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RESUMO GERAL

Objetivou-se neste trabalho avaliar a influéncisado de coleta (2014 e 2015)
sobre o teor e a constituicdo quimica do éleo esdesreCantinoa carpinifolia
além do seu potencial farmacolégico e do dledigpia origanoidespor meio

de ensaios de hemodlise, efeitos sobre a atividazlefodfolipases A e
serinoproteases de peconhas de serpentes e sobesgws de coagulacdo e
dissolucdo de trombos sanguineos. Objetivou-seéamibvestigar o potencial
antioxidante dos 6leos essenciais por diversasduoleigias. Os 6leos essenciais
foram obtidos pela técnica de hidrodestilacdozatildo o aparelho de Clevenger
modificado e os constituintes identificados e gfiaatdos por CG/EM e CG-
DIC. As atividades fosfolipasica e hemolitica foramalizadas por difusdo em
agar utilizando gema de ovo (fosfolipidios) e éditos sanguineos humanos,
respectivamente. Para a atividade de serinopratefseutilizado o substrato
cromogénico BAPNA. A coagulacdo induzida pelas phes foi verificada
utilizando plasma humano citratado e a atividadelolitica foi quantificada
pelo volume de liquido liberado pelos trombos. Avidade antioxidante foi
avaliada pelos métodos de estabilizacdo dos radiBTS, DPPH e hidroxil,
complexagdo do fosfomolibdénio, poder redutor, ag&b do sistemd-
caroteno/acido linoleico e espécies reativas atoawbarbitirico (TBARS)Os
rendimentos do 6leo essencial e carpinifolia foram de 0,48% e 0,31% em
2014 e 2015, respectivamenfas constituintes majoritarios do 6leo essencial
forama-tujona (32,15 e 29,21%f};tujona (22,22 e 35,88%f};cariofileno (8,74

e 5,28%) e sabineno (6,65 e 5,61%), em 2014 e 264pectivamente. No 6leo
de L. origanoides foram carvacrol (41,51%p-cimeno (18,59%)y-terpineno
(17,03%) e timol (4,86%). O potencial antioxidadtes 6leos essenciais variou
com a metodologia, sendo o BHT, o acido ascorbio®dko del.. origanoides
mais eficientes. Para o método hidroxil, os dlemsrh mais eficazes que o
manitol. Em relagdo a caracterizagdo farmacolodima 6leos essenciais, foi
possivel observar que apresentaram acdo inibitSolare a atividade de
fosfolipases A, induzida pelas pegonhas 8ethrops atrox B. jararacg B.
jararacussu e B. moojenie ndo mostraram-se citotdxicos sobre eritrécitos
sanguineos humanos, sendo o 6leo essencidC.dearpinifolia em todos
volumes testados e o de origanoides nos volumes 0,6 e 1,2 uL. No entanto,
incubacbes prévias dos 6leos com peconhaB.dararacussu B. moojenie
Crotalus durissus terrificug¢C.d.§, ocasionaram potencializacdo na atividade
hemolitica. Pelos resultados obtidos para os telgeagulacdo, infere-se que
0s constituintes dos 6leos essenciais interagi@maomponentes plasmaticos,
visto que a incubagédo prévia do plasma com os d&sheiu significativamente

0 tempo de coagulacdo. Os volumes 0,6 e 1,2 ulLlee @éssencial, pré-
incubados com peconha Be jararacussupotencializaram a acao de proteases
e fosfolipases 4 resultando em maior dissolugcédo dos trombos. Pagéendo o



6leo essencial dk. origanoidesfoi pré-incubado com a peconha @el.t, os
seus volumes induziram efeito trombético. Os Okessenciais proporcionaram
aumento na degradacdo do substrato BAPNA induzédas ppeconhas dB.
jararaca e deL. muta Os resultados aprimoram a caracterizacdo farrbgical
desses 6leos essenciais, ressaltando o potenciatilidacdo em industrias
farmaco-cosméticas.

Palavras-chave: Oleos volateis. Fatores edafoclimaticos. Potencial
antioxidante. Peconhas de serpentes. Inibidorémaétizos.



GENERAL ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the influente¢he year of collection
(2014 and 2015) on the chemical compositions arel pharmacological
potentials of the essential oils fror@antinoa carpinifolia and Lippia
origanoides through hemolysis assays, their effects on thaviaes of
phospholipase Aand serine proteases from snake venoms and ogulatian
and dissolution of blood clots. The objective wdsoato investigate the
antioxidant potential of the essential oils usiiiffedent methods. The essential
oils were obtained by hydrodistillation using a rfied Clevenger apparatus,
and the constituents were identified and quantifigdsC-MS and GC-FID. The
phospholipase and hemolytic activities were deteeahiby agar diffusion using
egg yolk (phospholipids) and human blood erythresyrespectively. BAPNA
was used to determine the serine protease acti@ibagulation induced by
venoms was verified using human citrated plasmd,ta@ thrombolytic activity
was measured by the volume of liquid released bgntbi. The antioxidant
activity was evaluated by the methods involvingb#ization of the ABTS,
DPPH and hydroxyl radicals, complexation by fosftib@€nio, reducing
power, oxidation of thg-carotene/linoleic acid system and species thatt rea
with thiobarbituric acid (TBARS). The essential gitlds fromC. carpinifolia
were 0.48% and 0.31% in 2014 and 2015, respectilidlg major constituents
of the essential oil were-thujone (32.15 and 29.21%);thujone (22.22 and
35,88%),B-caryophyllene (8.74 and 5.28%) and sabinene (6r&b5.61%) in
2014 and 2015, respectively. Carvacrol (41.51%%ymene (18.59%);y-
terpinene (17.03%) and thymol (4.86%) were foundhieL. origanoidesoil.
The antioxidant activity of the essential oils eariwith the method employed,
and BHT, ascorbic acid and the oil framoriganoideswere the most efficient.
In the hydroxyl method, the oils were more effegetthan mannitol. Regarding
the pharmacological characterization of the esakntls, an inhibitory action
against phospholipase:Mduced by the venoms Biothrops atroxB. jararaca

B. jararacussuand B. moojenwas observed. No cytotoxicity against human
blood erythrocytes was observed with all the volsinté the oil from C.
carpinifolia tested. No cytotoxicity was observed with 0.6 dnd@ pL of the
essential oil fromL. origanoides However, prior incubations of the oils with
venoms ofB. jararacussuB. moojeniand Crotalus durissus terrificugC.d.t),
caused potentiation of the hemolytic activity. Fréme results obtained in the
coagulation tests, it is inferred that the constits of the essential oils
interacted with serum components, whereas preiricubaf the plasma with the
oil significantly reduced the clotting time. Volumeof 0.6 and 1.2uL of
essential oil, pre-incubated wiBh jararacusswenom, potentiated the action of
proteases and phospholipasg #esulting in greater dissolution of thrombi. But
when the essential oil froln origanoideswas pre-incubated with the venom of



C.d.t, a thrombotic effect was induced. Essential aits/jgled an increase in the
degradation of BAPNA induced by venomsRfjararaca andLachesis muta
The results improved the pharmacological charagdn of these essential
oils, underscoring their potential for use in daagmetic industries.

Keywords: Volatile oils. Edaphoclimatic factors. Antioxidapotential. Snake
venoms. Enzyme inhibitors.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As plantas medicinais e aromaticas tém sido empesgaa medicina
popular por apresentarem atividades biolégicas edeitos terapéuticos. Os
produtos obtidos dessas, como o0s 6leos essenefd sendo amplamente
comercializados nas indUstrias farmacéuticas, agnaras, de alimentos e
cosmeéticas, para serem utilizados em diversos dintsstituindo ou associando-
se aos compostos empregados habitualmente. A eafjiidgde dessas
substancias é relativa ao seu aroma e as propegdadmo antimicrobiana,
inseticida, alelopatica, anti-inflamatéria, antgsitaria, antioxidante e
antiproliferativa e outras (SACCHETTI et al., 200BHALLA; GUPTA,
JAITAK, 2013; TEIXEIRA et al., 2014; OLIVEIRA et 312014; AZEVEDO et
al., 2014; ANDRADE et al., 2015; OLIVEIRA et alQ25; FOE et al., 2016).

Sabe-se que nos dias atuais a incidéncia de doeergaodegenerativas
vem aumentando, sendo muitas dessas serem capsdal@xcesso de radicais
livres. Além dos danos causados ao organismo hunw@mo o surgimento
dessas doencas e de outras patologias, incluinda@éamcer, doencas
cardiovasculares, catarata, envelhecimento, dodnflamatoérias, entre outras
(MIGUEL, 2010), os radicais livres podem atuar solus acidos graxos
presentes em alimentos, induzindo o ranco, o deseémento de odores e
sabores desagradaveis, e com isso, perde-se orndf@ional e comercial do
alimento.

Visando a reduzir a acdo desses radicais, astiiaiide alimentos tém
recorrido a utilizagdo dos antioxidantes sintéticmsmo o butil-hidroxi-anisol
(BHA), 2,6-di-tert-butil-4-hidroxitolueno (BHT), dére outros. No entanto,

estudos toxicolégicos tém demonstrado que eles uposs potencial



22

carcinogénicofBOTTERWECK et al., 2000)Dessa forma, pesquisas tém sido
desenvolvidas com o intuito de encontrar produgdarais, a partir da medicina
popular, com atividade antioxidante, os quais [pd#srdo substituir os
sintéticos ou fazer associacfes entre eles, coroppgito de diminuir o uso de
compostos sintéticos nos alimentos.

A medicina popular também é de grande importangi&ratamento de
acidentes provocados por serpentes peconhentamipptimente em paises
emergentes. Muitas espécies vegetais sdo usadasessen proposito por
comunidades que ndo dispdem de acesso imediatooterspia tradicional
(CARVALHO et al., 2013).

A busca por inibidores naturais de peconhas deestrp é fundamental
para complementar a terapia tradicional, princigsi® no que diz respeito a
neutralizacdo dos efeitos locais. Os produtos astwéo uma fonte abundante
de inibidores enzimaticos e de compostos farmaaadatente ativos, sendo
capazes de interromper a atividade de algumas pagsan de toxinas isoladas
(GUIMARAES et al., 2014).

Em decorréncia do aumento da importancia dos &ssenciais no
mercado mundial e das suas atividades, biolégit@areacoldgica, da ampla
variedade da flora brasileira e ainda quase ineaxgiy sao imprescindiveis mais
estudos que viabilizem a aplicacéo dessas subatmaiurais.

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalhoiaval influéncia do
ano de coleta sobre o teor e a constituicdo quiduaieo essencial deantinoa
carpinifolia (Benth.), além de avaliar o seu potencial farm@giob e do éleo
essencial dé.ippia origanoidesKunth., por meio de ensaios de indugédo e/ou
inibicdo de hemolise e de avaliacdo de seus efaitdse a atividade de
fosfolipases A e serinoproteases de peconhas de serpentes, beansobre os
processos de coagulacdo e dissolugdo de trombgsisans induzidos por

diferentes peconhas de serpentes. Além disso, tiggase o potencial
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antioxidante desses 0leos essenciais por diverstsdologias, incluindo
estabilizacdo de radicais livres, complexacdo detaisee inibicdo de

peroxidacéo lipidica.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Produtos de origem vegetal

Dados da Organizacdo Mundial de Salde — OMS indigaengrande
parte dos habitantes do planeta utilizam algum ¢diporecurso vegetal como
Unica forma de acesso aos cuidados basicos de. gdadedisso, a retomada do
conhecimento das plantas medicinais junto & popalagm requerido atencao
especial decorrente a muitos fatores, como o awleprocesso de mudanca
social que tem levado a perda de valiosas inforesmgdbbre a utilizacéo
terapéutica das plantas; o0 desaparecimento de iespéegetais ainda
desconhecidas do universo cientifico; o aumentdntiEresse da populagéo
mundial pela fitoterapia; e o uso do artificio éammacol6gico pelas industrias

farmacéuticas na procura de novos farmacos (LEXUES).

2.2 Metabdlitos secundarios

Ao conjunto das transformacg8es das moléculas argdrgue ocorrem
nas células vivas, catalisadas por enzimas esgsiendo como fungéo suprir
0 organismo de energia, renovar suas moléculagantgaa continuidade do
estado organizado, da-se a designacdo de metaboli&npresenca dessas
enzimas especificas propicia uma determinada agéot a essas
transformacdes, designando-as de rotas metabdlsmompostos quimicos

formados e degradados sdo chamados de metabdlités divididos em dois
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grandes grupos, os metabdlitos primarios, como aybodratos, proteinas,
acidos nucleicos, lipidios e outras substanciasoitaptes que participam da
nutricdo e dos processos metabolicos vitais a reagéb da vida do organismo
(SIMOES et al., 2007). O outro grupo originado dustabolitos primarios sdo
0os metabdlitos secundarios, geralmente produzidogpequenas quantidades,
possuindo caracteristicas quimicas muito variadasendo responsaveis por
funcbes pouco definidas, o que ndo os torna mempsrtantes (DEWICK,
20009).

Por vérios anos, os metabdlitos secundarios faransiderados como
produtos de excre¢do do vegetal, sem vantagemgimalétodavia, com os
estudos relacionados as plantas, tem-se encontraito sobre a finalidade
dessas substancias, como a utilidade para o ddgemento fisiologico das
plantas e seus papéis como intercessores dag;iigerantre as plantas e outros
organismos (alelopatia) (SIMOES et al., 2007).

Os metabdlitos secundarios produzidos pelas @Harsdvém do
metabolismo da glicose, via dois principais integigos, o acido chiquimico e
o acetil-CoA, formando os alcaloides, os flavonsjdes cumarinas, os taninos,
as quinonas, os Oleos essenciais (constituidosdmasinte de terpenos e
fenilpropanoides), entre outros (Figura 1). Essempostos apresentam alto
valor comercial, ndo apenas na area farmacéutmapo cambém alimentar,

agronémica e de perfumaria.
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Figura 1- Principais rotas de biossintese dos rhbtad secundarios.
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Fonte: Simoes et al. (2007).

2.3 Oleos essenciais

De acordo com a International Organization fom8éadization (1ISO),
Oleos essenciais sao definidos como produtos abtidaima planta ou das suas
partes, por destilacdo (hidrodestilacdo ou deéillapor arraste com vapor
d’agua); ou de pericarpos de frutos citricos, poc@sso mecanico apropriado
sem aquecimento, designado espressao (SIMOES 20a).

Os 6leos essenciais sdo também denominados de \@kusis, 6leos
etéreos ou esséncias, por apresentarem aspecto @ldemperatura ambiente.
Eles sdo geralmente incolores ou ligeiramente dathre, com excecdo dos
Oleos essenciais que apresentem alto teor de azalemo o de camomila e mil-
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folhas (SIMOES et al., 2007). Segundo Bandoni ep@ke(2008), os 6leos
essenciais sao misturas complexas de substancig&nicas lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas que exibem comprigdades fisico-quimicas
elevada volatilidade, instabilidade na presenca lde de oxigénio, de
substancias oxidantes e redutoras, em meios coex{yeimos, ou na presenca
de tracos de metais que podem catalisar reacbesledemposicdo e
transformacéo.

De acordo com Figueiredo, Pedro e Barroso (2014)leo essencial
representa apenas uma parte da constituicdo ud&siivel de ser obtida de uma
planta. Com efeito, o componente volatii pode sgtraélo por outras
metodologias; nesse caso, 0os extratos obtidos edendser designados 6leos
essenciais.

O Brasil se destaca como um dos maiores paisesitpred de 6leos
essenciais, ao lado da india, China e Indonésjaroducéo de Oleos essenciais
provenientes de frutos citricos oriundos de suhposdda industria de sucos é
responsavel pela posicdo atual do Brasil. Em conflade com a base de dados
americana, United Nations Commodity Trade Statisbatabase, UNCTSD -
COMTRADE (2016), o Brasil € o maior exportador deoéessencial de laranja,
com aproximadamente 470 milh8es de dolares, seqetiis Estados Unidos
(370 milhdes de dolares) e Reino Unido (80 milhdesldlares). No passado, o
Brasil se destacou como exportador de 6leos eséemig pau-rosa, sassafras e
menta. Apesar desse destaque na producdo mundiisoapresenta muitos
problemas, como falta de manutencdo do padrdo @didgde dos Oleos,
representatividade nacional e baixos investimegesrnamentais no setor, que
levam a um quadro que n&o prospera.

Durante muito tempo, os 6leos essenciais eram atgdpelo aroma e
por propiciar sabor aos alimentos e bebidas; ntisiag anos, eles tém sido

estudados por serem produtos naturais, sendo sigetos consumidores pelo



27

possivel fato de ndo conferirem riscos a saldea epesentarem propriedades
multifuncionais. Entre essas propriedades, destagam antibacteriana, a
antifingica, a inseticida, a alelopatica, a antip#éidiria, a sequestradora de
radicais, a anti-inflamatoria, a antiproliferatieaoutras (SACCHETTI et al.,
2005; BHALLA; GUPTA; JAITAK, 2013; TEIXEIRA et al.2014; OLIVEIRA

et al., 2014; AZEVEDO et al., 2014; ANDRADE et &Q15; OLIVEIRA et al.,
2015; FOE et al., 2016).

Essas propriedades biol6gicas dos 6leos essenesimulam as
pesquisas que envolvem suas potencialidades falbgézas e o possivel
emprego tanto dos 6leos essenciais, como de sessitaimtes, isoladamente
nas industrias de medicamentos, cosméticos, aloseat na agroindistria,
substituindo ou associando-se aos compostos diilizaadicionalmente.

A constituicdo quimica dos 0leos essenciais est&stantemente em
modificacdo, alterando conforme a origem botaniwaguimiotipo, fatores
edafoclimaticos e o procedimento de cultivo dasitala e de obtencdo. Varia
também conforme a origem geogréfica, secagem, épeazolheita e tipo de
adubacdo (BANDONI; CZEPAK, 2008; LOPES-LUTZ et 2008).

A ocorréncia de 6leos essenciais em angiospermasautleddneas,
com excecdo das plantas da familia Poaceae, e emmogpermas é
relativamente rara; no entanto, plantas ricas easéeéssenciais sdo abundantes
em angiospermas dicotiledéneas. Esses compostesnpestar acumulados em
certos 6rgaos nas plantas, como flores (larangeirargamoteira), folhas (capim-
liméo, eucalipto e louro), cascas dos caules (ejnsladeira (sandalo e pau-
rosa), raizes (vetiver), rizomas (circuma e gemgyibirutos (anis-estrelado,
funcho e erva-doce) e sementes (noz-moscada). Brtddos os 6rgaos de uma
planta possam acumular 6leos essenciais, sua cm@pgode variar segundo a
localizag&o (SIMOES et al., 2007).
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Dependendo da familia taxonémica em estudo, ogdsencial pode ser
encontrado em diversas estruturas de armazenamigocomo pelos ou
tricomas glandulares (Lamiaceae e Verbenaceaelasélparenquimaticas
diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae e Poacenajs cdeiferos (Apiaceae) ou
em bolsas lisigenas e esquizolisigenas (Pinacéagtazeae) (SIMOES et al.,
2007).

Essas estruturas, segundo Svoboda e Greenaway),(3303divididas
em estruturas de secrecdo internas (cavidadesa@nas secretores) e externas
(tricomas glandulares). Os tricomas sao estruguaspodem ocorrer nas folhas,
caules e flores. Dados de Combrick et al. (20079tram que existem trés tipos
de tricomas: o glandular capitado (com peduncuwagddo e cabeca secretora);
0 glandular peltado (sem pedunculo ou com pedun@dazido); e o tricoma
nao glandular (constituido de uma célula basal aml om a epiderme e de
quatro a cinco células intermediarias esclerendoisasa e uma longa célula

apical).

2.3.1 Biossintese dos constituintes dos 6leos es&Eea

Os oOleos essenciais podem apresentar constituicimioq muito
variada, incluindo hidrocarbonetos terpénicos, idlig cetonas, fendis, ésteres,
oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, tedoe até compostos com
enxofre. Na mistura, esses compostos se apresemam diferentes
concentragdes; contudo, geralmente um, dois oudégses sdo encontrados em
maiores proporcdes, sendo denominados de majostariApesar da
complexidade da composi¢cdo, os constituintes d@osoélessenciais séo
derivados de fenilpropanoides elou de terpenos,doseasses Ultimos
predominantes na forma de monoterpenos e sesantEp(BANDONI;
CZEPAK, 2008; SIMOES et al., 2007).
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Os compostos terpénicosao formados a partir de dois intermediarios
bésicos (unidades preniladas), o IPP (isopenteifilsfdto) e o DMAPP
(dimetilalil difosfato). Os terpenos representamaumgrande variedade de
substancias vegetais (SIMOES et al., 2007).

A classificacdo dos terpenos ocorre pelo nUumenanéiades isoprénicas
que possuem. Aqueles com 10 atomos de carbonostéqualuas unidades
isoprénicas, sdo classificados como monoterpersoded5 atomos de carbono
(trés unidades 4} sdo os sesquiterpenos e aqueles de 20 atomoarhleno
(quatro unidades 4 s&o os diterpenos (SIMOES et al., 2007; TAIZ; GER,
2004).

Para Dewick (2009), os terpenos sdo biossintetizaalopartir de
metabdlitos primarios, partindo-se de duas rotastintths. Pela rota do
mevalonato (Figura 2), trés moléculas de acetil-GéA ligadas por uma série
de reacgBes para formar o acido meval6nico; esserietiario é pirofosforilado,
descarboxilado e desidratado, formando o isopdndéosfato (IPP). Essa é a
unidade prenilada ativa para a formacéo dos tegyene se interconverte por
isomerizacdo em dimetilalil difosfato (DMAPP). Asoléculas de IPP e seu
isdbmero DMAPP sintetizado unem-se para formar tepemaiores, por meio
do modelo “cabeca-cauda’. A adicao eletrofilicaudelades de IPP e DMAPP,
pela acdo da enzima prenil-transferase, formaeynmdiario geranil difosfato
(GPP, C10), que condensa com outra unidade IPRedendo o farnesil
difosfato (FPP, C15). Por ultimo, a juncdo de FBR outra unidade de IPP
leva a producdo de geranilgeranila difosfato (GGRBRQ), precursor dos

diterpenos.
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Figura 2 - Mecanismo de formacdo das unidadesésigas ativas, dimetilalil
difosfato (DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP), lapevia do

mevalonato. (Continua)
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Figura 2 - Mecanismo de formacdo das unidadesésigas ativas, dimetilalil
difosfato (DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP), lapevia do
mevalonato. (Continua)
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Figura 2 - Mecanismo de formacdo das unidadesésigas ativas, dimetilalil
difosfato (DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP), lapevia do
mevalonato. (Concluséo)

e g e e
12) CHFWW — CH3*C:CH7CHZ—CHZ—87C\7CH270PP
PP DMAPP H H
(‘.‘,H3 C‘?H3 (‘.‘,H3 C‘?H3
13) CH3—C:CH—CHz—CHz—G(%T/C\—CHZ—OPP*> CHz—C=CH—CH,—CH,—C=CH—CH,—OPP
H H Gerani PP
(GPP)
o o
14) CHy—C=CH—CH,—CH;—C=CH—CH,—OPP ——> Monoterpenos —
Gerani PP
(GPP) i
Oleos
FPP sintase essenciais
+IPP
Chs CHs Chy
CHg—C=CH—CHy—CH,—C=CH—CH,—CH,~C=CH—CH,—OPP —»> Sesquiterpenos-

Farnesil PP
(FPP)
GPP sintase
+ IPP
CHs CHg CHs CHs

\ \ \ \
CHg—C=CH—CH,—CH,—C=CH—CH,—CHy— C=CH— CHy—CHy— C=CH— CH, ~OPP

Geranigeranila PP
(GGPP)

Diterpenos

Fonte: Adaptada de Dewick (2009).



33

A outra rota de biossintese de terpenos (produgdBR) que ocorre nos
cloroplastos (plastidios) é a 1-deoxi-D-xilulosésSfato (DXPS) (Figura 3). Por
essa via, o piruvato e o D-gliceraldeido-3-fosfatonam o 1-deoxi-D-xilulose-
5-fosfato que, posteriormente, da origem ao 2-GHDe¢ritritol-4P (MEP). Em
seguida, sdo formados por sucessivas reacdes entsop difosfato (IPP) e o

dimetilalil difosfato (DMAPP) (DEWICK, 2009).

Figura 3 - Mecanismo de formacdo das unidadesésigas ativas, dimetilalil
difosfato (DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP)]Jgeia da 1-deoxi-

D-xilulose-5 fosfato (DXPS). (Continua)
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Figura 3 - Mecanismo de formacdo das unidadesésigas ativas, dimetilalil
difosfato (DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP))geia da 1-deoxi-
D-xilulose-5 fosfato (DXPS). (Continua)
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Figura 3 - Mecanismo de formacdo das unidadesésigas ativas, dimetilalil

difosfato (DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP)]geia da 1-deoxi-
D-xilulose-5 fosfato (DXPS). (Concluséo)
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Provenientes de um precursor comum, as estrutueagénicas
sintetizadas pelas duas rotas (melavonato e DXB&np ser modificadas por
reacBes de reducdes, oxidacdes e ciclizacBes, ridon&arios compostos
terpénicos, que constituem um dos maiores grupaseatabolitos secundarios
provenientes dos vegetais (DEWICK, 2009).

Os fenilpropanoides, oriundos da via do chiquimato, sdo menos
abundantes do que os terpenoides e sdo caracterzadapresentar um anel
benzénico com uma cadeia lateral composta porat@sos de carbono, com
uma dupla ligacdo, podendo apresentar uma hidraylgposicaopara. Os
fenilpropanoides também podem conter em suas esigIroutros grupos
funcionais oxigenados (SIMOES et al., 2007).

Inicialmente, ocorre a formac¢@o do acido chiquimipe se da pela
condensacdo alddlica de dois metabdlitos da glioodesfoenolpiruvato (via
glicolitica) e a eritrose-4-fosfato (via das peeg)s Ap6s ser formado, o acido
chiquimico, por varias reacdes, é convertido nosm@daidos fenilalanina e
tirosina. Pela acdo da enzima fenilalanina amasali(FAL), os aminoacidos
perdem uma molécula de amdnia, formando os aciddsneco ep-cumarico
(Figura 4). Por fim, por meio de reacdes de redug&imlacdo e ciclizacdo, os
acidos cinamico p-cumarico originam os diferentes fenilpropanoid@®4OES
et al., 2007).

Figura 4 - Biossintese de fenilpropanoides. (Caoaiin
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Figura 4 - Biossintese de fenilpropanoides. (Coiafin
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Figura 4 - Biossintese de fenilpropanoides. (Coiafin
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Figura 4 - Biossintese de fenilpropanoides. (Ca&my
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2.4 Plantas em estudo

O Brasil tem posicdo de destaque em relacdo a Vieimiiade
encontrada ao longo de seu territério, exibindoloaafcom mais espécies
diferenciadas de todo o mundo. Considerando asidaxte vegetal e a irriséria
porcentagem de espécies vegetais investigadasifitatamente, o reino vegetal
representa um enorme deposito de moléculas bigloginte ativas e de
consequente importancia comercial a serem desasbekssim, o estudo das

plantas de nosso pais torna-se de grande impatanci

2.4.1 Plantas da familia Lamiaceae

As plantas da familia Lamiaceae compreendem apemlamente 4000
espécies distribuidas em 220 géneros, entre das-se: arbusto, arvore, erva,

lianacea e subarbusto. Espécies dessa familia teaceee distribuidas em
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quase todas as regides, especialmente no MedieredAsia Central (LEMES;
FERRI, 2011). De acordo com Harley et al. (2018jnea-se que pelo menos 46
géneros e 524 espécies ocorrem no Brasil.

As espécies da familia Lamiaceae acumulam subatimtim ampla
variedade estrutural, como esteroides, flavonoidiédpides e terpenoides,
incluindo os triterpenos pentaciclicos. A esse#ngb, sdo atribuidas varias
atividades, como antitumoral, anti-HIV, anti-inflatoria, antioxidante,
antibacteriana, antifingica, entre outras (LEMBESRRI, 2011).

A familia Lamiaceae compreende plantas ricas enesékssenciais
destinados as industrias na producado de farmaedsinpes e cosmeéticos, como
lavanda [(avandula angustifolip e boldo-brasileiro Rlectranthus barbatys
Algumas espécies, como a sélviBalvia splendens também séo cultivadas
como plantas ornamentais (SOUZA; LORENZI, 2012).

2.4.1.1Cantinoa carpinifolia (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore

Cantinoa carpinifolia Benth., popularmente conhecida como
rosmaninho ou rasmaninho, é uma planta herbacéariba Lamiaceae. Pode
ser encontrada entre diversas formacfes vegetaisp accampos cerrados,
campos rupestres, bordas de matas de galeria ecdsta (BOTREL et al.,
2006).

E uma planta que vem sendo explorada na medicimalgo no
tratamento de gripes, resfriados e reumatismo. $olass sdo geralmente
submetidas a infuséo e compressas (SILVA; MOURA120

Atualmente, a espécielyptis carpinifolia foi realocada ao género
Cantinog sendo renomeadaantinoa carpinifolia(Benth.) (Figura 5) (SILVA-
LUZ et al., 2012).
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Figura 5 - Aspecto geral da espé€iantinoa carpinifolia(Benth.) Harley &
J.F.B.Pastore.

Fonte: Do autor (2016)

Vérias espécies pertencentes ao gémeyptis (atualmenteCantinog
representam uma importante fonte de constituiritegtios, que sdo conhecidos
pelas amplas atividades antimicrobiana, anticagéiniza e inseticida. Os 6leos
essenciais obtidos a partir das varias partes kdasap do génerblyptis sédo
constituidos principalmente por mono e sesquiterpefMcNEIL; FACEY;
PORTER, 2011).

2.4.2 Plantas da familia Verbenaceae

A familia Verbenaceae abrange aproximadamente 8@rgé e 2614
espécies em todo o continente Sul-Americano. OilBese a maior riqueza da
familia, com 16 géneros distribuidos em 286 espéaendo 187 endémicas)
nos diferentes habitats, desde arbusto, arvora@, dianacea e subarbusto,

encontrados nas regides tropicais e subtropicadd IMENA et al., 2016),
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apresentando distribuicdo pantropical, mas priftipate neotropical (BUENO;
LEONHARDT, 2011).

As espécies da familia Verbenaceae ocupam todesgi®es do pais,
ocorrendo em vegetacbes do tipo Campo Rupestreradere Floresta
Ombrdfila (Floresta Pluvial), sendo presente em emios dominios
fitogeograficos, como Amazébnia, Caatinga, Cerrddata Atlantica, Pampa e
Pantanal (SALIMENA et al., 2016).

Sao varias aplicacdes que as espécies dessa faoskaem, podendo
ser utilizadas na forma de chas, bem como ornaiseetama elaboracdo de
produtos de higiene pessoal (MELO et al., 2010)aldaracteristica da familia
Verbenaceae é a presenca de tricomas secretoraingete produtores de

Oleos essenciais de grande valor medicinal.

2.4.2.1Lippia origanocides Kunth.

Lippia origanoideskunth., conhecida no norte do Brasil como "salva-
do-marajé" e "alecrim-d'angola” (Figura 6), € unspéeie arbustiva com um
ciclo de vida perene, cujas partes aéreas saqagl@ls na culinaria como
aromatizante de pratos regionais, no tratamenttodacas gastrointestinais, de
doencas respiratérias e como antisséptico paraca bopara irritacdo de
garganta (SARRAZIN et al., 2015). E utilizada nenfa de infus&o ou decocto,
administrados oralmente ou por meio de emplast&SiMet al., 2009).
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Figura 6 - Aspecto geral da espédigpia origanoideKunth.

Fonte: Do autor (2016).

A bioatividade do 6leo essencial dle origanoidesfoi avaliada por
diversos pesquisadores. Pode-se citar, atividatlemiarobiana contra alguns
microrganismos patogénicos (PINTO et al., 2013)elente sobre pragas em
graos armazenados (CABALLERO-GALLARDO; OLIVERO-VEEB;
STASHENKO, 2012), antioxidante e inseticida (TEIR&I et al., 2014), contra
protozoarios (BORGES et al., 2012), antigenotdxilém de muitas outras
atividades com aplicacdo na medicina popular, cga@ o tratamento de
doencas gastrointestinais e respiratorias (VICUSRASHENKO; FUENTES,
2010). Essas qualidades ddo a planta e ao seueékmmcial um potencial
biol6gico para seu uso como medicamento no contlelealgumas doencas
infecciosas e também demonstram importantes pomaias de interesse para 0s
mercados de cosméticos e alimentos.

Os compostos majoritarios volateis frequentememigor@rados nos
Oleos essenciais de diversas espécidspa sdo o timol, carvacrol, 1,8-cineol,
limoneno,p-cimeno, linalol,a-pineno e3-cariofileno. As plantas dessas espécies
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exibem varia¢Bes na constituicdo quimica dos s@&es @ssenciais, como no
caso dal. origanoides cujos trés quimiotipos registrados na Amazobnia
brasileira e colombiana apresentaram como compaosapsitarios gp-cimeno,

o e y-terpineno, timol, carvacrolf-cariofileno, a-felandreno e é-careno
(STASHENKO et al., 2008).

2.5 Radicais livres e antioxidantes

De acordo com Pereira e Cardoso (2012), radicaisesli sdo
intermediarios de reacdo que possuem elétrons agagos em sua camada
externa, sendo espécies instaveis e extremameaatiteae que se multiplicam
em cascata e tém vida média muito curta. Essesaiagiodem ser denominados
de espécies reativas de oxigénio (ERO), se o aléstiver centrado em atomos
de oxigénio e de espécies reativas de nitrogérRiNfEcaso esteja em atomos
de nitrogénio. No organismo, sdo importantes quanuoduzidos em
guantidades adequadas (naturalmente em procedsthdico), pois estao
envolvidos com a producdo de ATP, fagocitose elaggo do crescimento
celular (ABRAHAO et al., 2010).

Em determinadas condicfes, os radicais livres passaer produzidos
em excesso, processo denominado de estresse wxjdattomo consequéncia,
atacam e danificam moléculas encontradas no organisesultando na
peroxidacgéo lipidica das membranas, nas modificag&iglativas das proteinas,
nas lesBes no acido desoxirribonucleico (DNA) ¢éesdo de reperfusdo. Assim,
leva a alteracBes teciduais responsaveis por dsgpatologias, incluindo o
cancer (reacdes dos radicais livres com a timindN& produzem quebras
unifilamentares do DNA, e tais danos estdo impticasha transformacao
maligna das células), doengas cardiovascularesencds neurodegenerativas

(os radicais livres agem acelerando o processondegivo e a perda da
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estabilidade celular) (OLSZEWER, 2008). Além dosnata causados ao
organismo humano, os radicais livres podem atulresos acidos graxos
presentes em alimentos, resultando na geracdmdo,mo desenvolvimento de
odores e sabores desagradaveis, e na perda dalseautricional e comercial.

Esses processos nos organismos e em alimentos mmferaduzidos
pela modificagéo das condigBes aos quais estdndaoseou pela utilizacdo de
substéncias antioxidantes.

Os antioxidantes sao definidos como substancigazea de retardar ou
inibir a oxidacdo de substratos oxidaveis. Podem eswiméticos, como
superéxidos dismutases citoplasmética e mitocdnddatalase, glutationa
peroxidase e glutationa redutase; ndo enzimattaas,como glutationa, acido
lipdico, albumina, ubiquinona, metalotioneinasnsfarrina e ceruloplasmina; e
exdgenos ou dietéticos, comastocoferol (vitamina E)p-caroteno, ascorbato
(vitamina C), compostos fendlicos e demais mettmisecundéarios vegetais,
além de zinco, cobre, selénio e magnésio (PEREGRDOSO, 2012).

Além desses antioxidantes, tém-se os sintéticamocos polifendis,
butil-hidroxi-anisol (BHA), 2,6-di-tert-butil-4-hidxitolueno (BHT), tert-butil-
hidroquinona (TBHQ) e galato de propila (PG) (SOU8Aal., 2007). No
entanto, estudos toxicolégicos tém demonstradotoefearcinogénico dos
antioxidantes sintéticos em experimentos com asifBOTTERWECK et al.,
2000). J4 em humanos, a relevancia dessa obseraegionao esta clara com
isso, 0 uso dessas substancias é restrito em yisss (RAMALHO; JORGE,
2006).

As substancias antioxidantes atuam em diversassnna protecdo do
organismo. O primeiro mecanismo de defesa contradisais livres € inibir a
sua formacgéo, interceptando os radicais formadius mpetabolismo celular ou

por fontes exdgenas. Outro mecanismo € a restaudsg lesbes ocasionadas
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pelos radicais livres, removendo os danos da mialé®IDNA e reconstituindo
as membranas celulares danificadas (PEREIRA; CARDQ812).

2.5.1 Ensaios antioxidantes

Diversas técnicas tém sido utilizadas para detenmia atividade
antioxidantein vitro, de forma a permitir uma rapida selecéo de sutistiie/ou
misturas potencialmente interessantes, na prevengiadoencas crénico-
degenerativas e na protecdo de um substrato kipédintra a oxidacdo. Dentre
esses métodos, destacam-se o0s baseados na nregllizle radicais
(estabilizac@o dos radicais ABTS, DPPH e hidroxlgomplexacdo de metais
(reducéo do molibdénio e poder redutor) e a inibigd peroxidacao lipidica

(TBARS e sistem@-caroteno/acido linoleico).

2.5.1.1 Método de estabilizacdo do radical ABTS[2,2 -azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)]

O método do ABTS é um dos métodos mais utilizadars pnedir a
atividade antioxidante de substancias isoladas eoumidturas complexas por
meio da captura do radical 2,2 -azinobis (3-etitmtiazolina-6-acido sulfénico)
(ABTS™), que pode ser gerado por meio de uma reacéo cpiifste é formado
por meio de uma reacdo do ABTS com perssulfato atéspio (Figura 7),
apresentando cor esverdeada. Depois de formadadioal € reduzido de
ABTS™ para ABTS na presenca de substancias antioxidqdtesdoras de
atomos de hidrogénio ou de elétrons), sendo mesigectrofotometricamente
no intervalo de comprimento de onda de 600-750 @am essa metodologia,
pode-se medir a atividade antioxidante de compaddoratureza hidrofilica e

lipofilica, além de apresentar vantagem pela relatimplicidade do método, o
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gue permite a sua aplicacdo na rotina de qualgberatério (BORGES et al.,
2011).

Figura 7 - Estabilizacdo do radical ABTfor um antioxidante e sua formacao
pelo persulfato de potassio.

N N=<X
> / :<Sj©/ + ant|o>adante > / 5j©/
CoHs™ K»S0s CoHs™
“CoHs 2 C2H5

cor: verde escura cor: verde clara

Fonte: Moon; Shibamoto (2009).

2.5.1.2 Método de estabilizacdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila)

O método do DPPH é um dos métodos indiretos maigosn proposto
originalmente em 1950, sendo mais tarde utilizagi@ gleterminar o potencial
antioxidante de compostos fendlicos isolados e mestras biologicamente
relevantes. Uma das caracteristicas desse métqde édo envolve condi¢cBes
dréasticas de temperatura e oxigenacdao (BORGES &0all).

A molécula de DPPH ¢ caracterizada como um ratiical estavel pela
deslocalizagéo do elétron desemparelhado por todalécula (possui trés anéis
aromaticos, apresentando efeito de ressonancia& omgortante para estabilizar
a carga eletrénica do radical DPRHEssa propriedade confere a molécula uma
coloracéo violeta (banda de absorcdo em cerca@arb). Esse ensaio baseia-
se na medida da capacidade antioxidante de umamiesela substancia em
neutralizar o radical DPPHeduzindo-o a um derivado de hidrazina (Figura 8)
Quando uma determinada substancia é adicionadugdeode DPPH, e essa

age como doadora de atomos de hidrogénio (ou deorsd$ ocorre uma



50

mudanca simultdnea na coloracéo de violeta parsetor@élido (ALVES et al.,
2010).

Figura 8 - Formas radicalar (1) e ndo radicalad@pPPH.

Q . NO Q |"| NO,
N—N N—N
@ 02N N02 @ OzN NOZ
@ @
Fonte: Alves et al. (2010).

2.5.1.3 Método de estabilizacédo do radical hidrox{lOH")

O ensaio para avaliar a atividade antioxidante eggrdo-se a 2-
desoxirribose é um dos métodos mais especificasdmierminar o sequestro do
radical hidroxil (OH). Nesse método, o radical Ol gerado pela reacgéo
Fenton, em que o sulfato de ferro (l) reage com azido
etilenodiaminotetracético (EDTA), formando o conxpld=erro(ll)-EDTA que,
posteriormente reage com o peroxido de hidrogéhi®@4) formando Ferro(lll)-
EDTA e OH. O radical gerado pode reagir com a 2-desoxireljmera formar
produtos (entre eles, o malonaldeido). A rea¢dmdimnaldeido com o &cido
tiobarbitdrico (TBA) sob aquecimento, em pH baiXoyma um produto
(cromoforo) que apresenta coloracdo rosada, sendmitarado por
espectrofotometria na regido do visivel (532 nmyyfa 9). Substancias que
tenham propriedades antioxidantes podem competir&@-desoxirribose pelo
radical, produzindo uma diminui¢éo na intensidaaleaoracéo (ALVES et al.,
2010).
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Figura 9 - Formacéo do radical hidroxil e posteataque a 2-desoxirribose e
formagéo do cromoforo réseo a partir do malonaleid

Fe>~ EDTA + HOagq)— > OH + OH® + F&- EDTA

HO

o
OH® + boH 5 fragmentos ___, Malonaldeido (MDA)

HO

2-desoxirribose

4 EI (0] H S
by A T
HN + H H — > HN X X ~. NH + 2H0
(e} (0] OH
(2 mols TBA) (12 mol MDA) croméforo réseo

Fonte: Adaptada de Alves et al. (2010); Moon; Stmibi (2009).

2.5.1.4 Método de complexacédo do fosfomolibdénio

Este método, descrito por Prieto, Pineda e Agyileg9), fundamenta-
se na reducdo do molibdénio (VI) a molibdénio (#)presenca de substancias
com capacidade antioxidante (Figura 10). Dessadpatorre a formacéo de um
complexo verde entre fosfato/molibdénio (V) (complefosfomolibdato de
amdnio), em meio acido, o qual é determinado emgfetdmetricamente a
695nm.

A coloracéo inicial da solucdo é amarela e torneesge a medida que o
molibdénio se reduz, e isso s6 ocorre na presemgalitdncias com a tendéncia
de serem estabilizadas quando essas substanaas doidadas. Esse método
apresenta a vantagem de verificar o potencial ¥d&ate tanto de substancias
lipofilicas quanto de hidrofilicas (PRIETO; PINEDAGUILAR, 1999).
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Figura 10 - Reacdo hipotética de reducdo do malibdéa presenca do
antioxidante acido ascérbico (vitamina C).

OH
- H

Acido ascorbico Acido dehidroascérbico

Fonte: Do autor (2016)

2.5.1.5 Método do poder redutor

O teste que avalia o poder redutor baseia-se nacdeddo ion
ferricianeto a ferrocianeto que, na presenca doféorico (proveniente do
FeCk), forma o azul da prussia (SANTOS et al., 20073sif, a provavel
substancia antioxidante sofre oxidacéo, doandoatberhidrogénio ou elétrons
ao ferricianeto para 0 mesmo ser reduzido a femneto. Dessa maneira, esse,
por sua vez, reage com o ion férrico, proporcionamdoloracdo caracteristica
decorrente da formacado do azul da prussia (Figlxa 1

A habilidade de reduzir o complexo ferricianeto @akr atribuida a
maior facilidade de doacdo de atomos de hidrogéelims compostos fendlicos.
Além disso, o numero e a posi¢do dos grupos hildrim compostos fendlicos

também regem a sua atividade antioxidante (FOE, &(4.6).
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Figura 11 - Reacao hipotética de reducdo do fearpresenca do antioxidante
acido ascoérbico (vitamina C).

+  2[Fe(CN}® —>

composto de coordenagao
OH do ferricianeto de potassio

Acido ascérbico

+  2[Fe(CNY™ + 2H'
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do ferrocianeto de potassio

acido dehidroascorbico

3[Fe(CNY™*  + 4Fe® > FelFe(CN)s

composto de coordenacao ion férrico ferrocianeto férrico
do ferrocianeto de potassio ou azul da Prussia

Fonte: Do autor (2016).
2.5.1.6 Método de espécies reativas ao acido tiobarico (TBARS)

E um teste baseado na reagdo do &cido tiobarkitdoim determinados
produtos da decomposicdo dos hidroperoxidos. A dgBm desses
hidroperoxidos se da pelo ataque do radical hitlifeeacdo Fenton) a porcao
lipidica da gema de ovo. Um dos principais proddtosnados no processo
oxidativo € o malonaldeido, que é um biomarcadibrpara investigar a fase
final de peroxidacdo lipidica. Nesse método, umdéouta de malonaldeido
reage com duas moléculas de acido tiobarbitirica flxmar um complexo de
cor résea, o qual absorve em 532-535 nm (FiguraALP@acédo ocorre em meio
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acido (pH 1-2) e em alta temperatura (100 °C), emtido de aumentar a sua
velocidade (SANTOS et al., 2007).

Figura 12 - Formacao do radical hidroxil, poste@taque ao triglicerideo da
gema do ovo (triglicerideo poliinsaturado) e foramcdo
croméforo réseo a partir do malonaldeido.

FEZEDTA + HO, — » OH + OH + F&- EDTA

i
CH,—O—C—R
OH® + ‘ (H) Triglicerideo da
CH—O—C—R' gema do ovo
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5 fragmentos 5 Malonaldeido (MDA)

H H H
S rN o) U S '/N _0 o NYS
HN + H H ——> HN S s s _NH + 2H0
| |
(0] (0] OH
(2 mols TBA) (1 mol MDA) croméforo réseo

Fonte: Adaptada de Moon; Shibamoto (2009).

O ensaio malonaldeido/acido tiobarbittrico torneuesn dos ensaios
mais populares para estudos relacionados a pegadxiddpidica, e ainda é
amplamente utilizado para avaliar a atividade aitante de varios produtos
naturais (MOON; SHIBAMOTO, 2009).
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2.5.1.7 Ensaio de oxidacao do sisterfacaroteno/acido linoleico

O método d@3-caroteno/acido linoleico permite avaliar a capadelde
uma determinada substéncia ou amostra em preveniildacdo ddg3-caroteno
(substrato lipidico), protegendo-o dos radicaisckvresultantes da oxidagcdo do
acido linoleico (peroxidacé@o) por espécies reatidasoxigénio presentes no
meio. A reacdo € monitorada espectrofotometricagngeala perda da coloragéo
do B-caroteno em 470 nm. Segundo Jayaprakasha et08I7)(2na auséncia de
substéncias antioxidantespaaroteno perde a cor alaranjada rapidamente, uma
vez que os radicais livres formados pela perda rdeptbton de um grupo
metileno dialilico do acido linoleico ataca as tnsacGes da molécula de
caroteno (Figura 13) (ALVES et al., 2010).

Figura 13 - Esquema geral do processo de peroxidgajdica. (Continua)
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Figura 13 - Esquema geral do processo de peroxidgdica. (Concluséo)

R@

\\\\2\\\\

B—caroteno

Fonte: Adaptada de Lima; Abdalla (2001).

O método da cooxidagdo empregando O sistghtaroteno/acido
linoleico é um teste simples e sensivel, e por utdlizar altas temperaturas,
permite a determinagdo da atividade antioxidante debstancias

termossensiveis.
2.5.2 Atividade antioxidante dos 6leos essenciais

Muitos 6leos essenciais tém exibido resultados [@sores como
agentes antioxidantes, apresentando atividadesmoote de radicais livres, de
substancias oxidantes e na inibicdo de peroxidéipética, semelhantes aos
compostos sintéticos (ANDRADE et al., 2012; TEIXBIRt al., 2014; SILVA
et al., 2015).

Nogueira Sobrinho et al. (2016) avaliaram, pelostonws de
estabilizacdo do radical DPPH e sisteffrearoteno/acido linoleico, a atividade
antioxidante do 6leo essencial Baccharis trinervis(Asteraceae), que é uma
espécie encontrada na América Latina e utilizadanadicina popular como
anti-séptico, auxiliando na digestdo e no tratameptpicadas de serpentes. Os
constituintes majoritarios encontrados no 6leo rfoffelandreno, sabineno,
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(2)-B-ocimeno ea-tujeno. O 6leo essencial mostrou atividade ardexie
significativa para ambos os métodos, com valore€igede 49,0 pg mt e
28,87 ug mt, respectivamente.

Ye, Dai e Hu (2013), investigando a atividade amdiante do 6leo
essencial deAllium cepa L. (cebola, familia Liliaceae) pelos métodos
estabilizacdo dos radicais ABTS e DPPH e pelo noétbal metal quelante,
encontraram moderada atividade antioxidante do. #laca o primeiro método,
obtiveram um Gb de 670 pg mt; para o segundo, de 630 pg fle para o
terceiro, de 510 pg mL Com os resultados obtidos, os autores sugericgno(q
6leo essencial dA. cepapode ser uma nova fonte de agentes antioxidantes
naturais aplicavel em sistemas alimentares.

Estudos realizados por Rather et al. (2012) sobreatigidade
antioxidante do 6leo essencial digglans regial. (familia Juglandaceae), que
possui como constituintes majoritarios egpineno, B-pineno, limoneno,p-
cariofileno e germacreno-D, utilizando os métodes séquestro de radicais
DPPH e de radical hidroxil, demonstraram uma adid@& antioxidante elevada,
guando comparada com os controles positivos (éasddrbico e BHT), com
Clso de 34,5 e 56,4g mL?, para os métodos, respectivamente.

O estudo da atividade antioxidante dos Oleos egssnte Myristica
fragrans e Salvia microphyllafoi realizado por Lima et al. (2012). Os 6leos
essenciais foram obtidos por meio de hidrodestil&cfbram utilizados os testes
B-caroteno/acido linoleico e do sequestro de rasliEdPH para avaliar a sua
atividade antioxidante. O terpin-4-ol, sabinengterpineno foram encontrados
como os constituintes principais do 6leo esse@d. fragransanalisados por
cromatografia em fase gasosa (CG-EM e CG/DIC), ass@ que para o 6leo
essencial d&. microphyllaforam encontrados o (E)-cariofilenegudesmolp-

eudesmol ey-eudesmol. A atividade antioxidante dos 6leos esaisndeM.
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fragranse S. microphyllafoi demonstrada pelo teste de acpdoaroteno/acido
linoleico, com Cio de 976 e 770 pg mi, respectivamente.

Alguns 6leos essenciais apresentam elevada at&vidatioxidante por
determinado método, mas em outro, podem apresemiaratividade reduzida,
ou ndo apresentar atividade. Guimardes et al. j284tudaram a atividade
antioxidante do 6leo essencial de capim-lim@gnibopogon citratyse de seu
constituinte majoritario, o citral, empregando oétados de estabilizacdo do
radical DPPH e o sistenf&caroteno/acido linoleico. Observaram que o 6leo
essencial e o citral apresentaram pequena atividadiexidante perante a
primeira metodologia. Segundo os autores, isso pedpistificado devido a ndo
facilidade de doacdo de um hidrogénio por partesetecompostos, para
estabilizar o radical DPPH. Perante a metodologia emprega o sistenfa
caroteno/acido linoleico, esses compostos apresemtatividades antioxidantes
crescentes, de acordo com as concentracfes wudizatiegando a apresentar
valores de 46,45% e de 38,00% na concentracdo @eud @™ para o 6leo
essencial e seu constituinte majoritario (citredspectivamente. Isso pode ser
pelo fato de a lipofilicidade dos compostos interagelhor ao meio reacional.

A atividade antioxidantein vitro dos O6leos essenciais ddentha
pulegiumL. (L) e Mentha viridisL. foi avaliada por Silva e colaboradores
(2015) perante os métodos hidroxil, poder redutcedeicdo do molibdénio. O
Oleo essencial d®1. pulegiumapresentou como constituintes majoritarios a
pulegona, mentol e mentona, e no 6leoMleviridis, foram encontrados o
linalol, carvona ea-terpineno. Pelo método hidroxil, o éleo essendalM.
pulegiumapresentou a maior atividade antioxidante, segpé&lo deM. viridis
e, pelo controle positivo, manitol. No entanto,opeiétodo do poder redutor,
apenas o controle positivo BHT e 6leo essencidlldeulegiumapresentaram

atividade. Utilizando o método de reducdo do mdlitid, os 6leos essenciais
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exibiram uma atividade antioxidante um terco metwgue a observada para o
controle BHT.

Foe et al. (2016) averiguaram a atividade antioxielados O6leos
essenciais extraidos das plantas Alkum sativum Allium cepa Drypetes
gossweileri e Pentadiplandra brazzeapacoletadas em Camardes (Africa
Central) e encontraram como constituintes majéo#ao dissulfeto de dialila,
para ambas as espéciebllium, benzilcianida e benzilisotiocianato,
respectivamente; para as outras plantas e os sraatioxidantes empregados,
foram o método de estabilizacdo do radical DPPH de aedu¢édo do ferro
(FRAP). Os ¢6leos essenciais apresentaram altadadiei antioxidante pelo
método de estabilizacdo do radical DPAM lrazzeana< A. sativum< D.
gossweileri< A. cepa< 4cido ascoérbico), mas baixa pelo método de dmdo
ferro. Esses resultados sugerem que a constitgigiginica dos Gleos essenciais
favorece a inibicdo de radicais livres; no entaesses 6leos ndo sdo capazes de

complexar metais.

2.6 Potencialidades biol6gicas dos 6leos essenciais

As plantas aromaticas tém sido utilizadas na muaaligopular por
possuirem atividades biolégicas com efeitos tertigmss Além disso, os
produtos dessas plantas, como os 6leos esseresadm) sendo amplamente
comercializados nas industrias farmacéuticas, égnaras, de alimentos e
cosméticas; para serem utilizados em diversos gunisstituindo ou associando-
se aos compostos empregados habitualmente. Aadidlidessas substancias esta
relacionada ao seu aroma e a propriedades, conmi@obiana, inseticida,
anti-inflamatéria, antioxidante e antiproliferativa

As caracteristicas odoriferas dos 6leos esserftindamentam a sua

insercdo como corretivos de sabor e/ou odor em caegintos destinados a
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administracao por via oral, como aromatizantes esgdicamentos de uso topico,
e incorporados em alimentos processados. Além,dissallstria farmacéutica

recorre a alguns 6leos essenciais para isolar csiogpoaturais que servem de
prototipo para a sintese de outras moléculas (CAMRIO, 2007).

O tratamento de infeccbes induzidas por bactéfiasgos e virus
configura um enorme desafio nos tempos modernassiderando os efeitos
secundarios de alguns farmacos e principalmentareato da resisténcia que
0Ss microrganismos estdo desenvolvendo em relacds agentes
antimicrobianos. Portanto, ha a necessidade dentacoalternativas mais
eficazes e seguras. Os produtos naturais, comlzos éssenciais, tém recebido
muita atencdo como uma nova fonte de moléculaditisacom baixo efeito
colateral e significativa atividade terapéutica (NKMMADI et al., 2014).
Assim, cabe ressaltar que 0 modo de acdo dos élezenciais pode estar
relacionado com a presenca de determinados conspgs®tém a capacidade
de modificar a permeabilidade da membrana exteosam@crorganismos e/ou
inibir enzimas importantes para a sua multiplicag&obrevivéncia (CUNHA;
ROQUE; NOGUEIRA, 2012).

Em relagédo a atividade inseticida dos 6leos esaisheile destacar que
a substituicdo dos agrotoxicos sintéticos peloglyins naturais, geralmente
atoxicos para mamiferos e especificos em sua astorecebendo uma atencéo
consideravel. Nesse contexto, incluem-se principat;n 0s compostos
derivados do metabolismo secundario, amplamentehdi&los na composicéo
dos O6leos essenciais que atuam na defesa do vegmtfda os insetos
(RATTAN, 2010). Dessa maneira, a atividade dos lessenciais sobre os
insetos pode ocorrer de diversas formas, causaondalidade, deformagfes em
diferentes estagios de desenvolvimento, como tamk@miéncia e deterréncia,
sendo a atividade repelente o modo de acdo maigrmmaios 6leos essenciais e

de seus componentes majoritarios (ISMAN, 2006).
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As atividades anti-inflamatéria e antioxidante est@timamente
relacionadas, uma vez que quando se tem uma raspflamatéria a agentes
estranhos, ocorre a producdo de espécies reatvasigenio. A atividade anti-
inflamatdria dos 6leos essenciais e de seus agingtis caracteriza-se pela
inibicdo da liberacdo de mediadores quimicos déarnmdcao, como, por
exemplo, citocinas, leucotrienos, prostaglandiets, Uma publicagéo de Lima
et al. (2013) refere-se ao potencial anti-inflamatdlo carvacrol, constituinte
encontrado em grande concentragdo em muitos ¢dses@ais, pela reducéo da
producdo de importantes mediadores de inflamagéo.

Em adicdo, a terapéutica do cancer baseia-se t#fni@ de natureza
ndo discriminatdria, acarretando, na maioria dasesedanos colaterais as
células normais. Assim, a descoberta de farmactiseaplasicos de facil
administracéo e fraca inducdo de efeitos colatéaisprincipal meta almejada
por estudiosos da area (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

As plantas sdo importantes fontes de protétipass éleos essenciais
extraidos dessas, tém sido alvo para o tratamentdrias formas de neoplasias
malignas. Esses produtos naturais apresentam nagtegtituintes quimicos e,
dessa maneira, podem exibir varios mecanismos dite age quando testados,
expressam efeitos sinérgicos ou antagbnicos (COSTRJFO et al., 2010).

A medicina popular também é de grande importangi&ratamento de
acidentes provocados por serpentes peconhentasia@spente em paises em
desenvolvimento. Diversas espécies vegetais sBzadts com essa finalidade
por comunidades que ndo dispdem de acesso imedidooterapia tradicional
(CARVALHO et al., 2013).

A procura de inibidores naturais de peconhas deerts é substancial
para complementar a terapia tradicional, especigkn@o que se refere a
neutralizagdo de efeitos locais. Os produtos nigtlsdao uma fonte rica de

inibidores enzimaticos e de compostos farmacologécde ativos, sendo
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capazes de cessar a atividade de algumas pegonlast@xinas isoladas
(GUIMARAES et al., 2014).

Um grande nimero de extratos vegetais ja foram iaaad e
apresentaram atividade antiofidica por inibireniofiatologias causadas pelas
peconhas. Como exemplos, citam-se 0s extratosTrdpaeolum majus—
Tropaeolaceae (OSTROWSKI; VALENTINI; PAVANELLI, 2@}, Renealmia
alpinia - Zingiberaceae (PATINO et al., 2012)ectandra angustifolia —
Lauraceae (TORRES et al., 201Eglipta alba- Asteraceae (DIOGO et al.,
2009), Schizolobium parahyba- Caesalpinoideae (MENDES et al., 2008),
Casearia sylvestris Flacourtiaceae (CAVALCANTE et al, 2007Mikania
glomerata- Asteraceae (MAIORANO et al., 2005) e muitos ostr

Além dos extratos, alguns éleos essenciais ja faemtados para essa
finalidade. Miranda et al. (2014) demonstraram @&oaibidora do éleo
essencial de folhas e rizomas edychium coronariunsobre as atividades
coagulante e fibrinogenolitica induzidas pelas pbaes delachesis muta,
Bothrops atroxe Bothrops moojeni As inibicbes das atividades relatadas
apontam para a presenca de inibidores de proteaséleo essencial avaliado,
visto que serino e metaloproteases correspondermpriasipais classes de
enzimas, presentes nessas peconhas, responsaveilteppcdes hemostaticas.
Os autores sugerem gue monoterpenos, majoritadosomposicdo desses
Oleos, sejam os responsaveis pelas inibicbes aimasv(MIRANDA et al.,
2014). Em 2016, Miranda e colaboradores demonstrgtee os 6leos essenciais
de Conyza bonariensig Tithonia diversifoliatambém possuiam constituintes
capazes de inibir a acdo coagulante induzida pel@smas peconhas,
previamente descritas. Contudo, a incubacgédo pdéviglasma sanguineo com os
Oleos, procedendo com posterior adicdo das peconbsidtou em acdo pro-
coagulante, sugerindo possiveis interacfes de itongts dos 6leos com

proteinas plasmaticas que participam da cascatoagulacdo sanguinea. Os
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mesmos autores observaram 100% de inibicdo dadadi®i fibrinogenolitica
induzida pelas pegonhas dechesis mutae Bothrops moojenirealizando
incubacbes prévias dessas peconhas com os Oleesciass deAmbrosia
polystachyae Baccharis dracunculifoligMIRANDA et al., 2016).

Os 6leos essenciais, por serem constituidos porannpda variedade de
moléculas biologicamente ativas, possuem alto pakde aplicagdo médica e
cientifica; contudo, ainda sdo escassos o0s estueldgionados as suas
propriedades farmacolégicas e toxicolégicas; démgaa, torna-se de grande
valia a ampla caracterizacdo de 6leos essenci@isseconstituintes majoritarios,

possibilitando a determinacéo de futuras aplicacfes

2.6.1 Utilizacdo das peg¢onhas como ferramentas latatoriais

As pecgonhas de serpentes tém sido extensivamermiregsadas como
ferramentas laboratoriais para induzir protedliseatiwidades fosfolipasica,
hemolitica, de agregacdo plaquetaria e coagulaadguieadn vitro, além de
induzir inflamacao, resposta imunologica e diversfsitos toxicosin vivo.
Dessa forma, as diferentes classes de moléculasaupdem essas peconhas
sdo de grande valia na caracterizacdo farmacoldgitéxica de potenciais
inibidores de origem natural ou sintética.

Inibidores de proteases tém sido amplamente imagkis por inddstrias
farmacéuticas com vistas ao desenvolvimento dea@mde ampla aplicacéo,
como, por exemplo, para o tratamento de doencammaférias e/ou
relacionadas a alteracbes nos metabolismos gdsstitais (SALAGA,;
SOBCZAK; FICHNA, 2013; VERGNOLLE, 2016).

Em adicdo, pesquisas cientificas tém feito uso eeonmhas e
fosfolipases A isoladas, como ferramentas para estudar fisiopgitso

relacionadas a processos inflamatérios, assim cenadiar inibidores de
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fosfolipases em busca de modelos moleculares paggsenvolvimento de
farmacos (QUACH; ARNOLD; CUMMINGS, 2014; ONG et ,al2015;
NOMURA; CASIDA, 2016).

A inibicdo exercida por 6leos essenciais sobradatiles induzidas por
peconhas de serpentes de diversos géneros direpanmaanovas aplicacdes
desses compostos ou de seus constituintes, canfidmutambém uma maneira
de caracteriza-los farmacologicamente (OSTROWSKI;ALENTINI;
PAVANELLI, 2014; MIRANDA et al., 2014, MIRANDA etla 2016).

2.6.2 Composicao quimica de peconhas ofidicas, adizdes farmacoldgicas e
toxicas

As serpentes peconhentas encontradas no Brasjirg@ipalmente da
familia Viperidae, sendo as do gén&uathropsasmais comuns e responsaveis
por mais de 80% dos acidentes ofidicos, seguidisggnero€£rotalus(9,2%)

e Lachesiq2,7%) (BRASIL, 2012).

Os sinais clinicos e a patologia decorrente dosrmamentos ofidicos
estdo relacionados a composicdo das peconhas @amplificado no Quadro
1) e apresentam variacdes tanto entre génerostdsstcomo entre as diferentes
espécies que compdem um mesmo género (BRASIL, 2012)

Segundo Morais e colaboradores (2012), as pecodbaserpentes
podem induzir efeitos locais, como hemorragia, sexredema e dor intensa, e
efeitos sistémicos, como coagulopatia, hemorragisterna, choque

cardiovascular e insuficiéncia renal aguda.
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Quadro 1 - Efeitos das peconhas ofidicas de acomp suas atividades
fisiopatolégicas.

Atividades Peconhas Efeitos
L - Leséo endotelial e necrose no Ic
Inflamatoria EElCREEs da picada; liberacao de mediador
aguda laquéticas P ; §a0
inflamatérios
Botropicas.
Coagulante laquéticas e Incoagulabilidade sanguinea
crotalicas

Hemorragica

Botrodpicas e

Sangramentos |regido da picad
(equimose) e a distancia

laquéticas L . i
q (gengivorragia, hematuria, etc)
o Crotalicas ¢ Bloqueio da jun¢&o neuromuscu
Neurotoxica P .
elapidicas (paralisia de grupos musculares
C s Rabdomidlise (mialgia generalizac
Miotoxica Crotalicas : ( agia g
mioglobinaria)
" e Estimulacédo colinérgica (vomitc
Neurotoxica L . . . N ~
vagal Laquéticas dor abdominal, diarreia, hipotens§

IS

choque)

Fonte: Brasil (2012).

As peconhas de serpentes correspondem a compleisisrasn de

moléculas bioativas compostas predominantemente poteinas.

Essas

moléculas compreendem cerca de 90 a 95% do peso da&x peconhas,

incluindo enzimas, toxinas ndo enzimaticas e pnatehdo toxicas. As fracoes

nao proteicas sdo constituidas por cations mesalaarboidratos, nucleosideos,

aminas biogénicas e quantidades menores de andogativres e lipidios
(CUNHA; MARTINS, 2012).

A fracdo proteica das peconhas é responsavel pmrfanr na

hemostasia, em processos inflamatérios e por ecamshemorragias, podendo

destacar as fosfolipases, APLA2S), as metaloproteases, serinoproteases, L-

amino4cido oxidases, hialuronidases e outras, cdesintegrinas (ligam-se

especificamente em integrinas) e lectinas tipoi§aith-se especificamente em
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carboidratos de superficie celular), que ndo aptase acdo enzimética mas
interferem em diversas fungdes celulares (GAY .e28D5).

A constituicdo complexa faz com que essas pecomipassentem
diferentes atividades farmacoldgicas, além de desehar importante papel
como arma ofensiva, incapacitando e imobilizandomesa (funcéo principal),
na defesa contra predadores (funcdo secundariayee gquxiliar na digestdo
(WARRELL, 2010).

As classes das enzimas de peconhas de serperfsdipéses A e
proteases em geral, serdo destacadas pelo fate tistesn vitro utilizados
neste trabalho avaliarem a inibicdo ou potencigdimadas atividades exercidas

por essas enzimas, induzidas por constituintegléos essenciais em estudo.

2.6.2.1 Fosfolipases A

As fosfolipases apresentam a funcéo de catalisedrélise da ligacdo
2-acil éster de 3n em fosfolipidios de membrana, liberando acidosxaga
livres e lisofosfolipidios (Figura 14), podendo saudanos em diferentes tipos
celulares e tecidos bioldgicos, contribuindo, asgana a formacao de edema e
demais alteracdes fisioldgicas resultantes da dedmediadores inflamatérios
produzidos a partir da estrutura do acido araqueddnque, por sua vez,
corresponde a um dos acidos graxos liberados petélise de fosfolipidios
(HIGUCHI et al., 2007).

Figura 14 - Agdo da fosfolipase Aobre fosfolipidio de membrana. (Continua)
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Figura 14 - Acdo da fosfolipase Bobre fosfolipidio de membrana. (Concluséo)
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Fonte: Nelson e Cox (2014).

A superfamilia das fosfolipases é dividida em Ss#a diferentes e as
fosfolipases secretodrias de peconhas de serpéitativsdidas em dois grupos,
sendo Gl (provenientes de peconhas da familia ddapie Gl (peconhas da
familia Viperidae e subfamilia Crotalinae) (SCHALKES DENNIS, 2006).

O grupo Il é subdividido em fosfolipases Asp49 &49. A primeira
possui um residuo de aspartato na posicdo 49, empaeslo alta atividade
catalitica sobre substratos artificiais, e a segupdssui um residuo de lisina na
mesma posicao, apresentando pouca ou nenhumaadéviditalitica (SOARES;
FONTES; GIGLIO, 2004).

As PLAss de pecgonhas de serpentes cataliticamente atistdo e
associadas com atividades farmacolégicas e/ou d@®xicomo, por exemplo,
efeitos sobre plaquetas, neurotoxicidade, atividadaticoagulante e
miotoxicidade (DE PAULA et al., 2009). Para exersea acao catalitica, essas
enzimas necessitam de ions calcio como cofator fACHSKE; DENNIS,
2006).
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As PLAs sdo enzimas que correspondem a maior porcentagem
conteldo proteico das peconhas de serpentes, agilildda a elas uma grande
variedade de efeitos farmacoldgicos (DOLEY; ZHOUNK 2010).

2.6.2.2 Proteases (metaloproteases e serinoprotegse

As peconhas de serpentes possuem enzimas progslitcomo
metaloproteases e serinoproteases, que afetamtamaishemostatico por
diversos mecanismos.

As metaloproteases de peconhas de serpentes (SVYI8Rake Venom
Metalloproteinases abrangem um grande grupo de enzimas dependeetes d
zinco (Zri?), que sdo capazes de lisar proteinas da membramavabos
sanguineos, ou seja, degradam os componentes dhramarbasal vascular,
permitindo o extravasamento do sangue, e como quoégeeia, causam
hemorragias locais e sistémicas (FOX; SERRANO, p0@3oxicidade dessas
enzimas também esta relacionada a patogenia deecnime local, aos danos
teciduais (como edema, necrose e apoptose) e dderednflamatodrias
(ZYCHAR et al., 2010). Estima-se que 32% no minias enzimas presentes
nas peconhas da familia Viperidae sejam metalgmete (FOX; SERRANO,
2005).

De maneira geral, a atividadm vitro das metaloproteases esta
correlacionada com a protedlise dos elementos daznextracelular (colageno
tipo IV, laminina, fibronectina), das proteinas plasma (fibrinogénio, fibrina,
fator de Willenbrand, protrombina) e das proteim#s superficie celular
(integrinas e caderinas). Além do mais, as metatepses de peconhas podem
interagir com receptores das plaquetas, de céhndsteliais e fibroblastos,
ativando ou inibindo a resposta celular (MOURA-DAMA; BUTERA,;
TANJONI, 2007).
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Assim, metaloproteases tém sido amplamente isoldasacterizadas e
algumas delas j& possuem aplicacdo clinica, comoepemplo, Ancrod ou
Viprinex®, que corresponde a uma protease isoladezedonha d€alloselasma
rhodostomagcom funcdo no tratamento de eventos trombdéticos.

As serinoproteases de peconhas de serpentes (SVSRake Venom
Serineproteasgspertencem a uma grande familia de peptidase®msépeis
pelas alteracdes no sistema hemostatico, como itdesorteriormente, pela
ativacdo dos fatores de coagulacdo sanguinea, ipibigdo da agregacdo
plaquetaria e por atuarem sobre os sistemas fllitdos e da calicreina-cinina
(SERRANO; MAROUN, 2005).

A grande maioria dessas enzimas, por serem caplEz@somover a
coagulacdo, assemelham-se a trombina, sendo assiomthadas enzimas
trombina-simile de peconhas de serpentes. Essasamngao responsaveis pela
formacéo do codgulo de fibrina ao final da cascltacoagulacdo sanguinea
(CASTRO et al., 2004) e, por serem consideradashtima-simile, podem ser
classificadas em trés categorias: AB: enzimas aumeeklhantes a trombina,
convertem o fibrinogénio em fibrina pela hidrolisas cadeias & e Bj,
liberando os fibrinopeptideos A e B; A: clivam apena cadeia & do
fibrinogénio; e B: apenas a cadeip &o fibrinogénio (SERRANO; MAROUN,
2005). Apesar de possuirem uma atividade semelt@ritembina, orientam
apenas a formacgdo de um coagulo frouxo, uma vend@ueao capazes de ativar
o fator XIIl da cascata de coagulacao, respong#lal estabilizacdo do coagulo
de fibrina (BRAUD; BON; WISNER, 2000).

As serinoproteases também podem apresentar outisglades
bioldgicas, como a ativacdo do sistema complemedim processo inflamatorio,
participam do processo de diferenciacdo celulamdbém podem atuar sobre o
sistema nervoso (WU et al., 2001). Essas enzimas\dip exercem atividade de

forma isolada, ndo sao consideradas letais, mashugem para o efeito toxico
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guando exercem suas fun¢Bes juntamente as demésnas que compdem as
peconhas (BRAUD; BON; WISNER, 2000).

O interesse médico-cientifico pelas enzimas tromiBimile tem
aumentado muito nos ultimos anos, por suas difaseggando comparadas com
a propria trombina (MARSH; WILLIAMS, 2005). Na ciga médica, essas
serinoproteases sdo promissoras como agentesimeddénantes, podendo ser
utilizadas em pessoas com trombose, infarto doanide, doencas periféricas e
isquemia aguda (STOCKER; MEIER, 1988).

Como exemplo de aplicacdo, pode ser citada a gedteEase
Batroxobin, isolada de peconha de serpentes daieg§mhrops moojenique é
comercializada com o nome Defibrase (Pentaphaenyicsutilizada em terapias

de infarto cerebral agudo, angina pectoris inefipa@ surdez subita.
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Chemical composition of the essential oil fronCantinoa carpinifolia

(Benth.) Harley & J.F.B. Pastore as a function oftie year of collection

Abstract

Essential oils are odorous compounds stored iniadpsalls of plants and often
have functional properties of exceptional impor&anthe objective of this study
was to evaluate the influence of the year of ctibecon the content and the
composition of the essential oil fro@antinoa carpinifolia(Benth.). There are

few studies regarding the metabolites of this sgmecihe essential oils were
extracted by hydrodistillation using a modified @ager apparatus in March of
2014 and 2015. The identification and quantifiaataf chemical constituents
were accomplished by gas chromatography couplethss spectrometry and by
gas chromatography equipped with a flame ionizatietector. The yield of the
essential oil from the fresh leaves in 2014 (0.48Wa}% higher than that from
that obtained in 2015 (0.31%). The principal congria weresr-Thujone (32.15

and 29.21%)p-Thujone (22.22 and 35.88%Caryophyllene (8.74 and 5.28%)
and Sabinene (6.65 and 5.61%), respectively, theisg principally oxygenated

monoterpenes (67.83 and 77.17%). These variatiorisel composition of the
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essential oil from Cantinoa carpinifolia may have been influenced by
environmental factors (precipitation and tempesjtubecause the plant was

collected in different years and in the same |acati

Keywords: Lamiaceae; edaphoclimatic factors; ndjneducts; thujone.

Introduction

Brazil has an exceptional variety of flora, and ttedy of the functional
properties of the species that compose it is nacgs3he Lamiaceae family
belongs to the Tubiflorae (Lamiales) order andudek about 200 genera and
approximately 3200 species distributed throughdw torld. Among these
genera, theHyptis Jacq. Cantinog, which is composed of about 300 widely
distributed species, occurs in tropical semi-aedions of America and Africa
[1]. The group is characterized by the presencetafngly aromatic plants,
herbaceous shrubs, quadrangular stems, and flaviterstamens attached to the
lower lip of the corolla [2].

The diversity of the biological activities of tiiyptis genera has led to
studies of the chemical composition of essenti# present in the plants.
Currently, theHyptis carpinifoliaspecies was reassigned to the gedastinog
being renamedCantinoa carpinifolia (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore [3].
However, few studies exist regarding the species.

Cantinoa carpinifolia Benth., popularly known as “rosmaninho”
(rosemary) or rasmaninho, can be found among diftevegetation types such
as cerrada, dirty fields, grasslands, rocky fietdslery forests, edges and slopes
[4]. It is a plant widely used in folk medicine ftre treatment of diseases such
as colds, flu and rheumatism. The leaves are yssabjected to infusion and

compresses [5]. In addition to these two forms sé wf the plant, active
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substances such as essential oils can also baethttrom the plants. These oils
are characterized as secondary metabolites producediants that, depending
on the family, occur in specialized secretory dtricgs. They are also
characterized as complex mixtures of organic comgeuand are associated
with various fundamental functions for the survigéthe plants [6].

The compositions of the essential oils of plantsthtef genusHyptis
(Cantinog are very complex and include several classes amforsdary
metabolites that include monoterpene and sesgaiterpydrocarbons and their
oxygenated analogs, among other classes. Theseocodp are probably
synthesized via the mevalonate or deoxyxylulosesphate (DXP) pathways.
However, constituents synthesized via do shikinfabenylpropanoid) pathway
are generally not observed in this genus.

In addition to the complex chemical compositionshafse essential oils,
other factors (genetic or edaphoclimatic) tenchftuence the synthesis of these
metabolites, directing the metabolic pathway foe flormation of different
chemical constituents. These differences in thestitotion significantly
influence their biological properties. The objeesvof this work were to
determine the content and chemically charactetize essential oil extracted
from the leaves o€antinoa carpinifolia(Benth.) Harley & J.F.B.Pastore plants
collected in March 2014 and March 2015.

Material and Methods

Coallection of plant material

The Cantinoa carpinifoliaplant was collected in the municipality of ltunnir;

Minas Gerais, Brazil, at the geographical coordisatlatitude 21° 19' 01" S,
longitude 44° 52' 16" W and altitude 871 m, in Mag014 and March 2015.
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The plant material was sent to the Laboratério dén@ra Organica - Oleos
Essenciais of the Departamento de Quimica, Undade Federal de Lavras
(UFLA), and the leaves were cleaned and separateglding to the degree of
imperfection.

For the botanical identification of the speciesyvkes, flowers and fertile
branches were collected at the same site and eetfitet ESAL Herbarium,
located in the Departamento de Biologia of the UFLFhe Cantinoa
carpinifolia (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore species was ifledtiby Dr.
Mariana Esteves Mansaranes, Departamento de Baolmfgthe UFLA, and a

voucher specimen was deposited under the herbaniumber 28489.

Extraction of essential oils

The essential oils were extracted in the Laboratdié Quimica Orgénica -
Oleos Essenciais of the Universidade Federal deasaby hydrodistillation
using a modified Clevenger apparatus [7]. Approxaha320 g of fresh leaves
was placed in a round bottom flask (5 liters) w200 mL of distilled water.
Three extractions were performed by distilling over2 hours period. The
essential oil was separated from the hydrolact éntrifugation using a bench
centrifuge with a horizontal crosspiece (FANEM mio2ie6 Baby®!| BL) at 965
g for 5 minutes. The oil was removed with the aid afPasteur pipette,
transferred to a glass vial protected from lightl amoisture, and stored at low

temperature.

Determination of moisture

To a 250 mL round bottom flask equipped with a D8#rk apparatus was

added 5 g of fresh plant material in 80 mL of chelwane. The mixture was
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heated under reflux for 2 hours, and the volumewafer that distilled was
measured [8]. The yield of essential oil was catad and expressed in weight

of oil per gram of material on a dry weight ba$i\(B).

I dentification and quantification of the constituents of essential oils

The identification of the chemical constituents thfe essential oils was
accomplished by gas chromatography coupled to s@asstrometry (Shimadzu
model QP 5050A GC-MS) at the Central de Andlis&saspeccdo Quimica of
the Universidade Federal de Lavras. The followingditions were employed:
fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm) wahDB 5 (0.25 mm thick
film) bonded phase. The carrier gas was He witlow fate of 1.18 mL mir;
the temperature was programmed from 60 °C, follobsedn increase of 3 °C
min up to 240 °C, then at 10 °C to 300 °C, where #mperature was
maintained for 7 minutes. The injector temperatues 220 °C, the ion source
temperature, was 200 °C and the detector (or atejftemperature was 240 °C;
the injected sample volume was 1.0 pL in hexaresgiit ratio was 1:100, and
the column pressure was 71.0 kP. The mass sped&oroenditions were:
scanning detector, 1.000; scan interval of 0.5@nfrents and fragments detected
in the range of 45 to 500 Da. The Van den Dool Knatz equation with a
homologous series of n-alkanes §mCis) was used to calculate the retention
ratio. The identification of the components wasieodd by comparison of the
retention indices with those of the literature [Jlvo NIST107 and NIST21
libraries that enable the comparison of data frbendpectra with those existing
in the libraries were used. The quantitative agsess was accomplished on a
Shimadzu GC-17A gas chromatograph equipped withlamef ionization

detector (FID), and the operating conditions wheegame as those employed in
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the identification of the constituents of oils bYC@/S, however, the detector

temperature was 300 °C.

Results and Discussion

Yield

The yields of essential oils from the fresh matesiecording to the year of
collection are shown in Table 1. The yield of tiseential oil was 0.48% for the
fresh leaves ofantinoa carpinifoliain 2014 and 0.31% for the fresh leaves

collected in 2015.

Table 1. Yields of the essential oils frdbantinoa carpinifolia(Benth.) Harley
& J.F.B.Pastore as a function of the year of ctlbec

_ Moisture content Essential oil
Year of collection
(%) (% w/w DWB)
18! extraction 2014 33 0.4¢
2t extraction 201¢ 30 0.31

* Dry Weight Basis (DWB).

Silva et al. (2013) [10] obtained a yield of 0.2% @& dry-weight basis
for the essential oil from the leavekHyptis villosaPohlex Benth. (Lamiaceae).
According to these authors, the low yield of theessial oil from that species is
similar to the yields obtained by other researcheith other plants of this
genus. This low yield appears to be characteridttbe Hyptis (Cantinog genus
[11,12,13,14,15]. These results corroborate thagmd in the present study
because, even if there is a difference in yieldvbenh the years of collection (a

higher yield was obtained in 2014), the yieldssiilévery low.
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According to Burt (2004) [16], these variations time yields of the
essential oil from the same species of plant caattibuted to differences in
harvest season, soil type, regional climate, rgdatiumidity on the day of
harvest, among other factors. Thus, the changiid gf the essential oil can be
attributed to climate parameters such as air teatper and precipitation in the
years before the collection because the plants watected in the same place

and the same time of year.

I dentification and quantification of the constituentsin the essential oils

Sixteen constituents were identified in the esséntils from Cantinoa
carpinifolia and are described in Table 2. The major constituienthe material
collected in the years 2014 and 2015 were, resdytio-Thujone (32.15 and
29.21%),B8-Thujone (22.22% and 35.88%}Caryophyllene (8.74% and 5.28%)
and Sabinene (6.65% and 5.61%). The structuresharen in Figure 1. The oils
contained the same constituents, but they diffénetheir proportions, so the
diastereoisomer present in greater concentratidghdressential oil of the plant
collected in 2014 was-Thujone and that collected in 2015 was fiREhujone.

Table 2. Chemical composition of the essential adilCantinoa carpinifolia

(Benth.) Harley & J.F.B.Pastore leaves as a funatithe year of collection

Peak Compounds RT Rilcal %
1* extraction 2% extraction
2014 2015
1 Sabinen 7.311 921 6.6t 5.61
2 B-Pinent 7.49¢ 92: 1.11 0.87
3 Octar-3-ol 8.010 92¢ 0.8¢ 0.8t
4 1,E-Cineole 9.31¢ 100¢ 2.9t 3.9¢
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5 a-Thujone 12.24( 1091 32.1¢ 29.2]
6 B-Thujone 12.69. 109< 22.2% 35.8¢
7 Dihydrocarvec 13.47¢ 109¢ 0.6¢ 1.2z
8 Verbeno 13.83¢ 1101 1.0C 0.4z
9 cis-Pinocamphor  15.10¢ 110¢ 6.3¢ 4.8t
10 Terpiner-4-ol 15.28¢ 111C 1.4 0.71
11 a-Terpineo 15917 111« 0.9¢ 0.9¢
12 a-Copaen 23.66¢ 129: 4.5 2.4¢
13 B-Caryophyllen  25.51( 137¢ 8.7¢ 5.2¢
14 a-Humulent 26.95¢ 138: 0.71 0.3C
15 Germacren-D 28.01t 138i 6.3¢ 3.4
16 Caryophyllene oxic 32.01: 1481 3.1¢ 3.9¢
Grouped components
Monoterpene hydrocarbc 7.7¢€ 6.4¢
Oxygenated monoterpenes 67.8: 77.15
Sesquiterpene hydrocarbons 20.3¢ 11.5]
Oxygenated sesquiterpene 3.1¢ 3.9¢
Others 0.8¢ 0.8t

*RT = Retention time; Rical = calculated retentindex; % = percentage

A\
A\

@) (b) () (d)
Figure 1. Chemical structures of the major compsupeksent in the essential
oil from Cantinoa carpinifolia(Benth.) (a)a-Thujone, (b)p-Thujone, (c)pB-

Caryophyllene and (d) Sabinene
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Verma, Padalia, Chauhan (2015) [17] studying tlsem=sal oil chemical
composition ofSalvia officinalisL. collected in northern India found as the main
constituento-thujone to the three parts of the plant; leave#ipriescence and
shoot. Because they belong to the same familyeslential oils 08. officinalis
and C. carpinifolia showed a similar chemical composition. According
Pelkonen, Abass Wiesner (2013) [18], the thujome monoterpene ketone is
present in varying quantities in a number of plaatel is considered a
significant component of many dietary supplemerasd botanical herbal
medicines. The quantity of diastereoisomers ofdhejpresent in the essential
oil from C. carpinifoliavaried with the year of collection. This variatioray be
related to climate factors to which the plants warbjected, such as the amount
of rain and sunlight. Moreover, these isomers mayehbeen synthesized via
different pathways or even interconverted by amesiase present in the plants.

According to Gobbo Neto and Lopes (2007) [19], greduction of
secondary metabolites can be influenced by maniyamental factors, such as
seasonality, rainfall, circadian rhythm, altitudemperature, vegetative plant
cycle, and soil type, among others. The qualitaihanges in the chemical
composition of the essential oils fraBantinoa carpinifoliamight be influenced
by these environmental factors because the plaate wollected in different
years and in the same local. Among these envirotahéactors, atmospheric
temperature and precipitation stand out becausepldngs were collected in
different years and these were the factors thaedanost from one year to the
next.

Among the compounds shown in Figure 1 and the idafable 2, the
compounds present in higher quantities in the éisdenils extracted in 2014
and 2015 were oxygen-containing monoterpenes (6¢.8hd 77.17%),
followed by sesquiterpene hydrocarbons (20.36%14n861%, respectively).



91

These data corroborate those of many surveys dépatted the presence
of oxygen-containing monoterpenes as the prinapasbtituents of essential oils
from many species of the gendgptis (Cantinog [20-22]. However, the results
differ from many studies reported in the literaturevhich a high percentage of
sesquiterpene compounds are observed. For oftgptis species, H.
marrubioides[20], H. suaveoleng11], H. verticillata [23], over 40% of the
essential oil is composed of sesquiterpenoids fantl. pectinata this class of

compounds constituted 90% of the composition oftbeential oil [24].

Conclusion

The vyield of essential oil from fresh leavesG#ntinoa carpinifoliain 2014 was
higher than that of the year 2015. The principahstituents found in the
essential oil from the plants collected in the gedf14 and 2015 were-
Thujone,3-Thujone,p-Caryophyllene and Sabinene, respectively. In géndre
compounds present in higher proportions were o0xgteh monoterpenes,
followed sesquiterpene hydrocarbons.
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ARTIGO 2 - Atividade antioxidante in vitro dos 6leos essenciais @antinoa
carpinifolia (Benth.) eLippia origanoides Kunth.

RESUMO

Tem-se notado um aumento na busca por produtosaigite interesse em
induUstrias farmacéuticas, alimenticias e cosméticas potencial de uso, na
tentativa de substituir substancias sintéticas, tfra sido relatadas por
ocasionar danos tanto & saiude do homem e de @uthmsis, como ao meio
ambiente. Entre os produtos de origem vegetal, legsdessenciais vém se
ressaltando por suas atividades biolégicas. Objethe avaliar a atividade
antioxidantein vitro dos 6leos essenciais dgantinoa carpinifolia (Benth.)
(rosmaninho) elippia origanoidesKunth. (alecrim-d'angola) por diferentes
metodologias. A obtencéo dos 6leos essenciaiefdizada por hidrodestilacdo
utilizando o aparelho de Clevenger modificado; enfdicacdo e quantificacao
dos constituintes, por CG/EM e CG-DIC. A atividatgioxidante foi avaliada
utilizando o método de estabilizacdo dos radicassl 8, DPPH e hidroxil,
método de complexacdo do fosfomolibdénio, métod@atter redutor, ensaio
de oxidacgdo do sistenflacaroteno/acido linoleico e método de espéciesvesat
ao 4acido tiobarbiturico (TBARS).Pelas analises cromatograficas, os
constituintes majoritarios encontrados no 6leoresakdeC. carpinifoliaforam
a-tujona (32,15%), B-tujona (22,22%), p-cariofileno (8,74%) e sabineno
(6,65%), e no 6leo essencial Heoriganoides foram carvacrol (41,51%)-
cimeno (18,36%), y-terpineno (17,03%) e timol (4,86%). A atividade
antioxidante dos O6leos essenciais @antinoa carpinifolia e de Lippia
origanoidese dos controles positivos, BHT e acido ascérbiadou com a
metodologia empregada; em grande parte dessasntisles e o0 6leo essencial
de L. origanoides foram mais eficientes no sequestro de radicais, na
complexacdo de metais e na inibicdo de peroxidéipética. Em relacdo ao
método do radical hidroxil, os 6leos se mostraraaisreficazes que o proprio
manitol. Esses resultados demonstram que o O6leenaab de Lippia
origanoides rico em carvacrol, composto com caracteristiag®lfea, € um
potente antioxidante e que podera ser empregads, amppla caracterizagdo
farmacolégica e toxicolégica, em industrias alinidas, de cosméticos e
também na terapéutica de processos inflamatomnosmadaustrias farmacéuticas.

Palavras-chave:Oleos volateis. Estabilizacdo de radicais livieésmplexacio
de metais. Inibicdo da peroxidacéo lipidica.
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In vitro antioxidant activities of the essential oils frontCantinoa carpinifolia
(Benth.) andLippia origanoides Kunth.

ABSTRACT

The search for natural products of interest to pharmaceutical, food and
cosmetic industries has increased in an attemppiace synthetic substances,
which have been reported to cause damage to thth lidchumans and other
animals, as well as the environment. Among the yetsd of plant origin,
essential oils are noteworth because of their biol activities. This study
sought to evaluate the in vitro antioxidant acyivitf the essential oils from
Cantinoa carpinifolia (Benth.) (Rosemary) andlippia origanoides Kunth.
(guinea fowl rosemary) using different methods. Ex&action of the essential
oils was performed by hydrodistillation using a rified Clevenger apparatus.
Identification and quantification of the constittemwas achieved by GC-MS and
GC-FID. The antioxidant activity was evaluated gsithe method of
stabilization of the ABTS, DPPH and hydroxyl rads;afosfomolibdénio
complexation method, the reducing power methodpttiéation assay of thg-
carotene/linoleic acid system and the method inkglvspecies reactive to
thiobarbituric acid (TBARS). The principal consgtts found in the essential
oil from C. carpinifolia were o-thujone (32.15%),B-thujone (22.22%),p-
caryophyllene (8.74%) and sabinene (6.65%), andiacenl (41.51%),p-
cymene (18.36%)y-terpinene (17.03%) and thymol (4.86%) were foumdhie
essential oil frorL. origanoides The antioxidant activities of the essential oils
from Cantinoa carpinifoliaand Lippia origanoidesand the positive controls
BHT and ascorbic acid varied with the method emgibyThe controls and the
essential oil fronL. origanoideswere more efficient in sequestering radicals, in
metal complexation, and in inhibition of lipid peidation. Compared with the
method of the hydroxyl radical, the oils were meifféective than mannitol.
These results demonstrate that the essentialawi fippia origanoides which

is rich in the phenolic compound carvacrol, is éepbantioxidant and may be
employed, after extensive pharmacological and @agical characterization, in
food and cosmetic industries and in the treatmémfmmmatory processes in
the pharmaceutical industry.

Keywords: Volatile oils. Stabilization of free radicals. k& complexation.
Inhibition of lipid peroxidation.
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INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais pelos seres humanasddatnilhares de
anos devido as suas propriedades medicinais eiontis. Muitos compostos
naturais extraidos das plantas expressam impostaatteidades biolégicas.
Entre esses compostos, destacam-se os Oleos essemoe estdo atraindo cada
vez mais a atencdo da industria farmacéutica, égima, de alimentos e
cosmética, por suas vérias funcdes, em especias peividades antioxidante,
antimicrobiana e antiproliferativa.

Na ultima década, tem havido um interesse cresgemtivestigacao
sobre o papel dos antioxidantes de origem vegetabatide humana e em
alimentos. Dessa forma, antioxidante pode ser idefitomo sendo uma
substancia que, quando presente em pequenas qumstiem relacdo as do
substrato oxidavel, impede ou retarda significatigate a oxidacao deste pela
presenca de radicais livres. Os lipidios, as pmatios acidos nucleicos, os
carboidratos e outras biomoléculas podem sofretag#io, isto é, ser o substrato
oxidavel. A oxidacdo dessas moléculas pode seomsgpel pelo surgimento de
diversas patologias, incluindo o cancer, doencaslimasculares, doencas
neurodegenerativas, catarata, envelhecimento, dsemgflamatorias, entre
outras (MIGUEL, 2010).

A oxidacdo também é um problema na industria aliexenma vez que
as vitaminas lipossoliveis e os acidos graxos egssmpodem sofrer oxidacao
durante os processos de processamento e armazeoatpem 0 consequente
desenvolvimento de sabores e odores desagraddwmisndo os alimentos
impréprios para o consumo, além de provocar outiEsacdes que podem
afetar a sua qualidade nutricio@AMALHO; JORGE, 2006).

Na indastria alimentar, os antioxidantes vém serdmamente

empregados; os mais utilizados sdo 0s compostiticis, butil-hidroxi-anisol
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(BHA), 2,6-di-tert-butil-4-hidroxitolueno  (BHT), tebutil-hidroquinona
(TBHQ) e galato de propila (PG). No entanto, pesagiavaliando a toxicologia
dessas substancias demonstraram potencial carninogéobre animais
(BOTTERWECK et al., 2000)

Em virtude do aumento da importancia dos éleosnesss no mercado
mundial e do seu potencial biolégico, da variedakeepcional da flora
brasileira e ainda inexplorada, sdo necessarios pwidos que viabilizem a
utilizacdo dessas substancias naturais.

A espécieCantinoa carpinifoliaBenth., popularmente conhecida como
rosmaninho ou rasmaninho, é uma planta herbacefarddia Lamiaceae,
encontrada entre diversas formacdes vegetais sitkmexplorada na medicina
popular no tratamento de gripes, resfriados e résma (SILVA; MOURA,
2011). A espécitippia origanoidesKunth., conhecida no norte do Brasil como
"salva-do-marajé" e "alecrim-d'angola”, € uma egpécbustiva com um ciclo
de vida perene, cujas partes aéreas sdo utilizedaslinaria como aromatizante
de pratos regionais, no tratamento de doencasogdestinais, de doencas
respiratérias € como antisséptico para a boca a patacdo de garganta
(SARRAZIN et al., 2015).

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalhoiava atividade
antioxidantein vitro dos Gleos essenciais dgantinoa carpinifoliae Lippia
origanoidespor diferentes metodologias, como estabilizacdoadeais livres,
complexacédo de metais e inibicao de peroxidacadidi
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MATERIAL E METODOS

Obtencao do material vegetal

A espécieCantinoa carpinifoliafoi coletada no municipio de ltumirim-
MG (latitude 21° 19' 01" S, longitude 44° 52' 16"é/dltitude 871m) e a espécie
Lippia origanoidesno Horto de Plantas Medicinais da UniversidaddeFa de
Lavras (UFLA), na cidade de Lavras-MG (latitude 24°S, longitude 45° 00'W
e altitude 918 m).

Para a identificacdo botanica das espécies, fallramos férteis, foram
coletados no mesmo local e encaminhados para ati@iBSAL (DBI/UFLA).
A espécieCantinoa carpinifolia(Benth.) Harley & JFBPastore foi identificada
pela Dra. Mariana Esteves Mansaranes (DBI/UFLA)na exsicata encontra-se
depositada com o nimero de registro 28489. A esféppia origanoides
Kunth. foi identificada pela especialista Dra. FetiSalimena, da Universidade
Federal de Juiz de Fora, e uma exsicata encontdesesitada no Herbario
ESAL, com o numero de registro 26840.

Extracdo dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais das folhas de ambas as pfardas extraidos no
Laboratorio de Quimica Organica - Oleos EssendaislFLA, pelo método de
hidrodestilacdo utilizando o aparelho de Clevengerdificado (BRASIL.
AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2010). As extracdes
foram realizadas em triplicata, destilando-se ptioas cada material vegetal.
Posteriormente a extracdo, o 6leo essencial foaradp do hidrolato por

centrifugacéo e armazenado em frasco de vidro denbar baixa temperatura.
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Os rendimentos dos 6leos essenciais foram expressqeso de 6leo
por peso de material vegetal com Base Livre de ddddBLU); dessa forma,
foi realizado o teste de umidade de acordo com todukdgia descrita por
Pimentel et al. (2006).

Identificacdo e quantificacdo dos constituintes dodleos essenciais

Os constituintes quimicos dos 6leos essenciaisnfadentificados por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espedtiiamrdet massas (CG/EM-
Shimadzu, modelo QP 5050A), de acordo com as seguicondi¢bes
operacionais: coluna capilar de silica fundidant8® 0,25 mm) com fase ligada
DB5 (0,25um de espessura de filme); gas He como gas deeao@ast fluxo de
1,18 mL mirt; programac&o da temperatura, inicio em 60 °C, atovde 3 °C
min™ até 240 °C, depois a 10 °C até 300 °C, mantendosrstante por 7 min;
temperatura do injetor: 220 °C, temperatura daefad ions: 200°C e do
detector (ou interface): 240 °C; volume da amosijatado foi de 1,0ulL,
diluida em hexano; taxa de particdo do volume anjetde 1:100 e pressdo na
coluna de 71,0 kPa. As condicBes do espectrometrmabksas para a analise
qualitativa dos constituintes foram: detector deregura 1.000; intervalo de
varredura de 0,50 fragmento e fragmentos detectaaldaixa de 45 a 500 Da.
Para calcular o indice de retencéo, foi utilizadegaacdo de Van den Dool e
Kratz em relacdo a série homologa de n-alcanosti@g). A identificacdo dos
constituintes foi realizada comparando-se os isdits compostos obtidos com
os indices de retencédo da literatura (ADAMS, 2087%)ela comparacdo dos
espectros obtidos para cada componente com aquelesntes nas bibliotecas
do equipamento NIST107 e NIST21.

A andlise quantitativa dos constituintes dos ékssenciais foi realizada

utilizando um cromatégrafo gasoso Shimadzu CG-1@é@ipado com detector
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por ionizacdo de chamas (DIC) e as condi¢cdes dpeis foram idénticas as

utilizadas na identificagdo dos constituintes; adot a temperatura do detector
foi de 300 °C. Os dados de identificacdo e quaaihio dos compostos

presentes no 6leo essencial podem ser acessatisere Teixeira (2016).

Atividade antioxidante in vitro dos 6leos essenciais

Muitas técnicas tém sido empregadas para avaliaatigidade
antioxidanten vitro de diferentes tipos de substancias. Entre essstacde-se
as que se baseiam na neutralizagéo de radicabi(zstgdo dos radicais ABTS,
DPPH e hidroxil); na complexacdo de metais (redud@anolibdénio e poder
redutor) e na inibicdo da peroxidacdo lipidica tésia p-caroteno/acido
linoleico e TBARS).

Os experimentom vitro para avaliar o potencial antioxidante dos 6leos
essenciais d€antinoa carpinifoliae deLippia origanoidedforam realizados no
Laboratorio de Quimica Organica - Oleos Essenciais,Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras.

Método de estabilizacdo do radical ABTS [2,2-azinobis (3-

etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)]

A atividade antioxidante dos éleos essenciais\aliada pela atividade
de estabilizacdo do radical ABTS [2,2"-azinobisefilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico)],de acordo com a metodologia descrita por Guereegolaboradores
(2013). O radical ABTS foi obtido pela reacdo emrdBTS (7,00 mmol L)
com persulfato de potassio (2,45 mmd) Lapos um periodo de 12 a 16 horas a
temperatura ambiente, no escuro. O radical fornfieiddiluido com etanol até
absorbancia de 0,7 (£0,02) a 734 nm. Em 1900 pLraftical ABTS,
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previamente diluido, foram adicionados 1@Q das diluicdes dos 6leos
essenciais em etanol nas concentracdes de 25, 0BQ, 1650, 200, 250 e
500 pg mL*. A reacédo controle foi preparada com 1900de etanol e 10QL
da diluicdo mais concentrada dos 6leos esseneiascontrole negativo, com
1900uL da solucdo de ABTS e 1QL de etanol. Apds 10 minutos de reacdo no
escuro, foram realizadas leituras de absorbancia emmectrofotdmetro
(Shimadzu UV-1601PC) a 734 nm, sendo para finsaeparacao, testado o
controle positivo BHT (2,6-di-tert-butil-4-hidroxitueno) nas mesmas
concentrag@es utilizadas para os 6leos essenciais.

A porcentagem de atividade antioxidante obtida pelétodo de
estabilizacdo do radical ABTS foi calculada empneigase a seguinte equacao:

%AA = [(Acont- Aam)/Acony] X 100

Em que: Aont absorbancia do controle negativo;nAabsorbancia da amostra

analisada.

Método de estabilizacdo do radical DPPH2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

Foi preparada uma solucdo etandlica de DPPH naentmacdo de
40 ug mL™. Os 6leos essenciais foram diluidos em etanotoasentracées 25,
50, 100, 150, 200, 250 e 5@@ mL™. Em tubos de ensaio, foram adicionados
2700 uL da solucéo estoque de DPPH, seguido da adicd808euL das
diluicbes dos 6leos essenciais. Paralelamenterépapada a reacao-controle,
contendo 270QL de etanol e 30QL da diluicdo mais concentrada dos 6leos
essenciais, e 0 controle negativo, contendo 2d0Ga solucdo estoque de
DPPH e 30QuL de etanol. Ap6s 60 minutos (tubos acondicionatosauséncia
de luz), foram realizadas leituras de absorbancia espectrofotdmetro
(Shimadzu UV-1601PC) no comprimento de onda derBA3LOPES-LUTZ et
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al., 2008). Para fins de comparacéo, foi testadacontrole positivaBHT, nas
mesmas concentrag¢des utilizadas para os Oleocessen
A porcentagem de atividade antioxidante obtida pelétodo de
estabilizacdo do radical DPPH foi calculada emprdgase a seguinte equacao:
%AA = [(Acont- Aam)/Acon)] X 100
Em que: Aont absorbancia do controle negativo;nAabsorbancia da amostra

analisada.

Método de estabilizagcdo do radical hidroxil (OH)

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo métodaratiical hidroxil
OH' foi baseada na metodologia descrita por Boulaneual. (2013). Em tubos
de ensaio, foram adicionados 100 pL das amostrasobms essenciais nas
concentragdes de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e §adLt, diluidos em agua,
100 pL da mistura [FeSEEDTA], 100 pL de desoxirribose, 700 uL de solugéo
tamp&o fosfato 0,1 mol L (pH= 7,4) e 100 pL de #@, 113 mmol L.
Posteriormente, os tubos foram incubados em bamr@ma 50 °C, onde
permaneceram por 60 minutos. Em seguida, foranioadidos 500 uL de TCA
(acido tricloroacético) e 500 uL de TBA (acido twbitdrico), no intuito de
finalizar a reacdo. Apés a adicdo dos acidos, logstfioram incubados a 95 °C
por 10 minutos. A leitura foi realizada, imediatant@eapds o resfriamento dos
tubos, em espectrofotdbmetro (Shimadzu UV-1601PGB2& nm. No controle
negativo, a solucdo de 6leo essencial foi subdétyior 100 pL de agua. O
controle positivo utilizado para fins de comparaédioo manitol, nas mesmas
concentrag@es utilizadas para os 6leos essenciais.

A porcentagem de atividade antioxidante foi caldalde acordo com a
equacgéo:

%AA = [(Acont- Aam)/Acond] X 100
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Em que: Aon= absorbancia do controle negativa; absorbancia da amostra

analisada.

Método de complexac¢éo do fosfomolibdénio

Em tubos de ensaio adicionaram-se 100 pL das désigos 6leos
essenciais nas concentracées 25, 50, 100, 150220@ 500 pg mtem etanol
e 2000 pL da solucdo do complexo de fosfomolibddoaménio (acido
sulfarico 10%, fosfato de sodio 28 mmol'Le molibdato de aménia
4 mmol LY. Os tubos foram fechados, agitados e colocadobagrho-maria a
95 °C por 60 minutos. Apos o resfriamento, reakgeua leitura em
espectrofotbmetro (Shimadzu UV-1601PC) a 695 nmIEPR; PINEDA,
AGUILAR, 1999).

O &cido ascorbico foi utilizado como controle pesitnas mesmas
concentracdes utilizadas para os 6leos essenciesfips de comparacéo e os
resultados foram expressos em absorbancia.

Método do poder redutor

Para avaliar a atividade antioxidante pelo métodopdder redutor,
50 uL das amostras nas concentracdes de 25, 501300200, 250 e 500 ug
mL™*, foram adicionadas a 500 pL de solucdo tampa@timst00 mmol [
(pH= 6,0) e 500 pL de hexacianoferrato Ill de psitdasl%. A mistura foi
agitada e incubada a 50 °C por 20 minutos. Postegitte, foram adicionados
500 pL de TCA 10% (acido tricloroacético), 1500 de agua destilada e
300 pL de FeGl0,1%. Em seguida, as leituras de absorbéncia foeatizadas
em espectrofotometro (Shimadzu UV-1601PC) a 700(B@UNATIROU et
al., 2007).
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Como controle positivo para fins de comparacéoufitizado o acido
ascorbico nas mesmas concentragdes utilizadasosatdeos essenciais e 0s

resultados foram expressos em absorbancia.

Ensaio de oxidacdo do sistemrcaroteno/acido linoleico

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionadosn§0de acido
linoleico, 600 mg de Tween 20, 6 mg plearoteno e 30 mL de cloroférmio.
Ap6s homogeneizacdo, o cloroférmio foi totalmentepsrado utilizando
evaporador rotatério (Blchi Rotavapor R114) a 50 A@6s a remocdo do
cloroférmio, o residuo foi dissolvido em 150 mL &gua destilada saturada de
oxigénio (emulséo A). Aliquotas de 2500 pL da edmlé foram transferidas
para tubos de ensaio e, em seguida, foram adicdsr2@D pL das diluicdes dos
Oleos essenciais em etanol, nas concentragfes, d&®2%00, 150, 200, 250 e
500 ug mL™. A reac&o-controle foi preparada com 2500 pL dalséio A e
200 pL da diluicdo mais concentrada dos 6leos eggsnA absorbancia foi
medida imediatamente em espectrofotometro (Shimadx:t1601PC) a
470 nm, os tubos foram incubados a 50 °C paracdeoede oxidacao e, apos 60
minutos, foi novamente aferida a absorbancia (LOPB¥Z et al., 2008). Para
fins de comparacdo, foi testado o BHT controle tpasi nas mesmas
concentrag@es utilizadas para os 6leos essenciais.

A porcentagem de atividade antioxidante para estedu foi expressa
utilizando-se a equacao:

% AA= 100 X [1 - (A — AdAoo - Ao)]
Em que: A: absorbancia no inicio da incubacdo, com a amostrabsorbancia
depois de 60 minutos, com a amostra;: Absorbancia no inicio da incubacéo,

sem a amostra, oA absorbancia depois de 60 minutos, sem a amostra.
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Método de espécies reativas ao acido tiobarbitliric@BARS)

A metodologia empregada para avaliar a atividadexdante pelo
método TBARS foi a descrita por Dandlen et al. ®0tom pequenas
adaptacbes. Em tubos de ensaio, foram adiciona@@gib de gema de ovo
(fonte de lipidios) homogeneizada em &gua desti(@88 m/v), 100 puL das
solucBes etandlicas dos 6leos essenciais nas ¢oagdas de 25, 50, 100, 150,
200, 250 e 50Qig mL?, 100 pL de uma solucédo [FeSEDTA] 6 mmol LY,
100 pL de HO, 10 mmol L' e 200 pL de agua destilada. Os tubos foram
agitados por 30 segundos e aquecidos em banho-en&fi&?C por 30 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 1500 puL de unmaz&o de acido acético
20% em &gua (pH= 3,5) e 1500 pL de &cido tiobatibalD,8% m/v diluido em
uma solugéo de dodecilsulfato de s6dio 1,1% phagua. Por 30 segundos, 0s
tubos foram agitados, aquecidos a 95 °C por 60tosre; em seguida a solucao
foi resfriada a temperatura ambiente. Apds o msieinto, foram adicionados
2000 pL de butan-1-ol em cada tubo, e as solugdamfcentrifugadas a 12@0
por 10 minutos. A fase organica foi recolhida eaforrealizadas leituras de
absorbancia utilizando um espectrofotémetro (ShimadlV-1601PC) no
comprimento de onda de 532 nm. No controle negatveolucdo de Oleo
essencial foi substituida por 100 puL de etanolaHiers de comparacéo, foi
testado o BHT como controle positivo nas mesmasasaracdes utilizadas para
0s 6leos essenciais.

A porcentagem de atividade antioxidante para o deéfBBARS foi
calculada utilizando a equacéo:

%AA = [(Acont- Aam)/Acon)] X 100
Em que: Aon= absorbancia do controle negative;# absorbancia da amostra

analisada.
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Andlise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inte@mat® casualizado
(DIC) com um esquema fatorial de 3 x 7 (6leos eda@ricontrole positivo x
concentracdes), com trés repeticbes. O progranaististo utilizado foi o
SISVAR (FERREIRA, 2011) e os dados foram submetidognalise de
variancia e as médias comparadas pelo Teste delSuit ao nivel de 5% de
probabilidade. Além do teste qualitativo, foramstgulas equacBes de regressao
(5% de probabilidade), que foram utilizadas patautar a C, (Concentracédo
gue apresenta 50% de atividade antioxidante) deesokssenciais/controle

positivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Rendimento e caracterizacdo quimica dos constituies dos 6leos essenciais

O rendimento do 6leo essencial@antinoa carpinifoliaem Base Livre
de Umidade foi de 0,48% e do 6leoldppia origanoidesoi de 0,37%.

Os compostos majoritarios encontrados no 6leo esdenle C.
carpinifolia foram a-tujona (32,15%)p-tujona (22,22%)p-cariofileno (8,74%)
e sabineno (6,65%) (TEIXEIRA, 2016) e, no Oleo meswt de Lippia
origanoides foram carvacrol (41,51%)p-cimeno (18,36%), y-terpineno
(17,03%) e timol (4,86%) (TEIXEIRA et al., 2014)idgra 1).
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Figura 1 - Estruturas quimicas dos compostos ntajms presentes no 6leo
essencial d€antinoa carpinifolia(Benth.) (a)-tujona, (b)B-tujona,
(c) B-cariofileno e (d) sabineno e, no 6leo essencialligpia
origanoidesKunth., (e) carvacrol, (fp-cimeno, (g)y-terpineno e (h)

[Lg=y:
23

(h)

Analisando os dados de porcentagem dos conssituintajoritarios
(Tabela 1), nota-se uma maior predominéncia de tegmenos em relacdo aos
sesquiterpenos para ambos o0s Oleos essenciais. Aiéso, uma maior
predominancia dos monoterpenos oxigenados, prinegrae para o Oleo
essencial d€. carpinifolia Entre esses constituintes, destacam-se as cdtonas
e B-tujona) presentes no 6leo essencialCdesarpinifolia embora, para o 6leo
essencial deL. origanoides tenham sido encontrados predominantemente
monoterpenos com caracteristicas fendlicas (casvaer timol), além dos
monoterpenos aromatico e ndo aromaticpicimeno e y-terpineno,
respectivamente.
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Tabela 1 - Porcentagem de constituintes quimicosipagos dos 6leos
essenciais das folhas d€antinoa carpinifolia e Lippia

origanoides.

Componentes agrupados C. carpinifolia L. origanoides
Monoterpenos hidrocarbénicos 7,76 45,91
Monoterpenos oxigenados 67,83 49,3(
Sesquiterpenos hidrocarbénicos 20,36 3,5¢
Sesquiterpenos oxigenados 3,16 0,62
Outros 0,89 0,04

Atividade antioxidante in vitro dos 6leos essenciais

O método ABTS é um dos métodos mais utilizados paeair a
atividade antioxidante de substancias isoladaseamidturas complexas. Neste,
o radical 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6eficisulfonico) é reduzido na
presenca de substancias antioxidantes (doadora®mes de hidrogénio ou de
elétrons). A vantagem dessa metodologia é mediivelade antioxidante de
compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (BEES et al., 2011).

Os valores da porcentagem de atividade antioxidatus O6leos
essenciais e do BHT em relacdo as suas concersrag@diadas pelo metddo de
estabilizacdo do radical ABTS, estdo apresentadoBigura 2. Foi observado
um aumento da atividade antioxidante de acordo anaumento da

concentragao, revelando uma relacao dose-dependente
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Figura 2 - Valores de porcentagem de atividadeomdinte dos Oleos

essenciais/controle positivo pelo método de e&tab#o do radical

ABTS.

a)UBPIXONUE BPEPIANY %

L. origanoides BHT

Concentragbegug mL™)

C. carpinifolia

*As médias seguidas pela mesma letra minisculapamando as concentracdes dentro
de cada 6leo essencial/BHT, e da mesma letra meé@jscomparando os Oleos

essenciais/controle positivo dentro de cada coregi

Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

diferem entre si pelo Teste

, hdo

Oleos essenciais e o controlevpoasnalisados nas

Se 0S

Comparando-

se que 0 Oleo essalwidl. origanoides

nota-

mesmas concentracoes

proporcionou uma maior atividade antioxidante, seegsa semelhante ao BHT,

Essddaaliv pode estar

relacionada com a presenca do constituinte majarité 6leo, o carvacrol, que

principalmente nas menores concentracdes.

age doando um préton ao radical e logo se estalmbz ressonancia (Figura 3).

do dleoneissede C. carpinifolia

s

ao quimica

Ressalta-se que a constituic

desfavorece a avaliagcéo de atividade antioxidamtegse método, uma vez que

0s constituintes que correspondem aproximadameb@¥b da composicao

desse Oleo sdo cetonas monoterpénicas biciclizaadas ¢ e f-tujona), que ao

doarem atomos de hidrogénio, ndo geram muitas testsu contribuintes
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equivalentes (hidridos de ressonéncia) quanto wp@stos com caracteristicas

fendlicas.

Figura 3 - Provavel mecanismo que explica a atdedantioxidante de
compostos com caracteristicas fendlicas (carvapedt) método de
estabilizacdo do radical ABTS.

ﬂ(\'/\' &@}N CZHS

Hs

so3'
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N
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2Hs
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+

7 Yo _0 o) o] o
5

Fonte: Do autor (2016)

Os resultados encontrados para esse método cambocom os de
Ruberto e Baratta (2000), pois segundo os autoeefgndis sdo antioxidantes
eficientes e responsaveis pela elevada atividatexatante de muitos 6leos
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essenciais que os contém, uma vez que podem doatonno de hidrogénio e o
novo radical formado pode ser estabilizado pororgscia.

Outro método de estabilizacdo de radicais é o @dizgao do radical
DPPH, o qual se baseia na medida da capacidadexidatite de uma
determinada substancia em neutralizar o radical HDRReduzindo-o a um
derivado de hidrazina. Assim, quando uma subst@naidicionada a solucédo de
DPPH, e essa age como doadora de atomos de hidro@&nde elétrons),
ocorre uma mudanga simultdnea na coloracdo detaipkera amarelo palido
(ALVES et al., 2010).

Pelos dados apresentados na Figura 4, para o nétogkiabilizac&o do
radical DPPH, pode-se observar que a porcentageatiidade antioxidante
também foi dose-dependente para o 6leo essenciappia e controle positivo
BHT, sendo esse Ultimo capaz de estabilizar o ahdie maneira mais efetiva,
seguido pelo 6leo essencial l[deoriganoides Os resultados obtidos para o 6leo
essencial de&. carpinifolia sugerem uma atividade pré-oxidante, nas menores
concentracdes (valores negativos de atividade »adtiote). Além disso, foi
possivel observar que a porcentagem de atividatiex@lante para os 6leos
essenciais e para o controle BHT foi mais reduzidando comparado com o
método ABTS. Alguns fatores podem ter influenciadsse resultado, como o
fato de o radical DPPH ser um radical mais persistque o normal e o maior
impedimento estérico para estabiliza-lo, uma vez quradical ABTS deve
reagir pelas extremidades, facilitando sua redugéd-igura 5 descreve o
provavel mecanismo que explica a reacdo (estatfi@ado carvacrol com o
radical DPPH.
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Figura 4 - Valores de porcentagem de atividadeomdtinte dos Oleos

essenciais/controle positivo pelo método de estabdio do

radical DPPH.
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de cada 6leo essencial/BHT, e da mesma letra meé@jscomparando os Oleos

essenciais/controle positivo dentro de cada coregi

Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

diferem entre si pelo Teste

, hao

mecanismo que explica a atidédantioxidante de

ave

s

Figura 5 - Prov

ticas fendlicas (carvaped) método de

ao do radical DPPH. (Continua)

e

compostos com caracteris

estabilizac

NO,

O,N

carvacrol

cor: violeta



115

Figura 5 - Provavel mecanismo que explica a atdedantioxidante de
compostos com caracteristicas fendlicas (carvapedt) método de
estabilizacdo do radical DPPH. (Concluséo)

cor: amarelo palido

Fonte: Do autor (2016)

O ensaio para avaliar a atividade antioxidante eggrdo-se a 2-
desoxirribose € um dos métodos mais especificas geterminar a captura do
radical hidroxil (OH). Nesse método, o radical hidroxil é gerado pacée
Fenton e reage com a 2-desoxirribose para formarstis produtos, entre eles,
0 malonaldeido. A reacdo do malonaldeido com ooatimbarbittrico, sob
aquecimento em pH acido, forma um produto cromoéféseo (ALVES et al.,
2010). Dessa maneira, substancias que tenham guagds antioxidantes
podem competir com a 2-desoxirribose pelo radicaloeformar outro radical,
esse é estabilizado por estruturas de ressonéancia.

Pelos dados apresentados na Figura 6, pode-sevabsgue a
porcentagem de atividade antioxidante foi dosequldgete e, nas menores
concentragbes, o Oleo essencial @e carpinifolia e o agucar manitol
apresentaram um efeito pré-oxidante, ou seja, alémrmdo protegerem a 2-
desoxirribose da oxidagdo, eles auxiliaram na si@agdo. O dleo essencial de
L. origanoidesfoi o que apresentou melhores resultados com regtedo,

possivelmente devido a capacidade de estabilizafi@ compostos com
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caracteristicas fendlicas presentes no 6leo (pahmiente o carvacrol), apés a

doacao dos atomos de hidrogénio ao radical hid(Bigura 7).

Figura 6 - Valores de porcentagem de atividadeosidtinte dos o6leos
essenciais/controle positivo pelo método de estabdio do
radical hidroxil.

101

% Atividade antioxidante

P

DD OSSO NI PRSP 5O O PSS
P LSS EFLELS P ELLELS
C. carpinifolia L. origanoides Manitol

Concentracde (ug mL™)

*As médias seguidas pela mesma letra mindsculapamndo as concentragdes dentro
de cada 6leo essencial/controle positivo, e da mdstna maildscula, comparando 0s
Oleos essenciais/controle positivo dentro de cadaentragéo, ndo diferem entre si pelo
Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.



117

Figura 7 - Provavel mecanismo que explica a atdedantioxidante de
compostos com caracteristicas fenodlicas (carvapedt) método de
estabilizacdo do radical hidroxil.
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ﬂ HO
+ OH® o)
OH
%

ndo ocorre

carvacrol 2-desoxirribose

H,0

+

: (8' _0 o o o

Fonte: Do autor (2016)

Os valores de @ foram calculados de acordo com as equacgdes de
regressdo de primeira e segunda ordem, dependeoslocakficientes de
correlagdo. Verifica-se pelos dados descritos reel@a2, para a metodologia do
ABTS, que o valor de G para o controle BHT foi semelhante ao do dleo
essencial dé. origanoides 109 e 110 ug mt, respectivamente. No entanto,
para o método do DPPH, o BHT exibiu um menor ve®Cko (249 pug mLh),
seguido do 6leo dé. origanoides(>1000 pg mtY), ndo sendo possivel o
célculopara 6leo de&C. carpinifolia Esses resultados corroboram a hipétese de

gue o radical ABTS é mais susceptivel a estabdizaip que o DPPH, uma vez
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gue esse Ultimo é considerado um radical maisgpenée que o normal. Perante
0 método de estabiliza¢do do radical hidroxil, a®res de Gb obtidos para os
Oleos essenciais foram menores que 0 obtido panaruotol, inferindo-se que
ambos o0s Oleos proporcionaram maior atividade sdaote quando
comparados com o controle positivo (>1000 pgjnL

Tabela 2 - Valores de §lpara a porcentagem de atividade antioxidante dos
Oleos essenciais degantinoa carpinifoliae Lippia origanoidese dos
controles positivos BHT/Manitol.

Método antioxidante

ABTS DPPH Hidroxil
Oleos essenciai 4 4 4
controle positivo Clso(ugmL”) ~ Clso(ug mL") ~ Clso(ug mL")
Cantinoa carpinifolia >100( - 63€
Lippia origanoides 11C >100( 484
BHT/Manitol 10¢ 24¢ >100(

Para verificar a atividade antioxidante de sub&&nalém dos métodos
gue avaliam o potencial de estabilizacédo de ragligade-se citar os métodos
que determinam a capacidade de complexacdo desnpetiais substancias em
andlise. O método de complexacdo do fosfomolibdénimamenta-se na
reducdo do molibdénio (VI) a molibdénio (V) na mnega de substancias com
capacidade antioxidante e isso ocorre pelo fateeskas substancias serem
estabilizadas quando elas forem oxidadas (PRIETREPA; AGUILAR,
1999).

Esse método apresenta a vantagem de verificarem@at antioxidante
tanto de substéncias lipofilicas quanto de hidoafsl

A coloracéo inicial do complexo é amarela e tormassrde a medida
que o molibdénio se reduz, e com isso, os valoeeabdorbancia aumentam.
Assim, o controle positivo, acido ascorbico, fogoe apresentou os maiores
valores de absorbancia e esse aumento ocorreurggrandose-dependente com
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as concentrac8es testadas (Figura 8). Por apresantaua estrutura quimica
duas hidroxilas ligadas a carbonos com instauragéoido ascorbico é capaz de
reduzir dois atomos de molibdénio concomitantemdate nao observado para
0s constituintes majoritarios de ambos os Oleosnesds em estudo. Além
disso, na maior concentracdo testada, o Olebig®a resultou em uma maior
absorbancia, ao ser comparado com o 6leGai#inog possivelmente devido a
maior concentracdo do composto majoritario do @aovacrol), sendo possivel

a doacdo do préton ao molibdénio que se estalpiizaessonancia (Figura 9).

Figura 8 - Valores de absorbancia para os dle@neisss/controle positivo pelo
método de complexac¢éo do fosfomolibdénio.

1,04

Absorbancia (695 nm)

LELS PELLELS
C. carpinifalia L. origanoides Acido ascérbico
Concentragdesug mL™)

*As médias seguidas pela mesma letra mindsculapamndo as concentragfes dentro
de cada 6leo essencial/controle positivo, e da radstna mailscula, comparando os
Oleos essenciais/controle positivo dentro de cadaentracdo, ndo diferem entre si pelo
Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 9 - Provavel mecanismo de reducéo do coradtesfato/molibdénio na
presenca do composto com caracteristica fenélazagcrol)

2
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Fonte: Do autor (2016)

Outro teste que avalia a complexacdo de metaig@ poder redutor, o
gual se baseia na reducao do ion ferricianetoracianeto que, na presenca do
ion férrico (proveniente do Fefl forma o azul da prussia (SANTOS et al.,
2007). Assim, a substancia antioxidante tera gfrersoxidacdo, doando atomo
de hidrogénio ou elétrons ao ferricianeto, que @sosucessivas reacdes, forma
0 azul da prussia, apresentando um maior valobderbancia. Ressalta-se que
compostos fendlicos apresentam uma maior habilidedesduzir o complexo
pela maior facilidade de doacdo de atomos de hédiog FOE et al., 2016). Por
ser um método mais restrito, os valores de absoidfrara ambos os 6leos
essenciais foram menores; no entanto, o 6leb. dariganoides por ter uma
constituicdo quimica favoravel (compostos com darésticas fendlicas, como
carvacrol e timol), apresentou maiores valores doaomparado com o de.
carpinifolia em todas as concentracdes testadas, que quaseprégentou
atividade perante esse método. O &cido ascérbieofgjuempregado como
controle positivo exibiu maiores valores de absoci do que os o6leos
analisados, e isso pode ser devido ao fato det@stimente ser apto a reduzir
duas moléculas do composto de coordenacdo do idmeto de potassio

simultaneamente (Figuras 10 e 11).
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Figura 10 - Valores de absorbéncia para os dlessnemis/controle positivo
pelo método do poder redutor.
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*As médias seguidas pela mesma letra mindsculapammndo as concentragdes dentro
de cada 6leo essencial/controle positivo, e da radstna mailscula, comparando os
Oleos essenciais/controle positivo dentro de cadaentracdo, ndo diferem entre si pelo
Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 11 - Provavel reacdo de reducao do fermpresenca do acido ascérbico
(vitamina C). (Continua)
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Figura 11 - Provéavel reacdo de reducgéo do fernmoresenca do acido ascorbico
(vitamina C). (Conclusao)

3[Fe(CNY™*  + 4Fe® > FelFe(CN)s

composto de coordenacao ion férrico ferrocianeto férrico
do ferrocianeto de potassio ou azul da Prussia

Fonte: Do autor (2016)

A inibicdo da peroxidacdo lipidica é outro fundatoentilizado na
determinacdo da atividade antioxidante de uma mé@tada substancia ou
amostra. Dentre os métodos, o sistepa@aroteno/acido linoleico avalia a
capacidade das substancias em prevenir a oxidagdacdroteno (substrato
lipidico), protegendo-o dos radicais livres resutta da oxidacdo do &cido
linoleico (peroxidacdo), por espécies reativas xigémio presentes no meio
reacional (ALVES et al., 2010). E um método (tilrgpaa investigacdo de
antioxidantes lipofilicos.

Na auséncia de substancias antioxidantes, a soflegitcaroteno perde
a cor alaranjada, uma vez que os radicais livremddos pela perda de um
préton de um grupo metileno dialilico do acido leico ataca as insaturagdes da
molécula de§-caroteno.

Em relacdo aos resultados obtidos, foi observado aumento da
atividade antioxidante de acordo com o aumento atecentracdo, revelando
uma relacao dose-dependente (Figura 12).
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Figura 12 - Valores de porcentagem de atividadéoxadante dos oOleos
essenciais/controle positivo pelo ensaio de oxilagasistemg-
caroteno/acido linoleico.
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*As médias seguidas pela mesma letra minisculapamando as concentracdes dentro
de cada Oleo essencial/controle positivo, e da mdstna maildscula, comparando 0s
Oleos essenciais/controle positivo dentro de cadaentragéo, ndo diferem entre si pelo
Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Safaei-Ghomi et al. (2009) relataram que compastogendo atomos de
hidrogénio em carbonos alilicos, benzilicos e fiensél apresentam maiores
atividades pelo métodp-caroteno/acido linoleico, devido a relativa fatalle
de abstracdo do atomo de hidrogénio desses gruglos padicais peroxil
formados nas circunstancias do teste. Dessa mameide-se afirmar que a
capacidade antioxidante de compostos fendlicompeesse ensaio se deve as
suas capacidades de doacdo de atomos de hidrd§émioa 13), confirmando,
desse modo, a elevada capacidade antioxidante €o @ébsencial dd..
origanoides e do controle BHT, quando comparados com o OleoCde

carpinifolia.
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Figura 13 - Provavel mecanismo que explica a abdd antioxidante de
compostos com caracteristicas fendlicas (carvapel§ inibicdo
de peroxidacéo lipidica pelo sistefiraaroteno/acido linoleico.
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Fonte: Do autor (2016)
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Outro método que avalia a inibicdo da peroxidad@idita é o teste
baseado na reacdo do A&cido tiobarbitirico com m&tedos produtos da
decomposicdo dos hidroperoxidos (TBARS). Nesse aoétocorre a formacao
dos hidroperoxidos pelo ataque do radical hidr¢sebcdo Fenton) a porcao
lipidica da gema de ovo. Assim, um dos principaisdptos formados é o
malonaldeido, que reage com o acido tiobarbitUfmonando um complexo de
cor résea (SANTOS et al.,, 2007). Substancias comenp@l antioxidante
protegem os lipidios da gema do ovo contra a o&iolac

A porcentagem de atividade antioxidante das subistirem andlise
aumentou com 0 acréscimo da concentracdo; nas exrag 6leos essenciais
apresentaram resultados superiores que o BHTzaddi como controle positivo.
Entretanto, para as maiores concentragfes, o BHWEs eficiente (Figura 14).
Esses resultados demonstram que o método TBARSs@amostrou muito
confiavel, e isso pode ser referente a reatividdaecido tiobarbitarico com
aldeidos que nao se originaram da peroxidacaadgidma vez que a gema de
0ovo € uma matriz muito complexa e variavel.

Além disso, observa-se que os constituintes do édsencial deippia
foram mais habeis na protecéo dos lipidios da glamavo, quando comparados
com os deCantinog por ser constituido por compostos com facilidage
estabilizacdo apds reagdo com os hidroperéxidaseptes no meio reacional
(Figura 15). Esses dados corroboram com os de RubeBaratta (2000), que
relataram que compostos com hidroxilas ligadasnab aromatico (fendis) tém
maior atividade antioxidante, pelo fato de doareaomas de hidrogénio, e o

novo radical formado pode ser estabilizado pororgscia.
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Figura 14 - Valores de porcentagem de atividadéoxadante dos oOleos
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Figura 15 - Provavel mecanismo que explica a abdd antioxidante de
compostos com caracteristicas fendlicas (carvapel§ inibicdo
de peroxidacdo lipidica pelo método de espécidivasaao acido
tiobarbitarico (TBARS) (Conclusao)
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Fonte: Do autor (2016)

ndo ocorre

Os valores de @ foram calculados de acordo com as equacgfes de
regressdo de primeira e segunda ordem, dependeoslocakficientes de
correlacdo. Verifica-se pelos dados descritos rzel@a3, para as metodologias
do sistemg3-caroteno-acido linoleico e TBARS, que o controtesifvo BHT
apresentou uma maior atividade antioxidante, segiidéleo dd.. origanoides

e deC. carpinifolia respectivamente.
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Tabela 3 - Valores de §lpara a porcentagem de atividade antioxidante dos
Oleos essenciais deantinoa carpinifoliae Lippia origanoidese do
controle positivo BHT.

Método antioxidante

p-caroteno TBARS
Oleos essenciais/controle positivo  el(ug mL™) Clso(ug mL™)
Cantinoa carpinifolia >200( T7¢€
Lippia origanoides 21F 527
BHT <2t 238

A constituicdo quimica complexa e diferenciada dless essenciais de
Cantinoa carpinifolia e de Lippia origanoides proporcionou atividades
antioxidantes distintas, uma vez que os composaseptes nos 6leos essenciais
podem atuar de forma isolada, antagbnica ou mesmsirergismo, exibindo
varios mecanismos de acéo; além disso, tem quievseto em consideragéo o
fato de as metodologias empregadas para avaltaridade antioxidantén vitro
apresentar em mecanismos diferentes inerentesma fiistinta a agédo de cada

composto.

CONCLUSAO

A atividade antioxidante dos Gleos essenciai€aletinoa carpinifoliae
de Lippia origanoidese dos controles positivos, BHT e acido ascoérbiaou
com a metodologia empregada; em grande parte dmasontroles e o 6leo
essencial de.. origanoidesforam mais eficientes. Em relacdo ao método do
radical hidroxil, os 6leos se mostraram mais eéisaque 0 préprio manitol.

Esses resultados demonstram que o Oleo essencialifjga
origanoides rico em carvacrol, composto com caracteristig@lfea, € um
potente antioxidante, podendo agir como redutorestabilizador de radicais
livres, atuando nas reacdes de oxidacdo lipidissimacomo na quelacdo de
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metais. Isso implica que esse Oleo essencial paterampregado, apds ampla
caracterizacdo farmacoldgica e toxicolégica, emisirias alimenticias, de
cosméticos e também na terapéutica de processamatbrios, em industrias
farmacéuticas.
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ARTIGO 3 - Oleo essencial deCantinoa carpinifolia (Lamiaceae): ac¢&o
sobre proteases e fosfolipases A

RESUMO

A procura por inibidores naturais de toxinas pressenas peg¢onhas de serpentes
€ de suma valia, objetivando encontrar complemep@s® a soroterapia
tradicional, uma vez que essa se mostra pouco/@&fetn neutralizar efeitos
locais. Os Oleos essenciais destacam-se como maneassfontes de possiveis
inibidores enzimaticos, por possuirem uma complegastituicdo quimica.
Nesse contexto, objetivou-se no presente traballialian o potencial
farmacolégico do 6leo essencial deantinoa carpinifolia por ensaios de
hemolise, efeitos sobre a atividade de fosfolipadgs serinoproteases de
peconhas de serpentes e sobre os processos ddacéage dissolugdo de
trombos sanguineo. O 6leo essencial foi obtido malaica de hidrodestilacao
utilizando o aparelho de Clevenger modificado,ideatificacdo e quantificacéo
dos constituintes, pelas analises em CG/EM e CG-DAS atividades
fosfolipasica e hemolitica foram realizadas petaitéa de difusdo em cavidade
agar utilizando como substratos gema de ovo (fipéfidds) e eritrécitos
sanguineos humanos, respectivamente. A atividadesedimoproteases foi
realizada utilizando-se o substrato cromogénico BAPO efeito do 6éleo
essencial sobre a coagulacdo induzida pelas pesdohserificado utilizando
plasma humano citratado e cronometrando o temmog&rmacéo do coagulo.
A atividade trombolitica foi quantificada pelo voia de liquido liberado pelos
trombos. Os constituintes majoritarios encontradosoéleo essencial d€.
carpinifolia foram a-tujona (32,15%)B-tujona (22,22%)p-cariofileno (8,74%)

e sabineno (6,65%). O Oleo essencial exerceu nagido inibitéria sobre a
atividade fosfolipasica induzida pelas peconhaBatarops atroxe B. moojenie
potencializou a atividade hemolitica previamentipado com peconhas Be
jararacussy B. moojenie Crotalus durissus terrificugC.d.t), promovendo
aumentos estatisticamente significantes, entre B0%, principalmente para
peconhas botrépicas. Os volumes 0,6 e 1,2 pL,nmébados com peconha de
B. jararacussupotencializaram a acéo de proteases e fosfoligasessultando
maior dissolugdo dos trombos. Para os testes dpilegdio, os dados sugerem
gue os constituintes do 6leo interagiram com corapt@s plasmaticos, visto
gue a incubacgdo prévia do plasma com o Oleo redsighificativamente o
tempo de coagulagdo. Potencializa¢do da acdo dwsotambém foi observada
no teste de atividade serinoproteolitica, em qui¢eo essencial proporcionou
aumento na degradacdo de BAPNA induzida por pecodbB. jararacae de
L. muta De maneira geral, pode-se observar que o élemessnao se mostrou
citotoxico e promoveu agéo inibitéria sobre fogfaes A Contudo, intera¢des



133

de seus constituintes com componentes sanguinewsnog parecem aumentar
a disponibilidade deles como substratos para petepresentes nas pegonhas.
Os dados ampliam a caracterizacédo farmacoldgicsedéiso essencial; porém,
estudos adicionais sdo necessarios para determieaganismos de acao,
possibilitando sua utilizacdo de forma eficaz ausg

Palavras-chave: Plantas medicinais. Monoterpenos oxigenados. Pagodb
serpentes. A¢ao sobre enzimas.
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The essential oil fromCantinoa carpinifolia (Lamiaceae): inhibitory activity
against proteases and phospholipase:A

ABSTRACT

A great demand for natural inhibitors of toxinsgmet in snake venoms exists,
in an attempt to find complements for the tradigioantivenom because it is
ineffective in counteracting local effects. Essantoils have emerged as
promising sources of potential enzyme inhibitorsguse they have a complex
chemical composition. The aim of the present stuhs to evaluate the
pharmacological potential of the essential oil fr@antinoa carpinifoliavia
hemolysis assays, its effects on the activitiepludspholipase Aand serine
proteases from snake venoms and on the coagufati@ess and the dissolution
of blood clots. The essential oil was obtained ldrbdistillation using the
modified Clevenger apparatus, and the identificatend quantification of
constituents was accomplished by analysis by GC-M GC-FID. The
phospholipase and hemolytic activities were deteeahiby the diffusion in agar
technique, as well as using egg yolk substrateqalipid) and human blood
erythrocytes, respectively. The serine proteaswigcivas determined using
BAPNA. The effect of the essential oil on the cdatjan induced by the
venoms was verified using citrated human plasmatiamidg the clot formation.
Thrombolytic activity was measured by the volume liguid released by
thrombi. The principal constituents found in thesesttial oil from C.
carpinifolia were a-thujone (32.15%),B-thujone (22.22%),3-caryophyllene
(8.74%) and sabinene (6.65%). The essential oilehgceater inhibitory action
against phospholipase activity induced by the venofBothrops atroxandB.
moojeniand potentiated the hemolytic activity after beprgviously incubated
with venoms ofB. jararacussu B. moojeniand Crotalus durissus terrificus
(C.d.t). It caused statistically significant increasesnaen 20 and 60%, mostly
for bothropic venoms. Volumes of 0.6 and 1.2 ple-iprcubated with venom
from B. jararacussu potentiated the action of proteases and phoguas#i A,
and resulted in a greater dissolution of thromlhuscoagulation tests, the data
suggested that oil constituents interacted withureeicomponents, whereas
preincubation of the plasma with the oil signifidgrreduced the clotting time.
Potentiation of the toxic action was also obserivederinoproteolitica activity
tests, in which the essential oil provided an iaseein BAPNA hydrolysis
induced byB. jararacaandL. mutavenoms. In general, the essential oil was not
cytotoxic and had an inhibitory effect on phosppatie A. However,
interactions of its constituents with human blo@inponents seem to increase
their availability as substrates for proteases doim the venoms. The data
extend the pharmacological characterization of tmsential oil; however,
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additional studies are needed to determine meahani$ action to permit their
effective and safe use.

Keywords: Medicinal plants. Monoterpene oxygenates. Snakews. Enzyme
inhibition.
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INTRODUCAO

Acidentes ofidicos configuram problema de sauddigalle, embora se
engquadrem entre as consideradas “doencas neghgestj atingem milhdes de
pessoas anualmente, em todo o0 mundo, podendo caasas sequelas e morte.
A busca por produtos naturais com propriedadeoféditas tem motivado
estudos de caracterizacdo téxica e farmacolégicaexdeatos e de 6leos
essenciais de varias espécies vegetais. Em adiqisn de peconhas e toxinas
de animais como ferramentas laboratoriais, induriradividadesin vitro,
também tém contribuido para ampliar a caracterzatg compostos naturais
que atuam sobre diferentes classes de enzimas, tepelrcussédo na fisiologia e
farmacologia humana, considerando a alta homolegtautural e funcional
existente entre classes de enzimas ofidicas e end$chumanas, como, por
exemplo, algumas proteases e fosfolipases.

O maior conhecimento sobre as propriedades faribgicals e
toxicoldgicas de extratos e 6leos essenciais dinaoh para a grande
importancia econémica e etnofarmacolégica de setncipios ativos,
principalmente os metabdlitos secundarios. Essempastos possuem diversas
propriedades como antioxidante, anti-inflamatétactericida, fungicida, e
muitos s@o capazes de inibir ou potencializar @ a@gadiferentes enzimas, por
meio de interacdes especificas.

Alguns 6leos essenciais, ricos em terpenos, témdadcritos com acao
sobre proteases fibrinogenoliticas, apresentanédosf sobre a cascata de
coagulacdo sanguinea, fibrindlise, agregacao dpiglas e, consequentemente,
eventos hemorragicos induzidos por pe¢onhas dergegp (MIRANDA et al.,
2014; 2016).

Nesse contexto, destaca-se o uso popular de di#srdarmulagbes

vegetais com propriedades antiofidicas, capazewedealizar os efeitos locais
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induzidos pelo envenenamento (ex: hemorragia, edemacrose) contra 0s
quais a soroterapia tradicional mostra-se pouctivafeA auséncia de estudos
cientificos que investiguem o potencial antiofidide 6leos essenciais e a
importancia de explorar o potencial téxico-farmagito de metabolitos

secundarios presentes nesses 0Oleos destacam iebsas de pesquisa como
relevantes e inovadoras.

Diante do exposto, objetivou-se no presente trabalaliar o potencial
farmacolégico do 6leo essencial @antinoa carpinifolia(Benth.) por meio de
ensaios de indugdo e/ou inibicdo de hemdlise, déagédo de efeitos sobre a
atividade de fosfolipaseszfe serinoproteases de peconhas de serpentes, bem
como de efeitos sobre os processos de coagulaghss@ucdo de trombos

sanguineos induzidos por diferentes peconhas perges.

MATERIAL E METODOS

Obtencao do material vegetal

A espécieCantinoa carpinifolia (Benth.) Harley & JFBPastore foi
coletada no municipio de Itumirim-MG, apresentanclimo coordenadas
geograficas latitude 21° 19' 01" S, longitude 42°1%" W e altitude 871m, no
més de marco de 2014. Essa foi identificada pela. Ddariana Esteves
Mansaranes, do Departamento de Biologia da Uniladsi Federal de Lavras
(UFLA) e uma exsicata encontra-se depositada nddatier ESAL com o

ndmero de registro 28489.
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Extracéo do 6leo essencial

O dleo essencial foi extraido das folhas frescaSai#inoa carpinifolia
utilizando o método de hidrodestilacdo com o aparde Clevenger modificado
(BRASIL. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2010) no
Laboratério de Quimica Organica - Oleos Essencias UFLA. Foram
realizadas trés extracBes, destilando-se por Zhdranscorrido esse tempo, 0
Oleo essencial foi separado do hidrolato por deg@icdo, utilizando uma
centrifuga de bancada de cruzeta horizontal (FaBeioy®| Modelo 206 BL) a
965 g por 5 min. Com o auxilio de uma pipeta de Pastulleo foi retirado,
acondicionado em frasco de vidro sob protecdo ddada e luz, e armazenado
em baixa temperatura.

Paralelamente a extragéo, foi realizado o testeiiglade de acordo
com Pimentel et al. (2006) e o rendimento do dlezercial foi calculado e
expresso em peso de 6leo por peso de material @sa Bivre de Umidade
(BLV).

Identificacé@o e quantificagéo dos constituintes ddleo essencial

A identificagdo dos constituintes quimicos do Olessencial foi
realizada por cromatografia em fase gasosa acopladpectrometria de massas
(CG/EM- Shimadzu, modelo QP 5050A), sob as seguintendicdes
operacionais: coluna capilar de silica fundidant8 0,25 mm) com fase ligada
DB5 (0,25um de espessura de filme); He como gas de arrasteflomo de
1,18mL min'; a temperatura foi programada, iniciando-se em@0seguindo
de um aumento de 3 °C riraté atingir 240 °C, depois a 10 °C até atingir
300 °C, mantendo-se constante essa temperaturd pan; temperatura do

injetor: 220 °C, temperatura da fonte de ions: D@ temperatura do detector
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(ou interface): 240 °C; o volume da amostra injetind de 1,0uL, diluida em
hexano; taxa de particdo do volume injetado deQLE@ressdo na coluna de
71,0 kPa. As condigcbes do espectrdmetro de maswasn.f detector de
varredura 1.000; intervalo de varredura de 0,5@nfentos e fragmentos
detectados na faixa de 45 a 500 Da. Para o callmilimdice de retencéo, foi
utilizada a equacédo de Van den Dool e Kratz engéiela série homologa de n-
alcanos (n@nCig). A identificacdo dos constituintes foi realizactam base na
comparacdo dos indices de retencdo da literatubBAKAS, 2007). Também
foram utilizadas duas bibliotecas do equipament8TMD7 e NIST21, que
permitem a comparacdo dos dados dos espectros qoetes existentes nas
bibliotecas. Na avaliacdo quantitativa, utilizou-sen cromatégrafo gasoso
Shimadzu CG-17A equipado com detector por ionizatgichamas (DIC) e as
condi¢Bes operacionais foram as mesmas empregadaddentificacdo dos
constituintes dos oleos, realizada por CG-EM; ¢atte, a temperatura do
detector foi de 300 °C. Os dados de identificac§uamtificacdo dos compostos

presentes no 6leo essencial podem ser acessatisere Teixeira (2016).

Obtencao de material biolégico humano

Os testes para avaliar o potencial farmacol6gicdldo essencial de
Cantinoa carpinifolia foram realizados no Laboratério de Bioquimica da
Universidade Federal de Lavras e os protocolosdguisa envolvendo material
biolégico humano foram previamente aprovados p&ER (Comité de Etica
em Pesquisa com Humanos) da UFLA, com o nudmero dgoqolo
42467115.6.0000.5148 (Apéndice A).

O sangue de trés voluntarios (10 mL cada) foi edietem tubos BD
Vacutainer® de Citrato de S6dio Tamponado 0,109er@[105 mol (3,2%), na
proporcdo de nove partes de sangue para uma parsoldcdo de citrato,
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conforme recomendado pela CLSI (Clinical and LatmoyaStandards Institute).
Eritrocitos e plasma citratado foram separadosppocesso de centrifugacao,
sendo utilizados, respectivamente, para os testestigidade hemolitica e
coagulante. Para a avaliacédo da atividade tromdmlit0 mL de sangue foram
coletados de um unico voluntario, sem adicdo decaadulante, sendo
imediatamente distribuido em uma placa de miciagfio (100 pL por poco),

para a obtencdo dos trombos.

Peconhas de serpentes

As peconhas cristalizadas de cada esp@&nthrops atrox Bothrops
jararaca, Bothrops jararacussuBothrops moojeni, Crotalus durissus terrificus
(C.d.t) e Lachesis mutaforam obtidas no Serpentario Bioagents, locatizexh
Batatais-SP e armazenadas a 4 °C. Para a realimg@@xperimentos, as
peconhas foram dissolvidas em solucdo tampao fofPRBRS, pH= 7,2) e as

concentracdes, expressas em massa/volume (it mL

Efeito do Oleo essencial deCantinoa carpinifolia sobre a atividade

fosfolipésica induzida por pegonhas

A atividade fosfolipasica (GUTIERREZ et al., 1988) avaliada em
meio solido elaborado com PBS (solucdo tampéotfysfeontendo 1% de agar,
0,01M de cloreto de célcio, 0,005% de azida decsédl:3 de gema de ovo
(fonte de lecitinas). O meio foi vertido em placds Petri e, apdés a sua
solidificacéo, orificios de 4 mm de didmetro forataborados para a aplicacédo
das amostras. Controles contendo o 6leo essengi@l pos volumes de 0,6; 1,2;
1,8 e 2,4 uL e peconhas puBasatrox B. jararacg B. jararacussie B. moojeni

(10 pg mLY) foram realizados.
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A acdo do 6leo essencial sobre a atividade fogfsiga induzida pelas
diferentes pec¢onhas foi avaliada ap6s incubacadapdés peconhas com o éleo
essencial nos diferentes volumes mencionados, etobaaria a 37 °C por 30
minutos. As placas foram mantidas em estufa a 33ot(eriodo de 12 horas e
a avaliacdo foi realizada pela medida do didmetréalo transltcido formado
(PRICE; WILKINSON; GENTRY, 1982). Os resultados idbs para os
controles contendo apenas as peconhas foram caadddecomo 100% de
atividade fosfolipasica, possibilitando a conversfis valores de didmetros

obtidos para as amostras incubadas, em porcentagem.

Atividade hemolitica: inducdo/ inibicdo

A atividade hemolitica foi avaliada em meio sOGUTIERREZ et al.,
1988) seguindo o mesmo método descrito para alatlei fosfolipasica; porém,
realizando a substituicdo da gema de ovo por eitibhumanos.

Os eritrocitos foram obtidos por centrifugacédo dagsie coletado em
tubos BD Vacutainer® de citrato de sodio tamponeskguindo com trés
lavagens em PBS.

O potencial citotoxico do 6leo essencial puro fealedo utilizando
volumes de 0,6; 1,2; 1,8 e 2,4 pL. Controles caldepeconhas deB.
jararacussy B. moojenie C.d.t.(25 pg mLY) puras também foram realizados.

O efeito do 6leo essencial sobre a atividade hémmlinduzida pelas
peconhas foi avaliado apés incubacdo das peconhaseho-maria a 37 °C por
30 minutos, com os volumes do 6leo citados anteeate. Os resultados
obtidos para os controles contendo apenas as peEsdoham considerados
como 100% de atividade hemolitica, possibilitandmaversao dos valores de

didametros, obtidos para as amostras incubadasperantagem.
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Atividade trombolitica: inducao/ inibicédo

O sangue coletado de um voluntario sem a adic@ntieoagulante foi
distribuido em placas de microtitulacdo (100 uL poco) para a obtencédo de
trombos. O 6leo essencial nos volumes 0,6 e 1,2fqilincubado com as
peconhas dB. jararacusste C.d.t.(80 ug mL?) isoladamente, por 30 minutos a
37 °C. Os tratamentos foram adicionados aos pogogermdo o0s trombos
seguindo com incubacgdo a 37 °C por 12 horas. Adatie foi quantificada pelo
volume de liquido liberado pelos trombos, sende aspirado com o auxilio de
uma pipeta automatica (GREMSKI et al., 2007; CINT&Al., 2012).

Efeito do Oleo essencial deCantinoa carpinifolia sobre a coagulacéo
induzida por peconhas de serpentes

A atividade coagulante foi realizada utilizandatodelogia descrita por
Selistre et al. (1990). O plasma humano citrat&f® (uL) foi adicionado em
tubos de ensaio, que permaneceram em banho-mari&@ para estabilizacdo
da temperatura, com posterior adicdo do 6leo esdenns volumes de 0,6; 1,2 e
1,8 uL e observacao por um periodo de 45 minutws,leve agitacdo a cada 10
minutos. O 6leo ndo induziu coagulagdo no perioeewado; entdo, o
incubado foi novamente avaliado apés 24 horasquarfrmacédo da auséncia de
atividade.

A acdo inibidora do 6leo sobre a atividade coagalanduzida pelas
peconhas foi avaliada conforme metodologia despitaValentin e Lambeau
(2000), com adaptacdes de volumes e tempos de dggobdas amostras.
Ensaios preliminares foram realizados para detemmia dose minima
coagulante (DMC) de cada peconha, capaz de coagO@ruL de plasma

sanguineo citratado em aproximadamente 60s.
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Dois experimentos foram realizados, a fim de awadia possiveis
interacbes do Oleo essencial com as toxinas de ag@gulante presentes nas
peconhas e as possiveis interacfes dos constitudntéleo essencial com os
componentes do plasma sanguineo que participamstata de coagulacao. No
primeiro ensaio, o0 6leo essencial nos volumes @#adnteriormente foi
previamente incubado com as peconhasBdemoojeni(3 pg mL?h), C.d.t.
(13 ug mi*) e L. muta(5 pg mLY), por 10 minutos a 37 °C; decorrido esse
tempo, os incubados foram adicionados a tubos wdatelasma citratado
(200 pL) e o tempo de coagulagdo cronometrado. &urglo ensaio, foi
realizada incubacdo prévia do plasma com os dilesemolumes do 6éleo
essencial a 37 °C por 10 minutos, procedendo cadigio das peconhas e

contagem do tempo de coagulacgéo.

Efeito do 6leo essencial deCantinoa carpinifolia sobre a atividade de

serinoproteases de peconhas de serpentes

A atividade de serinoproteases foi avaliada atildo o substrato
sintético  cromogénico  BAPNA  (N-benzoil-L-arginilp-nitroanilida)
(ZAQUEO et al.,, 2016). O substrato BAPNA foi prewiente diluido em
DMSO (dimetilsulfoxido) e adicionado a 1% em Tri&HD,1 mol L* e pH 8,1.

Duas variaveis de interacdo molecular foram avafiadsendo
consideradas interacdes dos constituintes do &leeneial com serinoproteases
presentes nas pec¢onhas e interacdes dos consstuiaotoleo essencial com o
substrato BAPNA. Assim, no primeiro ensaio, o é&ssencial nos volumes de
0,6; 1,2 e 1,8 pL foram previamente incubados cermpegonhas dB. jararaca
e L. muta(80 pg mLY) por 10 minutos a 37 °C, seguindo com avaliacdo da
atividade serinoproteolitica. No segundo ensaiosubstrato BAPNA foi

previamente incubado com diferentes volumes do ésencial a 37 °C por 10
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minutos, seguindo com adicdo das peconhas e &maliaa atividade
serinoproteolitica. As amostras foram aferidas speetrofotdbmetro a 415 nm,
apos 90 minutos de reacdo. O espectrofotdmetragi@do utilizando como
branco a solucdo do substrato diluida em aguaa@ses de absorbancia foram
convertidos em unidades de enzimas ativas, comasider 0,09 nm de
absorbancia equivalente a uma unidade por minwa.eSultados obtidos para
0s controles contendo apenas as pec¢onhas forandemtns como 100% de
atividade serinoproteolitica, possibilitando a ams@o dos valores de unidade

de enzimas ativas, obtidos para as amostras inasbanh porcentagem.

Andlise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteirsmecasualizado
(DIC) com trés repeticBes. O programa estatistiiivado foi o SISVAR
(FERREIRA, 2011). Os dados foram submetidos a sade variancia e as
médias foram comparadas com o controle (peconhraj@uraste uma a uma,
utilizando o Teste de Scheffé ao nivel de 5% dbabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os constituintesu-tujona (32,15%),p-tujona (22,22%),p-cariofileno
(8,74%) e sabineno (6,65%) foram os compostos itéjios encontrados no
6leo essencial das folhas @ecarpinifoliae o rendimento do 6leo foi de 0,48%
(BLU) (TEIXEIRA, 2016).

Os percentuais dos constituintes majoritariosedéi=o essencial foram
monoterpenos oxigenados (67,83%, principalmenteonast e alcoois),
sesquiterpenos hidrocarbénicos (20,36%) e monatemehidrocarbdnicos
(7,76%).
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As fosfolipases de pecgonhas (PsAmodificam a microviscosidade da
fase lipidica das membranas, afetando a atividaa@dnal de enzimas ligadas a
membrana (KOH; ARMUGAM; JEYASEELAN, 2006). Além doais, podem
desencadear a producédo de mediadores de inflampacaoeio da liberacdo de
acido araquidénico (precursor na sintese de eioibes), resultante da quebra
de fosfolipidios de membrana.

Inibidores naturais de fosfolipases f&m sido amplamente descritos,
uma vez que podem atuar por mecanismos distintmsp.cpor exemplo, por
meio de ligacao a sitios hidrofobicos presenteasstraitura dessas enzimas, pelo
sequestro de cofatores idnicos essenciais parividade catalitica, pela acdo
antioxidante neutralizando espécies reativas gerdaia@ante a acao das enzimas,
e pela interacéo a residuos de aminoécido presemt&isio catalitico impedindo
a ligacao da enzima ao substrato (MARCUSSI eR@Dy; CARVALHO et al.,
2013).

No presente trabalho, o 6leo essencialCdearpinifolia exerceu agéo
inibitéria, estatisticamente significativa (iguaisi superiores a 10%) sobre a
atividade fosfolipasica induzida pelas peconhaBatbrops atroxB. jararaca
B. jararacusste B. moojeni.O efeito inibidor do dleo foi mais efetivo sobre as
peconhas d@. atrox e B. moojeni sendo observadas inibicdes em todos os
volumes de 6leo avaliados (0,6; 1,2; 1,8 e 2,4(klgura 1). Contudo, maiores
inibicdes de atividade fosfolipasica induzida pecgnhas tém sido descritas na
literatura, para extratos aquosos e hidroalcogliceendo atribuidas,
principalmente, & acdo de compostos fendlicos (FARWES et al., 2014), os
guais nao foram encontrados na composicdo do ékmmeial d€. carpinifolia
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Figura 1 - Efeito do 6leo essencial @antinoa carpinifoliasobre a atividade
fosfolipésica induzida pelas peconhafBd¢hrops atroxB. jararacg
B. jararacusste B. moojeni.

120 120
A B
100 * * * 100 T *
g . g i
S 80 L S 80
2 £
© @
2 o
S 60 S 60
14 7]
2 8
-l 2
3 404 S 40
b=} °
= =
< 204 < 204
o 0
® ¥ o° g N Qr
B. atrox: Cantinoa carpinifolia(uiL) B. jararaca: Cantinoa carpinifolia(pL)
120 120
c D
1004 T * 1004 N *
g X < T * T
& S
S 804 S 8o
2 ke
k] a
2 k=3
S 604 S 604
9 1%}
L L
kS @
3 404 g 40
2 he]
2 2
2 2
< 204 < 204
0 0
© 2 >
® \,q, ’\/‘2> "I/P‘ Ny '\,q’ N q;
B. jararacussu Cantinoa carpinifolia(uiL) B. moojent Cantinoa carpinifolia(uL)

*Os dados foram convertidos em porcentagem dedatidd, considerando os resultados
dos controles positivos, contendo apenas pecoiBgsy mLY), como 100%.
*Significativo em relagédo ao controle (peconhappedste de Scheffé ao nivel de 5% de
probabilidade.

A atividade hemolitica ou citotdéxica sobre erittdg, amplamente
utilizada como complementacdo da caracterizacddcdidgica de Oleos
essenciais (ASGARY et al., 2013; JUGL-CHIZZOLA, B0XAVIER et al.,
2015), permite também avaliar a acdo de inibidmelsre a atividade de

proteases e fosfolipases,, Auma vez que essas apresentam-se em alta
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concentracdo nas pegonhas e sdo responsaveis poadale proteinas e

fosfolipidios, respectivamente, que compGem as mamals celulares
(USHANANDINI et al., 2006; DHANANJAYA et al., 2011TORRES et al.,
2011; MOURA et al. 2011; GUIMARAES, et al., 2014).

O Oleo essencial d€. carpinifolia avaliado no presente estudo, ndo

induziu hemoélise, mostrando-se ndo citotoxico sabiedcitos humanos, nas

condi¢des avaliadas. Entretanto, incubag¢des pré&oadleo essencial com as

peconhas dB. jararacussuB. moojenie Crotalus durissus terrificugesultaram

em potencializacdo da atividade hemolitica indupielas peconhas. As maiores

potencializa¢Bes foram obtidas para as peconhadplicdas, em que os valores

de hemodlise foram estatisticamente diferentes durae positivo (somente

peconha), entre 20 e 60%, apds incubacgdes com 2;61,8 e 2,4 pL do ébleo.

Para a peconha d&d.t, apenas o volume de 2,4 pL de 6leo essencial premo

incremento estatisticamente significante nessiatie (Figura 2).

Figura 2 - Efeito do 6leo essencial @antinoa carpinifoliasobre a atividade
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Figura 2 - Efeito do 6leo essencial @antinoa carpinifoliasobre a atividade
hemolitica induzida pelas pegonhas Bethrops jararacussuB.
moojenie Crotalus durissus terrificuéConclusao)
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*Os dados foram convertidos em porcentagem dedatiéd, considerando os resultados
dos controles positivos, contendo apenas peco@bgsg mL'), como 100%.
*Significativo em relagdo ao controle (peconhappedste de Scheffé ao nivel de 5% de
probabilidade.

A peconha dé@. jararacussupa atividade trombolitica, foi considerada
como controle positivo, e os volumes liberados pélombos com ela tratados
foram considerados como 100% de atividade tronitalitA acdo inversa
(trombdtica) exercida pela peconha @gl.t. resultou nos menores valores de
atividade trombolitica, apresentando valores prosimo obtido para o controle
negativo, contendo apenas PBS (30 uL).

O dleo essencial puro no volume de 1,2 pL induigsolucdo dos
trombos, apresentando porcentagem de atividadéti@ima de 55,77%, sendo
essa duas vezes maior que a obtido Gadld. (24,39%) (Tabela 1).

Ambos os volumes de 6leo essencial avaliados,nptdados com
peconha déB. jararacussupotencializaram a acédo de proteases e fosfolipases
A, resultando em maior dissolu¢do dos trombos enpamgdo ao controle
contendo apenas a peconha (Tabela 1). Intera¢@G<alwstituintes do 6leo

essencial com enzimas presentes nas peconhasagmdammover alteracdes
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estruturais nessas moléculas, proporcionando aomdat afinidade pelos
substratos das enzimas ou mesmo facilitando a epacgdo e ligacdo dessas a
cofatores i6nicos. Contudo, deve-se também cormigearssiveis interacdes dos
constituintes do 6leo essencial com moléculas ptesaas superficies celulares
de células sanguineas ou mesmo com proteinasioipgddemais moléculas
encontradas no sangue de forma livre. Nesse contektracdes especificas de
metabolitos secundarios vegetais com proteinas @smm interacdes
hidrofébicas inespecificas desses metabodlitos capidids devem ser

consideradas.

Tabela 1 - Porcentagem de atividade tromboliticaliada em incubados
contendo apenas 6leo essencialCaatinoa carpinifolia,peconhas
de Bothrops jararacusse Crotalus durissus terrificusu misturas
previamente incubadas contendo éleo essencialanpag

Tratamentos Atividade trombolitica (%)
aC.d.t. 24,3¢
C.dt.+ OE 0,6 pL 85,72
C.dt. +OE 1,2 uL 142,77
B. jararacussu + OE 0,6 pL 162,76
B. jararacussu + OE 1,2 pL 182,72
OE 0,6 pL 32,9t
OE 1,2 yL 55,71

Foi realizada a subtracdo do volume de PBS (cantregjativo) e os dados foram
convertidos em porcentagem de atividade, consideras valores obtidos para a
peconha d®. jararacussicom 100% de atividade tromboliti¢A peconha d€.d.t
possui acdo trombética. *Incubados que diferentieStamente de seu respectivo
controle contendo apenas peconha (<5%).

Algumas hipoteses acerca dos mecanismos de inésragn sido
descritas em literatura; porém, poucos trabalhodgiraomam essas interagdes,
como, por exemplo, modelos moleculares computadpdamonstrando sitios

de ligacdo de compostos vegetais nas estruturaandasas (TICLI et al., 2005;
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dos SANTOS et al., 2010; dos SANTOS et al., 20E1AHVARENGA et al.,
2011; ARAFAT et al., 2014).

A atividade trombética induzida pela peconhaCde.t. foi inibida apés
incubacdo com o 6leo essencial, sendo obtidas magens de atividade
trombolitica de 85,72 e 142,77%, para os volumesOge e 1,2 uL,
respectivamente, em comparacdo a 24,39% observai@o g pegonha pura
(Tabela 1). Os resultados demonstram o efeitodaitilos constituintes do éleo
essencial sobre toxinas pré-coagulantes preseatgsgonha d€.d.t..

Os resultados obtidos nos ensaios de coagulacéel@ra) sugerem que
0s constituintes do 6leo essencial interagem grahtiente com componentes
plasmaticos, visto que a incubacdo prévia do plasoma o 6leo e posterior
adicdo das peconhas induz reducdes estatisticasigniicantes do tempo de
coagulagdo. Essas interagBes podem resultar emn engiosicdo dos fatores de
ativacdo da cascata de coagulacdo, facilitando ebrgudeles por proteases
presentes nas peconhas. A reducdo do tempo de lagigutambém foi
observada apés incubacédo prévia das peconhas ébep essencial e posterior
adicdo do plasma; contudo, valores estatisticamesgaificantes foram
observados apenas para o volume de 1,8 pL do dimla 2), possivelmente
porgue nessas condicdes experimentais o 6leo émlsErve menos tempo para
interagir com os constituintes do plasma antes sléorinas exercerem sua

atividade.
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Tabela 2 - Efeito do 6leo essencial@antinoa carpinifoliasobre a coagulacéo
de plasma citratado humano induzida por diferepgonhas de
serpentes.

Incubagéo prévia do 6leo essencial + Peconha (10nm& 37 °C) com
posterior adicdo do plasma
Tempo de coaglacao (s

C. carpinifolia

B. moojeni C.dt. L. muta
(uL)
0 63,7 66,0 62,7
0,6 62,3 61,C 63,3
1,2 57,7 57,2 55,0
1,8 52,3* 47,0* 48,0*

Incubac&o prévia de plasma + Oleo essencial (10 mén37°C) com
posterior adicdo da peconha
Tempo de coagulacgéo (s)

C. carpinifolia

B. moojeni C.dt. L. muta

(HL)
0 63,7 66,0 62,7
0,6 50,3* 46,0* 43,3*
1,2 46,3* 44,3* 41,7*
1,6 44,7* 39,3* 31,0*

As doses coagulantes minimas (DCM) foram pré-detetas para as pegonhasBle
moojeni(3 pg mLY), C.d.t.(13 pg mLY) eL. muta(5 pg mL?). *Significativo nas
colunas em relacdo ao controle (pegonha) pelo TesBcheffé ao nivel de 5% de

probabilidade.

Miranda et al. (2014) relataram reducdo no tempaakgulacdo do
plasma apds incubacdo do plasma com 6leo essantiaido dos rizomas e
folhas deHedychium coronariune posterior adicdo das peconhasLdehesis
mutae B. atrox sugerindo interacdes entre os constituintes thms @ssenciais
e os fatores da cascata de coagulacdo presentgtasmoa As incubacdes
prévias dos Oleos com as peconhas e posteriorcad@@lasma resultaram em
aumento no tempo de coagulacdo, sugerindo intesacden as proteases
presentes nas peconhas.

Interacdes similares foram também observadas poantlia et al.

(2016), que avaliaram o efeito dos Oleos essencidés Baccharis
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dracunculifolia  Conyza bonariensjs Tithonia diversifolia e Ambrosia
polystachyasobre a coagulacéo induzida pelas peconh&s deojenjB. atrox

e Lachesis mutaEsses autores identificaram monoterpenos comstitiintes
majoritarios nos o6leos essenciais @e bonariensis T. diversifolia e B.
dracunculifolig e sesquiterpenos como constituintes majoritados 6leo
essencial dé\. polystachyasendo essas composi¢fes similares a encontrada
para o 6leo essencial avaliado no presente trabalm que monoterpenos
oxigenados, sesquiterpenos hidrocarbénicos e mmuestes hidrocarbdnicos,
juntos, correspondem a aproximadamente 95% deosnpasicao.

As serinoproteases pertencem a uma das classestdages presentes
nas peconhas, responsaveis pelos efeitos do eraraaato sobre a hemostasia
(ZELANIS et al.,, 2015). Em ensaios utilizando sudist especifico para
serinoproteases, foram observadas potencializagéesais de sua atividade
enzimatica procedendo com incubacdes prévias datratd com o 6leo
essencial e posterior adicdo das peconhas, assim com incubacdes prévias
das peconhas com o 6Oleo essencial e posteriorocadigésubstrato. Entre os
resultados estatisticamente diferentes dos cosfrakalizados apenas com
peconhas, destacam-se os efeitos do 6leo nos wldeé,2 e 1,8 pL sobre a
peconha.. mutg avaliados nas duas diferentes incubacdes (T&pe@ maior
valor de potencializacéo (38,02%) foi observadesdapbubacédo prévia do 6leo

essencial no volume de 1,8 L com a peconHa deuta(Tabela 3)
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Tabela 3 - Efeito do dleo essencial @antinoa carpinifoliasobre a atividade
enzimatica de serinoproteases induzida por difesepeconhas de
serpentes.

Incubacgédo prévia do 6leo essencial + Peconha (10nm& 37 °C) com
posterior adicdo do substrato BAPNA
Atividade de Serinoprotease (%

C. carpinifolia (uL) B. jararaca L. muta
0,6 101,8¢ 109,51’
1,2 103,9 117,49
1,8 102,3: 138,02’

Incubac&o prévia do substrato BAPNA + Oleo essenciél0 min. & 37 °C)
com posterior adicdo da peconha
Atividade de Serinoprotease (%)

C. carpinifolia (uL) B. jararaca L. muta
0,6 99,2¢ 102,87
1,2 103,9: 105,39’
1,8 107,33 118,21’

Os dados foram convertidos em porcentagem de atigidconsiderando os controles
contendo apenas pegonhas como 100%. *Significa@socolunas em relagéo ao
controle (pegonha) pelo Teste de Scheffé ao niv@&ld de probabilidade.

Independentemente do contexto do ofidismo, inikddor de
serinoproteases possuem importante papel em poscdissoldgicos como
coagulacdo sanguinea, fibrindlise e resposta irfBAEAVI; ROSTAMI, 2012;
MAI et al., 2016). Dessa forma, a caracterizacdmdiculas naturais com acao
inibidora sobre proteases pode direcionar para scotberta de modelos
moleculares para o desenvolvimento de novos farsnaco

Devido a natureza lipofilica dos componentes d@oglessenciais,
quando aplicados topicamente, esses sdo capazgsrde membrana celular
das células da epiderme e da derme. Por esse sm@caocorre a penetracéo
dos componentes do 6leo essencial para o intedsrcélulas. Uma vez no
citoplasma, estes componentes podem atuar no rlistabodas organelas,
assim como interagir com diferentes moléculas qaetigpam das vias

metabdlicas. Se esses compostos entrarem na eos@&mjuinea dos capilares
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da derme profunda, podem entao atuar em célulasgd@s-alvo mais distantes
(WOLFFENBUTTEL, 2010).

Dessa forma, considerando a baixa efetividade adesapia tradicional
no tratamento dos efeitos locais, o 6leo essem@dtra-se promissor para
utilizacdo topica, uma vez que apresenta acaoténidisobre as classes de
toxinas que compdem a maior porcentagem do peso das peconhas
(fosfolipases A e proteases) e sao as principais responsavess gefms locais.
Além disso, os Oleos essenciais ndo requerem s farmacéuticas
especificas, podendo ter aplicacdo direta logo apd@xtracdo; muitos sdo
descritos em literatura com propriedades antimiaras, anti-inflamatéria e
cicatrizante, acdes essas de grande valia no ®atando envenenamento
ofidico.

Trabalhos futuros que promovam o isolamento dosstitamtes dos
Oleos essenciais e a elucidacdo dos mecanismagealacio entre metabolitos
secundarios, proteinas das peconhas e proteinasrgdmismo animal séo
imprescindiveis para o desenvolvimento de novaapi@s antiofidicas ou
adjuvantes para a soroterapia tradicional, podefedimir condicdes ideais de
aplicacado dos 6leos essenciais.

CONCLUSAO

O dleo essencial dgantinoa carpinifoliando apresentou citotoxicidade
sobre eritrécitos sanguineos humanos; porém, esgiies de seus constituintes
com toxinas presentes nas peconhasBdgararacussu B. moojenie C.d.t.
resultou em potencializacdo desta atividade, imtdugelas peconhas.

A potencializagdo na atividade de proteases tanmfbéwbservada nos
testes de coagulacdo de plasma sanguineo, diss@agéiombos e na atividade

serinoproteolitica. Entretanto, o 6leo essencieésgntou acao inibidora sobre a
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atividade de fosfolipases,Asustentando a hipétese de haver maior interacao
dos constituintes do 6leo com componentes sangiliat@ntes na cascata de
coagulacdo do que propriamente com as toxinasafidi

O isolamento e ampla caracterizacdo dos constslidd 6leo essencial
que possuem efeito sobre as atividades avaliadas dsd grande valia,
possibilitando o melhor entendimento das interag@bée compostos vegetais e
moléculas sanguineas, permitindo estudos da fggeok farmacologia humana e
a proposicdo de formulagbes farmacéuticas eficazeseguras, visando ao
tratamento de diferentes patologias relacionaddstarbios da coagulagéo e
fibrindlise.

Vale ressaltar também que as peconhas de serpédessido
amplamente utilizadas em estudos de mecanismosl6figios normais e
patolégicos; dessa forma, torna-se importante actenizacdo de novos
compostos naturais que sejam capazes de interagias diferentes classes das
toxinas, ampliando a caracterizacdo mecanicisteadegliosas ferramentas de

pesquisa.
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ARTIGO 4 - Estudo farmacolégico do 6leo essencialed_ippia origanoides
(Verbenaceae).

RESUMO

A busca por novos inibidores de toxinas preserdsspeconhas de serpentes é
essencial para complementar ou até mesmo substioroterapia tradicional,
especialmente em relacdo aos compostos que atualimimaiicdo dos efeitos
locais observados em acidentes com animais pectmshéys plantas constituem
fontes valiosas de compostos farmacologicamenteosate o estudo e a
utilizacdo dessas representam um mercado em cezgcinO Brasil dispbe de
uma variedade excepcional de espécies vegetaisaifiosa; com isso, torna-se
vidvel o estudo da composicéo e das propriedadesiéldgicas de substancias
obtidas das espécies que as compGenppia origanoides Kunth.
(Verbenaceae), conhecida popularmente por alecengdla, é utilizada na
medicina popular para o tratamento de doencasogasistinais e respiratoérias.
Objetivou-se neste trabalho estudar farmacologiotene 6leo essencial de
origanoides avaliando a inducgédo e/ou inibicdo de hemoliseefegos sobre as
atividades de fosfolipases./f de serinoproteases de peconhas de serpentes,
além dos efeitos sobre os processos de coagulagBss@ucdo de trombos
sanguineos induzidos por pe¢onhas de serpentekeoCegsencial foi extraido
pela técnica de hidrodestilacdo utilizando o aparele Clevenger modificado;
seus constituintes quimicos foram identificadosuantjficados por CG/EM e
CG-DIC, respectivamente. A técnica de difusdo ewideale agar utilizando
como substratos lecitinas de gema de ovo e etibdsianguineos foi utilizada
para determinar as atividades fosfolipasica e hitical respectivamente. O
efeito do 6leo essencial sobre a coagulacdo donplastratado induzido por
peconhas foi avaliado cronometrando o tempo pdoanaacdo do coagulo. A
atividade trombolitica foi quantificada pela medida volume de liquido
liberado e a atividade serinoproteolitica foi aaddi utilizando-se o substrato
cromogénico BAPNA. Os constituintes majoritarioscartrados no 6leo
essencial dé.. origanoidesforam carvacrolp-cimeno,y-terpineno e timol. O
6leo essencial apresentou acdo inibidora, de apemdamente 10%, sobre a
atividade de fosfolipases Anduzida pelas peconhas @®throps atrox B.
jararaca, B. jararacussue B. moojenie ndo se mostrou citotdxico sobre
eritrécitos quando avaliado nos volumes 0,6 e 1,2ND entanto, incubacdes
prévias do 6leo essencial nesses volumes com ash@Eg;dd3. jararacussyB.
moojenie Crotalus durissus terrificu¢C.d.t) resultaram em potencializacdo da
atividade hemolitica, sendo observados aument@8 @e50% para as pegonhas
botrépicas, nos respectivos volumes avaliados. & @ssencial apresentou
efeito pré-coagulante, principalmente quando asali@pds pré-incubacao desse
com o plasma humano citratado. Os volumes 0,6 gllde éleo essencial, pré-
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incubados com peconha Be jararacussupotencializaram a acdo de proteases
e fosfolipases A resultando em maior dissolugdo dos trombos; rtanem
guando pré-incubados com a peconhaCdet, foi observada atividade pré-
trombética. A atividade serinoproteolitica induzigeelas peconhas d8.
jararaca e Lachesis mutdoi potencializada apés incubacgéo prévia do 6tea c
as peconhas. Os resultados obtidos neste trabatiptiamn a caracterizacéo
farmacolédgica do 6leo essencial deoriganoides porém, novos estudos séo
fundamentais para definir mecanismos de acdo abdo o emprego desse
Oleo essencial em formulagBes destinadas a uilizhgmana de maneira eficaz
e segura.

Palavras-chave: Produtos naturais. Monoterpenos oxigenados. Ac@oesa
hemostasia. Inibidores enziméaticos.
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Pharmacological study of the essential oil ofLippia origanoides
(Verbenaceae).

ABSTRACT

The search for new inhibitors of toxins presenthi@ snake venoms is essential
to supplement or even replace the traditional setberapy, especially in
relation to compounds that act in the reductiornhef local effects observed in
accidents with poisonous animals. Plants are v#uabources of
pharmacologically active compounds, and their stadyl use represent a
growing market. Brazil has an exceptional varietyplant species in its flora,
and the study of the composition and pharmacolbgicaperties of substances
obtained from plant species is feasibldippia origanoides Kunth.
(Verbenaceae), popularly known as guinea fowl r@gmis used in folk
medicine for the treatment of gastrointestinal eespiratory diseases. The aim
of this work was to pharmacologically study the eedml oil from L.
origanoidesand evaluate the induction or inhibition of hemddyshe effects on
the activities of phospholipase: And serine proteases from snake venoms, and
the effects on the coagulation and dissolutionlobd clots induced by snake
venoms. The essential oil was extracted by hydiitldifon using the modified
Clevenger apparatus; its chemical constituents vdemtified and quantified by
GC-MS and GC-FID, respectively. The diffusion inaagising lecithins from
egg yolk and blood erythrocytes as substrates wsed uo determine
phospholipase and hemolytic activities, respedtivEhe effect of the essential
oil on the coagulation of citrated plasma inducgdvbnoms was assessed by
timing the clot formation. Thrombolytic activity waquantified by measuring
the volume of liquid released and the serinoprgtemlactivity was evaluated
using BAPNA. The principal constituents found ire tBssential oil fromdL.
origanoideswere carvacrolp-cymeney-terpinene and thymol. The essential oil
had inhibited approximately 10% of the phosphokpas activity induced by
the Bothrops atrox B. jararaca B. jararacussuand B. moojeni venoms.
Volumes 0.6 and 1.gL were not cytotoxic against erythrocytes. Howeygior
incubation of the these volumes of the essentiawith the venoms ofB.
jararacussu, B. moojeni and Crotalus durissus femis (C.d.t) resulted in
potentiation of the hemolytic activity, and increa®f 30 and 50% for bothropic
venoms were observed with this volume. The esdemtia exhibited a
procoagulant effect, particularly when measuredrgfteincubation with human
citrated plasma. Volumes 0.6 and 1l2 of essential oil, pre-incubated with
jararacussuvenom, potentiated the action of proteases andpftodipase A
and caused a greater dissolution of the thrombuasvelder, a pro-thrombotic
activity was observed when it was preincubated wlith C.d.t. venom. The
serinoproteolitica activity induced by tBe jararacaandLachesis mutaenoms
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was potentiated after preincubation of the oil witlke venoms. The results of
this study extend the pharmacological charactéoizaif the essential oil df.
origanoides However, further studies are essential to defirechanisms of
action to enable the effective and safe use ofdbéential oil in formulations for
humans.

Keywords: Natural products. Monoterpene oxygenates. Heniostadtion.
Enzyme inhibitors.
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INTRODUCAO

Os acidentes com animais peconhentos, principatmaoh serpentes,
representam um relevante risco para a salde publitatodo o mundo,
especialmente em regifes tropicais onde essesnggsdsdo mais comuns. O
tratamento disponivel é a soroterapia tradiciomalentanto, apesar de ser eficaz
para a maioria das acdes sistémicas, em alguns pase ser responsavel por
reacbes adversas que se manifestam na pele, nogaatrointestinal e nos
sistemas respiratério e circulatério. Além dissosaoterapia € geralmente
pouco efetiva em impedir a progressao dos efeitcaid (CARVALHO et al.,
2013).

Dadas as limitagbes da terapia com anticorpossiigaedes baseadas
nas interacées das toxinas e potenciais inibidoatsrais podem resultar no
desenvolvimento de tratamentos alternativos quezeed os efeitos toxicos e
farmacoldgicos de peconhas de serpentes. Em adigaprego de peconhas e
toxinas de animais como ferramentas laborators@itém tém se mostrado de
grande valia, auxiliando na caracterizacdo de cetopmaturais que interagem
com diversas classes de enzimas, tendo aplicagéadautica e/ou cosmética.

O emprego de plantas medicinais para tratar aadeafidicos tem
ocorrido desde o0s primordios das civilizagbes hweanreforcando a
importancia médica e econdmica dos trabalhos {ieogie etnofarmacoldgicos
gue avaliam as potencialidades terapéuticas da&siespvegetais, também no
contexto do ofidismo. Esses trabalhos tém averigwadiabilidade de utilizar
extratos brutos de plantas e principios ativosithasd na inibicdo de coagulacao,
hemorragia, inflamacado, miotoxicidade, edema, ctmdicidade, entre outros
efeitos induzidos por peconhas de serpentes. Odittomtes ativos oriundos
dos vegetais podem atuar como inibidores enzinsticmtivadores quimicos

ou imunomoduladores, sendo possivel a interacdoamoléculas presentes
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nas peconhas de diferentes espécies de serperte&@Det al., 2009; da
SILVA et al., 2012; VASQUEZ et al., 2013; MARCUSS&tlal., 2007).

Perante a ampla aplicabilidade farmacéutica, casanétalimenticia dos
metabdlitos secundérios, como os Oleos essenciaila dalta de estudos
relacionados as suas propriedades antiofidicasliaan® caracterizacdo das
atividades desses 0Oleos e seus mecanismos de @gésponde a uma nova e
promissora linha de pesquisa a ser desenvolvida.

Lippia origanoideskunth., conhecida no norte do Brasil como "salva-
do-marajé" e "alecrim-d'angola", € uma espécie sttt com um ciclo de vida
perene, cujas partes aéreas sdo utilizadas naagalioomo aromatizante de
pratos regionais, no tratamento de doencas gaststimis, de doencas
respiratérias e como antisséptico para a boca a patacdo de garganta
(SARRAZIN et al., 2015).

Diante disso, objetivou-se com o presente trabialestigar o potencial
farmacoldgico do 6leo essencial d@pia origanoidesKunth., avaliando a
inducao e/ou inibicdo de hemolise, os efeitos sabratividades de fosfolipases
A, e de serinoproteases de peconhas de serpentasdalébter dados de sua
acdo sobre os processos de coagulacdo de plasmendwendissolucdo de
trombos sanguineos humanos induzidos por pecorhserpentes.

MATERIAL E METODOS
Obtencéo e identificacdo do material vegetal

A espécielippia origanoidesKunth. foi coletada no Horto de Plantas
Medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFL#9 cidade de Lavras-

MG (latitude 21° 14°S, longitude 45° 00'W e altéu®ll8m). A identificacdo

botanica da espécie foi realizada pela especidiista Fatima Salimena, da
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Universidade Federal de Juiz de Fora, sendo um&agxsdepositada no
Herbério ESAL (DBI/UFLA), com o nimero de regis#6840.

Extracéo do 6leo essencial

O 6leo essencial foi obtido das folhas frescad.igpia origanoides
utilizando a técnica de hidrodestilacdo com o dparde Clevenger modificado
(BRASIL. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2010).
Trés extracdes foram realizadas por 2 horas e méadeencial foi separado do
hidrolato por centrifugacdo, utilizando uma ceng# de bancada de cruzeta
horizontal (Fanem Baby®I Modelo 206 BL), a 9por 5 minutos. O 6leo foi
acondicionado em frasco de vidro sob protecdo ddada e luz, e armazenado
em baixa temperatura.

Paralelo a extracd@o, o teste de umidade foi refizte acordo com
Pimentel et al. (2006); o rendimento do Oleo esaéfm calculado e expresso

em peso de 6leo por peso de material com Base dévktémidade (BLU).

Identificacé@o e quantificagéo dos constituintes ddleo essencial

Utilizando a cromatografia em fase gasosa acopaespectrometria de
massas (CG/EM- Shimadzu, modelo QP 5050A), foiizadh a identificacdo
dos constituintes quimicos do Oleo essenciallLiggia origanoidessob as
seguintes condi¢cBes operacionais: coluna capilasiliea fundida (30 m x
0,25 mm) com fase ligada DB5 (0,25 de espessura de filme); He como gas
de arraste com fluxo de 1,0 mL mjra temperatura foi programada para iniciar
em 60 °C, seguindo com aumentos de 3 °C'yité atingir 240 °C e aumentos
de 10 °C até atingir 300 °C, mantendo-se constms@ temperatura por 7 min;

temperatura do injetor de 220 °C, temperatura déefde ions de 200 °C e
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temperatura do detector (ou interface) de 240 °@lame da amostra injetada
foi de 1,0uL, diluida em hexano; taxa de particdo do volunjetamlo de 1:100 e
pressédo na coluna de 71,0 kPa. As condicdes doteapetro de massas foram:
detector de varredura 1.000; intervalo de varreddea 0,50 fragmentos,
detectados na faixa de 45 a 500 Da. Para o callmlimdice de retencéo, foi
utilizada a equacédo de Van den Dool e Kratz engiela série homologa de n-
alcanos (n@nCig). A identificac@o dos constituintes foi realizactam base na
comparacdo dos indices de retencdo da literatubBAKAS, 2007). Também
foram utilizadas duas bibliotecas do equipament&TiO7 e NIST21, para
comparacdo com os dados dos espectros obtidosviiacdo quantitativa,
utilizou-se um cromatografo gasoso Shimadzu CG-é@@ipado com detector
por ionizacdo de chamas (DIC) e as condi¢bes enpatais foram as mesmas
empregadas na identificagdo dos constituintes s 6realizada por CG-EM,
com a modificacdo na temperatura do detector p@fa °€. Os dados de
identificacdo e quantificacdo dos compostos presemb 6leo essencial podem
ser acessados em Teixeira et al. (2014).

Obtencao de material biolégico humano

Para verificar o potencial farmacolégico do 6leseesial delLippia
origanoides os protocolos de pesquisa que requerem uso deiahdiietogico
humano foram previamente aprovados pelo COEP (@ateiEtica em Pesquisa
com Humanos) da UFLA, com o nimero de protocolo64245.6.0000.5148
(Apéndice A).

Em tubos BD Vacutainer® de Citrato de Sédio Tampor&109 mol e
0,105 mol (3,2%), o sangue de trés voluntariosnfllGcada um) foi coletado na
propor¢cédo de nove partes de sangue para uma gas@wtao de citrato, como

recomendado pela CLSI (Clinical and Laboratory @tads Institute). O plasma
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citratado foi separado por centrifugagcdo, e osréeitbs empregados na
elaboracdo do meio utilizado para a avaliagdo wédatle hemolitica. Para a
atividade trombolitica, 10 mL de sangue foram emles na auséncia de
anticoagulante, e distribuidos em uma placa deotitigiacdo (100 pL por
poco), imediatamente apds a coleta.

Peconhas de serpentes

As peconhas das espécigathrops atroxBothrops jararacaBothrops
jararacussy Bothrops moojeni, Crotalus durissus terrific(.d.t.) e Lachesis
mutg na forma cristalizada, foram obtidas do SerpemBioagents, localizado
em Batatais-SP e acondicionadas a 4 °C. Os expgom#ram realizados com
solucBes das peconhas elaboradas em solugéo téosfdto (PBS, pH= 7,2) e

as concentracbes, expressas em massa/volume (f)g mL

Oleo essencial dé.ippia origanoides; avaliagdo do efeito sobre a atividade

fosfolipésica induzida por pegonhas

A atividade fosfolipasica foi realizada em meidida preparado com
PBS, 1% de agar, 0,01M de cloreto de célcio, 0,0668%zida de sodio e 1:3 de
gema de ovo (fonte de lecitinas) (GUTIERREZ et#88). O meio foi vertido
em placas de Petri e, ap0s sua solidificacdo, fdedtws orificios de 4 mm de
didmetro, nos quais as amostras foram aplicadasidhmente foram testados
controles contendo o 6leo essencial puro, nos vesutie 0,6; 1,2; 1,8 e 2,4 uL e
as peconhas puras d& atrox B. jararaca B. jararacussue B. moojeni
(10 pg mLh).

O efeito do Oleo essencial dappia origanoidessobre a atividade
fosfolipasica induzida por peconhas foi verificaaids incubacdo prévia das
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peconhas com o éleo essencial nos volumes de,2;61,8 e 2,4 uL, em banho-
maria a 37 °C por 30 minutos. A avaliacéo foi mzala pela medida do diametro
do halo transldcido, formado ao redor dos orifi@p$s 12 horas de incubacao
dos meios em camara de cultivo celular a 37 °C QERIWILKINSON;

GENTRY, 1982). Os controles (peconhas) foram camaibs como 100% de
atividade fosfolipasica, o que possibilitou a tfamsacdo dos valores em

didmetros para porcentagem de atividade.

Atividade hemolitica: inducéo/ inibicdo

A atividade hemolitica foi realizada em meio sdlidseguindo a
metodologia de elaboracdo do meio descrita pardivadaae fosfolipasica,
procedendo com a substituicdo das lecitinas de gi#gmavo por eritrocitos
humanos (GUTIERREZ et al., 1988).

O efeito citotoxico do 6leo essencial deppia origanoides foi
verificado empregando volumes de 0,6; 1,2; 1,84el2,. As peconhas dB.
jararacussy B. moojenie C.d.t. (25 pg mlY) puras foram utilizadas como
controles, sendo os resultados considerados cof% #ié atividade hemolitica,
0 que possibilitou a transformacdo dos valores @émetros dos halos
translicidos para porcentagem de atividade. Ooefkit6leo essencial sobre a
atividade hemolitica induzida pelas peconhas faiiasto apds a incubacéo das
peconhas em banho-maria a 37 °C por 30 minutosccétao, nos volumes de
0,6 e1,2pL.

Atividade trombolitica: inducao/ inibicédo

As amostras de 6leo essencialLgf@ia origanoidesos volumes de 0,6

e 1,2 pL e as peconhas Bejararacussue C.d.t. (80 ug mL*) isoladamente,
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foram incubadas previamente por 30 minutos a 37se@do posteriormente
adicionadas sobre os trombos, em placas de midegifto, que permaneceram
em camara de cultivo celular a 37 °C por 12 h&@astroles contendo apenas as
peconhas ou os Oleos também foram realizados. Atifjopacdo da atividade
trombolitica foi realizada pela medida do volume lipiido liberado pelos
trombos (GREMSKI et al., 2007; CINTRA et al., 201Rps dados de volumes,

foi subtraido o volume do controle negativo (PBS).

Avaliacdo do efeito do o6leo essencial deippia origanoides sobre a

coagulacéo induzida por peconhas de serpentes

A atividade coagulante foi avaliada utilizando atodologia descrita
por Selistre et al. (1990). O plasma humano cit@#200 pL) foi adicionado
em tubos de ensaio e mantido em banho-maria a 3@ estabiliza¢do da
temperatura. Volumes de 0,6; 1,2 e 1,8 pL do éssercial foram adicionados
ao plasma, seguindo com observacdo dos incubadosinpoperiodo de 45
minutos com leve agitacdo a cada 10 minutos.

O efeito do 6leo essencial sobre a atividade damtpiinduzida por
peconhas foi avaliado de acordo com a metodologipgsta por Valentin e
Lambeau (2000), com modificacdes de volumes e tengeo incubacédo das
amostras. Foram realizados ensaios-pilotos paranided dose minima
coagulante (DMC) de cada peconha, capaz de coagQfaruL de plasma
sanguineo citratado em aproximadamente 60s.

Com o propdsito de verificar as provaveis interace 6leo essencial
de Lippia origanoidescom toxinas coagulantes presentes em peconhas de
serpentes e as interagbes dos constituintes ddese e§sencial com o0s
componentes do plasma que atuam na cascata ddag#aguoram realizados

dois experimentos.
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No primeiro experimento, o 6leo essencial nos vekirde 0,6; 1,2 e
1,8 pL foi incubado com as pegonhas Ble moojeni (3 pg ml*), C.d.t.
(13 pug miH) eL. muta(5 pg mL?), isoladamente, por 10 minutos a 37 °C, apds
esse tempo, os incubados foram adicionados a tidessaio contendo plasma
citratado (200 uL) e o tempo foi cronometrado aférmacdo do coagulo. No
segundo experimento, o plasma foi incubado previéeneom o 6leo essencial
nos diferentes volumes, a 37 °C por 10 minutos, easterior adicdo das

peconhas e contagem do tempo de coagulagéo.

Avaliacdo do efeito do 6leo essencial diéppia origanoides sobre a atividade

de serinoproteases de peconhas de serpentes

A atividade de serinoproteases foi investigadéizatido o substrato
sintético  cromogénico  BAPNA  (N-benzoil-L-arginilp-nitroanilida)
(ZAQUEDO et al., 2016). O substrato foi dissolvidno BMSO (dimetilsulféxido)
e adicionado a 1% em Tris-HCI 0,1 mot,lpH 8,1.

Dois tipos de interagcBes moleculares foram avadiag@ndo a primeira
dos constituintes do 6leo essencial com serinogpsetepresentes nas peconhas,
e a segunda, dos constituintes do 6leo com o stb&APNA. Dessa forma, no
primeiro ensaio, o 6leo essencialldppia origanoidesnos volumes de 0,6; 1,2
e 1,8 pL, foi previamente incubado com as pecodeds. jararacae L. muta
(80 pg mL*) por 10 minutos a 37 °C, com posterior avaliagdoatividade
serinoproteolitica, e no segundo ensaio, os mesrolhsnes do 6leo foram
previamente incubados com o BAPNA, com posteridgcdaddas peconhas e
avaliacdo da atividade serinoproteolitica.

Foram realizadas leituras em espectrofotometro & mth, apos 90

minutos de reacdo e os valores de absorbancia fooawertidos em unidades
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de enzima ativas, considerando 0,09 nm de absasb&uguivalente a uma
unidade por minuto.

Os controles, contendo apenas peconhas, foramdevados como
100% de atividade serinoproteolitica, possibili@madconversdo dos valores de
unidades de enzima ativas para porcentagem dedad®i Ensaios pilotos
também foram realizados para avaliar a atividadgepggonhas, com o objetivo
de definir as doses responséveis pela obtencédaldes de absorbancia entre
0,6 € 0,5 nm.

Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o intaiemte casualizado
(DIC) com trés repeticdes. O programa estatistiopregado foi o SISVAR
(FERREIRA, 2011). Os dados foram submetidos a sadle variancia e as
médias comparadas com o controle (peconha) porast@tuma a uma, por
meio do Teste de Scheffé, ao nivel de 5% de pritiathe.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os constituintes majoritarios identificados no oéssencial deippia
origanoides foram carvacrol (41,51%),p-cimeno (18,36%), y-terpineno
(17,03%) e timol (4,86%) e o rendimento de 6leemsisl em Base Livre de
Umidade foi de 0,37% (TEIXEIRA et al., 2014).

Os constituintes agrupados desse Oleo essenmiglpeentagem, foram
monoterpenos oxigenados (49,50%, principalmenteawacrol, que é um
composto com caracteristica fendlica) e monoterpemidrocarbénicos
(45,57%).
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Os dados apresentados na Figura 1 demonstram @jee essencial de
Lippia origanoides possui atividade inibitéria sobre PLsA presentes nas
peconhas deBothrops atrox B. jararacg B. jararacussue B. moojeni
induzindo valores estatisticamente significativosmgipalmente no volume de
2,4 uL. Entretanto, considerando a constituicdonnzi desse 6leo essencial,
valores mais expressivos de inibicdo eram esperadwsvez que este apresenta
em sua constituicdo alto teor de carvacrol (41,513 stituinte com estrutura
de caracteristica fendlica, o que diverge dos tados descritos na literatura.
Guimardes et al. (2014) encontraram elevadas &ubicde atividade
fosfolipasica para extratos aquosos e hidroalcoglicendo estas atribuidas,
principalmente a acdo de compostos fendlicos.

As fosfolipases de peconhas (PkA sdo capazes de modificar a
microviscosidade da fase lipidica das membranagsieoira afetar a fungéo das
enzimas ligadas a membrana plasmatica (KOH; ARMUGAEYASEELAN,
2006). A atividade de PLAtambém resulta na liberacéo do acido araquidénico,
a partir da quebra de fosfolipidios de membranad@&sse precursor de lipidos
bioativos (por exemplo, prostaglandinas, leucotisem tromboxanos) que atuam
em varios processos fisioldgicos, incluindo resmostinflamatorias e
imunoloégicas (PARENTE, 2001).

O efeito inibitorio sobre fosfolipases de peconkagere um possivel
potencial anti-inflamatério para os 6leos essesgciséndo que a quebra dos
fosfolipidos por PLAs presentes na peconha pode ser comparada com a
atividade de fosfolipases endégenas de mamiferos.

Inibidores naturais de fosfolipases, Aodem atuar por meio de
diferentes mecanismos de acao, como ligacéo a sitivofobicos existentes na
estrutura dessas enzimas, sequestro de cofatonendéfundamentais na
atividade catalitica, agdo antioxidante pela elitalgBio de espécies reativas e

interacdo a residuos de aminoacidos encontradositiw catalitico dessas
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enzimas, impossibilitando a ligacdo da enzima &stsato (MARCUSSI et al.,
2007; CARVALHO et al., 2013).

Figura 1 - Efeito do 6leo essencial Hpia origanoidessobre a atividade
fosfolipasica induzida pelas peconhasBd¢hrops atroxB. jararaca
B. jararacusste B. moojeni.
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*Os dados foram convertidos em porcentagem dedatidd, considerando os resultados
dos controles positivos, contendo apenas pecoibBgsg mL'), como 100%.
*Estatisticamente diferente do controle (peconledd feste de Scheffé ao nivel de 5%
de probabilidade.

Como descrito acima, sdo varios 0s mecanismos jugtdicam a
atividade de inibidores naturais de fosfolipaseseAconsiderando a natureza
lipofilica das substéncias que compfem os Oleosneigss, um provavel

mecanismo de acao seria a ligagéo a sitios hidoaf$lpresentes na estrutura
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dessas enzimas. Em adi¢cdo, o dleo essenciélpgéa origanoidesapresenta
elevada atividade antioxidantén“vitro” (TEIXEIRA et al., 2014), podendo
também influenciar na atividade de enzimas por ndEoestabilizacdo de
espécies reativas.

A avaliacdo da atividade citotéxica de 6leos esia@nsobre eritrocitos
€ muito utilizada para complementar a caracterizaigikicologica desses
compostos (ASGARY et al., 2013; XAVIER et al., 2D1Além disso, quando
0s 6leos essenciais sao incubados com peconhafeignite também avaliar a
acdo deles como inibidores de proteases, fosfelfpa® e L-aminoéacido
oxidases,visto que essas enzimas sSao responsaveis por deguaateinas,
fosfolipidios e gerar espécies reativas, respeuivde, apresentando acao
citotoxica por diferentes mecanismos (DIOGO et2009; DHANANJAYA et
al., 2011; TORRES et al., 2011; MOURA et al. 20PBTINO et al., 2012;
GUIMARAES, et al., 2014).

O oleo essencial deippia origanoidesnao induziu hemdlise nos
volumes de 0,6 e 1,2 puL. No entanto, incubactesgwdo 6leo essencial com
as peconhas d@&. jararacussy B. moojeni e Crotalus durissus terrificus
resultaram em potencializacdo da atividade hemalifprincipalmente para as
peconhas botrépicas, com aumentos na atividade 86tre 50%, para 0,6 e
1,2 uL de dleo, respectivamente (Figura 2). A llmidade dos 6leos essenciais
pode ser o fator-chave na interacdo das peconimasgoembrana eritrocitaria
humana, uma vez que, por apresentarem essa ceticdeipode ter interagido
com os lipidios da membrana, alterando o rearmstjatural desta, assim como
o0s transportes atras da mesma, possibilitando gamraais efetiva de enzimas
como proteases e fosfolipases.
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Figura 2 - Efeito do 6leo essencial Hppia origanoidessobre a atividade
hemolitica induzida pelas pegonhas Bethrops jararacussuB.
moojenie Crotalus durissus terrificus.
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*Os dados foram convertidos em porcentagem dedatild, considerando os resultados
dos controles positivos, contendo apenas peco@bgsg mLY), como 100%.
*Estatisticamente diferente do controle (peconied) geste de Scheffé ao nivel de 5%
de probabilidade.

Em relacdo a atividade trombolitica, a peconhd@dgararacussufoi
considerada como controle positivo, sendo os vodutiediquido liberados pelos
trombos tratados com essa peconha considerados &00% de atividade
trombolitica. JA& a peconha d&.d.t. apresentou acdo trombética, sendo
responsavel pela liberagdo de volumes proximosoatislos para o controle
negativo PBS (30 uL).

O 6leo essencial puro nos volumes de 0,6 e 1,@guziu a dissolucao
dos trombos, exibindo porcentagens de atividadenltoditica de 50,06 e
97,13%, respectivamente, sendo essas duas e geats superiores ao valor
obtido paraC.d.t.(24,39%) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Porcentagem de atividade tromboliticdiada para o 6leo essencial
de Lippia origanoidespeconhas dBothrops jararacusse Crotalus
durissus terrificus,ou misturas previamente incubadas contendo
6leo essencial e peconha.

Tratamentos Atividade trombolitica (%)
4C.dt. 24,3¢

C.dt.+ OE 0,6 uL 21,52¢
C.dt.+OE 1,2 uL 12,96*
B.jararacussu + OE 0,6 pL 129,95
B. jararacussu + OE 1,2 uL 157,04
OE 0,6 pL 50,06

OE 1,2 yL 97,13

Os dados foram convertidos em porcentagem de atigicconsiderando os valores
obtidos para a peconha Bejararacussicomo 100% de atividade trombolitiéA.
peconha d€.d.tpossui agdo trombdtica. *Incubados que diferemtisticamente de
seu respectivo controle contendo apenas peconbé)(<5

Em relagdo as pré-incubagfes do dleo essenclalatiganoidescom a
peconha deC.d.t, pode-se observar (Tabela 1) que a atividade thto#
induzida pela pegonha foi potencializada apds iacéb com o 6leo, sendo
obtidas porcentagens de atividade trombética dé&22&, 12,96%, para 0s
volumes de 0,6 e 1,2 uL, respectivamente, em cagfara 24,39% observado
para a peconha pura. Os dados evidenciam quetoartss do 6leo essencial de
Lippia origanoidesatuam sobre os substratos das enzimas, tornandwiss
acessiveis a acdo das mesmas.

Sabe-se que as peconhas de serpentes correspondErmpéexas
misturas de moléculas bioativas (CUNHA; MARTINS12)) dessa forma, as
interacBes que os metabdlitos secundarios vegdiaiapresentar com aquelas
moléculas podem variar com o tipo de serpente.nf\ssio6leo essencial de
origanoides como descrito anteriormente, potencializou aiddile trombatica
de C.d.t; no entanto, ambos os volumes do dleo, pré-inagadm peconha de
B. jararacussu,potencializaram a acdo de proteases e fosfolipAsedessa

peconha, proporcionando maior dissolucdo dos tremdm comparacdo ao
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controle positivo (apenas pegonha), ou seja, p@iraram a atividade
trombolitica da pe¢onha d& jararacussycom um aumento de 29,95 e 57,04%
para os volumes de 0,6 e 1,2 uL de 6leo essenesglectivamente.

Sao varias as intera¢cfes que podem tentar explicagsultados obtidos
na avaliacdo do efeito trombolitico do éleo essdrdg L. origanoides como a
interacdo dos constituintes do 6leo com enzimasoguepdem as peconhas,
induzindo alteragcBes estruturais nas mesmas, qudtaigam em aumento da
afinidade dessas pelos seus substratos ou maitdiddde em coordenar a
ligacdo a cofatores idnicos; a intera¢do dos doirses do 6leo essencial com
moléculas da superficie celular de células sanggineu interagcbes com
proteinas, lipidios e outros constituintes sangsriernando-0os mais acessiveis
a acado das enzimas.

Na literatura, modelos moleculares computacion@m tlemonstrado
sitios de ligagdo de compostos vegetais nas estsudias enzimas (TICLI et al.,
2005; dos SANTOS et al., 2010; dos SANTOS et al112de ALVARENGA et
al., 2011; ARAFAT et al., 2014).

Os resultados do efeito do 6leo essencidligpia origanoidessobre a
coagulacdo de plasma citratado humano induzida pelgonhas dB. moojen;
C.d.t.eL. mutaestéo descritos na Tabela 2. Considerando osefaiiservados,
pode-se sugerir que a incubacdo prévia do d6lemessede L. origanoides
(1,8 pL) com as peconhas e posterior adicdo aonplastratado resultou em
reducdes do tempo de coagulacdo de 37 e 35% ppeg@ashas dB. moojenie
C.d.t, respectivamente.

No experimento em que o 6leo essencial (1,8 pLjnfubado com o
plasma e a peconha adicionada posteriormente, folsidtas reducdes de 44; 56
e 56% no tempo de coagulagdo, para as peconh&s omojeni C.d.t. e L.

muta respectivamente.
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Os resultados dos testes de coagulagdo (Tabelaiggresn que os
constituintes do Oleo essencial ddppia origanoides interagem com
componentes plasmaticos que atuam na cascata dalagi#, uma vez que
induzem reduc¢bes no tempo de coagulacdo, estatigitte mais significantes
gue as observadas ap6s incubacao prévia das pegmhadleo.

As interacBes entre constituintes do 6leo e comueseplasmaticos
provavelmente protegem fatores da cascata de @u#gulcontra a acdo de
proteases presentes nas pegonhas.

Resultados similares foram observados por Mirandalaboradores
(2014), que observaram reducdes no tempo de cadguldo plasma, apés
incubacdo desse com Oleos essenciais de rizomashas fde Hedychium
coronarium (conhecido popularmente como lirio-do-brejo), e ssgjuente
adicdo das peconhas de mutae B. atrox De acordo com 0s autores, estes
resultados sugerem interacbes dos constituintesbldms essenciais com 0s
fatores da cascata de coagulacdo presentes noapldsnentanto, incubacdes
prévias dos 6leos com as peconhas proporcionareéscanos nos tempos de
coagulacédo, sugerindo também a presenca de ingsragiire constituintes dos

Oleos essenciais e proteases presentes nas peconhas

Tabela 2 - Efeito do 6leo essencialldppia origanoidessobre a coagulacéo de
plasma citratado humano induzida por diferentesomegs de
serpentes. (Continua)

Incubagéo prévia do 6leo essencial + Peconha (10nm& 37 °C) com
posterior adicdo do plasma
Tempo de coagulacgéo (s)

L. origanoides

B. moojeni C.dt. L. muta
(uL)
0 57,7 76,€ 54.,C
0,6 59,7 64,3* 56,(
1,2 52,0* 55,7* 53,7

1,8 36,0* 50,0* 41,0*
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Tabela 2- Efeito do 6leo essencial (Lippia origanoide sobre a coagulagi
de plasma citratado humano induzida por diferepggonhas de
serpentes. (Concluséo)

Incubacao prévia de plasma + Oleo essencial (10 man37 °C) com
posterior adicdo da peconha
Tempo de coagulagéo (

L. origanoides

B. moojeni C.dt. L. muta
(uL)
0 57, 76,€ 54.,C
0,6 41,7* 46,7* 33,3*
1,2 35,3* 38,7* 30,7*
1,8 32,7* 33,0* 23,7*

As doses coagulantes minimas (DCM) foram pré-detetas para as pegonhasBle
moojeni(3 pg mLY), C.d.t.(13 pg m?) eL. muta(5 pg mLt). *Valores
estatisticamente diferentes nas colunas em rekg&ontrole (pegconha), pelo Teste de
Scheffé ao nivel de 5% de probabilidade.

O efeito pré-coagulante de 6leos essenciais in@shancialmente com
0 plasma citratado e posterior adicdo de pecontmédém foi observado por
Miranda et al. (2016). Avaliando os 0Oleos essescigdie Baccharis
dracunculifolia Conyza bonariensjs Tithonia diversifolia e Ambrosia
polystachyasobre a coagulacéo induzida pelas peconh&s deojeniB. atrox
e L. mutg os pesquisadores obtiveram reducgfes no tempoaplacao para
todos os 6leos essenciais, utilizando como indutor&feito a peconha de
muta Considerando a constituicdo quimica agrupadadhms essenciais de.
bonariensis T. diversifoliae B. dracunculifolia monoterpenos hidrocarbdnicos
foram identificados como os constituintes majoigigr com 92,20; 86,80 e
58,60%, seguido dos sesquiterpenos hidrocarbdnicos) 5,10; 13,40 e
36,60%, respectivamente. A constituicdo quimicaee®leos essenciais difere
da constituicdo do 6leo déppia origanoidesuma vez que foram identificados
principalmente monoterpenos oxigenados (49,50%)jides de monoterpenos
hidrocarbénicos (45,57%).
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As serinoproteases fazem parte de uma classe dmaasnproteoliticas
presentes nas pec¢onhas de serpentes e que afetmteroa hemostético das
vitimas de acidentes ofidicos, podendo alterar eegagdo plaquetaria, a
coagulacdo sanguinea, a pressao arterial e adliser(ZELANIS et al., 2015).

Para avaliar o efeito do 6leo essencialld#pia origanoidessobre a
atividade de serinoproteases de peconhds. jeraracae L. mutg foi utilizado
0 substrato cromogénico BAPNA, que permite quamtifia atividade de
hidrolases peptidicas por colorimetria, sendo qu&nto maior a atividade
enzimatica, maior a quantidade g@enitroanilina liberada como produto da
reacao.

Em ensaios de incubacéo prévia do 6leo com as pasaB. jararaca
e L. mutg possiveis interagfes dos constituintes do Olesenetal com
serinoproteases presentes nas peconhas resultaraanngento da degradacéo
do substrato BAPNA (Tabela 3).

Foram observados aumentos de 17 e 30% na ativitilBlejararacg e
26,49 e 38,54% na atividade Hemuta para os volumes de 6leo de 1,2 e 1,8

UL, respectivamente.

Tabela 3 -Efeito do 6leo essencial ddppia origanoidessobre a atividade
enzimatica de serinoproteases induzida por difesepeconhas de
serpentes. (Continua)

Incubacgédo prévia do 6leo essencial + Peconha (10nm& 37 °C) com
posterior adicdo do substrato BAPNA
Atividade de Serinoprotease (%

L. origanoides (uL) B. jararaca L. muta
0,6 102,2° 124,62’
1,2 117,04 126,49’
1,8 130,00’ 138,54’

Incubacéo prévia do substrato BAPNA + 6leo essentig@ 0 min. a 37 °C)
com posterior adicdo da peconha
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Tabela 3- Efeito do 6leo essencial Lippia origanoide sobre a atividad
enzimatica de serinoproteases induzida por difesgp¢conhas de
serpentes. (Concluséo)

Atividade de Serinoprotease (%)

L. origanoides (uL) B. jararaca L. muta
0,6 102,1: 98,4
1,2 95,31 100,4°
1,8 93,9t 111,36’

Os dados foram convertidos em porcentagem de atigicconsiderando os controles
contendo apenas pegonhas como 100%. *Valoresstis@atnente diferentes nas colunas
em relacdo ao controle (pegonha), pelo Teste deffécho nivel de 5% de
probabilidade.

A incubacdo prévia do substrato BAPNA com o 6élesessial e
posterior adicdo da peconhaBlejararacanao influenciou na inducéao/inibicdo
da atividade serinoproteolitica da mesma, uma wez @p resultados foram
estatisticamente iguais ao controle nos volumebaales. JA para a peconha de
L. muta foi verificada potencializacdo parcial de suavidtide enzimatica
apenas para o maior volume de 6éleo (11,36%). Agsade-se sugerir que o
Oleo essencial deippia origanoidesndao interage com o substrato sintético, mas
sim com as serinoproteases presentes nas pegonhas.

Pesquisas sobre inibidores de serinoproteases amost relevantes
uma vez que essas enzimas estdo relacionadas ogums alprocessos
fisiolégicos, como a coagulacdo sanguinea, a fiise e a resposta imune,
associadas ou nao ao ofidismo (SAFAVI; ROSTAMI, 20¥Al et al., 2016).

CONCLUSAO

O ¢6leo essencial deippia origanoidesapresentou acao inibidora sobre
a atividade de fosfolipases fduzida pelas peconhas Beatrox B. jararacg
B. jararacussue B. moojenie ndo se mostrou citotdéxico sobre eritrGcitos

sanguineos humanos nos menores volumes testaddsetaRdo, foram
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observadas interagbes dos constituintes do Oleo txmnas presentes nas
peconhas deB. jararacussu B. moojenie C.d.t, uma vez que 0 mesmo
potencializou a atividade hemolitica induzida pglasonhas. O 6leo essencial
apresentou efeito pré-coagulante, principalmentanda incubado inicialmente
com o plasma humano citratado e potencializou aollisdo de trombos
induzida pela pegonha d#. jararacussue a acdo trombdtica dé.d.t. A
atividade serinoproteolitica induzida pelas pe¢enth@B. jararacae L. muta
também foi potencializada pelo 6leo essencial, @slpeente quando o mesmo
foi incubado com as respectivas peconhas. Dessairaaas resultados obtidos
sugerem que os constituintes do 6leo essenciahgitam com componentes
sanguineos atuantes na cascata de coagulagdo, @msion com as toxinas
ofidicas, coagulantes, hemorragicas e trombétiGasemcentes as diferentes
classes de metaloproteases e serinoproteases quEb@m as peconhas de
serpentes.

Os resultados obtidos neste trabalho ampliam a ctegizacéo
farmacoldgica do 6leo essencial Ideoriganoidese sugerem seu potencial de
uso farmacéutico, uma vez que constituintes do ifiwagem com proteinas
sanguineas humanas relacionadas a manutencdo dsthsian assim como
interagem com proteases presentes em peconhasnsasgpis por diversas

alteracdes fisiopatoldgicas em organismos aninraikjindo humanos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos neste trabalho reafirmam a impcegéados 6leos
essenciais como ricas fontes de moléculas biologote ativas, com varias
possibilidades de aplicagdo em inUmeras areas dhthecomento, sendo,
entretanto necesséria ampla caracterizagdo farGgical e toxicologica,
buscando determinar seus mecanismos de ac¢do e,issom definir doses

efetivas e seguras, possibilitando sua aplicacéo.
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APENDICE B — Cromatogramas dos 6leos essenciaipldatas estudadas

Figura 1B - Cromatograma do 6leo essencial obtide fiblhas frescas de
Cantinoa carpinifolia(Benth.) em marco de 2014.

(10,000,000) M Intengity : 16,970,952
1.75qTIC Time Scand Iriten. Cwen Temp

1 o-tujona .
1.50 B-tujona
1.25] .
] sabineno
1.009 i
B-cariofileno
0.75

0.50

Ll Ul
D.DD:l' w1 L k ..JI.-J uLII i - - - L

so 100 150 200 250 300 350 400 450 500 S50 600 630 700

Figura 2B - Cromatograma do 6leo essencial obtide fblhas frescas de
Cantinoa carpinifolia(Benth.) em margo de 2015.
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Figura 3B - Cromatograma do éleo essencial obtadofdlhas frescas déppia
origanoidesKunth.
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