgdo, foi utilizado o antioxidante sintéticBHT (butil-

hidroxitolueno) nas mesmas concentra¢cdes das amostr

3.3.4 Hidroxil

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo métodocdptura do
radical hidroxil’OH foi baseada na metodologia descrita por Boulaneti
al. (2013). Em tubos de ensa, foram adicionados |ll0@a amostra nas
concentragfes de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e §OMLY, diluidos em
agua, 100 pL da mistura de Fe&IDTA, 100 uL de desoxirribose, 700 uL
de tampéo fosfato 0,1 M (pH=7,4) e 100 pL d©HEm seguida, os tubos
foram levados para o banho-maria a 50°C, onde peroesam por 60 min.
Posteriormente, foram adicionados 500 pL de TCAd¢étricloroacético) e
500 pL de TBA (&cido tiobarbiturico). Apds a adigdms acidos, os tubos
foram fervidos por 10 min. A leitura foi realizaden um comprimento de
onda de 532 nm imediatamente apdés o resfriament® tdbos, em
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1601PC). A atividadatioxidante

(AA%) foi calculada utilizando a equacéo a seguir:
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AA% = (Acontrole_ AamostrAAcomrolg x 100

Em que Aoniole Fepresenta a absorbancia do controle negativo édseostra)
e Aumostra© @ absorbancia das amosti@spadréo utilizado para fins de

comparacao foi o manitol.

3.3.5 Poder redutor

Na avaliagdo da atividade antioxidante pelo métado poder
redutor, 50 pL das amostras nas seguintes concées&5, 50, 100, 150,
200, 250 e 500 pg miforam adicionados a 500 pL do tamp&o fosfato 200
mM, pH=6 e 500 uL de hexacianoferrato Ill de patad$o. A mistura foi
agitada e incubada a 50°C por 20 min. Posteriommdatam adicionados
500 puL de TCA 10% (acido tricloroacético), 1500 dé agua destilada e
300 pL de FeGl0,1%. Em seguida, a leitura foi feita utilizandm u
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1601PC) em um camgmio de onda de
700 nm. Para a determinacdo da atividade antiovad&mi construida uma
curva da absorbanciersusconcentracédo da amostra.

O acido ascoérbico foi utilizado como controle pesite as analises
realizadas em triplicata com os resultados apradest pela média
(KANATT; CHANDER; SHARMA, 2007).

3.3.6 Reduc¢éo do Molibdénio

Em tubos de ensaio, adicionaram-se 50 pL das ssdugds oleos
essenciais nas diferentes concentracdes (25, 80180, 200, 250 e 500 pg
mL?, diluidos em etanol), 2000 pL da solu¢do do cormplale
fosfomolibdato de aménio (&cido sulfdrico 10%, &efde sddio 28 mM e
molibdato de aménia 4 mM). Os tubos foram agitadoaquecidos em
banho-maria a 95°C por 60 miApGs o resfriamento, realizou-se a leitura
em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1601PC) a 695 nm.
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O padréo utilizado para fins de comparacao foi idcaascorbico
(PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999).

3.4 Avaliacdo da atividade antibacteriana — Teste de flisdo em agar

A andlise da atividade antibacteriana foi realizadd aboratorio de
Micotoxina e Micologia do Departamento de Ciénailms Alimentos da
Universidade Federal de Lavras.

As culturas ultilizadas Staphylococcus aureu®A\TCC 13565,
Listeria monocytogenATCC19117,SalmonellaCholeraesuis ATCC 6539,
Escherichia coliATCC 11229 ePseudomonas aeruginolCC 15442)
foram ativadas em caldo infusdo de cérebro e coréél) e incubadas a
37°C por 24 horas.

Apbs a ativacdo, foram realizados os plaqueameatnsAgar
Mueller-Hinton par&Staphylococcus aureuSscherichia coliPseudomonas
aeruginosa SalmonellaCholeraesuis e em Agar Casoy (TSA) enriquecido
com Yeast Extract patasteria monocytogen&SUERRINI et al., 2009).

Em seguida, as culturas ativadas foram transfepaas um tubo
com 5 mL de caldo de soja triptica (TSB) e inculsaa@@7°C até alcancar a
turbidez de uma solucdo padrdao McFarland de O&jltemdo em uma
concentracdo de 0nidades formadoras de coldnia (UFC) As leituras
de turbidez foram realizadas utilizando espectéoi@tro, no comprimento
de onda de 625 nm (NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL
LABORATORY STANDARDS, NCCLS, 2003).

Posteriormente, verteu-se em placas de Petri umadza fina de
Agar Mueller-Hinton puro (20 mL), e sobre essa adanBoram colocadas
pérolas de vidro esterilizadas. Em seguida, sobcanaada de agar e as
pérolas, colocou-se uma segunda camada do agaendontos micro-
organismos inoculados. Apds a solidificacdo, alpérde vidro foram
retiradas, e em cada poco foram depositados 10gsLcdncentracdes de
500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,68 mL* do 6leo essencial diluido em
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dimetilsulféxido (DMSO). Apés esse procedimento, placas foram
incubadas em BOD 37°C por 24 horas, e entdo, faradidos os diametros
dos halos de inibicdo formados, tendo como conaedtr minima inibitoria
(CMI) a menor concentracdo capaz de inibir o cresnio do micro-
organismo. O experimento foi realizado em triphcattilizando-se como
controle positivo o cloranfenicol, e, como contralegativo, o DMSO
(OGUNWANDE et al., 2005).

3.5 Avaliacéo das atividades hemolitica (em meio sélijle fosfolipasica

O presente trabalho foi submetido & aprovacéo duit@ale Etica
em Pesquisas com Seres Humanos (COEP) da UniwdesiBederal de
Lavras. A andlise envolvendo sangue foi aprovada @OEP, com o
numero de registro 48793115.0.0000.5148.

A avaliacdo das atividades hemolitica e fosfolip@stos Oleos
essenciais foram realizadas no Laboratério de Bioiga do Departamento

de Quimica da Universidade Federal de Lavras.

3.5.1 Atividade hemolitica

A suspensdo de eritrécitos foi preparada utilizeseldl0 mL de
sangue coletado em tubos contendo citrato de sguaiofoi centrifugado por
10 min a 4°C em 2508. Apos a centrifugacado, o plasma foi removido com
uma pipeta de Pasteur descartavel. As células Wlmméoram ressuspensas
salina tamponada em fosfato (PBS) (pH=7,2-7,4),deemovamente
centrifugadas nas mesmas condi¢cBes. Repetiu-secedimento 3 vezes.
Posteriormente, obtiveram-se os eritrécitos pamaditacao do gel.

A analise da atividade hemolitica dos 6leos esamntni realizada
baseando-se na metodologia de Price, Wilkinson etris€1982), com
modificagcbes. Foram dissolvidos 6,94 g de &gar &% 6L de PBS,

aquecendo-se até a obtencé@o de uma solucéo trampaEssa solugéo foi

58



resfriada até atingir a temperatura de 75°C, aergando-se 6,25 mL de
cloreto de célcio 0,01 M. Quando a solucgéo ati@itC, foi adicionado 0,1

g de azida de sodio, e em seguida, a temperatugjuiiada a 50°C, sendo
adicionados 8,2 mL de eritrécitos sanguineos. Apédicdo dos eritrdcitos,
0 meio foi vertido nas placas de Petri, e apdsli$iciacao, orificios de 3 a 4

mm de diametro foram feitos no meio. As amostrasldes essenciais nos
volumes de 0,6; 1,2 e 1,8 uL foram adicionadasraesmos, e as placas
foram levadas a estufa a 37°C, por 12 horas.

Com a finalidade de avaliar uma possivel acaodoifai exercida
pelos 6leos sobre a hemodlise induzida pela pecomhanesmos foram
incubados com peconha & jararacusuem banho-maria a 37°C por 30
minutos. Posteriormente, 30 pL dos incubados (0,B;e 1,8 pL) foram
adicionados aos orificios das placas com meio ttarauOs géis contendo
as amostras foram incubados por 12 horas a 3790GrmAacdo de um halo
limpido ao redor do orificio no gel é o indicatide atividade, em que os
halos foram medidos em milimetros para a quantifioada atividade

hemolitica.

3.5.2 Atividade fosfolipasica

A atividade fosfolipasica foi realizada em placasRetri de acordo
com o0 método descrito por Gutiérrez et al. (1988)método consiste na
elaboracédo de um gel, onde foram dissolvidos 6,84 §gar em 675 mL de
PBS, aquecendo-se até a obtencdo de uma solugidgpdrante. Essa
solucdo foi resfriada até atingir a temperatura78eC, acrescentando-se
6,25 mL de cloreto de calcio 0,01 M. Quando a smugtingiu 60°C, foi
adicionado 0,1 g de azida de sédio, e, em segaidamperatura de 50°C,
foram adicionados 8,2 mL de gema de ovo. Posteeiotep o meio foi
vertido em placas de Petri, e apds solidificacéiicms de 3 a 4 mm de
didmetro foram feitos no meio. Os 6leos essendéiaem incubados com

peconha deB. jararacusu em banho-maria a 37°C por uma hora.

59



Posteriormente, 30 puL dos incubados (0,6; 1,2 qulL)8oram adicionados
aos orificios das placas com meio, no intuito daliav uma possivel agédo
inibidora exercida pelos 6leos sobre a atividadéodilipases A presentes
na peconha. Os géis contendo as amostras forarmaidos por 12 horas a
37°C. A formacdo de um halo limpido ao redor ddi@d no gel é o
indicativo de atividade, em que os halos foram ohaglem milimetros para

a quantificacao da atividade fosfolipasica.

3.6 Analise estatistica

Os dados resultantes das atividades antioxidaotamfsubmetidos
ao teste estastistico, sendo utilizado o delinetorieteiramente casualizado
(DIC) com um esquema fatorial de 5 x 7 (6leos egaenx concentragées).
Para as atividades hemoliticas e fosfolipasicaisrdalizado o teste de
comparacdo de médias uma a uma (cada volume foparaaio com o
controle separadamenteDs dados foram submetidos a andlise de
variancia e as médias, comparadas pelo teste delSuit ao nivel
de 5% de probabilidade. O programa estatisticazatib foi o

SISVAR (FERREIRA, 2011).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados da aplicacao dos formularios

A Figura 12 mostra a idade e 0 sexo das pessoesvistadas em

relacdo ao consumo de plantas medicinais.
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mITomens acima de 60 anos

m Mulheresacima de 60 anos

m Homens de 30 a 60 anos

m Mulheresde 30 a 60 anos

B Homens abaixo de 30 anos

mMulhersg abaixo de 30 anos

Figura 12ldade e sexo da populacdo entrevistada de Lavragi& que
consome plantas medicinais

Observou-se que a maioria dos entrevistados forathemes, das
guais 32% correspondem a faixa etaria de 30 a @, Aavendo também um
namero significativo de homens que utilizam plac@® fins medicinais.

Grande parte dos entrevistados afirmou fazer usopldatas
medicinais com frequéncia, pois acreditam que poxoaturais ndo fazem
mal a saude, uma vez que coletam as plantas east®odompram somente
guando precisam. Muitos relataram que tais conhextios foram adquiridos
com seus antepassados e que as folhas é a paltntiamais utilizada para
a elaboracdo de chas. No entanto, a forma de preyareto das plantas
medicinais deve ser levado em consideracdo devide diferentes
constituintes volateis presentes nas folhas, fleresitros 6rgéos da planta
(ALMASSY JUNIOR et al., 2005).

Na Figura 13 pode ser observada a relacao de planais utilizadas
pela populagdo entrevistada, destacando-se asaplantlizadas neste
trabalho.
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Figura 13Plantas medicinais mais consumidas pela populagéevestada
de Lavras e regiao

As plantas mais citadas pelos moradores de Lavragi&o foram
hortelda Mentha piperid), capim-cidreira @ymbopogon citratys alecrim
(Rosmarinus officinalls boldo Peumus boldyse erva-doce Hoeniculum
vulgare. Muitos dos entrevistados utilizam essas plaftaguentemente,
pelo menos uma vez ao dia, com objetivos diferelosiaou seja, diferentes
pessoas usam a mesma planta para finalidadegaBstin

4.2 Composicao quimica dos 6leos essenciais
A composi¢cdo quimica do Oleo essencial Mentha piperita
(horteld) estd apresentada na Tabela 1, na qualbserva a carvona

(84,34%), seguida do limoneno (10,97%) como compi@$emajoritarios
presentes nesse 0leo essencial (Figura 14).
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Tabela IComposi¢éo quimica do 6leo essenciaVdmtha piperita.

Pico IR Composto %
1 980 mirceno 0,55
2 1022 limoneno 10,97
3 1246 carvona 84,34
4 1383 S-bourbuneno 0,46
5 1419 E-cariofileno 0,75
6 1428 [-copaeno 0,09
7 1454 a-humuleno 0,11
8 1462 cissmuurola-4(14),5-dieno 0,22
9 1616 1,10-deptcubenol 0,17
10 1655 a~cadinol 0,18
Total identificado 97,84
Componentes
Monoterpenos 11,74
Monoterpenos oxigenados 84,51
Sesquiterpenos 0,95
Sesquiterpenos oxigenados 0,18
Outros 0,46

IR = Indice de retencdo. % = porcentagentada componente presente no
6leo essencial.

A) \ B) \

Figura 14 Estruturas quimicas dos componentes it@jos do dleo
essencial d&entha piperita (A) carvona (B) limoneno

Evrendilek (2015), estudando a composicdo quimioca otko
essencial deMentha piperita verificou a presenca de 18 compostos,

encontrando como componentes majoritarios a pue@dbo), seguida do
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iso-mentol (12,8%), piperitanona (9,1%), mentona (§,08#peritona (7,4%)
e Oxido piperitanona (6,9%).

Anteriormente, Valeriano et al. (2012) estudaradleo essencial de
M. piperita coletada no Horto de Plantas Medicinais da Uniglade
Federal de Lavras (UFLA) e encontraram como carnistés majoritarios o
mentol (32,33%)nheoisementol (28, 12%), mentona (20,95%) acetato de
metila (6,65%) éso-mentona (4,82%). Tanto os dados de Evrendilek§R01
quanto os de Valeriano et al. (2012) sao divergedsmjueles encontrados
neste trabalho. Essa diferenca pode ser explicaddagos edafoclimaticos,
como diferenca dos locais e horarios da coleta,d@solo, nutrientes, entre
outros (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A constituicdo quimica do 6leo essencial @gmbopogon citratus
(capim-cidreira) esta descrita na Tabela 2. Obssevque o 6leo essencial
de Cymbopogon citratusapresentou como constituintes majoritarios o
geranial (47,74%), neral (35,43%) e mirceno (8,4@#gura 15).

Tabela 2 Composi¢éo quimica do 6leo essenci@lysebopogon citratus.

Pico IR Composto %
1 980 mirceno 8,46
2 1089 linalol 2,46
3 1236 neral 35,43
4 1245 geraniol 2,16
5 1266 geranial 47,74
6 1281 2-undecanona 1,68
7 1372 acetato de geranila 0,20
Total identificado 98,13
Componentes
Monoterpenos 91,63
Monoterpenos oxigenados 4,82
Outros 1,68

IR = Indice de retencdo. % = porcentagentada componente presente no
6leo essencial.
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Figura 15 Estruturas quimicas dos componentes majoritariosOldm
essencial deCymbopogon citratys(A) geranial (B) neral (C)
mirceno

Guimaraes et al. (2011) coletaram a esp€gimbopogon citratusa
Empresa de Producdo de Sementes de Hortalicas “HGERO”,
localizada no municipio de ljaci — MG, e analisargi®a composicéo,
encontraram como constituintes majoritarios getarigv,42%), neral
(31,89%) e mirceno (23,77%), sendo o geranial al restereoisbmeros que
constituem o citral. Esses dados corroboram coreleg®encontrados neste
trabalho, mas divergem daqueles citados por Valerit al. (2012), que
encontraram como constituintes majoritarios no O6lessencial de
Cymbopogon citratugplanta coletada no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Federal de Lavras) o geranial (38,48%)eral (31,12%),
linalol (4,21%) e mirceno (2,53%).

Os dados do presente trabalho condizem parcialmeone os
encontrados por Miranda et al. (2015), que estndar&leo essencial de.
citratus, espécie coletada no municipio de Lavras/MG. Osoras
encontraram geranial (41,61%), neral (29,78%) eenio (2,07%) como
constituintes majoritarios. Esses constituintesb&m foram encontrados
neste trabalho, mas em propor¢des diferenciadagun8e Gobbo-Neto;
Lopes (2007), as diferencas nas proporcbes dodtitcimes dos Oleos
essenciais deve-se a diversos farores, como irplisgométrico, clima,
temperatura, horario e época da coleta, entre ofdtores.

Observando-se os dados descritos para 0 Oleo &dsaie

Rosmarinus officinaligalecrim) (Tabela 3), nota-se que seus constésint
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majoritarios séo 1,8-cineol (62,26%), canfora (4%3y e a-pineno (9,07%)
(Figura 16).

Tabela 3 Composicao quimica do 6leo essenciRadenarinus officinalis.

Pico IR Composto %
1 927 a-pineno 9,07
2 942 canfeno 2,55
3 970 S-pineno 1,41
4 1028 1,8-cineol 62,26
5 1143 canfora 17,34
6 1162 isoborneol 3,77
7 1185 a-terpineol 2,77
Total identificado 99,17
Componentes
Monoterpenos 13,03
Monoterpenos oxigenados 86,14

IR = indice de retencéo. % = porcentagkntada componente presente no
Oleo essencial.

Y I X
/ o ﬁy
(A) (B ©) CH

Figura 16 Estruturas quimicas dos componentes majoritarios Oldm
essencial ddRosmarinus officinalis(A) 1,8-cineol (B) canfora
(C) a-pineno

Zandi-Sohani; Ramezani (2015) coletar&osmarinus officinalis
em Khuzestan (provincia do Ird) e encontraram cotomponentes
majoritarios do 6leo essencial o borneol (21,1784)jneno (15,17%)p-
cimeno (6,49%) e3-pineno (5,97%). Todos os constituintes encontrados
pelos autores, excetopcimeno, também foram encontrados neste estudo,

porém em quantidades diferenciadas.
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Olmedo, Asensio e Grosso (2015), analisando a csiggm quimica
dessa espécie coletada na estacdo experimentadcdéd&de de Ciéncias
Agropecuérias, Universidade Nacional de CérdobgdAtina), encontraram
como constituintes majoritarios o 1,8-cineol (22)2#smirceno (21,5%) e
a-pineno (11,0%). Os autores identificaram o mesnmumponente
majoritario encontrado neste trabalho, o 1,8-cineol

Lemos et al. (2015) encontraram como component@xitdaios do
oleo essencial dR. officinalisos mesmos constituintes encontrados neste
trabalho, mas em quantidades bem diferentes, coa® ger visto na Tabela
3. Os autores encontraram maior porcentagem dereé(#4,38%), seguida
de 1,8-cineol (19,74%) @pineno (15,18%).

De acordo com os dados descritos na Tabela 4,00edgencial de
Peumus boldugboldo-do-chile) apresenta como compostos maja#éo
formato dea-terpinila (61,99%), @-cimeno (15,45%), 1,8-cineol (10,59%),
ascaridol (2,73%), terpinen-4-ol (2,03%) (Figurd.17
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Tabela 4 Composi¢éo quimica do 6leo essenciBledenus boldus.

Pico IR Composto %
1 924 a-pineno 0,92
2 963 sabineno 0,59
3 968 S-pineno 0,34
4 1015 p-cimeno 15,45
5 1023 1,8-cineol 10,59
6 1079 fenchona 0,17
7 1155 pinocarvona 0,45
8 1169 terpinen-4-ol 2,03
9 1231 ascaridol 2,73
10 1247  cis-epoxido-piperitona 0,43
11 1305 formato deu-terpinila 61,99
12 1607 S-oplopenona 0,14
Total identificado 95,83
Componentes
Monoterpenos 17,30
Monoterpenos oxigenados 78,39
Sesquiterpenos oxigenados 0,14

IR = Indice de retencdo. % = porcentage cada componente presente no
6leo essencial.

OCH é j
© (B (€) (D) (E)

Figura 17 Estruturas quimicas dos componentes majoritarios Oldm
essencial ddPeumus boldys(A) formato dea-terpinila (B) p-
cimeno (C) 1,8-cineol (D) ascaridol (E) terpineni4-

(A)

Relatos apontam ascaridol como o principal compineio 6leo
essencial dessa espécie (VOGEL et al., 1999), ssogpie Vila et al. (1999)
obtiveram um éleo essencial contendo limoneno ¢&Y,,f-cimeno (13,6%)

e 1,8-cineol (11,8%), sendo 90,5% monoterpenosuaniq o ascaridol
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correspondeu apenas a 1% do total de terpenoidesutOres atribuem essa
alteragdo a existéncia de diferentes variedad@gdmus boldus

Para Ochoa et al. (2008), o Oleo essencialPdemus boldus
apresenta quantidade elevada dgcimeno, o-pineno, que sado
hidrocarbonetos monoterpénicos, e ascaridol, h&ati linalol, sendo esses
monoterpenos oxigenados, dados que divergem pamiédé dos
encontrados neste trabalho, uma vez que o ascaddoloi encontrado em
grande quantidade.

Pelos dados apresentados na Tabela 5, pode-sevabsgre o
componente majoritario do 6leo essenciaFdeniculum vulgardoi o metil
chavicol (estragol) (89,48%), seguido do limoneBgl%%) e fenchona
(3,80%) (Figura 18).

Tabela 5 Composi¢éo quimica do 6leo essencikbéaiculum vulgare.

Pico IR Composto %
1 1022 limoneno 6,15
2 1082 fenchona 3,80
3 1200 metil chavicol 89,48
Total identificado 99,43
Componentes
Monoterpenos 6,15
Monoterpenos oxigenados 3,80
Fenilpropanoides 89,48

IR = Indice de retencéo. % = porceatagle cada componente presente no
Oleo essencial.

OCH; 0

/\/©/ :
@ 7 ® N ©

Figura 18 Estruturas quimicas dos componentes majoritariosoldo
essencial deFoeniculum vulgare (A) metil chavicol (B)
limoneno (C) fenchona

69



Evrendilek (2015), analisando a composi¢do quimica 6leo
essencial deoeniculum vulgarextraido das sementes de funcho adquiridas
nos mercados de Hatay (Turquia), identificou 7 ocostps, sendo
majoritario otrans-anetol (80,4%), dados divergentes daqueles eranmgr
neste trabalho, no qual ndo foi encontradians-anetol.

Zoubiri et al. (2014), avaliando a composi¢cdo qoémdo oleo
essencial das sementes de erva-doce, encontraram componentes
majoritarios otrans-anetol (76%), fenchona (11,13%), limoneno (5,82%)
estragol (4,75%). Dados que corroboram totalmenten caqueles
encontrados por Evrendilek (2015) e parcialmente @3 obtidos neste
trabalho, uma vez quetmans-anetol ndo foi identificado.

Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), a variagdo ng@sicdo
guimica de Oleos essenciais deve-se a diversosesatcomo locais e
horarios da coleta, tipo de solo, nutrientes ecg#&ple coleta, uma vez que a
planta pode apresentar variagfes de seus metabgditundarios no verao,
primavera, outono e inverno, ou seja, durante thdao. A idade da planta,
sazonalidade, temperatura e outros fatores tamti@nemciam praticamente
todas as classes de metabdlitos secundarios,ridolais 6leos essenciais.

De uma maneira geral, os 6leos essenciais apresentam sua
composi¢cdo uma maior quantidade de monoterpenageftados ou nédo) e
sesquiterpenos (oxigenados ou nao), mas apenasocessencial de erva-
doce apresentou em sua composicdo um fenilpropan@idntudo, foram

realizadas diferentes atividades no intuito de mageseus potenciais.

4.3 Atividade antioxidante

Na Tabela 6 estdo descritas as porcentagens dédadgy
antioxidante dos 6leos essenciais e do padrdo Bf#tTmpétodo de sequestro
de radicais DPPH. De acordo com os resultados asytimbserva-se que os
Oleos essenciais apresentaram uma fraca atividadgoxidante.

Comparando o padrdo BHT com os Oleos essenciais nmasmas
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concentracdes, observa-se que o padréo apresemaumaior atividade
antioxidante em relacdo aos 0leos essenciais, 8D ppie as concentragdes
do 6leo essencial dd. piperitando diferiram significativamente do padréo,
seguido do Oleo essencial dg citratus e R. officinalis Ja entre as
concentracdes do 6leo essenciaPdéoldus a maior atividade antioxidante

foi observada na concentracdo de 500 pg nucorrendo 0 mesmo para o
Oleo deF. vulgare

Tabela 6 Valores da porcentagem de atividade ddtote dos Oleos
essenciais e do padrdo pelo método de sequestadibais

DPPH.
Amostras
Concentragao BHT M. C. R. P. F.
(ug mL™ piperita  citratus officinalis boldus wulgare

25 13,9gA 0,39aB  0,00aB 0,11aB 0,25cB  0,05bB
50 22,8fA 0,54aB  0,20aB 0,01aB 0,18cB  0,00bB
100 38,5eA 0,66aB  0,20aB 0,00aB 0,00cB  0,00bB
150 44,6dA 0,51aB  0,19aB 0,01aB 1,25bB  0,69aB
200 52,5cA 0,52aD  0,34aD 0,06aD 2,32aB  1,36aC
250 59,7bA 0,38aC  0,15aC 0,00aC 191aB 1,12aB
500 72,7aA  1,32aC  0,56aD 0,43aD 2,40aB  1,34aC

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nasa®ke mesma letra mailscula
nas linhas nao diferem significativamente pelcetélst Scott-knott 0,05).
M. piperita (Mentha piperita), C. citratus (Cymbammn citratus), R. officinalis

(Rosmarinus officinalis), P. boldus (Peumus boldasl. vulgare (Foeniculum
vulgare).

Essa baixa atividade antioxidante dos Oleos essEsnaesta
relacionada com os compostos presentes neles, @naqwe nao foi
detectado nenhum composto que tenha facilidadeagid de um atomo de
hidrogénio para estabilizar o radical DPPH, ou ocostp que tenha ligacao
dupla conjugada, em que essa estabilizacdo tambéenig ocorrer.

Entre os constituintes da espédfe boldus observa-se que o
terpinen-4-ol apresenta um grupo hidroxil (-OH),snze doar o préton, o
mesmo nao é estabilizado por estruturas de ressana&presentando por -
tanto um baixo valor para o teste DPPH.

71



A Figura 19 mostra as possiveis formas de redugdbRPH, em

que o radical DPPH pode ser estabilizado por urm@tde hidrogénio ou
SVe
N

o

20 & O

por um elétron.

I I
\
N—H N8+
ON NO, ON NG,
NO, NO,
DPPHH DPPH"
(amarelo) (amarelo)

Figura 19Mecanismo geral da reducdo do DPPH

A Figura 20 mostra a reagdo entre o 2,2-difeniletiphidrazil e o

BHT, padréo utilizado no método de sequestro dieasdDPPH.
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Figura 20 Provavel mecanismo que explica a reddoaadical DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) e a estabilizacdo por semnéncia do
radical formado
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Teixeira et al. (2013), avaliando a atividade aqtiante do dleo
essencial d&. officinalis por meio do método de reducéo do radical DPPH,
encontraram menos eficacia para as amostras, gquanmdparadas com o
padrdo, uma vez que 0s compostos majoritariosifibetos foram canfora
(35,5%), 1,8-cineol (18,2%) e acetato de bornil8,4%). Segundo os
autores, essa baixa atividade do 6leo essencial dfficinalisé devida aos
constituintes presentes na composicdo do Oleo, e apresentaram
estruturas suscetiveis de oxidacao.

Os autores atribuiram a baixa atividade do Oleeresal aos
constituintes presentes na sua composicao.

De acordo com Roby et al. (2013), as semente$amiculum
vulgare apresentaram uma elevada atividade antioxidadeefr@o método
DPPH. Os autores encontraram na composi¢do olema@aktrans-anetol
(56,4%), fenchona (8,26%), estragol (5,2%).

Senatore et al. (2013), estudando a composicaoicpuignatividade
antioxidante do 6leo essencial Be vulgare de seis cultivares diferentes,
relataram uma fraca capacidade das amostras ehilieatao radical livre
DPPH. A cultivar 6 apresentou maior teor de angi@porcionando entdo
uma atividade mais acentuada. Os autores encantrae COmpoSicao
quimica do 6leo essencial de vulgare o transanetol (59,8-90,4%),
limoneno (0,1-21,5%), neofitadieno (0-10,6%), femth (0,1-3,1%) e
estragol (0,1-2,5%). Os dados encontrados pelo®resut condizem
parcialmente com os encontrados neste trabalho,totalnente com os
dizeres de Gobbo-Neto e Lopes (2007), que afirmam ajtipo de solo,
nutrientes, regido da coleta, indice pluviométiiterferem na producéo de
metabdlitos secundarios. Essa diferenca na cagétitwos éleos essenciais
também pode ser explicada segundo estudos reaizamtoBakkali et al.
(2008), que sugerem gue as plantas apresentanerdéerquimiotipos em
funcdo da sua adaptagcédo ao meio.

Guimaraes et al. (2011), estudando a atividadexdénte do 6leo

essencial d€ymbopogon citratue de seu constituinte majoritario, o citral,
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empregando o método de sequestro do radical €8IBRH, constataram a
baixa atividade antioxidante de ambos. Segundwtses, tal fato pode ser
justificado devido a nao facilidade de doacao deatomo de hidrogénio por
parte dos constituintes para estabilizar o radi2BPH, resultados que
condizem com os encontrados neste trabalho.

Yadegarinia et al. (2006), avaliando a atividad#éoaitante do éleo
essencial deM. piperita utilizando o método DPPH, observaram uma
atividade de 69%. Segundo os autores, 0 6leo apees®moO composto
majoritario oa-terpineno (19,7%), 6xido de pipertitinona (19,3%ans
carveol (14,5%) e isomentona (10,3%), dados quecaddizem com os
encontrados no presente trabalho.

Os dados da literatura condizem em parte com asné@@aclos neste
trabalho, uma vez que nenhum Oleo essencial mesé&oeficiente para
estabilizagdo de radicais DPPH, ou seja, ndo apsesen em sua
composi¢cdo nenhum constituinte com estrutura cdpadoar um atomo de
hidrogénio ou um elétron.

Na Tabela 7, podem ser vistos os resultados obpdos avaliacdo

da atividade antioxidante dos Oleos essenciais eatbdo BHT, pelo
métodof-caroteno/acido linoleico. O éleo essencial quessgmtou maior

atividade antioxidante foi o deé. citratus (5,81%), valor obtido na
concentracdo de 500 pg fhiseguido dé . vulgare P. bolduse M. piperita,

diferindo-se estatisticamente do controle, massamtando baixa atividade.
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Tabela 7 Valores da porcentagem de atividade adtinte dos o6leos
essenciais e do padrdo pelo métodecaroteno/acido

linoleico.
Amostras
Concentracdo BHT M. C. R. P. F.
(ug mL™Y piperita citratus officinalis boldus wulgare

25 63,4eA 0,28bC 1,81cB 0,00bC 0,28¢cC  0,16bC
50 74,0dA 0,76bB  1,72cB 0,00bB 0,75cB  0,88bB
100 81,3cA 1,09bC  3,83bB 0,40bC 1,36cC  0,09bC
150 81,9cA 2,12aC  4,56bB 0,99aC 1,67bC  0,92bC
200 85,5bA 2,26aC  4,12bB 1,26aC 1,84bC  1,25bC
250 86,6bA 2,03aC  4,16bB 1,92aC 2,08bC  2,95aC
500 91,0aA 3,11aC 5,81aB 1,64aD 3,37aC  3,96aC

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nasa®le mesma letra mailscula
nas linhas néo diferem significativamente pelcetest Scott-knott §0,05).

M. piperita (Mentha piperita), C. citratus (Cymbamm citratus), R. officinalis
(Rosmarinus officinalis), P. boldus (Peumus boldasl. vulgare (Foeniculum
vulgare).

Os Oleos essenciais dé. piperita e R. officinalis apresentaram
maior atividade antioxidante a partir da concesdivade 150 pg mt, ao
passo que o O6leo essencial He vulgare apresentou maior atividade
antioxidante nas duas maiores concentracdes, @s ga diferiram das
demais estatisticamente. No 6leo essenci@.dgtratus observou-se maior
atividade antioxidante na concentracdo de 500 pg' mtomo ja
mencionado. O Oleo essencial Be boldusapresentou um aumento na
atividade antioxidante, de acordo com o0 aumentoas@entragdo, sendo a
maior atividade observada na concentracdo de 500Ljig

Guimaraes et al. (2011), analisando a atividadexdante do 6leo
essencial d€. citratuse do seu constituinte majoritario (citral), pelstama
emulsificadoS-caroteno/acido linoleico, observaram que essesposios
apresentaram atividades antioxidantes de 46,45% ee 38,00% nha
concentracdo de 10Qg L* para o 6leo essencial e seu constituinte
majoritario (citral), respectivamente; dados qu® ma@rroboram com o0s
encontrados no presente trabalho. Os autores, mpacarem a atividade
antioxidante do 6leo essencial e do citral (comstie majoritario),

observaram uma maior atividade para o 6leo esderroiaelacdo ao citral;
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iSSO comprova que nem sempre 0 constituinte majai€ o responsavel
pela atividade estudada, e, sim, todos o0s compeserdgindo
simultaneamente.

Gachkar et al. (2007), avaliando a atividade aitemte do Oleo
essencial deR. officinalis encontraram como constituintes majoritarios
piperitona (23,7%)q-pineno (14,9%), linalol (14,9%) e 1,8-cineol (P43
Observaram aproximadamente 60 % de atividade adiote, e concluiram
que o mesmo pode ser usado na conservacao de t@émewitando a
degradacédo e oxidaca. Esses resultados sao difemod encontrados neste
trabalho, no qual o éleo essencial Re officinalis apresentou 1,64% de
atividade antioxidante.

Yadegarinia et al. (2006), analisando a atividadgogidante do
Oleo essencial d®l. piperita L., encontraram uma atividade de 50,17%
frente ao métodg-caroteno\acido linoleico. Esses dados ndo corewbor
com os encontrados neste trabalho, uma vez quenesitaintes majoritarios
identificados pelo autorafterpineno, oxido de piperitondrans-carveol,
isomentona g3-cariofileno) foram diferentes dos encontrados nesgnte
trabalho (carvona e limoneno).

Constituintes que apresentam estrutura com celéaigede, como,
por exemplo, o grupo alddlico (-CHO), oferecem aehnidrofobicidade,
proporcionando valores consideraveis de atividadd®xidantes diante o
sistemag-caroteno/acido linoleico, pois esses constituiriteardo menos
diluidos na fase aquosa da emulséo, concentrandotde na fase lipidica;
sendo assim, mais efetivos na protecéo do acidteloo (KULISIC et al.,
2004).

Na Figura 21, pode ser vista a reacdo de oxidag#ecdroteno, em
que é avaliada a capacidade dos constituintes bms @ssenciais em
retardar ou inibir a formacao de radicais livresages na peroxidacdo do

acido linoleico.
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Figura 21Reacao de oxidacdo do sistefhearoteno/acido linoleico

De acordo com os dados descritos na Tabela 8 bkereada uma
diferenca significativa na atividade antioxidantmpregando o método
ABTS dos Oleos essenciais em relagdo ao controle tedas as
concentracdes, sendo o controle mais eficaz. Oss Gdssenciais dM.
piperita, R. officinals e P. boldus apresentaram diferenca significativa
apenas na concentracdo de 500 pg',neinquanto os 6leos @@ citratuse

F. vulgarendo apresentaram diferenca estatistica entrenagmimacoes.

Tabela 8 Valores da porcentagem de atividade ddtote dos Oleos
essenciais e do padréo pelo método ABTS.
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Amostras

Concentragao BHT M. C. R. P. F.
(ug mL™Y piperita citratus officinalis boldus wulgare

25 16,0gA 1,29bB  0,16aB 0,64bB 0,22bB  0,00aB
50 30,1fA  0,68bB  0,90aB 0,53bB 0,61bB  0,00aB
100 50,6eA 1,25bB  0,77aB 0,43bB 0,78bB  0,00aB
150 64,8dA 0,11bB  0,43aB 0,83bB 0,85bB  0,00aB
200 72,2cA 0,96bB  0,35aB 1,63bB 0,91bB  0,00aB
250 81,0bA 1,13bB  0,00aC 1,68bB 1,18bB  0,00aC
500 93,6aA 2,83aC  1,56aD 4,55aB 4,57aB  0,00aE

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nasa®le mesma letra mailscula
nas linhas néo diferem significativamente pelcetest Scott-knott §0,05).

M. piperita (Mentha piperita), C. citratus (Cymbamm citratus), R. officinalis
(Rosmarinus officinalis), P. boldus (Peumus boldasl. vulgare (Foeniculum
vulgare).

Segundo Singh, Shushni e Belkheir (2015), o dleeragal deM.
piperita demonstrou eficaz atividade antioxidante frentarestodo ABTS,
apresentando aproximadamente 90% de atividade.n8egos autores, o
Oleo essencial dd. piperitaé composto de mentol, mentona, mentofurano e
acetato de mentila. Os autores enfatizam a impoeéte produtos naturais
com potencial antioxidante, para industrias alifoéad, cosméticas e
farmacéuticas, na possivel substituicdo de proditdéticos, pois os 6leos
essenciais podem evitar a oxidacdo de alimentagmsaeitilizados na
producdo de farmacos e cosméticos que combatecaimdivres presentes
€M Nosso organismo.

Jordan et al. (2013) afirmaram que o Oleo essedeiRl. officinalis
apresenta um potencial antioxidante significativenfe a métodos de
captura de radicais, como o método ABTS. Os autmaéam que Oleos
essenciais com teores consideraveis-tigpineno o-terpineno, terpinoleno
e oxido de cariofileno apresentam atividade sigaiiva. De acordo com os
autores, 0s contituintegterpineno, a-terpineno, terpinoleno e O6xido de
cariofileno néo foram identificados como majoribdti mas em quantidades
capazes de capturar radicais, ao passo que, nengesabalho, esses
componentes nao foram identificados; isso explichaixa atividade do

mesmo, uma vez que seus constituintes majoritéti8scineol, canfora e-
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pineno) ndo sao capazes de doar &tomos de hidoogéra a estabilizacdo
do radical ABTS.

A Figura 22 mostra a possivel estabilizacdo daeddiBTS quando
alguma estrutura é doadora de atomos de hidrogénimp no caso do
padrdo BHT.
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Figura 22 Provavel mecanismo que explica a redughoadical ABTS e
estabilizacéo por ressonancia do radical formado

Na Tabela 9, estdo descritas as porcentagens dalade

antioxidante dos 6leos essenciais pelo método Xiid@ 6leo essencial de
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M. piperita foi o que apresentou maior atividade, frente atodettestado,
aproximadamente 63%, seguido Reofficinalis (46%), C. citratus (42%),

F. vulgare (31%) eP. boldus(26%). Conforme descrito na literatura, o
padrdo utilizado foi o manitol (acucar), tendo esggesentado menor
atividade em relacdo aos Oleos essenciais, e ebhddade foi de
aproximadamente 20%.

Tabela 9 Valores da porcentagem de atividade ddtonte dos Oleos
essenciais e do padrdo pelo método Hidroxil.

Amostras
Concentragao Manitol M. C. R. P. F.
(ug mL™Y piperita citratus officinalis boldus vulgare
25 0,00cD  28,7cA 22,4dB 10,3cC 0,00bD  0,75cD
50 0,00cC  40,7bA  11,7dB 13,6¢B 0,00bC  0,00cC
100 0,00cC  429bA 11,3cB 12,3cB 0,00bC  0,00cC
150 1,52cC  26,6cA 16,6bB 16,2cB 2,92bC  3,41cC
200 3,76cC  31,0cA 19,9bB 27,2bA 3,00bC  4,15cC
250 9,44bD  42,1bA  24,4bC 31,2bB 6,11bD  10,8bD
500 19,7aE  62,8aA 42,2aB 46,2aB 25,8aD 31,3aC

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nasa®le mesma letra mailscula
nas linhas néo diferem significativamente pelcetest Scott-knott §0,05).

M. piperita (Mentha piperita), C. citratus (Cymbammn citratus), R. officinalis
(Rosmarinus officinalis), P. boldus (Peumus boldesl. vulgare (Foeniculum
vulgare).

Mimica-Dukic et al. (2003), estudando os Oleos mssés deM.
piperita, M. longifolia e M. aquatica observaram uma maior atividade para o
Oleo essencial del. piperita (24%), sendo esse, composto de mentol (40%),
acetato de metila (10%) e mentona (9%). Os coimdtt identificados no
presente trabalho ndo foram os mesmos encontradddimica-Dukic et al.
(2003), fato que pode explicar a diferenga na e observada frente ao
método hidroxil. Essa diferenga na constituiciodless essenciais deve-se a
diversos fatores e um deles € o quimiotipo dasgdague podem apresentar
a mesma aparéncia e caracteristicas, mas apresestamuras quimicas
diferenciadas em funcéo da sua adaptacdo ao mekKKBLI et al., 2008).
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Estudos realizados por Ubeda et al. (1993) mostrajae alguns
alcaloides impedem a degradacéo da desoxirribokeioa pelo complexo
Fe*/EDTA na presenca do perdxido de hidrogénio.

Na Figura 23, pode ser observado o provavel meuoanigda
formacao do radical hidroxil que ird atacar a desbrse degradando-a em
diversos fragmentos, sendo um desses o0 malonajdpidc capaz de reagir
com o TBA (&cido tiobarbitirico), gerando um contposromdgeno que

pode ser quantificado por espectrofotometria.

FE*+H,0, > Fe*+ OH+ OH Reacao de Fenton
HQ
OH
(0]
+ OH —> o~ > N + outros produtos
MDA
OH (Malonaldeido)

Desoxirribose

O
N/N V4 Y
o + 2
AN AN
(Malonaldeldo) o) OH
Acido tlobarblturlco Cromobgeno

Figura 23Provavel mecanismo da degradacéo oxidativa da tigboge por
um radical hidroxil formado através da reacdo detdre e
formacdo do cromégeno a partir do malonaldeido ieloac
tiobarbiturico

Oleos essenciais que apresentam propriedadesidatites frente ao
método hidroxil tém a funcéo de proteger a desbrise, e podem competir
com ela pelo radical hidroxil e, com isso, ocormmaudiminuicdo na
intensidade da coloracdo, uma vez que nao ocorror@acdo do
malonaldeido (Figura 24).
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Figura 24 Provavel mecanismo da protecdo da desoxirribose upoa
substancia antioxidante

De acordo com os dados descritos na Tabela 10egos éssenciais
que apresentaram maior atividade frente ao métedediicdo do molibdénio
foram o 6leo deC. citratuse P. boldus Observa-se que 1,54 e 1,82 ug de
Oleo essencial d€. citratuse P. boldus respectivamente, equivalem a 1 ug
de &cido ascérbico, ao passo que sdo necessariog @0 6leo essencial de
F. vulgare para uma atividade equivalente a 1 pg de acidorlsiso. Essa
diferenca de atividade pode ser explicada pelaetife composi¢éo dos 6leos
essenciais, pois alguns constituintes favorecenedacéo e outros nao,

apresentando, assim, atividade ou ndo frente amdméstudado.
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Tabela1l0 Atividade antioxidante dos 6leos essenciai® pe€todo da
Reducao do fosfomolibénio

Fosfomolibdénio

Plantas Hg de OE equivalente a
ug™ de acido ascérbico
M. piperita 5,30
C. citratus 1,54
R. officinalis 5,57
P. boldus 1,82
F. vulgare 20,66

M. piperita (Mentha piperita), C. citratus (Cymbamm citratus), R. officinalis
(Rosmarinus officinalis), P. boldus (Peumus boldesl. vulgare (Foeniculum
vulgare).

Silva et al. (2015), avaliando a atividade antiaxigt do Odleo
essencial de plantas da familia Lamiacesientha pulegiume Mentha
viridis) pelo método de reducdo do molibdénio, verificarque o 6leo
essencial d& .pulegium(apresentando 50,0% de pulegona, 31,9% de mentol
e 16,6% mentona) proporcionou melhor atividade efacéo ao padréo
utilizado (BHT), seguido do 6leo essencialMeviridis, composto de 40,7%
de linalol, 13,9% de carvona e 8,6% dderpineno. Dados que néo
corroboram com os encontrados no presente trabaitha,vez que o 6leo
essencial deM. piperita ndo apresentou atividade significativa frente ao
método de reducdo do molibdénio, pois a compodig@doenciada do 6leo
essencial pode ter sido influenciado.

Neste método de complexacdo pelo fosfomolibdéniojnicio, a
solucdo apresenta coloracdo amarela, e vai senttisneerde a medida que a
solucdo de fosfomolibdénio se reduz (doacdo deoeketpor parte do
composto antioxidante). Sendo assim, nenhum olsene&l proporcionou
tal atividade, uma vez que seus constituintes n@esantam estrutura
favoravel para essa doacdo. Esse método avalipagidade antioxidante
tanto de componentes lipofilicos quanto de hidoaffl (PRIETO; PINEDA;
AGUILAR, 1999).
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A reacado da possivel reducdo do molibdénio podelssgrvada na

figura a sequir:

HO HO o
HO Ho o H o o o | w o 0
7 NaPO, ' 4 5+
- + 2Mo™* + 2Mo™ + 2H
HO OH HO o HO 0"

Acido ascoérbico

Figura 25 Provavel mecanismo da reducdo do molibdén

Os Oleos essenciais dé. piperita, C. citratus, R. officinalis, P.
boldus e F. vulgare utilizados neste estudo ndo apresentaram atividade
antioxidante frente ao método do poder redutorsaja, ndo foram capazes
de reduzir o ion ferro.

Silva et al. (2015), estudando a atividade antenxid do Oleo
essencial déMentha pulegiume Mentha viridis observaram uma atividade
limitante em reduzir o ion ferro para o éleoMeviridis; no entanto, o 6leo
essencial deM. pulegium nas concentracdes de 0,78 a 50 pL™*mL
ultrapassou a atividade do padrao BHT. Apesar ddems essenciais serem
de espécies vegetais pertencentes ao mesmo génaresma familia,
apresentam constituintes diferentes e consequentematividades
antioxidantes diferenciadas.

Teixeira et al. (2013), avaliando as propriedadegoxidantes do
Oleo essencial dR. officinalis pelo método do poder redutor, observaram
uma baixa atividade para o 6leo, um valor infed@ob umol de acido
ascorbico por grama de 6leo essencial, ao passanguaresente estudo, o
mesmo ndo apresentou atividade.

O método do poder redutor avalia a capacidadexaiote do dleo
essencial de acordo com a reducdo do ion ferricianéerrocianeto. O 6leo

essencial que apresenta em sua composicdo camsstuiom potencial
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redutor ir& reduzir o ferro lll [Fe(Cl} a ferro Il [Fe(CNJ]* (Figura 24), a

medida que a reducéo vai acontecendo a solucdicamaio mais verde.
Fe* + [Fe(CNY]> == Fe&** + [Fe(CN)l*
Figura 26Reacédo da provavel reducao do ion ferricianetoradianeto
4.4 Atividade antibacteriana
As concentra¢cdes minimas inibitérias (CMIs) dososlessenciais

obtidas sobre bactérias Gram-negativas e Gramimssiestdo descritas na

Tabela 11.
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Tabela 11 Concentragdo minima inibitéria dos Okssenciais d®l. piperita C. citratus R. officinalis P. bolduse F. vulgare
determinada para os micro-organisn&tsphylococcus aurepsisteria monocytogenessalmonellaCholeraesuis,
Escherichia colie Pseudomonas aeruginosa.

CMI (ug mL™)
Bactérias Gram ~ DMSO ~ CF pi phgita citrca{tus officl? ﬁalis boII::jus vuIZ;':\re
A?é%lirgggS 4 NI 100 250 125 125 625 NI
L onocylogenes Nl 100 625 1563 500 250 125
Sﬂ‘géeégg;“is NI 100 62,5 15,63 125 125 125
AT(E:.CClolli229 NI 100 62,5 31,25 125 3125 62,5
i}%eé”fgﬁsza NI 100 NI NI NI NI NI

NI: ndo inibiu, DMSO: dimetilsulféxido, CF: cloragrficol (C+)
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O dleo essencial dl. piperita apresentou atividade antibacteriana
inibindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativagceto paraP.
aeruginosacomo mostra os dados da Tabela 11. Esse fate difemaioria
dos estudos em que é relatado que bactérias Grgaiveess s80 menos
sensiveis a 6leos essenciais, por possuirem umabnaem externa
considerada uma barreira de protecdo pasmromoléculas e compostos
hidrofobicos. Devido a essa caracteristica morfoljgbactériasGram-
negativas sdo relativamente resistentes a antibftie outras drogas
hidrofébicas, assim como os 6leos essenciais (B2B04).

Valeriano et al. (2012), analisando a atividadébanteriana do 6leo
essencial d&l. piperitafrente as mesmas linhagens bacterianas avaliadas n
presente trabalho, observaram que esta espécigeatye maior atividade
paraE. coli, e baixa atividade para. monocytogenede acordo com 0s
autores foram indentificados o mentol, neoisoment@ntona, acetato de
metila e iso-mentona como componentes majoritarios, enquang ga
presente trabalho, o 6leo essencial desta espgreiseatou atividade similar
tanto paraE. coli quanto paral. monocytogenesapresentado como
constituintes majoritarios a carvona e o limoneno.

Iscan et al. (2002), estudando a atividade antiacta de o6leos
essenciais deM. piperita de diferentes paises, encontraram como
componentes majoritarios o mentol (27,5-42,3%) atore& (18,4-27,9%) e
observaram uma inibicdo palka monocytogenesom uma CMI de 156 ug
mL™ e uma inibicdo par8. aureusle 625 pg mt, quantidades superiores
as encontradas neste estudo, uma vez que este stompudo foram
identificados neste trabalho.

Os autores relatam que a presenca de mentol écatitea varios
micro-organismos, incluindoPseudomonas aeruginasaosteriormente,
trabalhos realizados por Valeriano et al. (2012%tnamam que o0 mentol ndo
€ 0 Uunico agente responsavel pelas propriedadésieobianas deM.

piperita. As observagodes feitas por Iscan et al. (2002)co&oizem com os
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resultados encontrados neste trabalho, uma veo geo essencial del.
piperita ndo foi efetivo contr&. aeruginosa

De acordo com dados descritos na Tabela 11, oeSsencial d€.
citratus se mostrou mais eficaz na inibicaoldemonocytogenegl5,63 g
mL™) e S. Choleraesuis (15,63 ug m)seguida da bactéria. coli (31,25
ng mLY). Os valores 15,63 e 31,25 pg thimostraram-se 6 vezes e 3,2
vezes, respectivamente menores que a CMI determinpdra o
cloranfenicol, droga controle, destacando a poatideide deste Oleo
essencial para aplicacdo industrial como antimiardom. Esses dados
corroboram parcialmente com resultados obtidod/jaderiano et al. (2012),
onde observaram que o Oleo essencialCdecitratus apresentou maior
atividade antimicrobiana frente & coli e atividade moderada frenteLa
monocytogenes

Silva, F. et al. (2014), avaliando a atividade lzattteriana do 6leo
essencial d€. citratus observaram uma inibicdo do crescimento tanto para
S. aureugGram-positiva) com uma CMI de 7,81 ug Talquanto pard.
aeruginosae E. coli (Gram-negativas) com valor médio de 15,62ug'mL
Os dados obtidos nesse trabalho corroboram pasgdncom Silva, F. et
al. (2014), sendo a CMI do 6leo essencialCdeitratusde 15,63 pg mit
paral. monocytogenes E. coli

De acordo com dados descritos na Tabela 11, asrege@dlls do
Oleo essencial dB. officinalisencontradas neste estudo foram @raureu
S. Choleraesuig E. coli, apresentando um valor de 125 pgimseguidas
da maior concentracdo sendo de 500 p¢f paral. monocytogenes

Rocha et al. (2014), avaliando a concentracdo nainimiitoria do
oleo essencial dR. officinalissobreS. aureusS. Choleraesuisk. coli e P.
aeruginosa verificaram que o crescimento & aureusfoi inibido pela
menor concentracdo do 6leo essencial testado, seEn@ddul mL™. Dados
que corroboram parcialmente com os encontradosesepte trabalho, pois
emboraR. officinalistenha induzido inibicdo, esta se mostrou menas&fi
pois sua CMI foi de 125 pg il
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Avaliando a capacidade antimicrobiana do 1,8-cineotanfora
presentes nesta espécie, Bozin et al. (2007) darmta que esses
componentes agiram contea coli L. Estes resultados corroboram em partes
com o encontrado neste trabalho, um vez que, tanfibéam identificados
no 6leo essencial desta espécie o 1,8-cineol em@Acbmo componentes
majoritarios, e seu 0leo apresentou uma inibicaderada par&. coli

Estudos realizados por Jiang et al. (2011), coteo éssencial dB.
officinalis observaram que este apresentou uma maior atividade
antimicrobiana sobreE. coli, S. aureuse P. aeruginosa resultados
parcialmente diferentes dos encontrados nestdhiahzois o 6leo essencial
desta espécie nao inibRu aeruginosa

Conforme descrito na Tabela 11, a menor concemtragiima
inibitéria do 6leo essencial d& boldusfoi sobreE. coli (31,25 pg mL),
seguida da CMI sobr®. aureug62,5 ug mr).

Além do boldo Peumus boldysser empregado no tratamento de
distarbios hepaticos e digestivos, apresentandgripdades diuréticas,
estomaquicas e antiinflamatorias (RUIZ et al., 20G&u 6leo essencial
apresenta atividade inseticida e efeito repelentgesSitophilus zeamais
Motschulsky, como descrito por Betancur et al. (301

Os dados descritos na Tabela 12 mostram os valer@sbicdo do
crescimento de bactérias Gram-positivas e Gramativeg sobre o efeito do
Oleo essencial de. vulgare N&o foi observada inibicdo pasa aureuse P.
aeruginosa

Roby et al. (2013), avaliando a atividade antibdat@ do Oleo
essencial dd-. vulgare sobre duas espécies de bactérias Gram-negativas
(Escherichia coliO157 ATCC 1659 e ATCC 13076 &almonellatyhpi) e
duas espécies de Bactérias Gram-positiBaillus cereusATCC 11778 e
Staphylococcus aureSTCC 13565), uma espécie de leveduCar{dida
albicans ATCC 10231) e uma espécie de fundesergillus flavusATCC

16875), observaram que menores valores de CIM encontradas para o 6leo
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essenciail d€. vulgareforam del0 ug mL* paraA. flavus C. albicanse S.
aureus

Diao et al. (2014), estudando a atividade antinbienma do 6leo
essencial dd-. vulgare contra sete micro-organismos diferentes, sehdo
aureusATCC 25923,S. albusATCC 8799 B. subtilisATCC 6051 (Gram-
positivas) eS. typhimuriumATCC 19430,P. aeruginosaATCC 9027,S.
dysenteriaeCMCC (B) 51252, e£. coli ATCC 25922 (Gram-negativas),
observaram forte atividade contra todos os ageyatgénicos testados de
origem alimentar, tanto Gram-positivas quanto Gramgativas, mas o
micro-oraganismo mais sensivel i dysenteriaenostrando maior inibicdo
e menor valor CMI. O presente trabalho diferiu diaés estudos acima,
sendo encontrado o menor valor de CMI garaoli, 62,5 pg mL.

Pseudomonas aeruginosa uma espécie patogénica produtora de
exopolissacarideos que podem permanecer ligadosaradep celular
(capsular) ou serem excretados na forma livre (jusso possivelmente
explica a resisténcia da mesma em relagéo aos édsesciais testados, pois
a producdo de exopolissacarideos é um problema ipeefere em
mecanismos imunoldgicos contra infecgdes bactesi@id et al., 2009).

Griffin et al. (1999) afirmaram que os terpenosp@guena massa
molar capazes de doar ou aceitar elétrons em wmagédld de hidrogénio
podem ser mais eficazes contra bactérias GramiaagaEsse fato pode
estar relacionado com a membrana externa desse®-onganismos.
Moléculas hidrofobicas séo forcadas a se difunttavas de uma camada
impermedvel, enquanto que pequenos compostos fticefsdo capazes de
passar mais facilmente através da membrana. Desto, npequenos
terpenoides sédo capazes de formar ligacbes de gBitim e interagir
significativamente com a agua podendo entdo ses afiazes na travessia
da membranads autores observaram também a relacao entreudueste a
atividade dos compostos presentes nos 0leos eaisersgndo a diferenca
estrutural um importante fator na inibicdo do miorganismo. O citronelol

nao foi ativo contreE.coli quando comparado com geraniol e nerol, essa
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diferenca pode estar relacionada com a Unica ligaltépla existente no
citronelol, ao passo que existem duas ligagdesadupk estrutura do
geraniol e nerol. Esta ligeira diferenca na esteu no entanto, suficiente
para afetar parametros moleculares importantes ctano a capacidade de
ligacdo de hidrogénio e, portanto, exercendo atdeédcontra esses micro-
organismos.

Além disso, Griffin et al. (1999)relatam que constituintes que
apresentam uma ou mais hidroxilas alcoodlicas sée efigazes na inibicao
de diversos micro-organismos, incluindo aureusdo que uma estrutura
apresentando o grupo funcional aldeido, como éso da citronelol e do
citronelal, sendo o citronelol mais ativo do queitconelal. Outro exemplo,
corresponde aos constituintes terpinen-4-ak-erpineol, sendo a unica
diferenca entre eles, a posicao da hidroxila alcapk esta diferenca pode
afetar as propriedades da molécula, tais como aciigule de realizar
ligacbes de hidrogénio e, portanto, afetando sueidatle contraP.
aeruginosasendo terpinen-4-ol ativoceterpineol inativo.

O dleo essencial deC. Citratus composto basicamente de
monoterpenos, foi o que apresentou maior eficién@a inibicdo de
bactérias, podendo ser sugerido como component®remalacdes de géis
para uso topico ou até mesmo em pomadas indicanldsatamento de
infeccdes da pele causadas por diferentes bact€tadleos essenciais de
M. piperita P. Boldus e F. vulgare também obtiveram resultados
promissores quanto a inibicdo de bactérias, sendgerislos para o
tratamento de algumas infeccBes hepaticas ouimdestno entanto estudos
aprofundados em relacdo a toxicidade desses Omasab ser realizados

para futuras aplicacdes.

4.5 Atividade hemolitica em meio solido

Analisando a Figura 27, observa-se que todos ass @esenciais

induziram hemdlise em todos os volumes testadostaPam-se os 6leos
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essenciais deC. citratus e P. boldus que apresentaram halos de
aproximadamente 9 mnC( citratug em todos os volumes analisados, sendo
13 e 15 mmP. boldu$ nos volumes de 1,2 e 1,8 uL, respectivamente. A
analise estatistica demonstrou que o halo de 15rafarente ao volume de
1,8 pL de dleo deéP. boldus ndo difere significativamente do controle
contendo apenas peconha. JA& o Oleo essenciaR.defficinalis ndo
apresentou atividade hemolitica, assim como os rasneolumes deM.

piperitaeF. vulgare

*

& B jararacussu (10 ug)

AR
E NN 2
AR

2 S
6- H g D M piperita
s 8 2 C citratus
4+ = % M R officinalis
24 H ] P. boldus
0 H § =X Fovulgare

* D% B OV BE SD D

Oleos essenciais (nL)

Figura 27Atividade hemolitica em meio sdélido dos 6leos esisés deM.
piperita, C. citratus R. officinalis P. bolduse F. vulgaree do
controle positivo contendo apenas pegonha Bethrops
jararacussu*Difere do controle positivo pelo teste Skott knat
95% de significancia.

A Figura 28 apresenta as porcentagens de ativithedeolitica
obtidas ap6s incubagéo dos 6leos essenciais coomlpecConsiderando o0s
didmetros dos halos resultantes da atividade danpagcomo 100%, nota-se
que o 6leo dé°. bolduspotencializou (aproximadamente 30%) a acdo das
enzimas presentes na composicao da peconha, emdsdwolumes de dleos
testados. Para o 6leo essenciaMieiperitano volume de 0,6 uL ocorreu

uma inibicdo de aproximadamente 45%, enquanto guelomes de 1,2 e
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1,8 pL potencializaram a ac¢do das enzimas henadjtiproteases e
fosfolipases A em sua maioria. J& para o 6leo essenci&.datratusndo

foi observada atividade inibitéria estatisticamesitmificante, no entanto o
O0leo de R. officinalis potencializou a lise de eritrocitos induzida pela
peconha em aproximadamente 20% no menor volumep(0,Gvaliado e
apresentou inibicdo de aproximadamente 35% nosnadwde 1,2 e 1,8 L.
Para o 6leo essencial e vulgare foi observado 100% de inibicdo nos
volumes 0,6 e 1,2 uL, enquanto que, o volume depl,8do induziu
inibicdo significativa. Essas atividades diferedempara cada 6leo essencial

podem ser explicadas pela diferenca na constituieates.

140+
120+
1004

EE3 M piperita
&8 C cirratus
&3 R gfficinalis
O P boldus
22 F.vulgare

Atividade Hemolitica (%)
=2
o
1

B. jararacussu:o6leo essencial (m:v)

Figura 28 Efeito dos 06leos essenciaisl e piperita C. citratus R.
officinalis, P. bolduse F. vulgare sobre a atividade hemolitica
induzida pela pegonha dg&othrops jararacussy10 pg), apos
incubagd@o a 37°C por 30 minutos.*Difere do contnobsitivo
pelo teste Skott knott a 95% de significancia.

Os constituintes dos 6leos essenciais podem iitecagn sitios
hidrofébicos presentes em algumas toxinas, assimopca acdo inibitoria
pode também ser resultante de mecanismos antid&gjasendo esses
mecanismos intimamente relacionados ao nimero diécotas (enzimas e

compostos ativos vegetais) presentes no ambieatioral; justificando as
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diferentes agdes (inibidora, potencializadora ou eéito) observadas para
os variados volumes de 6leo analisados.

As enzimas presentes na composicdo de peconha wderogé
Bothrops podem ter suas atividades inibidas total ou plneiate ou
potencializadas por constituintes dos 6leos esgsndlguns trabalhos tém
descrito a acdo de compostos vegetais sobre asrdde classes de enzimas
presentes nas peconhas ofidicas.

Miranda et al. (2014b), avaliando o 6leo essemt@gaHedychium
coronarium em atividades fibrinogenolitica e coagulante indag pelas
peconhas deBothrops e Lachesis observaram inibicdo significativa na
coagulacéo induzida por ambas as peconhas testadpsjndo a possivel
utilizacdo do mesmo como uma alternativa de comgfeona soroterapia,
uma vez que os Oleos essenciais ndo requerem Bygdad especificas e a
sua utilizag&o topica pode ser realizada imediatéerspos extracao.

Yamaguchi e Veiga-Junior (2013), avaliando a cajza@
hemolitica do 6leo essencial Badlicheria citriodora(galhos e folhas), ndo
observaram danos a membrana; relatam ainda quedaneo essencial dos
galhos quanto o das folhas n&o apresentaram fepidpoides em sua
composicao; os mesmos sdo compostos basicameste dee 93,75% de
geranato de metila (éster monoterpénico) galhadhag, respectivamente,
sugerindo que 0s compostos presentes nos Oleosdnacapazes de causar
lise. Dados encontrados neste trabalho corroborarbighmente com os
obtidos pelo autor, pois o 6leo essencial Fdevulgare (erva doce) nao
induziu hemdélise em nenhum dos volumes testados,apiesentou em sua
composi¢cdo o metil chavicol (estragol), que € umilfeopanoide. Isso
mostra que a diferenca nos niveis de inibicdo n&gede apenas da
composicdo complexa dos Oleos essenciais, mas tandas estruturas
diferenciadas das diversas classes de enzimasnpgeseas peconhas de
serpente, pois variam dentro do género e em relagi@racteres de idade,

sexo, alimentagdo e ambiente em que a espécieseten
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4.6 Atividade fosfolipasica

De acordo com a Figura 29, apenas os Oleos essemtgav.
piperita e F. vulgareno volume 1,8 yuL €. citratusno volume de 0,6 pL
potencializaram a acdo das fosfolipasessA diferenciando do controle
contendo apenas peconha. Ja o 6leo essencRl dficinalisinibiu essa
acdo em 10% no menor volume avaliado (0,6 pL)uentp que o dleo

essencial d@. boldusndo alterou a atividade induzida pela peconha.

140-

s
< 120- .
g T 3 2
= 100+ * T %
S Z
T 80- g
£ 604 ?
;zz é o M. piperita
= 404 ? XA O citratus
<3 % = R officinalis
Z  20- ] am P soidus
= % 223 F vulear
- é A F. vulgare

0- T 2

bb \T' \% %‘9 '\'} \Q’ Qb \q, \$
L

B. jararacussu:oleo essencial (m:v)

Figura 29 Efeito dos O6leos essenciais Me piperita C. citratus R.
officinalis, P. bolduse F. vulgaresobre a atividade fosfolipésica
induzida pela peconha dgothrops jararacussuyl10 pg) apés
incubacdo a 37°C por 30 minutos.*Difere do controtssitivo
pelo teste Skott knott a 95% de significancia.

As fosfolipases Ade peconhas de serpentes do géBetbropsséo
importantes em uma série de atividades celulanes, delas € atuar na
hidrélise de fosfolipidios de membrana, essa les@a @ &cido araquiddnico
gue é precursor de prostaglandinas, tromboxanosotiéenos e outros
lipidios bioativos importantes em processos infi@mas e no controle da

hemostasia (CUNHA; MARTINS, 2012).

97



As diferentes toxinas de peconhas podem ser irhpda diversas
moléculas, incluindo agentes quelantes, como arimepdatores plasméaticos
de origem animal e extratos de plantas (TRENTQ.,e2@01).

Estudos realizados por Silva, L. (2014) utilizandeconha de
Bothropsmostraram que tanto o 6leo essencidiéatha pulegiunguanto o
Oleo deMentha viridisapresentaram efeito inibidor sobre fosfolipasesla
ordem de 4,1% a partir da concentracéo de 14,61t m

Segundo relatos de Borges et al. (2000), o exteafooso de
Caseariasylvestrisfoi capaz de neutralizar a atividade hemorragicesada
pela peconha de varias serpentes do gé@ettorops

O extrato aquoso delandevilla velutinafoi um inibidor eficaz de
fosfolipases A inibindo também alguns de seus efeitos toxicospac a
hemorragia (BIONDO et al., 2003).

Carvalho et al. (2013) relataram a impotancia ge@ss vegetais
no tratamento de acidentes ofidicos principalmentelugares que ndo se
tem acesso ao tratamento soroterapico. As fostdipa# estando entre os
principais constituintes de peconhas de serpentggideraBothropspodem
ser inibidas por componentes destes vegetais, @mmpostos fendlicos,
flavondides, alcalbides, esteroides e terpendidem@, di e triterpenos), e
polifendis (taninos vegetais).

No presente trabalho, o 6leo essencial que apmsénmibicdo de
fosfolipases foi o 6leo dR. officinalis (alecrim), com inibicdo aproximada
de 10%, sendo constituido de terpenos, alcodisresto que pode justificar
essa inibicdo, corroborando com o trabalho readizaam Mors, Nascimento
e Pereira (2000) que aponta varios triterpenosapasiicos, como o acido
oleandlico, lupeol, acido ursdlico, taraxerol, t@asterol,a, f-amirina e
friedeline eficazes contra peconhas de serpentes.

Considerando que a atividade fosfolipasica é edareipenas por
PLA,s e que a atividade hemolitica é exercida tantoPh@%,s quanto por
proteases, os resultados observados apontam agaeses 0leos avaliados,

de inibidores especificos de proteases, destacadod. piperita R.
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officinalis e F vulgarecujos os 6leos induziram inibicdes expressivasesab

atividade hemolitica exercida pela peconh&dg@raracussu

5. CONCLUSOES

Os constituintes majoritarios presentes no 6leeresal deMentha
piperita (horteld) foram carvona e limoneno. No 6leo @gmbopogon
citratus (capim-cidreira) foram encontrados o geranialahermirceno. O
O0leo essencial deRosmarinus officinalis (alecrim) apresentou como
componentes majoritarios o 1,8-cineol, canfora-gineno. Para o 6leo
essencial dePeumus boldugboldo), foram encontrados o formato de
terpinila, p-cimeno, 1,8-cineol, ascaridol e terpinen-4-ol eyapo O6leo
essencial dd-oeniculum vulgare(erva-doce), o metil chavicol (estragol),
limoneno e fenchona foram encontrados como compesemajoritarios.

Os Oleos essenciais apresentaram baixa ou nenhtimdade
antioxidante frente aos métodos de sequestro dearmdDPPH e ABTS).
Nao foram eficazes na protecdo do &cido linoleiootra a oxidagéo.
Apresentam eficacia na protecdo da desoxirribasegee o 6leo essencial
de horteld apresentou maior atividade antioxidaoteservando-se uma
maior atividade dos Oleos em relacdo ao padra@add (manitol). No
método de reducdo do molibdénio, os 6leos essend&C. citratuse P.
boldusmostraram maior eficacia na reducdo do molibdéniorelacdo aos
demais 6leos, e no método do poder redutor, nenblem essencial foi
capaz de reduzir o ferro, portanto ndo apresentatisidade antioxidante.

Na atividade antibacteriang, aureugoi mais sensivel ao 6leo ée
boldus A Listeria monocytogeneas aSalmonellaCholeraesuis apresentaram
sensibilidade frente ao Oleo essencial @e citratus Escherichia coli
mostrou sensibilidade frente aos 0leos essenaiX ditratuse P. boldus
ao passo quBseudomonas aeruginosa mostrou resistente a todos os 6leos

testados.
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O oleo essencial dR. officinalisfoi capaz de inibir quase 40% das
proteases e aproximadamente 10% das fosfolipagesefuido dos o6leos
essenciais dul. piperitaeF. vulgareque foram capazes de inibir a acdo das
proteases, mas nao foram ativos na inibicdo delfpabes A. J4 o Oleo
essencial d€.citratusfoi indutor hemolitico e potencializou a atividadies
fosfolipases A O 6leo essencial d@. boldusfoi capaz de induzir hemdlise
e pontecializar a acdo das proteases, mas se masm efeito sobre a
atividade fosfolipasica.

De modo geral, este trabalho contribui para um aretiontrole do
uso medicinal dessas espécies pela comunidade,vemgue as plantas
produzem substancias quimicas que podem atuaritemehte ou agirem
de forma téxica sobre outros organismos. Portgram que se possa fazer
uso de uma espécie vegetal com seguranca, é némegEa esta seja

estudada sob o ponto de vista quimico, farmacaddgitoxicoldgico.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Assim como muitas pessoas, 0s moradores de Lavreegido
utilizam plantas para diversas finalidades. De dxocom informacoes
relatadas por moradores, a horteldefitha piperitd € utilizada em
problemas digestivos, contra vermes, combate licgenstruais e
resfriados; o capim-cidreira&Cymbopogon citratys por ser carminativo, é
utilizado em casos de depressédo, contra doresliaa resfriados; ja o
alecrim Rosmarinus officinalljsé utilizado apenas como condimento em
receitas caseiras; o boldBgumus boldysé utilizado contra ma digestao e
problemas relacionados ao figado; e a erva-dboenjculum vulgarg é
usada como carminativo e contra gases. De acomardformacdes acerca
de fitoterapicos liberados pela ANVISA, o 6leo exsal deMentha piperita
e 0 extrato dé?eumus boldusdo permitidos para uso medicinal (Instrucdo

Normativa N°02, de 13 de maio de 2014Feeniculum vulgareé uma
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palanta utilizada apenas como condimento e tem{ieesolucdo-CNNPA
n°12, de 1978).

O uso de medicacdo natural (droga vegetal) nadfismrauséncia
de efeitos colaterais ou toxicos; portanto, alguuidados em relacdo a sua
ingestdo devem ser tomados. Resultados obtidos tmabalho mostram que
o0 6leo essencial de horteld, capim-cidreira, aledpioldo e erva-doce foram
indutores de hemodlise, ou seja, agem destruindoeasicias causando a
liberacdo da hemoglobinan(vitro). Mas, resultados também mostraram a
eficiéncia dos Oleos sobre bactérias patogénicasses dados condizem
com informac8es obtidas através dos questiondpiasados a populacéo de
Lavras e regido, em que tais plantas séo utilizadasombate a dores de
cabecga, enjéos, diarréias, vermes, dentre outm#u@o os Oleos essenciais
utilizados neste trabalho podem ser sugeridos cltwierapicos a serem
utilizados em processos de inflamag&o, uma vezsgaecapazes de inibir a
acdo das fosfolipases,Asendo estas enzimas participantes da cascata de
inflamacéao.

O préprio conceito de 6leos essenciais caractecizapostos
volateis que podem ser perdidos durante o prepamates da ingestdo do
infuso pela populagdo; logo, o efeito do uso degdastas sobre o
organismo pode ser justificado pela presenca deoutmetabdlitos
diferentes dos Oleos essenciais, tais como alespiflavonoides, acidos

fendlicos, taninos, etc.
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8. ANEXOS

Formulario
Uso de plantas medicinais

Populacéo

Identificacdo da entrevista
Codificacdo do informante;

Zona urbana ou rural:

Cidade:

Data:

Entrevistador:

Variaveis socialdgicas
Nome:
Naturalidade:

Sexo: FE

‘Z

|dade:
Escolaridade:
Percurso de vida:

e Sempre viveu no local

* Vive héa cinco anos ou menos
* Vive ha 10 anos ou menos

* Vive ha mais de 10 anos

* Viveu e trabalhou na cidade

OOoood

Profissao:
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Ficha das plantas

1- Cite 5 nomes de plantas mais utilizadas por vocé gdms

medicinais.

2- H4 outros nomes utilizados na
anteriormente citadas?

identificacdo das ntata

3- Reconhece a planta facilmente? Identifica por quexiacteristicas?

4- Para preencher a tabela a seguir, siga as insgrag@eritas abaixo.

Plantas

Uso
principal

Parte
usada

Preparacéo

Instrucoes:

IndicacOes terapéuticas e usos medicinais:

Aparelho digestivo- DIG

Aparelho reprodutor- REP
Aparelho respiratério- RES

Aparelho urinario- URI

Circulacdo- CIR
Colesterol- COL
Dermatologia- DER
Diabetes- DIA
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Diurético- DIU

Febre- FEB

Propriedade antioxidante- ANT
Propriedade antibacteriana- BAC
Reumatismo e artrite- REU
Sistema nervoso- NER
Hipertensao- HIP

Observacédo: Especificar também os usos, exemplasiqbite, diarreia,
menopausa, tosse, entre outros.

Parte usada:
Raiz, caule, gomos, folhas, flores inflorescénfriatos, sementes, casca do
tronco, érgaos subterraneos de reserva (bulbo&iduibs, rizomas), outros.

Preparacéo: Consumo verde ou seco. Técnicas dgeseedou conservagao.
Processamento: Infusdo, decocg¢do ou coziment@agpl direta ou tdpica,
maceracdo, emplastro, friccdo, outra. Manuseio fdestas para o0s
diferentes tipos de aplicacdo, tempo, modo e aditimel, azeite, sebo,
alcool, outro). Administracdo e dosagem.

5 - Recolhe no campo estas plantas? Sim  N&o

6 - Se respondeu Sim passar para as questbe8.7&eespondeu Nao,
passar a 10.

7 - Onde as recolhe?
No campo_ Em qualquer lugar__ Em locais especificas__

8 - Quando as recolhe?

Em qualquer época do an[ | Mais magwera [ |
Mais no verdo |:| iAo outono |:|
De madrugada [] rsnha []
Depois do almogo [ ] Adiaha ]

9 - Além de recolher no campo também as compra?_Si Naa
Por que?
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10 - Com quem adquiriu conhecimentos sobre asgsane mencionou?

» Com os antepassados

* Recentemente com a familia
e Com vizinhos e amigos

» Através de livros

» Através de jornais, revistas, folhetos de divulgaca

OOoooon

* Através da televisdo

e Qutro

11 - Com que frequéncia consome/usa preparados absss plantas
medicinais?

e Uma vez por dia

e Mais do que uma vez por dia
* Semanalmente

¢ Quinzenalmente

¢ Mensalmente

e Poucas vezes

O ododn O

« Raras vezes

. u isa, u uénci
ando precisa, sem se preocupar com frequénci_]

12 - Acha importante que sejam recolhidas inforraaggbre o uso
das plantas e que essa informacéo seja transipérdsoutras

pessoas?
Sim N&o

Por que?
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