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RESUMO

MONTANARI, Ricardo Marques, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro
de 2010. Composicio quimica e atividades biologicas dos o6leos essenciais
de espécies de Anacardiaceae, Siparunaceae e Verbenaceae. Orientador:
Luiz Claudio de Almeida Barbosa. Co-orientadores: Antonio Jacinto Demuner
e Antonio Lelis Pinheiro.

Determinou-se a composigdo quimica dos Oleos essenciais das
Verbenaceae: Aloysia virgata (Ruiz & Pav.) Pers., Lippia brasiliensis (Link) T.
Silva, Lippia sp., Lantana camara L., Lantana trifolia L. e Lantana montevidensis
(Spreng.) Brig. Os 6leos essenciais foram extraidos por hidrodestilagdo em aparelho
tipo Clevenger e suas constituicdoes quimicas foram determinadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. Foi avaliada a atividade antimicrobiana
desses os 6leos. Observou-se que os 6leos essenciais das espécies Aloysia virgata,
Lippia brasiliensis, Lippia sp., Lantana camara, Lantana trifolia e Lantana
montevidensis, coletadas em Minas Gerais, possuem constitui¢ado quimica variada e
compostas em grande parte por substincias sesquiterpénicas. E possivel observar um
padrdo referente as concentracdes relativas dos constituintes majoritarios em relacao
aos géneros das plantas estudadas. As plantas do género Lippia apresentam maior
concentracdo de (FE)-cariofileno que de germacreno-D, enquanto as plantas dos
géneros Lantana e Aloysia apresentam maior concentragdo de germacreno-D em
relacdo ao (E)-cariofileno. Observa-se também que o Oleo da espécie Lippia
brasiliensis possui ligeira alteracdo de constituicdo ao longo das estagoes,
apresentando maiores concentragdes de constituintes oxigenados durante o periodo
frio e seco do ano. Para as espécies Lippia brasiliensis, Lantana camara e Lantana
trifolia, os Oleos extraidos das flores apresentam maiores concentracdes de
constituintes monoterpénicos que os 6leos extraidos das folhas. O 6leo extraido das
folhas da espécie Lantana camara nao apresentou atividade contra as bactérias
estudadas. Os Oleos extraidos das folhas das espécies Aloysia virgata, Lippia
brasiliensis, Lantana trifolia e Lantana montevidensis apresentaram atividade
moderada contra as cepas de bactérias Gram-positivas B. cereus € S. aureus. Apenas
o oOleo extraido das folhas da espécie 4. virgata foi ativo contra a bactéria Gram-
negativa E. coli. Para os 6leos extraidos das Anacardiaceae Anacardium humile

Engl., Anacardium occidentale L., Astronium fraxinifolium Schott ex Spreng.,
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Myracrodruon urundeuva Allemao, e Schinus terebinthifolius Raddi, observou-se
que as constitui¢des quimicas foram bastante distintas. Os 6leos das espécies A.
humile e A. occidentale ndo apresentaram atividade contra as bactérias estudadas. Os
Oleos das espécies A. fraxinifolium, M. urundeuva e S. terebinthifolius apresentaram
atividades moderadas contras as cepas de bactérias utilizadas. A época de coleta da
espécie S. terebinthifolius altera a atividade antibacteriana do 6leo essencial extraido
de suas folhas. Os oOleos das espécies A. fraxinifolium, M. urundeuva e S.
terebinthifolius, € o0 monoterpeno 6-3-careno provocam aumento na peroxidacdo de
lipideos em células de bactérias. A atividade antibacteriana do 6leo de M. urundeuva
pode estar relacionada com a alta concentracdo do monoterpeno 6-3-careno. Os
teores obtidos no periodo de maio de 2009 a maio de 2010 para o 6leo essencial de
Siparuna guianensis permaneceram entre 4,5 e 7,0%. O periodo de menor
rendimento do 6leo, setembro a novembro, ¢ coincidente com o periodo fenologico
em que as plantas passam por uma desfolha natural drastica. Dois constituintes, o
monoterpeno a-terpinoleno e o dlcool sesquiterpénico a-bisabolol, representaram, em
conjunto, cerca de 80% do o6leo durante todo o ano. Em geral, o composto a-
bisabolol promoveu maiores zonas de inibicdo das bactérias E. coli, B. cereus e S.
aureus, que o Oleo essencial. As concentracdes inibitdrias minimas (CIM)
demonstram que o o6leo de S. guianensis e o padrdo comercial de o-bisabolol
inibiram o crescimento das cepas de bactérias testadas em concentragdes
expressivamente baixas (8 — 63 pg mL™). O acimulo de aldeido malbnico (MDA)
indica que os danos pré-oxidantes, que resultam na peroxidagdao de lipideos, estdo
provavelmente relacionados como os mecanismos de agdo antibacteriana destes 0leos
essenciais. A CIM contra os fungos Candida albicans, Criptococcus neoformans,
Trychophyton rubrum e Aspergillus fumigatus indicam que o 6leo de S. guianensis
inibiu o crescimento das cepas de fungos em concentracdes reduzidas,
principalmente para o fungo Criptococcus neoformans (16 pg mL™). Os 6leos das
espécies A. fraxinifolium, M. urundeuva e S. terebinthifolius apresentaram atividades
fitotoxica contra o crescimento inicial das radiculas de sorgo e pepino. A agdo
fitotoxica do dleo de M. urundeuva pode estar relacionada com a alta concentragcdo
do monoterpeno 6-3-careno. O acumulo de aldeido maldnico (MDA) nas radiculas de
pepino e cebola indicam que os 6leos e o monoterpeno 4-3-careno promoveram

aumento da peroxidag¢do de lipideos. Os niveis de peroxidagdo foram semelhantes



para os 6leos e o padrao de 9-3-careno nas radiculas de pepino, porém, para radiculas

de cebola, os 6leos essenciais apresentaram efeito superior a0 monoterpeno.
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ABSTRACT

MONTANARI, Ricardo Marques, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
December, 2010. Chemical composition and biological activities of the
essential oils from Anacardiaceae, Siparunaceae and Verbenaceae species.
Adviser: Luiz Claudio de Almeida Barbosa. Co-advisers: Antonio Jacinto
Demuner and Antonio Lelis Pinheiro.

Chemichal Composition and Antibacterial activity of Verbenaceae Essential
Oils: Alternative sources of (E)-Caryophyllene and Germacrene-D. Essential oils
from the leaves of Verbenaceae species Aloysia virgata, Lantana camara, Lantana
trifolia, Lantana montevidensis, Lippia brasiliensis and Lippia spp., were
investigated for its chemical composition and antibacterial activity. The volatile oils
were characterized by a high content of sesquiterpenes of which (E)-caryophyllene
(10-35%), germacrene-D (5-46%) and bicyclogermacrene (7-17%) were the major
components for all studied species. For the flowers, a higher concentration of
monoterpenes was observed for the species L. camara, L. trifolia and L. brasiliensis,
probably working as attractive to specific pollinators. The oil from 4. virgata was the
most active, exhibiting high antimicrobial activity against the bacteria
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and Escherichia coli. Chemical Composition
and Antibacterial Activity of Anacardiaceae Essential Qils: Lipid Peroxidation on
Bacterial Cell. The chemical composition and the antibacterial activity against
Gram-positive and Gram-negative foodborne bacteria were assessed for the essential
oils from five Anacardiaceae species. The major constituents in Anacardium humile
leaves oil are (E)-caryophyllene (31%), a-pinene (22%) and bicyclogermacrene
(7.6%). The major compounds identified for the Anacardium occidentale oil were
(E)-caryophyllene (15.4%), germacrene-D (11.5%) and a-copaene (10.3%). A.
fraxinifolium leaves essential oil presented (E)-f-ocimene (44.1%), o-terpinolene
(15.2%) and viridiflorene (9.0%) as major constituents. Myracrodruon urundeuva
presented d-3-carene at 78.8%. S. terebinthifolius leaves oil collected in March and
July presented different chemical composition. The oil of all tested species, except 4.
occidentale, exhibited varying levels of antibacterial activity against Staphylococcus

aureus, Bacillus cereus and Escherichia coli. S. terebinthifolius oil extracted in July
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was more active against all bacterial strains than the oil extracted in March. M.
urundeuva oil showed great antibacterial activity and it may be related to the high
concentration of 9-3-carene. The amounts of malondihaldeyd (MDA) in bacterial
cells indicate that essential oils promote lipid peroxidation. The results suggest that
prooxidant damages on cell membrane should play important role in the mechanism
of antibacterial action of these natural compounds. The study of its mechanism of
action becomes an outstanding issue for further studies. The levels obtained during
the period May 2009 to May 2010 for the essential oil Siparuna guianensis remained
between 4.5 and 7.0%. The period of lower oil yield, from September to November,
is coincident with the phenological period in which the plants undergo a dramatic
natural defoliation. Two components, the monoterpene o-terpinolene and o-
bisabolol, bisabolol alcohol, together accounted about 80% of the oil throughout the
year. In general, the compound a-bisabolol promoted larger zones of inhibition of the
bacteria E. coli, B. cereus and S. aureus, the essential oil. The minimum inhibitory
concentrations (MIC) show that the oil of S. guianensis and trade pattern of a-
bisabolol inhibited the growth of bacterial strains tested at concentrations
significantly lower (8-63 mg mL-1). The accumulation of malondialdehyde (MDA)
shows that the damage pro-oxidants, which result in lipid peroxidation, are probably
related to the mechanisms of antibacterial action of essential oils. The MIC against
fungi Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus
Trychophyton rubrum and indicate that the oil of S. guianensis inhibit the growth of
fungal strains in low concentrations, especially for the fungus Cryptococcus
neoformans (16 mg mL-1). The essential oils from A. fraxinifolium, M. urundeuva e
S. terebinthifolius showed phytotoxic activity against the initial growth of radicles of
cucumber and sorghum. The phytotoxic action of the oil of M. urundeuva may be
related to the high concentration of monoterpene 6-3-carene. The accumulation of
malondialdehyde (MDA) in radicles of cucumber and onion oils indicate that
monoterpene and J-3-carene promoted increased lipid peroxidation. Peroxidation
levels were similar for the oils and the pattern of §-3-carene in the radicles of
cucumber, but for onion root tips, essential oils showed a superior effect to

monoterpene.
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INTRODUCAO GERAL

Desde que deixamos de ser nomades cagadores e coletores, hd mais de dez
mil anos, e passamos a fixar residéncia nas proximidades de planta¢des rudimentares
de cereais, como trigo e cevada, a necessidade de otimizagdo da eficiéncia agricola se
tornou uma caracteristica ubiqua da humanidade. Ao longo desses milhares de anos,
o aprimoramento das técnicas culturais e o melhoramento genético das plantas
cultivadas possibilitaram a expansdo demografica devido ao fornecimento de
alimento a populacdo mundial constantemente em crescimento.

A partir de meados do século passado, a utilizacdo de agroquimicos nas
lavouras se tornou um dos meios mais eficazes para minimizar as perdas decorrentes
do ataque de diversas pragas e doencas. Este fato ¢ ratificado pela ampla variedade
de formulagdes quimicas que foram desenvolvidas e comercializadas pelas
companhias agroquimicas desde a introdugdo do 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D) (Figura 1), em 1946, pelo grupo de pesquisadores da Rothamsted Experimental
Station, na Inglaterra (Tomlin, 1994; Boger ef al., 2002).

Cl

Cl OCH,COOH

2,4-D

Figura 1 — Estrutura do Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)

Desde entdo, avangos importantes foram conseguidos no controle quimico de
pragas e doengas. Entretanto, a pressdo seletiva imposta pela aplicacdo continua e
indiscriminada de produtos com o mesmo mecanismo de agdo tem favorecido a
emergéncia de insetos, microrganismos ¢ plantas daninhas resistentes as formulagdes
comerciais existentes (Devine e Shukla, 2000; Preston, 2004; Owen e Zelaya, 2005).
Portanto, a descoberta de novos agentes de protecdo para culturas e produtos
armazenados ¢ altamente desejavel, principalmente de compostos que possuam

mecanismos de agdo distintos daqueles das substancias comercialmente disponiveis.



Em adicao, a preocupacao com os impactos ambientais das praticas agricolas
e com a conservacao de alimentos e produtos industrializados tem pressionado as
pesquisas, tanto privadas quanto académicas, para o desenvolvimento de agentes
quimicos mais seguros ambientalmente. Neste sentido, baixa toxicidade, alta
especificidade, eficiéncia em baixa dosagem e baixa persisténcia no ambiente sdo,
portanto, caracteristicas importantes para serem consideradas no desenvolvimento de
novos agentes agroquimicos.

As estratégias atualmente empregadas para a identificacdo de novos agentes
agroquimicos sdo semelhantes aquelas utilizadas no ambito farmacéutico para
producdo de novos farmacos (Short, 2005). Distinguem-se trés abordagens
principais. Uma delas se processa pela avaliag@o sistematica de inimeras substincias
aleatoriamente sintetizadas, visando a selecdo de algumas substincias com a
atividade desejada. Em seguida, os pesquisadores procuram aperfeigoar as estruturas
quimicas dessas substancias no sentido de obterem compostos mais seletivos e ativos
em menores concentragdes. Esta tem sido a estratégia mais utilizada pelas
companhias agroquimicas e farmacéuticas (Kropff e Walter, 2000).

Outra estratégia ¢ a modelagem racional, basecada em dados teodricos e
empiricos, de inibidores especificos para processos metabodlicos chaves (Lein et al.,
2004). Entretanto, tal abordagem nao tem demonstrado muitos éxitos.

Uma terceira estratégia estd associada com a aplicacdo de produtos naturais
como agentes de protecdo, ou sua utilizagdo como modelos para o desenvolvimento
de novos produtos (Godfrey, 1994; Copping, 1996; Duke et al., 2000; Duke et al.,
2002). Com efeito, um nimero crescente de produtos naturais tem sido descrito e
revisado na literatura como modelos potenciais para o desenvolvimento de
agroquimicos, incluindo terpendides, flavonoides, alcaldides e outras classes de
compostos secundarios (Barbosa et al., 2008; Isman, 2000; Macias et al., 1999;
Macias et al., 2000; Macias et al., 2007; Viegas-Junior, 2003; Vyvyan, 2002).

Alguns principios ativos de agroquimicos comerciais foram descobertos e
desenvolvidos segundo esta tltima abordagem. O herbicida organofosforado bialafos
(L-fosfinotricil-L-alanil-L-alanina) (Figura 2) foi originalmente isolado dos
actinomicetos Streptomyces viridochromogenes e S. hygroscopicus (Saxena e
Pandey, 2001) e atualmente é comercializado no Japio com o nome Herbiace®.

Bialafos corresponde a um pro-herbicida que ¢ convertido nas plantas daninhas para



o ingrediente ativo fosfinotricina apdés a remocdo dos residuos de alanina por
peptidases. A fosfinotricina ¢ um anédlogo do glutamato que atua como inibidor
irreversivel da enzima glutamina sintetase, levando a um acimulo de amoénia e a
intoxicacdo da célula (Stalker, 1991). O sal racémico de amonio deste composto ¢é
conhecido como glifosinato e constitui o principio ativo de varios produtos
comerciais como Liberty®, Basta®, Ignite® e Challenge®. Outro composto
estruturalmente muito semelhante a estes ¢ o glifosato, ingrediente ativo do produto
Roundup® comercializado pela Companhia Monsanto. Este produto ¢ provavelmente

o herbicida mais comercializado no mundo atualmente.

(0]
H (@] ' H (@]
HO-P\/\‘)kN/YN%OH
CH H :
3 NH>» (0]
Bialafos
(0]

HO— i HOf‘F" H\)k
MCH | OH
CHj NH, OH

Fosfinotricina Glifosato

Figura 2 — Exemplos de agroquimicos comerciais derivados de produtos naturais

Terpendides com atividades inseticidas também sdo bons exemplos da
aplica¢dao de produtos naturais como modelos para agroquimicos. Economicamente,
o grupo mais importante de inseticidas naturais € o das piretrinas, representado por
seis ésteres com estruturas quimicas semelhantes que sdo extraidos das flores de
crisantemo, ou piretro, Chrysanthemum cinerariaefolium (Asteraceae). O piretro era
utilizado desde o século XVIII, na Pérsia e na antiga [ugoslavia, e a partir de 1828
passou a ser processado comercialmente para controle de insetos. Em 1939, os
Estados Unidos chegaram a importar cerca de sete mil toneladas desta planta. O uso
deste produto natural, entretanto, declinou na década de 1950 em consequéncia dos
avangos na sintese de analogos de piretroides, como as aletrinas, que sdo mais

estaveis e efetivos (Viegas-Junior, 2003).



Tais exemplos ratificam a assertiva de que a riqueza e a complexidade
estrutural dos produtos naturais oferecem um substrato inesgotavel para a busca de
substancias bioativas, especialmente de interesse agronomico. Os metabolitos
especiais biossintetizados pelas plantas desempenham papéis importantes como
mediadores moleculares de interagdes ecologicas. As diferentes pressdes seletivas,
impostas por diferentes cenarios evolutivos, levaram a produgdo da fantastica
variabilidade e complexidade estrutural destas substdncias. Uma grande parcela
desses compostos adquiriu fungdes protetoras, como resultado de milhdes de anos de
co-evolucdo das plantas com inumeros microrganismos patogénicos, insetos
fitofagos e outros animais herbivoros, bem como outras plantas competidoras por
recursos. Desta forma, existe grande probabilidade de se encontrar atividades
bioldgicas de interesse agrondmico, como inseticida, antimicrobiana e herbicida, em
produtos naturais racionalmente isolados.

Nas tultimas décadas, o desenvolvimento de ensaios bioldgicos rapidos e
confidveis permitiu o estudo de inumeras atividades biologicas dos extratos e
compostos naturais isolados. A aplicacdo destes ensaios alavancou as pesquisas em
Quimica de Produtos Naturais, fornecendo novas ferramentas para a racionalizagdo e
direcionamento das metodologias de extragdao e isolamento de substancias bioativas
de interesse.

Neste contexto, a flora brasileira se apresenta como uma fonte extremamente
fecunda de tais substincias, devido a exuberancia de sua biodiversidade. O Brasil
esta incluido entre os 17 paises com maior indice de biodiversidade do planeta,
denominados “Paises Megadiversos afins”, que, em conjunto, sdo responsaveis por
70% da biodiversidade do mundo, conforme a “Declaragdo de Cancun”, de 18 de
fevereiro de 2002 (Peixoto e Morin, 2003). Os 8,5 milhdes de km® brasileiros
abrigam mais de 55 mil espécies de plantas superiores catalogadas, com uma riqueza
inimaginavel de substancias praticamente desconhecidas do ponto de vista quimico
(Gottlieb e Borin, 1997).

As plantas produtoras de 6leos essenciais figuram com destaque na paisagem
da biodiversidade inexplorada do Brasil e do mundo. Segundo Bakkali et al. (2008),
aproximadamente trés mil 6leos essenciais sdo bem conhecidos atualmente. Destes,
apenas cerca de 300 sdo de grande importancia comercial, especialmente para as

industrias farmacéutica, agronOmica, alimenticia, sanitaria e cosmética. Oleos



essenciais, notadamente das familias Myrtaceae e Lamiaceae, mas também de outras
familias, t€ém sido tradicionalmente utilizados como protetores na cultura e
estocagem de graos e hortifruticolas (Isman, 2000).

Na natureza, os 6leos essenciais desempenham papéis ecoldgicos importantes
na prote¢do das plantas, por atuarem como antibacterianos, antivirais, antifungicos,
inseticidas e também contra herbivoros, pois podem reduzir a palatabilidade das
plantas que os produzem. Devido a essas propriedades, principalmente a
antimicrobiana, o uso dos oleos essenciais nas industrias farmacéutica, cosmética e
alimenticia estd se difundindo cada vez mais como alternativa aos produtos
sintéticos.

Em adigdo, nas décadas recentes, os antimicrobianos de origem natural tém
ganhado atengdo especial devido a resisténcia aos antibidticos usuais que alguns
microrganismos tém adquirido (Essaw e Srour, 2000). Como consequéncia, as
pesquisas para identificagdo e avaliagdo de produtos naturais antimicrobianos se
tornaram objetos de relevancia académica e industrial em todo globo.

Acoplado a esse paradigma estd o crescente emprego dos Oleos essenciais
como alternativas aos produtos bactericidas e fungicidas sintéticos. Além de suas
propriedades antimicrobianas, a ampla utilizagdo dos o6leos volateis na industria
farmacéutica e alimenticia reflete a importancia das pesquisas basica e aplicada sobre
este grupo de metabdlitos especiais dos vegetais.

Com este enfoque, realizou-se uma investigacdo sistematica da literatura
cientifica a respeito da etnofarmacologia e fitoquimica de algumas familias
ocorrentes em Minas Gerais. Os dados obtidos constituiram indicativos pertinentes
para a elei¢do das familias Anacardiaceae, Siparunaceae e Verbenaceae como fontes
promissoras de produtos naturais para a avaliagdo do potencial de aplicacio
agroquimica.

A familia Anacardiaceae ¢ amplamente representada no Brasil por varias
espécies de importancia econdmica produtoras de frutos e 6leos essenciais. Varios
estudos fitoquimicos e relatos de atividades de interesse como antimicrobiana e
fitotoxica existem. Porém, menos de 7% das espécies conhecidas desta familia
possuem estudos fitoquimicos e de atividades biologicas (Correia et al., 2006).

A familia Siparunaceae ocorre em toda América do Sul, porém ¢ um grupo

taxondmico peculiar composto por apenas dois géneros. Uma de suas principais



espécies, Siparuna guianensis Aubl., possui uma vasta indicacdo etnobotanica e
etnofarmacolédgica, e tem sido apontada como uma das espécies prioritarias de
conservagado para a regido do cerrado brasileiro (Vieira e Alves, 2003).

A familia Verbenaceae se destaca pela ampla distribuicdo no Brasil, sendo
que a Cadeia do Espinhaco, nos Estados de Minas Gerais e Goids, representa um dos
maiores centros de diversidade dos seus principais géneros (Salimena, 2000). Nesta
regido se encontram varias espécies endémicas para as quais existe pouco ou nenhum
estudo fitoquimico até o momento, além de estarem em risco de extin¢do, devido a
vulnerabilidade do local (Viccini et al., 2006).

Enfim, em adi¢do a este tipo de abordagem racional para a busca de
compostos naturais bioativos, o conhecimento das espécies destas familias ocorrentes
em Minas Gerais e a avaliacdo de atividades bioldgicas de seus compostos fornecem
subsidios fundamentais para a valoriza¢ao destes recursos naturais. Tal valorizagao,
focada na aplicacao farmacobioldgica dos metabolitos secundarios, ¢ um elemento
fundamental para a conserva¢do dos recursos genéticos dos diversos biomas
ocorrentes em Minas Gerais e no Brasil.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivos principais realizar a
extracdo, determinar a composicdo quimica e avaliar atividades biologicas de
interesse agroquimico dos Oleos essenciais de espécies das familias Verbenaceae,

Anacardiaceae e Siparunaceae coletadas em diferentes regides de Minas Gerais.
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Capitulo 1

Oleos Essenciais

RESUMO

Os Oleos essenciais sdao misturas de metabdlitos secundarios volateis
responsaveis pelo aroma das plantas aromaticas. Eles podem ser elaborados nos
diversos oOrgdos das plantas e, apesar do carater lipofilico que possuem, sdo
quimicamente diferentes dos Oleos fixos constituidos principalmente por
triacilglicerideos.

Quimicamente, em sua maioria sdo constituidos de substincias terpénicas,
acrescidos de moléculas menores, como alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de cadeia
curta. O perfil terpénico apresenta normalmente substancias constituidas de
moléculas de dez e de quinze carbonos, monoterpenos e sesquiterpenos,
respectivamente. Os terpenos sdo biossintetizados a partir da condensagdo de
unidades de cinco carbonos, o difosfato de isopentenila (IPP) e o difosfato de
dimetilalila (DMAPP), derivadas, em grande parte, da rota biossintética do acido
mevalonico. Posteriormente as estruturas basicas dos terpenos podem ser
modificadas por redu¢des, oxidagdes e ciclizacdes.

Estdo associados a varias fungdes necessarias a sobrevivéncia do vegetal em
seu ecossistema, exercendo papel fundamental na defesa contra microorganismos e
predadores, e também na atragdo de insetos e outros agentes polinizadores.

De acordo com o grupo taxondmico ao qual pertencem, as diversas espécies
de plantas acumulam esses elementos volateis em 6rgdos anatdmicos especificos,
como, por exemplo, tricomas glandulares e cavidades secretoras.

Entre os principais métodos de extracdo de Oleos essenciais estdo a
hidrodestilagdo, a destilagdo por arraste de vapor d’agua e a extracdo com CO;
supercritico. A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas constitui
atualmente umas das técnicas mais utilizadas para a identificagdo dos constituintes

dos 0Oleos essenciais.
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Do ponto de vista econdmico, os Oleos essenciais de plantas sdo fonte de
substancias de usos variados nas industrias farmacéutica, alimenticia, de cosméticos,
para produ¢do de sabdes, perfumes, desinfetantes, artigos de toalete, dentre outros.
Essas aplicagdes se devem aos seus odores e sabores caracteristicos, bem como as

suas variadas atividades bioldgicas como bactericida, fungicida, inseticida e outras.
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ABSTRACT

Essential oils are mixtures of volatile secondary metabolites responsible for
the aroma of herbs. They can be produced in various organs of plants and, although
the lipophilic character they possess, are chemically different from fixed oils consist
mainly of triglycerides.

Chemically, most of them consist of substances terpenic plus smaller
molecules such as alcohols, esters, aldehydes and ketones short chain. The profile
normally has terpene substances consisting of molecules of ten to fifteen carbons,
monoterpenes and sesquiterpenes, respectively. The terpenes are biosynthesized from
the condensing units of five carbons, isopentenyl diphosphate (IPP) and
dimethylallyl diphosphate (DMAPP), stemming in large part from the mevalonic
acid biosynthetic pathway. Subsequently, the basic structures of the terpenes can be
modified by reduction, oxidation and cyclization.

It are associated with various functions necessary for survival of the plant in
its ecosystem, playing a key role in defense against microorganisms and pests, and
also in attracting insects and other pollinators.

According to the taxonomic group to which they belong, all species of plants
accumulate these volatile elements in specific anatomical organs, for example,
glandular and secretory cavities.

Among the main methods of extracting essential oils are steam distillation,
the hauling of water vapor and extraction with supercritical CO,. The gas
chromatography/mass spectrometry is currently one of the most widely used
techniques for the identification of constituents of essential oils.

From an economic standpoint, the essential oils of plants are a source of
substances of varied uses in the pharmaceutical, food, cosmetics, for production of
soaps, perfumes, disinfectants, toiletries, among others. These applications are due to
their characteristic odors and flavors, as well as their various biological activities

such as bactericidal, fungicidal, insecticidal and others.
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1.1  Aspectos Historicos dos Oleos Essenciais

Desde os tempos remotos o homem demonstrou grande interesse pelas
fragrancias emitidas pelas plantas, que mais tarde seriam denominadas Oleos
essenciais. Possivelmente se observara que o aquecimento durante o processamento
da planta causava a evaporacdo dos principios odoriferos, que apos resfriamento e
condensagdo formava uma mistura de duas fases compostas pelo 6leo e dgua.

As bases da industria de 6leos essenciais foram concebidas e desenvolvidas
no Oriente, especialmente no Egito, Pérsia e India e no Ocidente alcangou seu pleno
desenvolvimento.

Em seu compéndio de historia natural “De Materia Medica”, datado de cerca
de 450 a.C. e que dominou a medicina por mais de 1500 anos, Dioscorides ja
menciona o uso da turpentina (6leo essencial da planta de mesmo nome) e fornece
informagdes parciais sobre os métodos utilizados em sua producao.

O primeiro relato auténtico de destilacao para obtencao de 6leos essenciais foi
feito pelo fisico cataldo Arnald de Villanova (1253-1311) que descreve a destilagdo
do 6leo de turpentina, dentre outros produtos.

Entre 1500 e 1507, em Strassburg, surgem dois volumes do famoso livro de
destilacdo “Hieronymus Brunschwig’s: Liber De Arte Distillandi” no qual se
mencionam apenas quatro Oleos essenciais, os de turpentina, caule de juniparo,
alecrim e cravo. Em 1546, Valerius Cordus publicou o “Dispensatorum
Pharmacopolarum” onde trés oOleos essenciais foram descritos, de turpentina,
lavanda e juniparo. Todavia, em sua 2* edicdo em 1592, o autor lista 61 Oleos
essenciais, ilustrando o rapido desenvolvimento do conhecimento destas misturas e
sua aceitagdo oficial.

Relatos de métodos, objetivos e resultados de destilagdo em tempos remotos
sdo escassos € extremamente vagos. Todavia, para os tempos mais recentes, um
excelente historico do desenvolvimento cientifico e industrial em relagdao aos 6leos
essenciais foi sintetizado por Kubeczka (2010). Algumas destas informacdes estdo
sumarizadas adiante.

Fundamentadas inicialmente pelos estudiosos franceses, as investigagoes

sistemdticas dos Oleos essenciais surgiram somente a partir do século XIX. A
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primeira delas ¢ atribuida a M. J. Dumas (1800-1884) que em 1833 publicou o
primeiro tratado dedicado aos Oleos essenciais, denominado “Liebig’s Annalen der
Pharmacie”.

Os estudos mais antigos e de extrema relevancia acerca da quimica destes
compostos foram, em grande parte, realizados no laboratorio de Kekulé (1829-1896).
A este pesquisador se atribui a criagdo do termo terpeno, em alusdo ao oOleo de
turpentina, que inicialmente designava os compostos de formula geral CioHie
presentes nos 0leos essenciais.

Ao lado de outros discipulos deste pesquisador, Otto Wallach realizou uma
importante investigacao, utilizando destilagdo fracionada para isolar os constituintes
dos oleos. Por meio de reagdes simples, principalmente com 4acido cloridrico e
bromo, estes pesquisadores geralmente obtinham produtos cristalinos, que lhes
permitiram descrever, ja em 1891, as caracteristicas basicas dos terpenos pineno,
canfeno, limoneno, dipenteno, felandreno, terpinoleno e fencheno. O empenho deste
grupo de pesquisa contribuiu notavelmente para o conhecimento cientifico
produzindo cerca de 180 artigos sumarizados no livro “Terpene und Campher”
(Wallach, 1914). Em 1887, Wallach sugeriu que os terpenos poderiam ser
construidos a partir de unidades de isopreno. Pelo conjunto da obra, Wallach foi
agraciado em 1910 com o Prémio Nobel em Quimica “em reconhecimento a sua
excepcional pesquisa em quimica e especialmente no campo dos compostos
aliciclicos”. Também honrado com o Prémio Nobel em Quimica em 1939, L.
Ruzicka fundamentou a “regra do isopreno” na quimica dos terpenos.

Com base numa grande cole¢do de dados empiricos, na segunda metade do
século passado, R. B. Woodward desenvolveu as chamadas “regras de Woodward”,
que aplicam a espectroscopia no ultravioleta para determinar estruturas de terpenos.

Destes tempos até os dias atuais, a utilizagdo de técnicas de separagdes
cromatograficas e da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear permitiu o
crescimento exponencial do conhecimento acerca dos Oleos essenciais e seus

constituintes.
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1.2 Composicdo Quimica dos Oleos Essenciais

Oleos essenciais sdo misturas complexas, as vezes contendo mais de 100
substancias. Muitos 6leos possuem um ou dois componentes majoritarios que lhes
conferem seus sabores e odores caracteristicos, porém podem estar presentes muitos
outros compostos minoritarios. Os constituintes dos Oleos essenciais pertencem
quase que exclusivamente a duas classes de compostos, os terpenos e o0s
fenilpropanoides. Destes, os terpenos sao expressivamente os mais abundantes, e os
fenilpropanoides, quando ocorrem, sdo geralmente os principais responsaveis pelo
odor e sabor (Lobo e Lourenco, 2007). Exemplos destes compostos e suas plantas

produtoras sdo apresentados na Tabela 1.1.

1.2.1 Terpendides

Representam o maior e mais diversificado grupo de compostos naturais de
plantas, ocorrendo em quase todas elas. Sdo formados por unidades isoprénicas e
classificam-se de acordo com o niimero destas unidades que compdem sua estrutura.
Assim temos: hemiterpenos, com cinco carbonos; monoterpenos, com 10 carbonos;
sesquiterpenos, com 15 carbonos; diterpenos, com 20 carbonos; triterpenos, com 30
carbonos; tetraterpenos, com 40 carbonos; e politerpenos ou poli-isoprendides, com
inimeras unidades de cinco carbonos. Os monoterpenos e sesquiterpenos sao os mais
frequentemente encontrados nos 6leos volateis. Podem apresentar estruturas ciclicas,
alifaticas e aromadticas, bem como a adi¢cdo de 4&tomos de oxigénio formando alcoois,
cetonas, aldeidos e ésteres. Quanto maior o nimero de carbonos, maior o potencial

para diversidade estrutural e estereoquimica destes compostos.
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Tabela 1.1 — Exemplos de constituintes dos Oleos essenciais e suas plantas

produtoras
Componente
Planta produtora Referéncia
principal
RO
oH Cai e Wu (1996)
. . Eugenol
Syzygium aromaticum
Fenilpropanodide
(Myrtaceae) ( prop )
Cravo-da-india
NNy
| Barbosa et al. (2006)
Lippia alba Geranial
(Verbenaceae) (Monoterpeno)
Erva-cidreira
x

Cannabis sativa

(Cannabaceae)

Maconha

(E)-B-cariofileno
(Sesquiterpeno)

Gertsch, et al. (2008)

Figuras: cravo-da-India: http://www.boticaraizes.com.br/chasemfolhas.htm e http://www.vidaslusofonas.pt/garcia_da_orta.htm;

Lippia Alba: arquivo pessoal e http://portal.ics.trieste.it/maps/MedicinalPlants_Plant ImageExplained.aspx?id=1154;

Cannabis: http://www.thegooddrugsguide.com/gallery/cannabis/other-cannabis/cannabis-sativa-leaves.htm e

http://quiprona.wordpress.com/2010/05/11/caminho-para-a-modernidade/
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1.2.2 Fenilpropandides

Os esqueletos dos fenilpropanodides consistem de um anel aromatico de seis
carbonos com uma cadeia lateral de trés carbonos. Esta cadeia lateral sempre contém
uma dupla liga¢do, mas apenas ocasionalmente um grupo funcional oxigenado. O

anel aromatico pode se apresentar substituido.

1.3  Origem Metabolica dos Oleos Essenciais

A magnifica proeza chamada fotossintese realizada pelos vegetais ¢
responsavel pela manutencdo de quase toda a vida existente no planeta. As
substancias produzidas neste processo sdo as precursoras primarias para todos os
blocos constituintes do corpo da planta e todos os organismos heterotréficos. Estes
blocos estruturais sdo representados por quatro grupos de macromoléculas essenciais
e presentes em todos os seres vivos, as proteinas, lipideos, acidos nucléicos e
carboidratos.

O conjunto de processos bioquimicos que produzem e degradam estas
macromoléculas ¢ conhecido como metabolismo primdrio e estas substincias
denominadas metabolitos primarios (Von-Poser ¢ Mentz, 2003). Por analogia, as
micromoléculas, que apresentam distribuicdo mais restrita entre os grupos vegetais,
passaram, historicamente, a serem chamadas de metabdlitos secundarios. Porém,
uma definicdo mais aprimorada ¢ dada por Buchanan et al. (2000), distinguindo os
metabolitos primarios como o0s compostos que participam da nutrigdo e dos
processos metabolicos essenciais, e os metabolitos especiais (ou produtos naturais)
que influenciam as interagdes ecologicas entre a planta e o ambiente.

E evidente que ha interconexao entre os produtos do metabolismo primario e
secundario, pois a partir de um nimero muito limitado de precursores se origina
grande quantidade de compostos (Figura 1.1). Trés principais rotas biossintéticas
produzem a maior parte de todos os metabolitos secundarios (Ruiz 2002). A via do
acetato se caracteriza pela utilizacdo do acetil coenzima-A para a derivagdo de uma

sériec de compostos. Em resumo, a coenzima-A atua como excelente grupo
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abandonador para produgdo dos policetideos pela condensacao dos grupos acetatos.
Estes, por sua vez, originam acidos graxos por reducdo, antraquinonas por ciclizagdao
e outros compostos que se situam na interface entre o metabolismo primario e
secundario. Pela via do chiquimato, o acido chiquimico ¢ o ponto de partida para
formag¢ao de compostos aromaticos como acidos cinadmicos, cumarinas, ligninas e
aminoacidos aromaticos que sdo precursores diretos dos alcaldides e
fenilpropanoides. Finalmente, o 4&cido mevalonico, formado a partir de trés moléculas
de acetil coenzima-A, nomeia a via do mevalonato que origina uma série de
compostos diferentes aos da via do acetato, como os terpenos (principais
componentes dos 6leos essenciais) e esterdides. Contudo, ainda podem haver vias
mistas como a produc¢do de flavondides a partir de um policetideo (via do acetato) e

acido cinamico (via do chiquimato).

CO, +H,0 )
+ Radiagao Glicose
Fotossintese
Solar \Glicélise
OOH Lignanas
2P i Coumarinas
Fosfoenol ~(, \ Flavonoides
piruvato OH Y OH
OH
\ Acido Chiquimico
Policetideos 9 L QOH | Terpendides
Lipidios CoA OH OH
Acetil Acido
Coenzima-A Mevalonico

Figura 1.1 — Principais rotas biossintéticas de alguns metabdlitos primarios e

secundarios. Adaptado de Lobo e Lourenco (2007)
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1.3.1 Biossintese de Terpendides

Embora Ruzicka tenha consagrado a regra do isopreno para os compostos

terpénicos, atualmente sabe-se que os precursores bioldgicos para a sua sintese sdo o

difosfato de 3,3’-dimetilalila (DMAP) e o difosfato de 3-isopentenila (IPP). Existem

duas vias biossintéticas possiveis para a formacdo do DMAP e IPP, a via do

mevalonato e a via do fosfato de desoxixilulose, esta descoberta recentemente e

parece ser conspicua nos vegetais (Lobo e Lourengo, 2007).

A rota do mevalonato ¢ iniciada pela combinagao de trés acetatos produzindo

o acido mevalonico e também parece ser um processo universal nas plantas

superiores (Figura 1.2). E responsavel pela produgdo de compostos vitais para os

processos celulares, como os esterdides.

e
SCoA
O

@‘/JL\SCOA

H®
o) O
//ﬂ\\/JL\SCOA

O

@//M\SCOA

Mevalonato

O

HMG-CoA
sintetase

NADPH, H*
<—

HMG-CoA
redutase

(- HSCoA)

@)
Acetoacetil

Acetoacetil-CoA
tiolase M ;
— SCoA coenzima A

~

(@) SCoA
3-hidroxi-3metilglutaril-SCoA
(HMG-CoA)

NADPH, | HMG-CoA
H* redutase

O oH H

20 SCoA
OH

//,,,

Figura 1.2 - Biossintese do mevalonato. Adaptado de Lobo e Lourengo (2007)
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A modifica¢do inicial do acido mevaldnico o converte a uma estrutura de
cinco atomos de carbono, com arranjo semelhante ao isopreno que ¢ tipico de
monoterpenos e sesquiterpenos (Figura 1.3). De fato, duas formas deste
intermediario de cinco carbonos sdo produzidas, IPP e DMAP. IPP ¢ o produto
inicial formado a partir do mevalonato e ¢ entdo convertido em DMAP pela agdo da

enzima isopentenil pirofosfato isomerase (Gershenzon e Croteau, 1990).

i OH 3 0] O
S )W 2ATP M I I
0 OH ———>~0 (A O—P—O—P—OH

Mevalonato Og Og¢g

(- COy e HzO)l

)\/\ (I? |c|) Isomerase )\/\ (”) 9
O—P—0—P—OH == = o

P—O—P—OH
@) o] (|) (|)
Pirofosfato de dimetilalila Pirofosfato de isopentila
(DMAPP) (IPP)

Figura 1.3 — Biossintese de difosfato de 3,3’-dimetilalila (DMAP) e o difosfato de 3-
isopentenila (IPP) a partir do mevalonato. Adaptado de Lobo e
Lourenco (2007)

Na via da 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP), este composto ¢ formado a
partir de dois produtos da glicolise, o &cido piravico e o D-gliceraldeido, num
processo mediado pela coenzima tiamina difosfato (TPP). Por meio de um rearranjo
tipo pinacolico seguido de reducdo, a DXP ¢ convertida em 2-C-metil-D-eritritol-4-
fosfato, o qual origina o IPP por uma sequéncia de reacdes ainda ndo elucidadas

(Figura 1.4).
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CO,H 0 9\ CO, OH 'j oP
COH Tpp o 3/ OH \lE/
acido piravico R, H R, lR2
| Ho QH
OH rearranjo Y -TPP \/K'\‘/\OP
%Y\OP ‘.—.Jl ~ Oop Rl%a\f/ SI—?H
tipo pmacol/ O OH —
O OH
SR,
NADP
I 5
OH
OP ---_» NH,
OH OH )\/\OPP INGPNPN R@.
PP /1\\1\ | N S = N S
N -
R,
dif osfato de tiamina%BP)

Figura 1.4 — Biossintese de difosfato de 3,3’-dimetilalila (DMAP) e o difosfato de 3-
isopentenila (IPP) a partir da 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP).
Adaptado de Lobo e Lourenco (2007)

Independente de sua origem, uma molécula de IPP ¢ uma de DMAP sao
combinadas pela acdo de outra enzima, geranil pirofosfato sintase, produzindo o
geranil pirofosfato (GPP), o primeiro intermedidrio de monoterpeno detectavel
(Figura 1.5). Este processo pode ser continuado pela adi¢ao de outro IPP ao GPP,
resultando na formagdo do primeiro sesquiterpeno com 15 carbonos, o farnesil
pirofosfato (FPP). A adi¢ao de novas unidades de cinco carbonos pode se estender
dando origem aos diterpenos com 20 carbonos. A formacao dos terpenos com 30
carbonos (triterpenos) ocorre pela combinagao de duas moléculas de sesquiterpenos e
dos terpenos com 40 carbonos (tetraterpenos) pela combinagao de duas moléculas de

diterpenos.

21



IPP

oPP

Pirofosfato de geranila

GPP
DVAPP
GPP
NS
OPP
H _—
| (-HOPP)
IPP - ;
PPG (E,E)-pirofosfato de farnesila
(FPP)

Figura 1.5 — Combina¢ao de unidades de IPP ¢ DMAP. Adaptado de Lobo e
Lourenco (2007)

1.3.2 Biossintese de Fenilpropanoéides

Os fenilpropandides sdo formados principalmente a partir de aminoacidos
aromaticos derivados da rota do chiquimato. O 4cido chiquimico ¢ produzido pela
adi¢do de uma molécula de fosfoenol piruvato a um acgucar, a eritrose-4-fosfato, que
origina um 4cido de sete carbonos (Figura 1.6). Essa reacdo de aldol ¢ seguida pela
eliminagdo do fosfato e adi¢do da carbonila produzindo o hidroquinato. A atuacdo de
uma enzima garante a eliminagdo estereoespecifica de um prdéton proquiral e,
finalmente, a redu¢do da carbonila a alcool produz o chiquimato.

A rota do chiquimato dé origem a fenilalanina que ¢ precursor da maioria dos

fenilpropanoides (Figura 1.7).
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fosfoenolpiruvato

desidroquinato

Z
Z
Z
z
7l

H OH
chiquimato

Figura 1.6 — Formacao do chiquimato a partir da eritrose-4fosfato e fosfoenol

piruvato. Adaptado de Lobo e Lourengo (2007)
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Figura 1.7 — Biossintese da fenilalanina. Adaptado de Lobo e Lourengo (2007)

1.4 Local de Producéo dos Oleos Essenciais nos Vegetais

As rotas biossintéticas descritas acima ocorrem por meio de um

intercdmbio bioquimico de produtos e precursores entre os diversos compartimentos

celulares, como plastidios, reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias e citosol

(Figura 1.8).
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(-)-limoneno
6-hidroxilase

Figura 1.8 — Biossintese de terpenos em diferentes compartimentos das células

secretoras

Embora uma rede de compartimentos trabalhe em conjunto neste processo
de biossintese, apenas algumas células ontogeneticamente diferenciadas para a
funcdo secretora possuem a maquinaria enzimatica adequada para levar a cabo a
producdo dos oOleos essenciais. Estas células especiais se localizam em estruturas
bem definidas anatomicamente que podem estar presentes em qualquer 6rgao dos
vegetais. Podem ser estruturas externas, como os tricomas secretores, ou internas,

como os ductos e cavidades secretoras.
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1.4.1 Estruturas Secretoras Externas

Os tricomas secretores representam as estruturas vegetais externas
produtoras de Oleos essenciais. Eles estdo entre as primeiras estruturas vegetais
reconhecidas e descritas pelos pioneiros da microscopia no século XVII, Hooke
(1665), Grew (1682) e Malpighi (1686). Desde entdo, tricomas tém sido estudados
intensivamente, principalmente devido a sua ubiquidade entre os vegetais superiores,
suas diferentes fungdes e da extrema variagdo morfolégica tanto dos tricomas
individualmente como da composi¢do geral do indumento da planta. Tricomas
secretores ou glandulares estdo envolvidos na secrecdo de substancias de naturezas
diversas como solugdes salinas, solu¢des de acgucares, mucilagens e materiais
lipofilicos (Fahn, 1979). Porém, os terpendides sdo claramente os compostos mais
comuns e estruturalmente mais diversos encontrados em tricomas glandulares
(Kelsey et al., 1984).

Tricomas secretores de 6leo essencial ocorrem em diversas familias. Dentre
estas, a familia Lamiaceae tem sido uma das mais estudadas em termos quimicos e
anatomicos, em vista da grande importancia econdmica dos oOleos essenciais
produzidos em seus tricomas glandulares. Menta piperita, por exemplo, acumula
grandes quantidades de monoterpenos em tricomas glandulares peltados que
consistem de uma célula basal, uma célula da coluna, oito células secretoras e uma
cavidade subcuticular de estocagem de 6leos essenciais (Figura 1.9). O estudo destes
tricomas revelou serem as células secretoras o local da sintese dos monoterpenos
nesta espécie. A biossintese se inicia com a ciclizacdo do geranil difosfato, derivado
do isopentenil pirofosfato (IPP) e dimetil alil pirofostato (DMAP) originados dos
plastidios. Os demais passos da biossintese dos terpenos estdo representados na
Figura 1.8 e envolvem os plastidios, reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias e

o citosol.
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Elevagéo da
Cuticula

Cavidade subcuticular de
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Esquema do tricoma secretor
de Menta piperita

Eletromicrografiade transmisséo do
tricoma secretor de Menta piperita

Figura 1.9 — Representacdo esquematica do tricoma secretor de Mentha piperita
(adaptado de Kutchan, 2005) e eletromicrografia de varredura deste

tricoma (Turner et al., 2000)

1.4.2 Estruturas Secretoras Internas

As estruturas internas sdo representadas pelos ductos e cavidades
secretoras. As células secretoras destas estruturas liberam o 6leo essencial em um
espaco interno, o lume, que ¢ isodiamétrico nas cavidades e alongado em um tnico
plano nos ductos (Appezzato-da-Gloria e Carmello-Guerreiro, 2006). Estas estruturas
sdo as principais responsaveis pela grande producdo de dleos essenciais extraidos de

plantas como as da familia Myrtaceae (Figura 1.10).
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Melaleuca alternifolia

—_— Myrtaceae
50 pm (My )

Figura 1.10 — Cavidade secretora preenchida por 6leo essencial em corte transversal

de folhas de Melaleuca alternifolia (Silva, 2007)

1.4.3 Importincia do Estudo Anatdomico das Plantas Aromaticas

Quanto a fungdo, as estruturas secretoras estdo relacionadas a adaptagdo da
planta as condigdes edaficas, climaticas e de defesa contra herbivoria e ataque de
patogenos, bem como atracdo de polinizadores e dispersores de sementes (Fahn,
1979; Bentley e Elias, 1983; Roshina e Roshina, 1983). Desta forma, a fun¢do das
estruturas secretoras estd diretamente relacionada a fung¢do dos metabolitos
secundarios produzidos pelas plantas.

Estruturas secretoras estdo presentes em diversas familias de plantas. O
conhecimento de sua morfologia, anatomia e ultraestrutura sdo essenciais para se
compreender sua fun¢do na planta (Fahn, 1979), bem como para a escolha adequada
da parte do corpo da planta a ser extraido e os métodos adequados de coleta e
secagem do material vegetal. Por exemplo, plantas onde os 6leos essenciais sdo
sintetizados e acumulados em tricomas, como em muitas espécies das familias
Asteraceae, Lamiaceae e Verbenaceae se submetidas a processos drasticos de
secagem, podem perder grande parte dos tricomas comprometendo o rendimento do

oleo essencial.
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1.5 Importancia Ecoldgica dos Oleos Essenciais

Holopainen (2004) divide as fun¢des dos compostos volateis induzidos por
herbivoria em quatro niveis, celular, superficie da planta, ecossistema e atmosfera.

Ao nivel celular, eles podem atuar na protecdo contra danos provocados por
oxidagdo. Por exemplo, o 4cido jasmonico e o jasmonato de metila sdo liberados
pelos tecidos lesados de algumas plantas, imediatamente apds um estresse bidtico ou
abiotico (Figura 1.11). Estudos em Arabidopsis expostas a danos por O;
evidenciaram a redu¢do da concentragdo de peroxido de hidrogénio (H»O;) e 4cido
salicilico, evitando a morte celular. Isto sugere que a resisténcia da planta a Os esta
ligada a producdo do acido jasmonico e a possivel produgdo de compostos volateis
que neutralizam o Os_ Isopreno e alguns monoterpenos ao neutralizar o Os, reduzem a
producdo de espécies reativas de oxigénio bem como perdxido de hidrogénio (H,0,)

e radicais hidroxilas (HO-) no apoplasto.

Acido Jasménico

o) SN __—> terpenos

\I\:>\/CO " —> Compostos voldteis \

2

/ \ Volateis das Folhas Verdes

Inibidores de proteinases Alcaloides ﬂCHon ACHO

Cis-3-hexen-1-ol Trans-2-hexenal

Figura 1.11 — Acido Jasmonico como indutor de defesa frente & herbivoria (Ruiz,

2002)

Ao nivel da superficie foliar, atuam na prote¢do contra patdogenos e também
contra a oxidagdo. A camada que limita a superficie foliar (aproximadamente 5 mm
de espessura) apresenta um microclima com maior umidade, favorecendo o
desenvolvimento de pequenos herbivoros, bactérias e hifas de fungo. A produgdo de
volateis com atividades antimicrobianas ¢ fundamental para a protecdo da planta.
Esta concentracao de terpenos ao redor da superficie foliar se deve as emissdes que
atravessam a cuticula mesmo quando os estdmatos se encontram fechados. Isoprenos
e monoterpenos reagem com O; reduzindo o estresse oxidativo provocado,

especialmente na atmosfera Umida. Quando a sintese destes monoterpenos ¢
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bloqueada, espécies reativas de oxigénio como H,0,, rapidamente se acumulam na
folha. Também as flores liberam volateis, que além do papel de atrair polinizadores,
sugere-se que outro importante papel seria proteger os o6rgdos reprodutivos e suas
c¢lulas germinativas de patégenos ou danos provocados por Os.

Num sentido mais amplo, as plantas se encontram sésseis (imoveis) em seu
habitat e se servem da produgdo, acimulo e emissdo de micromoléculas como
veiculos de comunicacdo com seus pares ecologicos. A fun¢do mais bem
compreendida dos volateis produzidos pelas plantas é seu papel semioquimico. O
termo semioquimico se refere aos compostos quimicos responsaveis pela
comunicagdo entre organismos, ou seja, moléculas encarregadas de levar mensagens
entre membros de uma mesma espécie ou espécies diferentes. Componentes como a
volicitina presente na saliva dos herbivoros e em regurgitados de insetos sdo
indutores da producdo de volateis. Quando o inseto ataca a planta, produz-se
interacdo entre suas secrec¢oes orais € os tecidos lesados da plantas, que por hidrdlise
lipidica, liberam 4cidos que provocam a acumulagdo de acido jasmonico no local da
lesdao (Ruiz, 2002). Como discutido anteriormente, o acido jasmoénico atua como
potente sinal para induzir a sintese de metabolitos secundarios. Assim se ativam
varias rotas metabolicas que produzem proteinases para tornar os tecidos da planta
menos digeriveis para o inseto, aumento do teor de toxinas, alcaldides ou compostos
volateis que atraem os inimigos naturais do herbivoro (predador ou parasita).

Finalmente, ao nivel da atmosfera, os volateis das plantas podem atuar no
controle da temperatura, umidade e niveis de irradiacdo. Protecdo contra radiacdes
nocivas UV-B ¢ um forte fator de selecdo na evolugdo das plantas terrestres.
Evolutivamente, o oxigénio liberado por algas e cianobactérias no Periodo
Cambriano e Ordoviciano (590-438 milhdes de amos atras) alcangaram taxas de 2%
ha 410 milhdes de anos. Estima-se que nesta época oxigénio comegou a filtrar os
raios UV pela formac¢do da camada de ozonio. A emissdo de compostos volateis
ocorre tanto em angiospermas como em musgos € samambaias que emitem isopreno
e gimnospermas como as coniferas que emitem grande quantidade de monoterpenos.
Segundo Holopainen (2004), os volateis teriam um papel substancial nos processos
que ocorrem na troposfera, ja que aproximadamente 80% dos volateis sdo
quimicamente reativos, podendo regular a capacidade oxidativa da troposfera, bem

como do monoxido de carbono e o0zdnio. Na presenca de luz solar, com altas
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concentragdes de 6xido de nitrogénio (NO), provenientes da acdo antropica, alguns
compostos volateis participariam da formagdo de Os fitotoxico, que embora
desvantajoso para planta, levaria a precipitacdo de nitrogénio, o que compensaria o
dano causado por Os nos tecidos. Por outro lado, quando os niveis de NO na
atmosfera sdo baixos, a oxidagdo de volateis remove o O3 da troposfera e produz
particulas de aerossol mdveis que seriam uma efetiva protecdo contra excesso de
radiagdo UV-B. Porém todos estes processos ainda sdo pouco conhecidos. Ha
evidéncias de que as plantas promoveriam a formagdo de aerossoOis para protecdo
contra radiagdo UV-B porque a emissdo de monoterpenos aumenta em plantas
submetidas a emissoes crescentes de UV-B bem como se observa a ativacao de genes
relacionados a sintese de acido jasmonico. Ainda, estas particulas de aerossol
dispersas na atmosfera podem atuar como nucleos de condensagdo para o vapor

d’agua, tendo assim influéncia sobre a precipitacao de chuvas.

1.6 Importancia Econdmica e Aplicacdes dos Oleos Essenciais

Do ponto de vista econdmico, os dleos essenciais de plantas sdo fonte de
substancias de usos variados nas industrias. Seu uso vem ganhando impulso, tanto
devido ao interesse crescente de consumidores em ingredientes de fontes naturais
como também devido a crescente preocupagdo relacionada ao uso de substancias
potencialmente prejudiciais como aditivos sintéticos na alimentagdo (Reische et al.,
1998).

Estudos confirmam a atividade antimicrobiana de varias espécies de plantas
produtoras de 6leos essenciais que revelam desde atividade inseticida, antibacteriana,
antifingica, antiplasmodial e varios outros usos medicinais (Bakkali ef al., 2008). Os
6leos essenciais e seus constituintes tém sido amplamente utilizados como
flavorizantes, ¢ agentes antibacterianos também na industria alimenticia. Fatores
como estrutura, grupo funcional e composicdo do Oleo essencial determinam sua
atividade bioldgica e suas propriedades fisico-quimicas, determinando sua aplicagdo

comercial.
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Segundo Dorman e Deans, (2000), 6leos essenciais com elevado teor de
compostos fenodlicos apresentam maior atividade. Entre estes, os dleos de cravo-da-
india, orégano, alecrim, tomilho e salvia sdo apontados por seu efeito contra
microorganismos. Eles tém agdo mais efetiva contra bactérias gram-positivas
(Marino et al., 2001). Os dleos esséncias com alto nivel de eugenol e cinamaldeido
bem como citral exibem forte atividade antimicrobiana (Lis-Balchin et al., 1998).
Nesta ultima década, tem-se destacando como alternativa no tratamento de
microrganismos resistentes a antibidticos. O aparecimento da resisténcia aos
antibidticos mais comuns tem-se revelado um problema crescente a nivel mundial
(Essawi e Srour, 2000).

ApoOs a analise sistematica e cuidadosa de 12.995 documentos de patentes
depositadas nos Estados Unidos entre 1980 até 2003 para o tema dos oleos
essenciais, Silva-Santos et. al. (2006) sumarizaram informagdes interessantes a
respeitos destas substancias. Os depdsitos de patentes envolvendo compostos
terpénicos e terpendides nas areas de preparacdes medicinais contabilizaram 13,95%;
para manipulacdo genética de plantas superiores e microrganismos para sintese de
terpenos, 8,37%; para tensoativos, 4,04%; para polimeros, 3,32% e para cosméticos,
3,10%. A Companhia norte-americana Procter ¢ Gamble possui 2,01% das patentes
listadas na pesquisa seguida por Colgate-Palmolive (1,38%) e a empresa francesa
L’oreal (2,01%) e a alema Hoescht (1,09%). O que demonstra, ao nivel global, uma
crescente busca por novas tecnologias para areas de tensoativos, compostos
farmacéuticos ¢ polimeros utilizando-se dleos essenciais, compostos terpénicos e
terpendides.

Neste contexto, os estudos das plantas aromaticas produtoras de o6leos
essenciais sdo promissores, pois possibilitam identificar quimidtipos distintos
adequados as diferentes condigdes ambientais, em especial para as espécies que sdo

cultivadas para produgao de 6leos essenciais de elevado valor comercial.
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1.7 Oleos Essenciais na Agroquimica

Como dito, alguns principios ativos de produtos agroquimicos comerciais
foram idealizados e desenvolvidos seguindo modelos de metabdlitos secundarios.
Exemplo desta aplicacdo pode ser dado pelo desenvolvimento dos herbicidas
Callisto®, comercializado pela Syngenta, e Mikado®, vendido pela Bayer
CropScience. Estes produtos foram inspirados na estrutura da leptospermona (Figura
1.12), um dos componentes majoritirios do Oleo essencial de Leptospermum
scoparium J. R. & G. Forst (Myrtaceae) (Klink et al., 1999). Este constituinte
também ¢ secretado pelas raizes de Callistemon citrinus, que nomeou o produto
Callisto®, cuja substancia ativa, mesotriona, foi produzida por meio de modificagdes
estruturais da leptospermona (Mitchell et al., 2001). A sulcotriona ¢ o ingrediente
ativo de Mikado® (Chaabaiane et al., 2005). O herbicida comercial cinmetilina,
também ¢é outro exemplo. E composto por um éter derivado do monoterpendide
natural 1,4-cineol (Romagni et al., 2000a, b; Duke e Oliva, 2004), que foi

desenvolvido para o controle de gramineas anuais e ¢ vendido pela Sigma Aldrich.

O O O O O O NO,
O o) SO,Me @) SO,Me
Leptospermona Sulcotriona Mesotriona
0 0
9e
H
1,4-cineol Cinmetilina

Figura 1.12 — Exemplos de herbicidas comerciais (sulcotriona, mesotriona e
cinmetilina) derivados de substancias fitotoxicas de Oleos

essenciais (leptospermona e 1,4-cineol)
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As substancias dos 6leos essenciais, sem alteragdes quimicas, também sao
utilizadas diretamente como agentes protetores de culturas e produtos estocados. Nos
Estados Unidos, a Mycotech Corporation comercializa os produtos Cinnamite® e
Valero®, utilizados na horticultura, vinicultura e citricultura devido a suas acdes
inseticida, acaricida e fungicida. Ambos tém como principio ativo o cinamaldeido,
um dos constituintes majoritarios do oleo essencial de canela, Cinnamomum spp.

(Lauraceae).

1.8 Metodologias de Extracédo e Andlise Quimica de Oleos Essenciais

Os ¢6leos essenciais podem ser extraidos por diversos métodos: utilizando-
se CO; liquido, forno de microondas, arraste de vapor ou hidrodestilacdao, dentre
outros. O método de extracdo pode variar de acordo com a destinagdo do uso do 6leo.
Para producao de perfumes, por exemplo, a extragdo com solventes lipofilicos e as
vezes com CO, supercritico ¢ preferida. O produto extraido pode variar em
quantidade, qualidade e composic¢do, de acordo com o clima, solo, 6rgdo da planta,
idade e estagio do ciclo vegetativo (Masotti et al., 2003; Angioni et al., 2006).
Assim, para se obter um 6leo essencial com composi¢do constante, deve-se realizar a
extragdo sob as mesmas condigdes, a partir dos mesmos orgdos vegetais cultivados
no mesmo solo e mesmas condigdes climaticas.

Também ¢ imperativo ressaltar que o material vegetal a ser utilizado para
extracdo do 6leo essencial seja identificado, herborizado e incorporado ao acervo de
um Herbério listado no Index Herbariorum.

A maioria dos 6leos essenciais comercializados ¢ analisada quimicamente
por separagdo por cromatografia gasosa e sua composi¢ao quimica acessada por meio
da espectrometria de massas. A identificagdo dos compostos ¢ feita por meio da
comparagdo dos espectros de massas da amostra, com os existentes no banco de

dados do aparelho e também pelos indices de retencao relativos (Adams, 1995).
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1.9 Bactérias

Bactérias sdo organismos unicelulares procariontes com diametro de
aproximadamente 2 um (Daves et al., 1990). Ao microscopio Optico, com poder de
resolugdo de 0,2 um, podem ser distinguidas em suas formas basicas: esféricas, os
cocos; forma de bastdes, bacilos; e as formas curvas, vibrides e espirilos (Figura

1.13).

Espirilos |

Vibrioes
%i >
Estafilococos
Bacilos —
1 pm

Figura 1.13 — Formas basicas de bactérias: esféricas, os cocos; forma de bastdes,

bacilos; e as curvas, vibrides e espirilos

(Fonte: http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Reinos/monera.php)

Ao microscopio eletronico revelam uma arquitetura distintiva dos procariotos,
com uma estrutura interna muito mais simples que as células eucaridticas (Figura
1.14). As principais estruturas visiveis no citoplasma sdo o nucledide e muitos
ribossomos. Em contraste ao interior, o envelope celular em volta do citoplasma das
bactérias ¢ mais complexo que das células eucariotas. Além de uma membrana

citoplasmatica, possuem uma parede celular rigida.
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Figura 1.14 — Estrutura geral de uma célula bacteriana

(Fonte: http://biosalecionario.blogspot.com/2010_04_01_archive.html)

Nos organismos Gram-negativos existe uma membrana externa adicional. A
parede celular das bactérias Gram-negativas ¢ mais fina que das Gram-positivas. A
parede celular espessa das bactérias Gram-positivas pode ser revestida por uma

capsula de proteinas ou polissacarideos (Figura 1.15).

Membrana Externa

Parede Celular
(Peptidoglicano)

Membrana Citopla smatica

Bacteria Gram-Negativa Bactéria Gram-Positiva

Figura 1.15 — Envoltorio celular de bactérias Gram negativas e positivas

(Fonte: http://biosalecionario.blogspot.com/2010_04 01 archive.html e
http://www.prof2000.pt/users/biologia/tcolgram.htm)
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Vérias bactérias sdo responsaveis pela contaminagdo de produtos estocados e
alimentos industrializados, causando sérios problemas de saude publica. Entre elas,
sdo exemplos as bactérias Gram-positivas Bacillus cereus e Staphilococus aureus, e
a Gram-negativa Escherichia coli.

Bacillus cereus ¢ uma bactéria aerobia facultativa, formadora de esporos,
comumente encontradas em solos, vegetais e em varios alimentos processados e crus,
como leite e derivados. Este microrganismo ¢ capaz de produzir toxinas, incluindo
enterotoxinas, uma potente toxina emética, fosfolipases, proteases e hemolisinas
(Finlay et al., 2002). O consumo de alimentos que contenham uma concentragdo
superior a 106 B. cereus/g pode resultar em intoxicacao alimentar. Esta espécie esta
entre as predominantes em surtos de intoxicagdo alimentar, causando diarréia e sendo
estas alteracdes atribuidas a acdo das enterotoxinas e da potente toxina emética
(Agata et al., 2002; Radhika et al., 2002).

Surtos relacionados a Bacillus cereus ja foram relatados nos EUA, Reino
Unido, Canadd, Holanda, Escandinavia e outros paises, envolvendo diversos
alimentos como fonte de veiculagdo, dentre eles produtos carneos, laticinios,
condimentos e arroz oriental. O “British Columbia Center for Disease Control”
(2002) relatou a ocorréncia de dois surtos de doenca transmitida por alimentos no
Canada, envolvendo mais de 100 pessoas devido a contaminacdo de leite por B.
cereus. No Estado de Sao Paulo, B. cereus foi identificado como agente etioldgico de
45 (4,8%) dos 932 casos de doengas transmitidas por alimentos notificados a
vigilancia epidemiologica em 2002.

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria resistente a uma variedade de agentes
antimicrobianos, sendo esta resisténcia freqlientemente codificada por genes
plasmidiais adquiridos via transdug@o. Seu habitat natural sdo as mucosas e a pele do
homem e de animais homeotérmicos, podendo contaminar alimentos em diversas
etapas do seu processamento, principalmente através do manipulador. E responsavel
por grande parte das intoxicagdes causadas pela ingestdo de alimentos contaminados.
A sua importancia, dentre outras espécies, como agente patogénico vem aumentando
com as infec¢des oportunistas, principalmente nos imunocomprometidos (Germano e
Germano, 2003).

A intoxicagdo causada por alimentos contendo enterotoxinas de S. aureus ¢é

um dos tipos mais comuns de doengas de origem alimentar. De acordo com os dados
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da Fundagao Ezequiel Dias, no estado de Minas Gerais entre 1995 e 2001 ocorreram
23 surtos, 660 casos € um obito, devido ao consumo de queijos contaminados por
toxinas estafilococicas (Carmo, 2004). Entre 2001 e 2003, no municipio de Sdo José
de Rio Preto foram notificados quatro surtos e 52 casos de intoxica¢do alimentar
causada por S. aureus (Peresi et al., 2004).

E. coli ¢ um membro da familia Enterobacteriaceae, que reune as bactérias
Gram-negativas anaerdbias facultativas e oxidase negativas. Esta presente no trato
intestinal dos animais (inclusive do homem) e exerce um efeito benéfico sobre o
organismo, suprimindo a multiplicagdo de bactérias prejudiciais e sintetizando uma
consideravel quantidade de vitaminas. Dentre as cepas de E. coli, entretanto, ha um
grupo patogénico para o ser humano. Atualmente hd seis grupos de E. coli
patogénicas reconhecidos: 1) E. coli enteropatogénica (EPEC), 2) E. coli
enterotoxigenica (ETEC), 3) E. coli enteroinvasiva (EIEC), 4) E. coli
enteroagregativa (EAggEC ou EAEC), 5) E. coli de aderéncia difusa (DAEC) ¢ 6) E.
coli Shiga Toxigénica (STEC) (Desmachelier e Grau, 1997). Estas cepas ocupam
hoje o segundo lugar entre os principais agentes de doenca alimentar nos Estados
Unidos, onde responderam por 7,4% dos surtos e 28,6% das mortes provocadas por
bactérias naquele pais no periodo de 1993-1997 (Olsen et al., 2000). E. coli ¢
também responsavel por um ter¢o dos casos de meningite neonatal, com a incidéncia
de 0,1 por 1000 nascidos vivos e ¢ a causa mais comum de septicemias adquiridas na

comunidade ou no ambiente hospitalar.
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2 Capitulo 2

COMPOSICAO QUIMICA E
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS
OLEOS ESSENCIAIS DE
VERBENACEAE:

FONTES ALTERNATIVAS DE
(E)-CARIOFILENO E GERMACRENO-D

RESUMO

Determinou-se a composi¢do quimica dos Oleos essenciais das
Verbenaceae: Aloysia virgata (Ruiz & Pav.) Pers., Lippia brasiliensis (Link) T.
Silva, Lippia sp., Lantana camara L., Lantana trifolia L. e Lantana montevidensis
(Spreng.) Briqg. Os 6leos essenciais foram extraidos por hidrodestilagdo em aparelho
tipo Clevenger e suas constitui¢des quimicas foram determinadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. Foi avaliada a atividade antimicrobiana
desses os 6leos. Observou-se que os 6leos essenciais das espécies Aloysia virgata,
Lippia brasiliensis, Lippia sp., Lantana camara, Lantana trifolia e Lantana
montevidensis, coletadas em Minas Gerais, possuem constitui¢do quimica variada e
compostas em grande parte por substancias sesquiterpénicas. E possivel observar um
padrao referente as concentragdes relativas dos constituintes majoritarios em relacao
aos géneros das plantas estudadas. As plantas do género Lippia apresentam maior
concentragdo de (E)-cariofileno que de germacreno-D, enquanto as plantas dos
géneros Lantana e Aloysia apresentam maior concentragdo de germacreno-D em
relacdo ao (E)-cariofileno. Observa-se também que o o6leo da espécie Lippia
brasiliensis possui ligeira alteracdo de constituicio ao longo das estacoes,
apresentando maiores concentragdes de constituintes oxigenados durante o periodo

frio e seco do ano. Para as espécies Lippia brasiliensis, Lantana camara ¢ Lantana
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trifolia, os Oleos extraidos das flores apresentam maiores concentragdes de
constituintes monoterpénicos que os Oleos extraidos das folhas. O 6leo extraido das
folhas da espécie Lantana camara ndo apresentou atividade contra as bactérias
estudadas. Os O6leos extraidos das folhas das espécies Aloysia virgata, Lippia
brasiliensis, Lantana trifolia e Lantana montevidensis apresentaram atividade
moderada contra as cepas de bactérias Gram-positivas B. cereus e S. aureus. Apenas
o 6leo extraido das folhas da espécie A. virgata foi ativo contra a bactéria Gram-

negativa E. coli.
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ABSTRACT

Chemichal Composition and Antibacterial activity of Verbenaceae Essential
Oils: Alternative sources of (E)-Caryophyllene and Germacrene-D. Essential oils
from the leaves of Verbenaceae species Aloysia virgata, Lantana camara, Lantana
trifolia, Lantana montevidensis, Lippia brasiliensis and Lippia spp., were
investigated for its chemical composition and antibacterial activity. The volatile oils
were characterized by a high content of sesquiterpenes of which (E)-caryophyllene
(10-35%), germacrene-D (5-46%) and bicyclogermacrene (7-17%) were the major
components for all studied species. For the flowers, a higher concentration of
monoterpenes was observed for the species L. camara, L. trifolia and L. brasiliensis,
probably working as attractive to specific pollinators. The oil from 4. virgata was the
most active, exhibiting high antimicrobial activity against the bacteria

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and Escherichia coli.
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2.1 Familia Verbenaceae

A familia Verbenaceae, representada no Brasil por 17 géneros e cerca de 250
espécies, se destaca em funcdo de varios exemplos de aplicacdes medicinais e
ornamentais, principalmente nos géneros Aloysia, Lantana, Starchytarpheta e Lippia
(Salimena-Pires, 1991; Salimena, 2000). Verbenaceae estd incluida na subclasse
Asteridae e ordem Lamiales (Judd et al., 1999). Ocorre praticamente em todos os
ecossistemas terrestres, sendo uma das cinco familias mais importantes entre as
dicotiledoneas dos campos rupestres (Giulietti et al., 1987).

Em todo o mundo, a familia inclui, segundo Cronquist (1988),
aproximadamente 2600 espécies reunidas em 100 géneros com distribuicdo
pantropical e um limitado nimero de espécies que ocorre em regides temperadas.
Estdo incluidas espécies ornamentais comumente cultivadas, como Petrea volubilis
L. (flor-de-sdo-miguel), Duranta repens L. (pingo-de-ouro), pequena cerca viva
muito comum, com folhas jovens douradas, e Lantana camara L. (cambard), com
pequenas flores ornamentais de cores variadas, muito atrativas as borboletas. Esta
ultima espécie comporta-se frequentemente como invasora de culturas, assim como
espécies dos géneros Verbena e Stachytarpheta. Nos cerrados e campos rupestres
brasileiros sdo bastante comuns espécies de Lippia e Stachytarpheta. A tamanqueira
(Citharexylum myrianthum Cham.) é uma &arvore relativamente comum em matas

ciliares e estacionais.

2.2 Quimica e Etnofarmacologia de Verbenaceae

De todos os géneros de Verbenaceae, Lippia L. é certamente o mais estudado
quimicamente, devido a importancia econdmica decorrente das diferentes aplicagdes
dos oleos essenciais, sendo muitas espécies consideradas medicinais (Salimena,
2000). Este género inclui aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos e
pequenas arvores. O maior nimero de espécies se encontra no Brasil, com ocorréncia

especialmente nos campos rupestres e cerrados.
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Neste género, os metabolitos especiais que mais se destacam sao os volateis,
principalmente monoterpendides e sesquiterpenodides. A Tabela 2.1 apresenta um
sumdrio da composicdo quimica de algumas espécies de Lippia (Pascual, et al.
2001), distribuidas nas Américas Central e Sul e regides tropicais da Africa.

Atividades biologicas de interesse também tém sido relatadas na literatura
etnofarmacoldgica para os 6leos volateis de Verbenaceae, principalmente atividades
antimicrobianas. Relatos compilados da literatura (Pascual ef al., 2001) sdo
apresentados na Tabela 2.2, referentes a espécies de Lippia.

Além dos indicativos etnofarmacologicos, pesquisas recentes confirmam
experimentalmente véarias atividades bioldgicas de metabolitos secundarios de
Verbenaceae. Oliveira ef al. (2006) verificaram a atividade do oleo essencial de L.
sidoides Cham. contra Staphylococcus aureus. Na medicina tradicional, L. sidoides
tem sido indicada como anti-séptico no combate a inflamacdo de boca e garganta,
lavagens de pele, couro cabeludo e mucosas (Lorenzi e Matos, 2008).

Carvalho ef al. (2003) observaram atividade inseticida do 6leo essencial de
Lippia sidoides Cham. contra larvas de Aedes aegypti, o vetor biologico da dengue.
Posteriormente, essa mesma atividade foi observada para o 6leo essencial de Lippia
gracilis HBK (Silva et al., 2008). Timol e carvacrol, os principais constituintes do
6leo dessas plantas, podem estar relacionados com a atividade inseticida encontrada

(Carvalho et al., 2003; Silva et al., 2008).
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Tabela 2.1 — Principais constituintes do 6leo essencial de espécies de Lippia

Espécie

Monoterpenos

Sesquiterpenos

L. affinis aristata Schau.

L. affinis sidoides Cham

L. adoensis Hochst.

L. alba (Mill.) N.E. Brown

L. alnifolia Schau.

L. americana L.

L. aristata Schau.

L. carviiodora Meikle

L. chamaedrifolia Steud.

L. hastulata (Griseb.) Hieron.

L. integrifolia (Griseb.) Hieron.

L. javanica (N.L. Burm.) Spreng.

L. junelliana (Moldenke) Tronc.

Sabineno, limoneno, p-
cimeno, 6-3-careno, o-
pineno, y-terpineno o-
tujeno,

Timol, a-felandreno, p-
cimeno, mirceno,
carvacrol, y-terpineno

a-Terpineol, B-pineno, y-
terpineno, carvona, 1,8-
cineol, p-cimeno,
limoneno, linalol,
piperitona, timol

Borneol, canfora, 1,8-
cineol, citronelol, geranial,
linalol

Carvacrol, p-cimeno,
metiltimol, timol, y-
terpineno

Sabineno, limoneno, 6-3-
careno, a-pineno, linalol

Limoneno

1,8-Cineol, linalol, acetato
de sabinila, sabineno,
limoneno

o-tujona, alcool tujilico

Canfora, limoneno,
canfeno, metileugenol.

Mirceno, mircenona,
ocimeno, (E)-tagetenona,
(Z)-tagetenona, cis-
tagetona

Cis-dihidrocarvona,
mircenona, canfora,
limoneno, mirceno, (E)-
tagetenona

B-Cariofileno, y-
cadineno, y-elemeno

B-Cariofileno

6-Cadineno, [3-
cariofileno, copaeno,
germacreno D, nerolidol

a-Muuroleno, B-
cariofileno, B-cubebeno,
B-eleneno, y-cadineno

B-Cariofileno, a-
humuleno, alo-
aromadendrene

cadinenol

B-Cariofileno, y-elemeno,
y-cadineno, a-humuleno,
0-COpaeno

B-Cubebeno, B-eleneno,
o-humuleno, y-
muuroleno

Globulol, espatulenol, -
cariofileno, y-elemeno, -
cubebeno

Lippifoli-1(6)-ene-5-
onae, 0-8 —africaneno,
biciclogermacreno,
germacreno D, a-
humuleno, derivados de
asteriscanos

B-Cariofileno

B-Cariofileno,
espatulenol
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Tabela 2.1 — Continuacdo — Principais constituintes do 6leo essencial de

espécies de Lippia

Espécie

Monoterpenos

Sesquiterpenos

L. ligustrina (Lag.) Britton

L. lycoides (Cham.) Steud.

L. microphylla Cham.

L. multiflora Moldenke

L. nodiflora (L.) Greene

L. origanoides H.B.K.

L. polystachia Griseb.

L. sellowii Briq.

L. seriphioides A. Gray

L. sidoides Cham.

L. somalensis Vatke

L. stoechadifolia H.B.K.
L. thymoides Mart. & Schau.

L. turbinata Griseb.

L. ukambensis Vatke

1,8-cineol, a-pineno,
vanilina

a-pineno, canfora,
carvona, 1,8-cineol, citral,
p-cimeno,geraniol,
limoneno, mentona

1,8-cineol, a-terpineol,
terpinen-4-ol, metiltimol,
sabineno, a-terpineno,
timol

Linalol, 1,8-cineol

alcool 2-fenetilico, oct-1-
en-3-ol, linalol, 2,6-
dimetiloctansalicilato de
metila, p-cimen-8-ol

a-Terpineno, y-terpineno,
1,8-cineol, p-cimeno,
timol, acetato de timila

a-tujona, carvona,
limoneno, sabineno

Carvacrol, citral, p-
cimeno, geranial,
piperitona, timol

Carvacrol, p-cimeno, a-
terpineno, timol

1,8-cineol, 8-3-careno,
mirceno, limoneno

Oxido de pulegona
Metiltimol

o-Tujona, carvona,
limoneno, acetato de
bornila, canfora

a-Terpineol, 6-3-careno,
canfeno, canfor, 1,8-
cineol, p-cimeno, trans-
sabineno hidrato, terpinen-
4-0l

B-Cariofileno, a-
humuleno

Nerolidol, B-farneseno,

a-Copaeno, a-
bergamotena, delta-
cadinene, -bisaboleno

B-Cariofileno,
umbelulona

B-Cariofileno, lippifoli-
1(6)-en-5-ona,

1,6-germacradien-5-ol

B-Cariofileno, a-copaeno,
o-humuleno

Oxido de p-cariofileno,
espatulenol, B-
cariofileno, germacreno
D, biciclogermacreno

B-Cubebeno

Fonte: Pascual et a/.,2001.

49



Tabela 2.2 — Uso tradicional e atividade farmacologica de espécies de Lippia L.

(Verbenaceae)
Espécie Uso Tradicional* Atividade Farmacolégica

L. affinis sidoides Cham - o
L. alba (Mill.) ABCDEFGH, KQRS. AB.DMN,T, V
L. geminata H.B.K. A,B,D,G,K,Q,S A
L. aristata Schau - o
L. chamissonis D. Dietr. - Q,]
L. chevalieri B,P,R, S, P
L. citriodora (Ort.) A,B,C,G, 1LQ A,B Y
L. dauensis (Chiov.) - L
L. dulcis Trevir. A,C,D,G, LK, RW C,M
L. formosa T. S. - M
L. gracilis HB.K E M
L. greifolia - LM
L. grata Schau. - Q
L. graveolens H.B.K. A,C,D,K,Q,R,U W -
L. javanica (N.L. Burm.) Spreng. A, Q, R- LM
L. micromera Schau - C G, LR,
L. microphylla Cham. R M
L. multiflora Moldenke H,J,P,R F,I,N,P
L. nodiflora (L.) Michx. A, LK, M,P,R,Q,S M
L. origanoides H.B.K. C,G,R -
L. palmeri S. Wats. var. palmeri - F,M
L. reptans H.B.K. D,G -
L. sidoides Cham. - B,F,I,M,Q,Z
L. somalensis Vatke - L
L. ukambensis Vatke - LM
L. wilmsii H. H. W. Pearson - L

* A: analgésico/antinflamatorio/antipirético; B: sedativo; C: uso na culinaria; D: remédio para diarréia
e disenteria; E: doencas cutadneas; F: antifingico; G: remédio para desordens gastrintestinais; H:
tratamento de doencas hepaticas/coleras/vesicula; I: diurético; J: antihipertensivo; K: desordens
menstruais; L: larvicida/repelente; M: agdo antimicrobiana; N: acdo antiviral; O: moluscicida; P:
antimalarial; Q: antispasmodico; R: tratamento de doengas respiratorias; S: tratamento de sifilis e
gonorréia; T: citostatica; U: tratamento de diabetes; V: anticonvulsivo; W: abortivo; X: estimulante,
Y: pro-convulsivo; Z: anestésico local.

Fonte: Pascual et al., 2001.
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O oleo essencial de L. multiflora foi mais ativo que o 6leo de L. chevalieri
contra varias espécies de bactérias, sendo que as Gram-negativas foram mais
afetadas que as Gram-positivas (Bassole et al., 2003). Posteriormente, Mevy et al.
(2007) corroboraram a atividade bactericida e fungicida de L. chevalieri. A infusdo
das folhas de L. javanica ¢ comumente usada como um descongestionante para
resfriados e tosses (Viljoen ef al., 2005), seu 6leo essencial também ¢ de comprovada
atividade antimicrobiana (Manenzhe et al., 2004).

Verbena littorales HBK ¢ utilizada na medicina popular das Américas Central
e do Sul contra diarréia, febre, desordens gastrointestinais, ¢ algumas doengas
sexualmente transmissiveis (Lorenzi e Matos 2008). Informacdes preliminares
etnobotanicas e fitoquimicas sobre esta planta foram publicadas e varios constituintes
foram identificados (Umana e Castro, 1990a, b; Li et al., 2001). Mais recentemente,
Castro-Gamboa e Castro (2004) isolaram dois novos iridoides de Verbena littorales
que demonstraram atividades antioxidantes e acdo peristéltica intestinal bem como
atividade moderada contra bactérias Gram positivas e negativas.

Analisando a atividade antimicrobiana de diferentes extratos de Lippia
adoensis, Tadeg et al. (2005) puderam observar que os extratos menos polares
exibiram maior efeito inibitorio sobre o crescimento de bactérias Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, ¢ do fungo Trichophyton
mentagrophytes. Duarte et al. (2005) estudaram a atividade contra Candida albicans
de 35 plantas medicinais comumente utilizadas no Brasil e constataram a atividade
antifungica do 6leo essencial de 13 espécies, incluindo as Verbeniceas Aloysia
triphylla e Lippia alba.

Jiménez-Arellanes e colaboradores (2003) observaram a atividade
antimicobacteriana do extrato hexanico das partes aéreas de Lantana hispida,
posteriormente, Jiménez-Arellanes ef al. (2007) elucidaram a estrutura de trés novos
triterpenodides pentaciclicos com nticleos oleananos, isolados do extrato hexanico de
Lantana hispida, que apresentaram atividade contra Mycobacterium tuberculosis.
Segundo Kunle et al. (2003), apenas o extrato hexanico das folhas de Lippia
multiflora foi ativo contra varias espécies de bactérias e contra o fungo Candida

albicans.
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Esses poucos dados apresentados constituem uma pequena parte da ampla
literatura referente a etnofarmacologia e a composi¢ao quimica de Verbenaceae. Mas
ndo conflitante, a rica biodiversidade desta familia ainda fornece um vasto campo
para a pesquisa e desenvolvimento (bio)tecnoldgico.

Portanto, o presente capitulo descreve a composicdo quimica do oOleo
essencial das folhas das espécies Aloysia virgata (Ruiz & Pav.) Pers., Lippia
brasiliensis (Link) T. Silva, Lippia sp., Lantana camara L., Lantana trifolia L. e
Lantana montevidensis (Spreng.) Briq. coletadas em véarios fragmentos de Mata
Atlantica de Minas Gerais. Também apresenta o estudo da atividade antimicrobiana

dos 6leos de cinco destas espécies.
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2.3 Experimental

2.3.1 Material Vegetal

Expedi¢des de campo foram realizadas no estado de Minas Gerais para o

mapeamento da ocorréncia das espécies. Amostras das populacdes selecionadas

foram coletadas, armazenadas em caixas térmicas com gelo e transportadas para o

Laboratorio de Andlise e Sintese de Agroquimicos (LASA), do Departamento de
Quimica (DEQ) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), onde se realizaram as

extracdes dos Oleos essenciais. Espécimes-testemunhas foram herborizados e

incorporados ao acervo do Herbario VIC do Departamento de Biologia Vegetal

(DBV), da mesma Universidade. As espécies e os detalhes de coleta estdo

sumarizados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Espécies, locais, meses de coleta e nimero de registro no Herbario VIC

- DBV/UFV
Familias e Espécies Local Meses N° Registro
Verbenaceae
Aloysia virgata Vigosa, MG — Abril/2008 VIC 24567
UFV
Lippia sp. Ouro Branco, MG Margo/2008 VIC 20673
Lantana camara Tocantins, MG — Julho/2008 VIC 21549
Antiga Estagdo
Lantana trifolia Tocantins, MG — Mar¢o/2008 VIC 21550
Santa Isabel
Lantana montevidensis Vigosa, MG — Margo/2008 VIC 21551
Mata do Paraiso
Margo/2008
. Maio/2008
Lippia brasiliensis \pSosa, MO - Julho/2008 VIC 21548
Setembro/2008
Novembro/2008
Janeiro/2009
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2.3.2 Extraciio de Oleos Essenciais

Folhas completamente expandidas e inflorescéncias completamente
desenvolvidas foram coletadas separadamente, em triplicata e de modo randdémico
entre os individuos das populacdes estudadas. Cada amostra foi triturada e submetida
a trés horas de hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger. Os dleos obtidos foram
recolhidos juntamente com o hidrolato e extraidos com pentano (3 x 20 mL) em funil
de separagdo. As fases orgénicas foram secadas com sulfato de magnésio anidro e o
solvente removido sob baixa pressdo, a 40 °C, em evaporador rotativo. Os Oleos
foram acondicionados em frascos de vidro, sob atmosfera de nitrogénio, e mantidos
sob refrigeracao a temperatura de aproximadamente -4 °C, até o momento das
analises quimicas e ensaios de atividade biologica.

A massa de cada 6leo foi mensurada em balanca analitica e os rendimentos
expressos em relacdo a massa de matéria seca do vegetal. A matéria seca foi
determinada pela secagem de trés aliquotas de aproximadamente 2 g, de cada

amostra, em estufa a 103 + 2 °C até massa constante (ASAE, 2000).

2.3.3 Cromatografia em Fase Gasosa (CG)

Utilizou-se cromatografo a gas Shimadzu GC-17A equipado com detector de
ioniza¢do em chama (DIC) e coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m % 0,32 mm,
espessura do filme de 0,25 pm) com as seguintes condi¢des cromatograficas: gas de
arraste N, sob fluxo de 1,8 mL min™'; temperatura do injetor 220 °C, temperatura do
detector 240 °C; temperatura inicial da coluna 40 °C, isoterma por 2 min., seguido de
aquecimento a 3 °C min™' até 240 °C, mais isoterma por 15 min; volume de injego
1,0 uL (1% p/v em CH,Cl,); razdo de split 1:10; pressdo da coluna 115 kPa.

As analises foram realizadas em triplicata e a concentragdo de cada
constituinte foi calculada pela porcentagem da area do pico correspondente em

relacdo a 4rea total do cromatograma.
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Utilizou-se aparelho Shimadzu GCMS-QP5050A, equipado com coluna de
silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm, espessura do filme de 0,25 pum) e acoplado a
detector de ioniza¢do. Gas de arraste He sob fluxo de 1,8 mL min™’; temperatura do
injetor 220 °C, temperatura inicial da coluna 40 °C, isoterma por 2 min., seguido de
aquecimento a 3 °C min™' até 240 °C, mais isoterma por 15 min; volume de inje¢io
1,0 uL (1% p/v em CH,Cl,); razdo de split 1:5; pressdo da coluna 100 kPa;
temperatura da interface 240 °C; ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV);
amplitude de varredura de 30 a 600 u.

As identifica¢des dos componentes foram realizadas pela comparagao de seus
tempos de retencdo, relativos a série de alcanos (Co — Cy7), € pela comparacdo dos
espectros de massas com o banco de dados da biblioteca Wiley (Wiley 330.000) ou

com a literatura (Adams, 1995).

2.3.4 Avaliacao da Atividade Antibacteriana

As cepas de bactérias foram obtidas junto ao Departamento de Microbiologia
(DMB) da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os microrganismos estudados
foram as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Bacillus
cereus, Ribotipo 1 222-173-S4 isolado de superficies de equipamentos de pds-
pasteurizag¢do (Salustiano et al., 2009); e Gram-negativas Escherichia coli (ATCC

11229).

2.3.4.1 Estudo da Atividade Antibacteriana por Disco-Difusiao

A atividade dos 6leos essenciais contra as cepas de bactérias estudadas foi
avaliada pelo método de disco-difusdo em meio s6lido de acordo com as normas do
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003a), atualmente
nomeado Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Placas de Petri contendo &4gar Miieller-Hinton foram inoculadas com

suspensdes dos microrganismos testados (2 x 10° UFC mL™). Discos de papel de
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filtro (6 mm de diametro) foram embebidos com 5 uL de oOleo essencial e
posicionados sobre superficie do agar das placas inoculadas. As placas foram
incubadas por 48 horas a 35 °C. O didmetro das zonas de inibi¢do foram medidos
com paquimetro e expressados em milimetros. O antibioticos Cloranfenicol (30 pg)
foi utilizado como controle positivo e agua esterilizada como controle negativo. Cada
oleo foi testado em triplicata e repetido trés vezes, totalizando nove repetigdes. Os
experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado e os
resultados foram analisados pela ANOVA e teste de Scott-Knott a P < 0.05,
utilizando o programa computacional GENES (Genetics and Statistical Analysis

Versao 2007.0.0 — Universidade Federal de Vigosa).

2.3.4.2 Determinacio da Concentracio Inibitoria Minima (CIM)

O método de microdiluicdo em caldo nutritivo foi utilizado para a
determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM), para alguns oOleos
selecionados no teste de disco-difusdo, de acordo com as normas do National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003b).

Realizou-se a diluigdo seriada, de razdo 2, dos 6leos essenciais em placas de
microtitulacdo de 96 pogos, cobrindo a faixa de concentracao de 2,0 a 0,0156 %
(v/v). Utilizou-se o meio liquido Brain Heart Infusion Broth (Himedia)
suplementado com Tween® 80 (Merck, Germany) a 0,5% (v/v), para solubiliza¢io
dos oleos. Indculos das bactérias testadas foram adicionados para se obter a
concentracdo final de 5 x 10° UFC mL™. As placas foram incubadas por 24 horas a
35 °C. O crescimento bacteriano foi avaliado pela turbidez, mensurada em
espectrofotometro a 625 nm, e a CIM foi definida como a menor concentragdo de

6leo essencial na qual o microrganismo testado ndo apresentou crescimento visivel.
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2.4 Resultados e Discussao

2.4.1 Composi¢cio quimica dos oleos essenciais de Verbenaceae.

Os rendimentos dos Oleos essenciais, com base na massa de matéria seca,
extraidos por hidrodestilagdo de folhas e flores das espécies de Verbenaceae estdo
apresentados nas Tabelas 2.4 e 2.5. Para as folhas de Aloysia virgata obteve-se um
rendimento de 0,4%, inferior ao encontrado para planta do mesmo género A.
triphylla (1,6%) (Duarte et al., 2007). As flores de Lantana camara (0,6%) e
Lantana trifolia (0,7%) apresentaram maior rendimento de oleo essencial que suas
folhas (0,3 e 0,2%, respectivamente). Para as folhas de Lantana montevidensis
obteve-se 0,3% de rendimento. Esses valores estdo de acordo com os encontrados
para plantas do género Lantana, conforme revisado por Ghisalbert (2000). As folhas
de Lippia sp. apresentaram o menor rendimento (0,04%) dentre as plantas estudas e a
espécie Lippia brasiliensis apresentou de 0,3 a 0,5% de 6leo para folhas e 0,6% para
flores (Tabela 1.5), valores também consoantes com os observados para plantas desse
género (Pascual ef al., 2001).

Também nas Tabelas 2.4 e 2.5, encontram-se os constituintes identificados
nos oleos essenciais das espécies estudadas. Numa primeira andlise, nota-se que os
Oleos essenciais extraidos das folhas das Verbenaceae estudadas apresentaram
constituigdes semelhantes. A baixa concentragdo de compostos monoterpénicos foi
comum para todas as espécies estudadas, sendo esta classe de compostos mais
evidente nos Oleos extraidos das flores. Dentre os sesquiterpenos, os constituintes
oxigenados apresentaram contribui¢des discretas, ligeiramente mais elevadas para os
Oleos das espécies Aloysia virgata, Lippia brasiliensis € Lantana montevidensis. Os
constituintes majoritdrios para todas as espécies foram os sesquiterpenos (E)-

cariofileno (10 — 35%), germacreno D (5 — 46%) e biciclogermacreno (7 — 17%).
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Tabela 2.4 — Constituintes e rendimento dos Oleos essenciais (%) das espécies
Aloysia virgata (ALVG), Lippia sp. (LPSP), Lantana camara (LTCM),
Lantana trifolia (LTTF) e Lantana montevidensis (LTMT)

Constituintes IRR ALVG LPSP LTCM LTTF LTMT
Folhas Folhas Folhas Flores Folhas Flores Folhas
Monoterpenos
Hidrocarbonetos 8.8 0,5 } 17,8 } 12,3 )
a-tujeno 931 - - - 0,5+0,1 - - -
a-pineno 939 1,2+0,0 - - 1,5+0,2 - - -
sabinene 976 0,4+0,1 - - 2,2+0,3 - 7,9+0,6 -
B-pineno 980 - - - 1,4+0,2 - 0,2+0,0 -
p-cimeno 1026 - - - 0,3+0,0 - - -
Limoneno 1031 1,4+0,1 - - 7,8+0,4 - 2,8+0,2 -
(Z2)-B-ocimeno 1040 0,8+0,2 - - - - 1,4+0,1 -
(E)-B-ocimeno 1050 5,0+£0,5 0,5+0,2 - 0,9+0,1 - - -
y-terpineno 1062 - - - 3,240,2 - - -
Monoterpenos
Oxigenados } 29 } 1.8 } 14 )
Linalol 1098 - 1,4+0,3 - 1,8+0,1 - 0,8+0,0 -
Terpinen-4-ol 1177 - - - - - 0,6+0,1 -
piperitona 1252 - 0,4+0,2 - - - - -
acetato de bornila 1285 - 1,1+0,3 - - - - -
Sesquiterpenos
Hidrocarbonetos 81,4 48,3 91,0 73,0 64,3 79,9 80,7
d-elemeno 1339 0,7+0,1 0,6+0,1 1,5+0,2 1,8+0,2 - - -
o-cubebeno 1351 - 0,2+0,1 - - - - -
a-copaeno 1376 0,4+0,0 0,6+0,2 3,3+0,1 4,7+0,3 3,8+0,3 3,0+£0,2 1,3+0,2
B-bourboneno 1384 - - 1,1+0,2 0,3+0,1 - - 0,8+0,1
B-cubebeno 1390 - 0,3+0,2 - - - - -
B-elemeno 1391 1,8+0,1 1,3+0,6 - 0,8+0,2 1,4+0,1 2,9+0,2 1,8+0,3
a-gurjuneno 1409 - - - - - - -
(E)-cariofileno 1418 8,9+0,8 16,8+1,2 17,0+1,1 13,6+0,9 10,2+1,2 16,1+0,7 9,2+1,2
Aromadendreno 1439 - 1,0+0,5 - - - - -
a-guaieno 1439 - 1,5+0,3 - - - - -
o-humuleno 1454 1,6+0,1 - 1,7+0,2 1,6+0,2 - 1,5+0,1 1,3+0,1
(E)-B-farneseno 1458 - - - 0,5+0,1 - - -
Alo-aromadendreno 1461 0,2+0,1 - 2,3+0,3 1,9+0,2 2,4+0,2 1,9+0,2 2,1+£0,5
Germacreno D 1480 46,3+1,1 4,6+0,7 46,1+1,4 32,4+1,6 29,5+1,4 38,1+1,2 42,7+1,2
B-selineno 1485 - 0,8+0,4 - - - - -
valeceno 1491 - - - - - - 0,7+0,1
Biciclogermacreno 1494 17,4+1,0 7,1+1,5 8,5+0,7 5,8+0,6 9,1+0,3 11,0+0,6 16,1+0,9
a-muuroleno 1499 - 0,5+0,3 - 0,4+0,1 2,5+0,1 1,0+0,1 1,0+0,2
germacreno A 1503 1,1+0,3 2,94+0,6 - 0,5+0,2 1,8+0,1 2,5+0,2 1,7+0,3
y-cadineno 1513 0,5+0,1 0,4+0,2 1,7+0,2 0,4+0,0 - - -
(Z)-calameneno 1521 - - - - - - -
§-cadineno 1524 1,3+0,3 2,8+0,9 3,6+0,3 3,3+0,1 3,6+0,2 1,9+0,1 2,0£0,2
germacreno B 1556 1,2+0,2 6,9+1,1 4,24+0,5 5,0+0,4 - - -
Sesquiterpenos
Oxigenados 6,8 32,9 1,5 1,3 8,7 2,8 14,3
(E)-p-damascenona 1380 - 0,3+0,1 - - - - -
geranil-acetona 1453 - 5,0+1,3 - - - - -
Elemol 1549 0,7+0,1 - - - - - -
(E)-nerolidol 1564 - 0,4+0,2 - - 5,3+0,4 - 6,1+0,5
germacrena D-4-ol 1574 1,2+0,2 - 0,7+0,1 0,5+0,1 - 0,6+0,1 -
Espatulenol 1576 - 6,4+0,7 - - - 0,9+0,0 3,2+0,4
oxido de B-cariofileno 1581 - 8,1+0,7 0,8+0,1 - 2,3+0,1 - 1,7+0,3
Viridiflorol 1590 42+0.3 1,4+0,2 - - - - -
o-muurolol 1645 - 5,3+0,5 - - - - 1,8+0,1
a~cadinol 1653 0,7+0,1 2,9+0,9 - 0,8+0,2 1,1+0,0 1,3+0,3 1,5+0,1
o-bisabolol 1653 - 3,1+0,2 - - - - -
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Tabela 2.4 — Constituintes e rendimento dos Oleos essenciais (%) das espécies
Aloysia virgata (ALVG), Lippia sp. (LPSP), Lantana camara (LTCM),

Lantana trifolia (LTTF) e Lantana montevidensis (LTMT), continuag¢ao

Constituintes IRR ALVG LPSP LTCM LTTF LTMT
Folhas Folhas Folhas Flores Folhas Flores Folhas
Outros - 10,5 - 1,6 19,3 1,8 2,4
nonano 899 - 1,1£0,2 - 1,6+0,2 - - -
decano 999 - 0,5+0,1 - - - - -
dodecano 1199 - 1,0+0,2 - - 2,1+0,1 - -
tetradecano 1399 - 6,3+0,4 - - 17,5+1,3 1,8+0,1 2,4+0.4
hexadecano 1599 - 1,6+0,3 - - 1,8+0,1 - -
Total 97,0 95,1 92,5 95,5 92,3 98,2 97,4
Rendimento (%) 0,4+0,0 0,04:+0,0 0,3+0,1 0,6+0,1 0,2+0,0 0,7+0,1 0,3+0,1

Tabela 2.5 — Constituintes e rendimento dos 6leos essenciais (%) da espécie Lippia

brasiliensis (LPBR).
- Marg¢o Maio Julho Setembro Novembro Janeiro
Constituintes IRR Folhas Folhas Folhas Flores Folhas Folhas Folhas
Monoterpenos
Hidrocarbonetos 2.8 B B 9.9 ) 2,6 6,1
a-pineno 939 - - - 3,1+0,0 - - -
sabinene 976 1,4+0,1 - - 2,6+0,1 - 1,7+0,1 4,1+0,2
Limoneno 1031 1,4+0,0 - - 4.2+0,1 - 0,9+0,0 2,0+0,1
Monoterpenos _ _ _ 5.8 _ _ _
Oxigenados i
Linalol 1098 - - - 3,4+0,2 - - -
Terpinen-4-ol 1177 - - - 2,4+0,1 - - -
Sesquiterpenos
Hidrocarbonetos 84,5 82,7 78,7 59,2 81,0 82,8 82,0
d-elemeno 1339 4,8+0,1 4,9+0,1 3,6+0,0 2,0+0,0 5,3+0,1 4,6+0,2 4,1+0,1
a-cubebeno 1351 2,5+0,1 1,1£0,0 1,4+0,0 0,8+0,0 1,1£0,1 1,1+0,1 0,9+0,0
a-copaeno 1376 5,9+0,1 2,1+0,1 2,7+0,1 1,3+0,0 2,3+0,2 2,3+0,2 1,8+0,1
B-bourboneno 1384 - 0,5+0,0 0,5+0,0 - 0,7+0,0 0,8+0,0 1,4+0,1
B-cubebeno 1390 3,2+0,1 1,6+0,1 1,7+0,1 0,8+0,0 1,8+0,1 1,8+0,1 -
B-elemeno 1391 - 0,6+0,0 0,8+0,0 1,1£0,0 0,5+0,0 0,7+0,0 0,7+0,0
a-gurjuneno 1409 1,1£0,0 0,4+0,0 0,7+0,0 - 0,5+0,0 0,6+0,0 0,4+0,0
(E)-cariofileno 1418  33.2+1,8 31,4+2,2 30,7<1,3 24.3+2.1 29,1+£2,4 34,4+2.1 35,6+1,8
a-humuleno 1454 2,0+0,1 2,7+0,1 2,8+0,1 2,5+0,1 2,840,2 2,4+0,1 2,8+0,2
Alo-aromadendreno 1461 2,4+0,1 1,8+0,0 1,7+0,1 1,2+0,1 1,7+0,1 - 1,6+0,1
Germacreno D 1480  16,4+0,8 15,5+0,9 13,9+0,8 11,9+0,6 16,1£0,9 16,5+0,7 19,3+£0,9
Biciclogermacreno 1494 2,0+0,1 6,8+0,1 4,240,1 3,2+0,1 7,1+£0,4 4,1+0,1 2,4+0,1
a-muuroleno 1499 2,8+0,1 1,6+0,1 0,5+0,0 - 0,5+0,0 1,1£0,1 1,8+0,1
o-farneseno - 0,3+0,0 - - - 0,2+0,0 0,2+0,0
y-cadineno 1513 0,8+0,0 1,1+0,0 1,1+0,0 0,5+0,0 1,1+0,2 1,0+0,0 0,7+0,0
(Z)-calameneno 1521 4,3+0,1 4,0+0,1 6,1+0,1 5,6+0,1 3,4+0,3 4,3+0,3 4,1+0,3
d-cadineno 1524 - 1,1+0,1 1,0+0,0 - 1,0+0,1 1,5+0,1 1,0+0,1
1,2,3,4,40,7-hexahidro-
4-isopropil-1,6-dimetil 1532 3,1+0,1 4,24+0,1 4,1+0,1 3,1+0,1 5,0+0,3 4,3+0,2 3,2+0,2
naftaleno
germacreno B 1556 - 1,04£0,0 1,2+0,1 0,9+0,0 1,0+0,1 1,1+0,1 -
Sesquiterpenos
Oxigenados 3,5 8,6 13,6 12,0 7,3 4,4 4,3
oxido de B-cariofileno 1581 1,4+0,1 1,3£0,1 1,2+0,0 0,9+0,0 1,1+£0,0 1,4+0,2 1,3+0,1
Viridiflorol 1590 0,9+0,0 1,1£0,0 2,6£0,1 2,1£0,1 1,4+0,1 1,1£0,0 1,3£0,0
a-muurolol 1645 0,6+0,0 2,5+0,1 3,9+0,1 3,4+0,2 2,2+0,2 1,1£0,1 1,1+0,1
a-cadinol 1653 0,6+0,0 3,7+0,1 5,9+0,4 5,6+0,3 2,6+0,1 0,8+0,0 0,6+0,0
Outros 6,8 7,5 5,8 9,5 7,2 7,7 5,9
oct-1-en-3-ol 978 - - - 2,1+0,1 - - -
ni* 1454 6,8+0,2 7,5+0,5 5,8+0,2 7,4+0,3 7,2+0,6 7,7+0,3 5,9+0,4
Total 97,6 98,8 98,1 96,4 95,5 97,5 98,3
Rendimento (%) 0,4+0,0 0,5+0,1 0,3+0,1 0,7+0,1 0,5+0,1 0,3+0,0 0,4+0,1

*ni: ndo identificado.
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Entretanto, quanto a concentragdo relativa destes constituintes majoritarios, ¢
interessante perceber um comportamento diferenciado entre os géneros das plantas
estudadas. As espécies do género Lippia apresentam uma razdo (E)-
cariofileno/germacreno D maior que um, indicando a preferéncia biossintética do
primeiro em detrimento do segundo. Para as plantas dos géneros Lantana e Aloysia
observa-se o inverso, maior concentra¢gdo de germacreno D em relacdo ao (E)-
cariofileno.

Estes resultados estdo consistentes com a literatura onde se encontram
elevadas concentracdes de (E)-cariofileno para plantas do género Lippia, como L.
adoensis Hochst., L. alba (Mill.) N.E. Brown, L. alnifolia Schau., L. aristata Schau.,
L. javanica (N.L. Burm.) Spreng., L. junelliana (Moldenke) Tronc. e L. microphylla
Cham. entre outras (Pascual ef al., 2001).

Os sesquiterpenos (E)-cariofileno e germacreno D podem  ser
biossinteticamente relacionados como representado na Figura 2.1. A ionizacdo do
difosfato de farnesila (FPP) leva a formacdo do cation farnesilico, que pode sofrer
uma série de ciclizagdes (Degenhardt et al., 2009). A ciclizagdo entre C11 e C1 leva
a formagao do cation humulilico, e sua desprotonacao seguida do fechamento do anel
ciclobutano da origem ao sesquiterpeno (E)-cariofileno. De outra maneira, a
ciclizagdo entre C10 e C1 origina o cation germacrilico, que pode ser convertido a
germacreno. Desta forma, o fluxo de precursores em dire¢do a biossintese de um
desses componentes pode levar a redug¢ao da concentragao do outro.

A relagdo biossintética entre os constituintes dos oOleos essenciais esta
intimamente associada a presenca de diferentes enzimas que catalisam reacdes
especificas. A proliferagdo e sele¢do natural destas enzimas, ao longo do processo
evolutivo das plantas, resultam na presenca e atividades diferentes destas enzimas em
grupos taxonOmicos distintos. Desta forma, a andlise dos padrdoes dos oOleos
essenciais pode ser uma ferramenta 1til para a resolu¢do de problemas taxondmicos.
Como exemplo, Petrakis et al. (2005) estudaram a constitui¢do quimica dos 6leos
essenciais de cinco espécies de Hypericum (Clusiaceae) nativas da Grécia, e
propuseram uma reconstrucdo filogenética que confirma as divisdes taxonOmicas

existentes para este género.
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Figura 2.1 — Possivel rota biossintética para os sesquiterpenos (£)-cariofileno,

germacreno D e a-humuleno.

A taxonomia de familia Verbenaceae tem se mostrado bastante confusa
seguindo principios distintos baseados, sobretudo, em caracteres morfologicos
(Salimena, 2000). Portanto, os resultados observados neste trabalho podem ser
utilizados em ferramentas quimiossistematicas e contribuir para a taxonomia desta
familia.

Existe pouca literatura a respeito dos oOleos essenciais do género Lantana,
quando comparado com outros géneros de Verbenaceae como Lippia e Verbena
(Deena e Thoppil, 2000; Ghisalbert, 2000; Pascual et al., 2001). Para Lantana trifolia

existe um unico relato da constituicao quimica do 6leo essencial (Muhayimana et al.,
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1998). Esses autores também observaram os sesquiterpenos (E)-cariofileno e
germacreno D como os constituintes majoritarios no 6leo desta planta. Lantana
trifolia é um pequeno arbusto que ocorre em todas as regides do Brasil. E uma planta
usada extensivamente na medicina popular, na forma de infusdes e xaropes, para o
tratamento de doencas respiratorias (Lorenzi ¢ Matos, 2008). Poucos estudos sao
encontrados em relagdo a sua quimica e farmacologia (Achola e Munenge, 1996;
Silva et al., 2005; Katuura et al., 2007). Recentemente, Julido et al. (2009)
observaram o efeito sedativo para os extratos etanolico e de acetato de etila das
folhas de Lantana trifolia. Destes extratos, os autores também isolaram e
caracterizaram diferentes flavonoides e fenilpropandides.

Embora o género Lippia seja amplamente estudado, principalmente nas
regides mais quentes do globo (Pascual ef al., 2001), o presente trabalho faz o
primeiro relato sobre a constituicdo quimica do o6leo essencial da espécie Lippia
brasiliensis. Realizou-se também, para esta espécie, a coleta e extragdo do odleo
essencial ao longo do ano para o estudo de possiveis variagdes sazonais (Tabela 1.5).
A constituicdo do oleo desta espécie se mostrou relativamente invaridvel ao longo
das estagcdes do ano, quanto aos constituintes majoritarios. Observou-se a abundancia
de componentes sesquiterpénicos em detrimento dos monoterpénicos. Os
constituintes majoritarios foram (E)-cariofileno e germacreno D, variando em torno
de 25 —35% e 12 — 19%, respectivamente.

Todavia, em relagdo as diferentes classes de sesquiterpenos, ¢ possivel
observar, para esta espécie, aumento na concentracdo de compostos oxigenados nos
meses da estacdo fria e seca (maio — setembro). Resultados semelhantes foram
encontrados para a espécie Lippia alba cultivada em Sao Luiz Gonzaga, RS (Barros
et al., 2009). Os autores relatam o aumento de monoterpendides e sesquiterpenoides
oxigenados durante o outono (abril) e inverno (julho) e concluem que a sazonalidade
afeta de maneira distinta a biossintese das diferentes classes de terpenos nesta planta.
Lippia alba ¢ uma planta medicinal nativa da América do Sul, conhecida
popularmente como erva-cidreira ou falsa-melissa. Suas folhas sdo empregadas na
medicina popular como banhos e infusdes para o tratamento de distarbios
estomacais, problemas respiratérios, hipertensdo e como sedativo.

Com efeito, a influéncia de fatores abidticos como luz, temperatura,

disponibilidade hidrica, altitude e qualidade do solo sobre a biossintese de varios
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metabolitos secundarios vegetais, especialmente os terpenoides, tem sido observada
para inimeras espécies (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Embora exista um controle
genético sobre a biossintese, a interacdo de processos bioquimicos, fisiologicos,
ecoldgicos e evolutivos pode levar a variagdes temporais e espaciais no conteudo e
constitui¢cdo dos metabolitos secundarios. De fato, estas substancias representam uma
interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante e, portanto, sua sintese €
frequentemente afetada pelas variadas condi¢des ambientais e pela interagdo com
outros organismos do meio.

Segundo Tavares et al. (2005), os teores e a constitui¢ao do 6leo essencial em
Lippia alba variaram em fung¢dao do seu ciclo fenologico, apresentando maior
producdo de 6leo fora do periodo de floragdo. Coincidentemente, Barros et al. (2009)
observaram que a estagdo em que ocorre a maior diversidade quimica no 6leo
essencial (primavera) também corresponde ao periodo de maior floragdo observado
para esta espécie. No presente trabalho, a época de maior floracdo para a espécie
Lippia brasiliensis ocorreu durante o inverno (Tabela 1.5). Para o 6leo extraido das
folhas nesta época ndo se observou aumento do nimero de constituintes. Entretanto,
o Oleo extraido das flores (inflorescéncias) separadamente revelou uma maior
diversidade de componentes, refletida principalmente na presenga de
monoterpendides.

Nota-se que nas folhas de todas as espécies estudadas existe uma
predominancia de compostos sesquiterpénicos em relacdo aos monoterpénicos.
Contudo, além da espécie Lippia brasiliensis, maiores concentragdes de substancias
monoterpénicas também podem ser observadas para os dleos extraidos das flores das
espécies Lantana camara e Lantana trifolia. Tal fato ndo causa surpresa quando
considerado o importante papel ecoldgico dos volateis sintetizados pelas plantas.
Para as plantas enraizadas em um mesmo lugar, a liberacdo de compostos volateis
prové um mecanismo eficiente de comunicacdo com organismos distantes. De modo
geral, observa-se que os volateis florais servem como atrativos para polinizadores
especificos, enquanto que os volateis emitidos pelas partes vegetativas,
principalmente aqueles liberados apos herbivoria, parecem proteger as plantas pela
inibi¢do de herbivoros e pela atragdo de inimigos naturais dos herbivoros (Pichersky

e Gershenzon, 2002).
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O rapido progresso na elucidacdo das rotas biossintéticas, das enzimas e dos
genes envolvidos na formacdao dos volateis pelas plantas tem permitido que sua
fisiologia e funcdo sejam rigorosamente investigadas em nivel molecular e
bioquimico. Os terpenos estdo implicados em varias fungdes ecoldgicas e fisiologicas
com base na regulacdo diferencial da expressdo dos diversos genes de terpeno-
sintases ao longo do desenvolvimento da planta e em resposta a fatores ambientais
bidticos e abioticos (Tholl, 2006). Neste contexto, encontram-se relatos a respeito da
sintese e emissdo de terpenos volateis por tecidos florais particulares em tempos
especificos para a atracdo de polinizadores. Dudareva et al. (2003) demonstraram
que a biossintese e emissdo dos monoterpenos (£)-B-ocimeno e mirceno em flores de
Antirrhinum majus (boca-de-ledo) (Plantaginaceae) se correlacionam com os padrdes
de expressdo dos genes monoterpeno-sintases correspondentes. Esses genes sdo
expressos respectivamente nos lobos superior e inferior das pétalas durante o
desenvolvimento floral, com os niveis mais elevados de transcritos detectados quatro
dias apos a antese.

Portanto, a composi¢ao diferenciada dos 6leos essenciais extraidos das flores
destas espécies pode estar relacionada com determinadas interagdes ecoldgicas,
como a atracao de polinizadores especificos para cada espécie.

O sesquiterpeno (E)-cariofileno tem sido utilizado como compomente de
fragancias desde a década de 1930 (Opdyke, 1973). E utilizado como aditivo em
sabdes, detergents, cremes ¢ logdes, € emu ma variedade de produtos alimenticios e
bebidas (Skold et al., 2006). (E)-Cariofileno ¢ também reconhecido por apresentar
atividades antiinflamatodria e anestésica local (Ghelardini et al., 2001). Recentemente,
Gertsch et al. (2008) observaram que esse composto ¢ capaz de se ligar seletivamente
aos receptores canabindides do Tipo 2 (CB2), porém ndo aos do Tipo 1 (CB1). A
estimulagdo dos receptores CB2 promove a ativagdo de respostas antiiflamatorias nas
células. Embora a estimulacdo dos receptores CB1 seja responsavel pelos efeitos
psicomodulatorios dos agonistas canabinoides, a ativagao dos receptores CB2 parece
ser uma estratégia terapéutica potencial para o tratamento de inflamagdes, dores,
aterosclerose e osteoporose. Portanto, os Oleos das Verbenaceae investigadas

representam fontes potenciais deste composto.
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2.4.2 Atividade antibacteriana dos oleos essenciais de Verbenaceae

O estudo da atividade antibacteriana pelo método de disco-difusdo em Agar
mostrou que os 6leos essenciais extraidos das espécies Lippia brasiliensis, Aloysia
virgata, Lantana camara, Lantana trifolia e Lantana montevidensis apresentaram
diferentes niveis de atividade para cada cepa de microrganismo estudado (Tabela
2.6). A espécie Lippia sp. nao apresentou rendimento de dleo suficiente para a
realizagdo dos ensaios antibacterianos.

Embora tenha sido observado que as zonas de inibi¢do para os 6leos das
plantas avaliadas foram menores que para o cloranfenicol (controle positivo), todas
as espécies, exceto Lantana camara, apresentaram atividade moderada contra as
cepas de bactérias Gram-positivas (B. cereus e S. aureus). Apenas o 6leo extraido

das folhas da espécie 4. virgata foi ativo contra a bactéria Gram-negativa E. coli.

Tabela 2.6 — Diametro das zonas de inibi¢do do crescimento bacteriano para os 6leos
essenciais extraidos das folhas das espécies Lippia brasiliensis, Aloysia

virgata, Lantana camara, Lantana trifolia e Lantana montevidensis.

Didmetro da zona de inibi¢io (mm)"

Oleos Essenciais Gram-negativa Gram-positivas
Escherichiacoli ~ Bacillus cereus  Staphylococcus aureus
Lippia brasiliensis 6Cc 19AD 15Bb
Aloysia virgata 11Bb 16 Ab 16 Ab
Lantana camara 6Ac 8Ad 6Ad
Lantana trifolia 6Cc 13Ac¢ 10Bc¢
Lantana montevidensis 6Cc I8AD 13BDb
Controle (H,0) 6Ac 6Ad 6Ad
Cloranfenicol 30 pg 29Ba 29Ba 32Aa

* Médias seguidas pela mesma letra, maitscula nas linhas, e minusculas nas colunas, nido diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Deena e Thoppil (2000) observaram atividade antibacteriana para o Oleo
essencial de Lantana camara coletada em Calicut, India. Os constituintes
majoritarios encontrados por estes autores foram (E)-cariofileno (35%), acetato de
geranila (22%), acetato de terpenila (6%) e acetato de bornila (4%). No presente

trabalho, ndo foram observados estes compostos oxigenados para o oOleo de L.
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camara, o que pode estar relacionado com a auséncia de atividade antibacteriana
para a planta coletada no Brasil.

Das folhas da espécie Lantana trifolia foi isolada a umuhengerina, uma
pentametoxiflavona que apresentou atividade antibacteriana e antifingica
(Rwangabo et al., 1988). Recentemente, Silva et al. (2005) observaram acao
antiinflamatéria e antinocicepitiva para extratos de diferentes polaridades das folhas
de L. trifolia. Todavia, relatos sobre atividades bioldgicas do oleo essencial desta
espécie ndo foram encontrados na literatura. Os resultados obtidos no presente
trabalho indicam uma baixa atividade para o 6leo essencial de L. trifolia contra as
bactérias estudadas.

Para a espécie Lantana achyranthifolia, coletada no México, Hernandez et al.
(2005) observaram atividade antibacteriana moderada do 6leo essencial, com valores
de CIM entre 1,0 e 0,25 mg L. O 6leo desta espécie apresentou como componentes
principais carvacrol (31%), a-bisabolol (11%) e 1,8-cineol (5%) (Hernandez et al.,
2005), todos com reconhecida atividade antimicrobiana (Kim ez al., 1995).
Adicionalmente, Ultee et al. (2002) demonstraram que a presenca da hidroxila
fenolica no carvacrol € essencial para sua atividade contra B. cereus. Portanto, a
baixa concentracdo de componentes oxigenados, principalmente fenois, observada
para os Oleos das plantas do género Lantana estudadas no presente trabalho pode
estar relacionada com as baixas atividades antibacterianas encontradas.

Realizou-se a determinagdo da concentragdo inibitéria minima para os 6leos
das espécies Lippia brasiliensis e Aloysia virgata (Tabela 2.7). Os resultados
confirmam que o 6leo da espécie L. brasiliensis ndo apresenta atividade contra a
bactéria Gram-negativa E. coli nas concentra¢des avaliadas (2,0 a 0,0156 %).
Também ¢ possivel observar que o 6leo da espécie A. virgata inibe o crescimento
desta bactéria a uma concentracdo de 0,125%. Para as bactérias Gram-positivas B.
cereus e S. aureus os Oleos de ambas as espécies de plantas apresentaram o mesmo

valor de CIM, 0,125%.
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Tabela 2.7 — Concentragdo inibitdria minima (CIM) do crescimento bacteriano para
os 0Oleos essenciais extraidos das folhas das espécies Lippia brasiliensis

e Aloysia virgata.

Concentragao inibitéria minina (%)

Oleos Essenciais G() G
Escherichiacoli ~ Bacillus cereus  Staphylococcus aureus
Lippia brasiliensis 0,250 0,125 0,125
Aloysia virgata 0,125 0,125 0,125

Analisando o mecanismo de acao do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
(Myrtaceae), Cox et al. (2000) demonstraram que os principais efeitos sobre
bactérias e fungos foram a inibi¢do da respiragdo e aumento da permeabilidade da
membrana celular. O efeito sobre a membrana leva a ruptura de sua integridade,
causando extravasamento de ions K™ e consequente perda do controle quimiosmoético
celular (Cox et al., 2000; Hada et al., 2003). Cox et al. (2000) também observam que
o 6leo de Melaleuca alternifolia ¢ muito rico em terpenos oxigenados e concluem
que o efeito deletério destes compostos sobre a membrana celular seja o principal

mecanismo de a¢do antimicrobiana deste 6leo.
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2.5 Conclusotes

Conclui-se que os O6leos essenciais das espécies Aloysia virgata, Lippia
brasiliensis, Lippia sp., Lantana camara, Lantana trifolia e Lantana montevidensis,
coletadas em Minas Gerais, possuem constituicdo quimica variada e predominada
por compostos sesquiterpénicos. E possivel observar um padrio referente as
concentragdes relativas dos constituintes majoritarios em relagdo aos géneros das
plantas estudadas. As plantas do género Lippia apresentam maior concentracdo de
(E)-cariofileno que de germacreno, enquanto as plantas dos géneros Lantana e
Aloysia apresentam maior concentragdo de germacreno D em relagdo ao (E)-
cariofileno.

Observa-se também que o 6leo da espécie Lippia brasiliensis possui ligeira
alteracdo de constitui¢do ao longo das estacdes, apresentando maiores concentragdes
de constituintes oxigenados durante o periodo frio e seco do ano. Para as espécies
Lippia brasiliensis, Lantana camara e Lantana trifolia, os 6leos extraidos das flores
apresentam maiores concentragdes de constituintes monoterpénicos que os Oleos
extraidos das folhas.

O oleo extraido das folhas da espécie Lantana camara ndo apresentou
atividade contra as bactérias estudadas. Os Oleos extraidos das folhas das espécies
Aloysia virgata, Lippia brasiliensis, Lantana trifolia e Lantana montevidensis
apresentaram atividade moderada contra as cepas de bactérias Gram-positivas B.
cereus ¢ S. aureus. Apenas o 6leo extraido das folhas da espécie 4. virgata foi ativo

contra a bactéria Gram-negativa E. coli.
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3 Capitulo 3

COMPOSICAO QUIMICA E
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS
OLEOS ESSENCIAIS DE
ANACARDIACEAE:
PEROXIDACAO DE LIPIDEOS EM
CELULAS BACTERIANAS

RESUMO

Para os oOleos extraidos das Anacardiaceae Anacardium humile Engl.,
Anacardium  occidentale L., Astronium fraxinifolium Schott ex Spreng.,
Myracrodruon urundeuva Allemdo, e Schinus terebinthifolius Raddi, observou-se
que as constituigdes quimicas foram bastante distintas. Os Oleos das espécies A.
humile e A. occidentale nao apresentaram atividade contra as bactérias estudadas. Os
Oleos das espécies A. fraxinifolium, M. urundeuva ¢ S. terebinthifolius apresentaram
atividades moderadas contras as cepas de bactérias utilizadas. A época de coleta da
espécie S. terebinthifolius altera a atividade antibacteriana do 6leo essencial extraido
de suas folhas. Os oOleos das espécies A. fraxinifolium, M. urundeuva e S.
terebinthifolius, € o0 monoterpeno 6-3-careno provocam aumento na peroxidacio de
lipideos em células de bactérias. A atividade antibacteriana do 6leo de M. urundeuva

pode estar relacionada com a alta concentragdo do monoterpeno 6-3-careno.
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ABSTRACT

Chemical Composition and Antibacterial Activity of Anacardiaceae Essential
Oils: Lipid Peroxidation on Bacterial Cell. The chemical composition and the
antibacterial activity against Gram-positive and Gram-negative foodborne bacteria
were assessed for the essential oils from five Anacardiaceae species. The major
constituents in Anacardium humile leaves oil are (E)-caryophyllene (31%), a-pinene
(22%) and bicyclogermacrene (7.6%). The major compounds identified for the
Anacardium occidentale oil were (E)-caryophyllene (15.4%), germacrene-D (11.5%)
and a-copaene (10.3%). A. fraxinifolium leaves essential oil presented (E)-f-ocimene
(44.1%), o-terpinolene (15.2%) and viridiflorene (9.0%) as major constituents.
Myracrodruon urundeuva presented d-3-carene at 78.8%. S. terebinthifolius leaves
oil collected in March and July presented different chemical composition. The oil of
all tested species, except A. occidentale, exhibited varying levels of antibacterial
activity against Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and Escherichia coli. S.
terebinthifolius oil extracted in July was more active against all bacterial strains than
the oil extracted in March. M. urundeuva oil showed great antibacterial activity and it
may be related to the high concentration of od-3-carene. The amounts of
malondihaldeyd (MDA) in bacterial cells indicate that essential oils promote lipid
peroxidation. The results suggest that prooxidant damages on cell membrane should
play important role in the mechanism of antibacterial action of these natural
compounds. The study of its mechanism of action becomes an outstanding issue for

further studies.
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3.1 Familia Anacardiaceae

Anacardiaceae ¢ uma familia constituida por cerca de 70 géneros e 700
espécies com distribui¢do tropical e subtropical. Seus géneros sdo subdivididos em
cinco tribos: Anacardieae, Dobineae, Rhoeae, Semecarpeae e Spondiadeae. Cerca de
25% dos géneros dessa familia sdo conhecidos como tdxicos e causadores de
dermatite de contato severa. De modo geral, as espécies venenosas desta familia
estdo restritas as tribos Anacardieae, Rhoeae e Semecarpeae (Correia et al., 2006).

No Brasil ocorrem 15 géneros e cerca de 70 espécies (Souza e Lorenzi, 2005).
Diversas anacardiaceas apresentam frutos e pseudofrutos comestiveis. Este ¢ o caso
do cajueiro (Anacardium occidentale L.) cujo fruto produz a castanha-de-caju,
mundialmente conhecida. O caju propriamente dito ¢ um pseudofruto originado do
desenvolvimento do pedicelo e ¢ comercializado in natura ou na forma de doces e
sucos.

Outras frutas incluem a manga (Mangifera indica L.), os cajas (Spondias
spp.), o umbu (Spondias tuberosa Arruda), a siriguela (Spondias purpurea L.).
Pertence ainda a essa familia o pistache (Pistacia vera L.), e diversas espécies que
produzem madeira de boa qualidade, incluindo o gongalo-alves (Astronium
fraxinifolium Schott ex Spreng.), a aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva
Allemao), a aroeira-branca (Lithraea molleoides Engl.) e a bratna (Schinopsis
brasiliensis Engl.).

Algumas espécies sao utilizadas na ornamentacao de ruas e pracas, como a
aroeira-vermelha ou pimenta-rosa (Schinus terebinthifolius Raddi), o chardao (Rhus
succedanea L.) e a aroeira-salsa (Schinus molle L.). O peito de pombo (Tapirira
guianensis Aubl.) é certamente a espécie nativa de Anacardiaceae mais comum,

ocorrendo em quase todas as formagdes florestais do Brasil.
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3.2 Fitoguimica de Anacardiaceae

Do ponto de vista quimico, os géneros mais estudados nesta familia sdo
Mangifera, Rhus (Toxicodendron), Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus,
Schinus, Pistacia, Lithraea, Tapirira e Melanorrhoea. Os géneros Mangifera, Rhus e
Anacardium destacam-se pelo numero de investigacdes relativas a composicao
quimica de suas espécies e atividades biologicas de seus extratos e metabolitos. Os
estudos destas espécies possibilitaram verificar a ocorréncia de flavonoides, terpenos,
esteroides, xantonas e, principalmente, de fendlicos com cadeia alifatica longa e seus
derivados. Entre os flavonoides, os biflavondides sao os mais freqiientes (Correia et
al., 2006).

Estudos realizados com extratos aquosos das cascas de uma variedade de M.
indica (manga) resultaram em uma formulagdo farmacéutica com nome fantasia de
Vimang®. O principal componente deste extrato ¢ a mangiferina (Figura 3.1).
Porém, além desta substincia, o extrato contém também uma mistura de
componentes polifendlicos, terpendides, esterdides, acidos graxos e microelementos
(Garrido et al., 2004). O extrato Vimang® apresenta atividades imunoestimulante
(Makare et al., 2001), antiinflamatoéria (Garrido et al., 2004), antioxidante (Sanchez
et al., 2000; Muruganandan et al., 2002; Selles et al., 2002), citotoxica e
antineoplasica (Beltran et al., 2004).

HO l 0 l OH
oOH OH
H
0 OH O
HO OH
H OH
Mangiferina

Figura 3.1 — Estrutura da mangiferina, principal constituinte do fitofarmaco

Vimang®.
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O género Rhus ¢ o maior da familia, com cerca de 200 espécies ricas em
flavonoéides, principalmente biflavondides (Correia et al., 2006). Os biflavondides
hinokiflavona, agathisflavona e robustaflavona (Figura 3.2), isolados de Rhus
succedanea, inibem a replicagdo do virus HIV pela inibi¢do da enzima transcriptase

reversa HIV-1-RT (Lin et al., 1997)

Agathisflavona Robustaflavona

Figura 3.2 — Estruturas dos biflavondides antivirais hinokiflavona,

agathisflavona e robustaflavona, isolados de Rhus succedanea.

Espécies deste género sdo conhecidas por provocarem dermatite alérgica de
contato muito severa, contraida por manuseio ou ingestdo de partes das plantas. Estas
espécies possuem oleoresina conhecida no ocidente como urushiol, e no Japao como
kiurushi. Tais resinas sao formadas por mistura de alquilcatecois com cadeia lateral
de 15 e 17 carbonos. Porém, Goetz et al. (1999) mostraram que os verdadeiros
antigenos envolvidos na dermatite alérgica sdo quinonas produzidas a partir da
oxidacdo dos alquilcatecois. Tais quinonas s3o reativas frente aos centros

nucleofilicos das proteinas.
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O género Anacardium possui 11 espécies descritas e o caju, A. occidentale, ¢
seu representante mais conhecido. E uma cultura de grande importincia socio-
econdmica para o Brasil. Além da exploracao dos pseudofrutos, na forma de sucos e
doces, a améndoa e o liquido extraido da casca da castanha de caju (CNSL — Cashew
Nut Shell Liquid) sdo produtos de exportagdo (Santos e Magalhaes, 1999).

Os acidos anacardicos, juntamente com os alquilresorcindis, constituem cerca
de 90% da composi¢cdo do CNSL e apresentam propriedades toxicas e irritantes. Os
acidos anacardicos sdo misturas de acidos 6-alquilsalicilicos, onde os grupos
alquilicos variam tanto no comprimento da cadeia como no grau de insatura¢do das
mesmas, sendo mais freqlientes cadeias mono, di ou triinsaturadas (Correia et al.,
2006). Devido a termolabilidade do grupo carboxilico eles sdo prontamente
descarboxilados durante o processamento e, assim, tendem a se converter em
cardanol, de forma que o principal componente do CNSL ¢ o cardol (mistura dos

homologos insaturados do 5-pentadecil resorcinol) (Shobha et al., 1992).

3.3 Atividade Antimicrobiana de Anacardiaceae

Os 4cidos constituintes do CNSL possuem atividades antibacteriana (Kubo et
al., 1993) e antifungica (Prithiviraj et al., 1997). Deve-se destacar que o
comprimento das cadeias alquilicas destes acidos influi na atividade. Este fato foi
confirmado a partir da comparacdo da atividade destas substdncias com a do 4cido
salicilico. Apesar dos acidos anacardicos exibirem um espectro de atividade limitado
contra bactérias, as atividades foram consideravelmente maiores que as apresentadas
pelo acido salicilico.

O exemplo que reflete a importancia da cadeia lateral dos acidos anacardicos
para atividade foi dada pelo acido 6-[-pentadeca-8-(Z)-11-(Z)-14-trienil]salicilico.
Quando avaliado contra Staphylococcus mutans e S. aureus, mostrou-se 2048 ¢ 64
vezes, respectivamente, mais efetivo que o acido salicilico. Isto sugere que a cadeia
alquilica realmente exerce papel importante na atividade antibacteriana (Kubo et al.,

1993).
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A amarula (Sclerocarya birrea (A. Rich.) é uma arvore nativa do sudeste da
Africa e amplamente utilizada pelos povos locais contra doencas relacionadas a
bactérias. Eloff (2001) verificou que os extratos em acetona das folhas e do caule
desta planta realmente possuem atividade contra bactérias Gram negativas e
positivas.

Atividades antimicrobianas para os Oleos essenciais e extratos de baixa
polaridade de plantas da familia Anacardiaceae sdo relatadas na literatura. Lithraea
molleoides, conhecida como aroeirinha, € uma arvore encontrada na América do Sul,
principalmente no Brasil. O 6leo essencial extraido de seus frutos maduros
apresentou atividade contra fungos e bactéria Gram-positivas (Shimizu et al., 2006).
Entretanto esses autores relatam que ndo foi possivel detectar 6leo essencial nas
folhas desta espécie.

Extratos em hexano das folhas, madeira, casca do tronco e diferentes partes
dos frutos de Pistacia vera apresentaram atividade moderada contra bactérias e
fungos (Ozgelik et al., 2005). Pistacia vera , uma espécie nativa da Asia, foi
amplamente distribuida em regides mediterraneas e nos Estados Unidos e a
comercializacdo de seus frutos, o pistache, tem importincia econémica mundial.
Tassou e Nychas (1995) observaram que o o6leo essencial da espécie Pistacia
lentiscus foi mais ativo contra bactérias Gram-positivas do que Gram-negativas.

As espécies de Anacardiaceae mais estudadas do ponto de vista quimico tém
sido Mangifera indica, Anacardium occidentale e algumas espécies de Rhus,
provavelmente devido a sua importancia econdmica e toxicidade. Deve-se salientar,
entretanto, que estes estudos com as espécies citadas representam menos de 10% das
espécies descritas para estes géneros. Mesmo do ponto de vista geral, menos de 7%
das espécies conhecidas da familia tiveram estudos fitoquimicos e de atividades
biologicas ja realizados (Correia ef al., 2006).

Paralelamente, a familia Anacardiaceae possui ampla distribui¢do no Brasil,
portanto, este trabalho também descreve a composi¢ao quimica do 6leo essencial das
folhas das espécies Anacardium humile Engl., Anacardium occidentale L., Astronium
fraxinifolium Schott ex Spreng., Myracrodruon urundeuva Allemao, e Schinus
terebinthifolius Raddi e o estudo das atividades antimicrobiana e fitotoxica dos 6leos

de algumas destas espécies.
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3.4 Experimental

3.4.1 Material Vegetal

Expedicdes de campo foram realizadas no estado de Minas Gerais para o
mapeamento da ocorréncia das espécies. Amostras das populacdes selecionadas
foram coletadas, armazenadas em caixas térmicas com gelo e transportadas para o
Laboratério de Andlise e Sintese de Agroquimicos (LASA), do Departamento de
Quimica (DEQ) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), onde se realizaram as
extracoes dos oOleos essenciais. Espécimes-testemunhas foram herborizados e
incorporados ao acervo do Herbario VIC do Departamento de Biologia Vegetal
(DBV), da mesma Universidade. As espécies e os detalhes de coleta estdo

sumarizados na Tabela 3.1.

3.42 Extracio de Oleos Essenciais

Folhas completamente expandidas e inflorescéncias completamente
desenvolvidas foram coletadas separadamente, em triplicata e de modo randémico
entre os individuos das populacdes estudadas. Cada amostra foi triturada e submetida
a trés horas de hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger. Os 6leos obtidos foram
recolhidos juntamente com o hidrolato e extraidos com pentano (3 x 20 mL) em funil
de separagdo. As fases organicas foram secadas com sulfato de magnésio anidro e o
solvente removido sob baixa pressdo, a 40 °C, em evaporador rotativo. Os 0leos
foram acondicionados em frascos de vidro, sob atmosfera de nitrogénio, ¢ mantidos
sob refrigeragdo a temperatura de aproximadamente -4 °C, até o momento das
analises quimicas e ensaios de atividade bioldgica.

A massa de cada 6leo foi mensurada em balanga analitica e os rendimentos
expressos em relacdo a massa de matéria seca do vegetal. A matéria seca foi
determinada pela secagem de trés aliquotas de aproximadamente 2 g, de cada

amostra, em estufa a 103 £ 2 °C até massa constante (ASAE, 2000).
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Tabela 3.1 — Espécies, locais, meses de coleta e nimero de registro no Herbario VIC

— DBV/UFV
Familias e Espécies Local Meses N° Registro
Anacardium humile Japonvar, MG Dezembro/2008 VIC 26662
Anacardium occidentale Januaria, MG Dezembro/2008 VIC 26663
Astronium fraxinifolium Januaria, MG Dezembro/2008 VIC 26664
Myracrodruon urundeuva Januaria, MG Dezembro/2008 VIC 26665
Schinus terebinthifolius Vigosa, MG Margo/2008 VIC 30839

Julho/2008

3.4.3 Cromatografia em Fase Gasosa (CG)

Utilizou-se cromatdgrafo a gas Shimadzu GC-17A equipado com detector de
ionizacao em chama (DIC) e coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m % 0,32 mm,
espessura do filme de 0,25 pm) com as seguintes condi¢des cromatograficas: géas de
arraste N, sob fluxo de 1,8 mL min™'; temperatura do injetor 220 °C, temperatura do
detector 240 °C; temperatura inicial da coluna 40 °C, isoterma por 2 min., seguido de
aquecimento a 3 °C min' até 240 °C, mais isoterma por 15 min; volume de inje¢io
1,0 uL (1% p/v em CH,Cl,); razdo de split 1:10; pressdo da coluna 115 kPa.

As andlises foram realizadas em triplicata e a concentragdo de cada
constituinte foi calculada pela porcentagem da area do pico correspondente em
relagdo a area total do cromatograma.

Utilizou-se aparelho Shimadzu GCMS-QP5050A, equipado com coluna de
silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm, espessura do filme de 0,25 um) e acoplado a
detector de ionizagdo. Gas de arraste He sob fluxo de 1,8 mL min’'; temperatura do
injetor 220 °C, temperatura inicial da coluna 40 °C, isoterma por 2 min., seguido de
aquecimento a 3 °C min™' até 240 °C, mais isoterma por 15 min; volume de injegdo
1,0 uL (1% p/v em CH,Cl); razdo de split 1:5; pressdo da coluna 100 kPa;
temperatura da interface 240 °C; ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV);

amplitude de varredura de 30 a 600 u.
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As identifica¢des dos componentes foram realizadas pela comparagao de seus
tempos de retengdo, relativos a série de alcanos (Cy — Cy7), € pela comparacao dos
espectros de massas com o banco de dados da biblioteca Wiley (Wiley 330.000) ou

com a literatura (Adams, 1995).

3.4.4 Atividade Antibacteriana

As cepas de bactérias foram obtidas junto ao Departamento de Microbiologia
(DMB) da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os microrganismos estudados
foram as bactérias Gram (+) Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Bacillus
cereus, Ribotipo 1 222-173-S4 isolado de superficies de equipamentos de pos-
pasteurizagao (Salustiano et al., 2009); e Gram (-) Escherichia coli (ATCC 11229).

3.4.4.1 Ensaios de Disco-Difusao

A atividade dos 6leos essenciais contra as cepas de bactérias estudadas foi
avaliada pelo método de disco-difusdo em meio s6lido de acordo com as normas do
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003a), atualmente
nomeado Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Placas de Petri contendo agar Miieller-Hinton foram inoculadas com
suspensdes dos microrganismos testados (2 x 10° UFC mL™). Discos de papel de
filtro (6 mm de diametro) foram embebidos com 5 puL de oOleo essencial e
posicionados sobre superficie do é4gar das placas inoculadas. As placas foram
incubadas por 48 horas a 35 °C. O didmetro das zonas de inibi¢do foram medidos
com paquimetro e expressados em milimetros. O antibioticos Cloranfenicol (30 pg)
foi utilizado como controle positivo e agua esterilizada como controle negativo. Cada
6leo foi testado em triplicata e repetido trés vezes, totalizando nove repeti¢des. Os
experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado e os
resultados foram analisados pela ANOVA e teste de Scott-Knott a P < 0.05,
utilizando o programa computacional GENES (Genetics and Statistical Analysis

Versao 2007.0.0 — Universidade Federal de Vigosa).
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3.4.4.2 Concentracio Inibitoria Minima (CIM)

O método de microdiluigdo em caldo nutritivo foi utilizado para a
determina¢do da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM), para alguns o6leos
selecionados no teste de disco-difusdo, de acordo com as normas do National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003b).

Realizou-se a diluicao seriada, de razao 2, dos 6leos essenciais em placas de
microtitulacdo de 96 pocos, cobrindo a faixa de concentracdo de 2,0 a 0,0156 %
(v/v). Utilizou-se o meio liquido Brain Heart Infusion Broth (Himedia)
suplementado com Tween®™ 80 (Merck, Germany) a 0,5% (v/v), para solubilizacio
dos O6leos. Inoculos das bactérias testadas foram adicionados para se obter a
concentragio final de 5 x 10° UFC mL™". As placas foram incubadas por 24 horas a
35 °C. O crescimento bacteriano foi avaliado pela turbidez, mensurada em
espectrofotometro a 625 nm, e a CIM foi definida como a menor concentragdo de

0leo essencial na qual o microrganismo testado ndo apresentou crescimento visivel.

3.4.4.3 Peroxidacao de Lipideos

Tubos com 10 mL de meio BHI (Brain Heart Infusion Broth — Himedia),
suplementados com Tween 80 (Merck, Germany) 0,1%, forma incubados com 2x10
CFU/mL das linhagens de bactérias. Para os tratamentos, o meio foi também
suplementado com a CIM para cada 6leo. Apos 24 horas, as células bacterianas
foram coletadas por centrifugagdo a 10.000 x g por 10 min. As células foram lavadas
uma vez com 2 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,5, e ressuspensas em
2 mL deste tampao (Yoon ef al., 2002). A peroxidacao de lipideos foi detectada pelo
ensaio de derivatizagdo com 4cido 3-tiobarbittrico (TBA), que forma um aduto com
o aldeido malénico (MDA) (Yoon et al., 2002). Os teores de MDA foram expressos
em relacdo ao contetido de proteinas das bactérias. O teor de proteinas foi

determinado pelo método de Bradford (1976).
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3.5 Resultados e Discussao

3.5.1 Composicao Quimica dos Oleos Essenciais de Anacardiaceae

A hidrodestilacdo de folhas das espécies de Anacardiaceae resultou nos
seguintes rendimentos, com base na massa de matéria seca: Anacardium humile
0,3%, Anacardium occidentale 0,3%, Astronium fraxinifolium 0,7%, Myracrodruon
urundeuva 0,6%, e Schinus terebinthifolius 0,6% (Tabela 3.2).

Nesta mesma tabela se encontram os constituintes identificados nos 6leos
essenciais destas espécies. Nota-se que houve diferenca pronunciada nas
constituigdes quimicas dos O6leos analisados, principalmente para plantas
pertencentes a géneros distintos. Para as espécies do género Anacardium, (E)-
cariofileno e germacreno D foram encontrados, respectivamente, nas concentragdes
de 31% e 6% para A. humile, e 15% e 11% para A. occidentale. Entretanto, observa-
se baixa porcentagem de compostos monoterpénicos em A. occidentale e uma
concentragdo elevada de a-pineno (22%) em A. humile. Ainda para o 6leo de A.
occidentale, observou-se cerca de 10% de a-copaeno, constituinte que também foi
observado em aproximadamente 14% no 6leo das folhas desta espécie por Maia et al.
(2000). Porém, esses autores encontraram cerca de 29% de (E)-B-ocimeno no 6leo de
A. occidentale, mas no presente trabalho este constituinte nao foi observado para esta
espécie. Todavia, diferengas na composicdo quimica de 6leos essenciais extraidos de
plantas da mesma espécie, mas coletadas em locais distintos, ¢ um fato
corriqueiramente observado na literatura. Fatores como variagdes geograficas
(latitude, longitude e altitude), variagdes genéticas intraespecificas, clima, tipo de
solo, época de coleta, forma de plantio, adubagdo, irrigacdo, idade da planta,
processamento pos-colheita do material vegetal, bem como a técnica de extracio
podem afetar a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais (Sefidkon et al., 2007; Apel
et al., 2006; Asekun et al., 2006; Potzernheim et al., 2006; Viljoen et al., 2005;
Bassole et al., 2003).

A espécie Astronium fraxinifolium apresentou como constituintes majoritarios
de seu 6leo os monoterpenos (E)-f-ocimeno (44%) e a-terpinoleno (15%). Os

sesquiterpenos hidrocarbonetos representam cerca de 20% e os oxigenados cerca de
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10%. O ¢6leo extraido das folhas da espécie Myracrodruon urundeuva apresentou o

monoterpeno 9-3-careno com aproximadamente 80%.

Tabela 3.2 — Constituintes e rendimento dos Oleos essenciais (%) das espécies
occidentale (ANOC),
urundeuva (MYUR) e

Anacardium  humile (ANHM), Anacardium
Astronium fraxinifolium (ASFR), Myracrodruon
Schinus terebinthifolius (SCTB)

Constituintes IRR ANHM ANOC ASFR MYUR SCTB
Marco Julho
Monoterpenos 29,9 4,7 67,0 91,0 30,9 46,6
Hidrocarbonetos
a-pineno 939 22,0+0,9 - 0,7+0,0 - 1,2+0,1 4,2+0,1
B-pineno 980 6,6+1,3 - - - - 0,8+0,0
mirceno 991 - - 1,9+0,1 4,240,3 15,4+0,9 0,8+0,0
§-2-careno 1001 - - 3,6+0,1 - - -
o-felandreno 1004 - - - - - 18,2+1,2
8-3-careno 1011 - - - 78,8+1,7 - -
p-cimeno 1026 - - - - - 3,3+0,2
Limoneno 1031 1,3+0,1 4,7+0,3 0,4+0,0 0,2+0,0 12,0+0,6 16,7+1,1
B-felandreno 1032 - - - 3,0+0,2 - -
(Z)-p-ocimeno 1040 - - 1,1+0,1 - - -
(E)-B-ocimeno 1050 - - 44,1+0,8 - 2,3+0,2 2,6+0,1
a-terpinoleno 1089 - - 15,2+0,9 4,8+0,6 - -
Sesquiterpenos
Hidrocarbonetos 60,9 80,7 19,0 8,1 59,4 354
d-elemeno 1339 - - - - 2,4+0,1 2,0+0,0
a-copaeno 1376 2,5+0,3 10,3+0,9 0,4+0,0 - 1,7+0,1 0,6+0,0
B-elemeno 1391 - - - 0,7+0,1 4,8+0,3 2,1+0,1
a-gurjuneno 1409 1,0+0,2 - - - - -
(E)-cariofileno 1418 31,0£1,8 15,4+1,5 - 1,1+0,1 14,7+0,8 2,7+0,2
Aromadendreno 1439 1,1+£0,4 1,1+0,2 5,6+0,2 - - -
a-humuleno 1454 2,9+0,3 1,5+0,1 - - 2,5+0,1 0,9+0,0
Aloaromadendreno 1461 1,4+0,2 2,5+0,7 0,5+0,0 - - -
B-camigreno 1475 - 1,0+0,2 - 0,5+0,0 7,5+1,0 -
Germacreno D 1480 5,9+1,7 11,5+1,2 1,4+0,1 - 8,8+0,3 21,0£1,2
B-selineno 1485 0,7+0,0 1,9+0,3 - 2,5+0,2 4,3+0,1 -
o-amorfeno 1485 - 3,0+0,2 0,5+0,1 - - -
viridifloreno 1493 - - 9,0+0,4 3,040,2 - -
Biciclogermacreno 1494 7,6+1,2 8,2+0,5 - - - -
4-selineno 1495 - 1,7+0,2 - - - -
o-muuroleno 1499 1,2+0,4 2,3+0,1 - - 2,6+0,1 0,9+0,0
germacreno A 1503 0,6+0,1 - - 0,3+0,0 2,1+0,0 1,3+0,0
(E,E)-a-farneseno 1508 - - 0,8+0,1 - - -
y-cadineno 1513 0,9+0,2 2,0+0,1 0,8+0,0 - 2,3+0,1 0,7+0,0
8-cadineno 1524 4,1+0,2 9,3+0,7 - - 3,6+0,1 1,6+0,1
germacreno B 1556 - 7,3+1,1 - - 2,1+0,1 1,6+0,0
Sesquiterpenos
Oxigenados 6,3 3,8 11,6 - 5,8 15,5
Ledol 1565 - - 0,5+0,0 - - -
espatulenol 1576 - - 5,7+0,3 - 1,1£0,0 2,1+0,1
oxido de B-cariofileno 1581 0,6+0,0 - - - 0,8+0,0 2,6+0,1
Globulol 1583 1,4+0,4 - 3,2+0,1 - - -
Epiglobulol 1588 1,8+0,2 - - - - -
Viridiflorol 1590 1,4+0,3 - 2,2+0,1 - - 2,5+0,2
8-cadinol 1636 - 1,5+0,1 - - 1,3+0,1 2,4+0,1
o-muurolol 1645 - - - - 1,2+0,1 2,8+0,1
a-cadinol 1653 1,1£0,2 2,3+0,2 - - 1,4+0,0 3,1+0,1
Outros - 7,2 - - - -
tetradecano 1399 - 1,7+0,1 - - - -
acido hexadecanoico 1984 - 7,2+1,3 - - - -
Total 97,7 96,3 97,9 99,1 96,1 97,5
Rendimento (%) 0,3+0,0 0,3+0,0 0,7+0,1 0,6+0,0 0,6+0,1 0,7+0,1
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A andlise dos 0Oleos essenciais das folhas da espécie Schinus terebinthifolius
nas duas épocas de coleta (marco e julho) confirmou resultados anteriores que
mostram a variacao sazonal do dleo desta espécie (Barbosa ef al., 2007). Observa-se
aumento da concentra¢do de (E)-cariofileno (15%) e diminui¢do de germacreno D
(9%) no més de margo, enquanto que o oposto se observa no més de julho, (E)-
cariofileno (3%) e germacreno D (21%). Também se observa alto teor de mirceno
(15%) e auséncia de a-felandreno no 6leo extraido em margo. Ja no 6leo extraido em
julho nota-se a redu¢do do teor de mirceno (1%) e aparecimento de a-felandreno em
nivel elevado (18%). Tanto mirceno (20%) como o-felandreno (17%) foram os
constituintes majoritarios do 6leo essencial extraido dos frutos da espécie Schinus
molle (Bernhard et al., 1983). Outra diferenca perceptivel entre os 6leos das duas

épocas ¢ a maior concentragcdo de compostos oxigenados no 6leo extraido em julho.

3.5.2 Atividade Antibacteriana dos Oleos Essenciais de Anacardiaceae

O estudo da atividade antibacteriana pelo método de disco-difusdo em Agar
mostrou que os Oleos essenciais extraidos das espécies Anacardium humile,
Anacardium occidentale, Astronium fraxinifolium, Myracrodruon urundeuva e
Schinus terebinthifolius apresentaram diferentes niveis de atividade para cada cepa
de microrganismo estudado (Tabela 3.3). De acordo com este método de andlise,
todas as espécies, exceto A. occidentale, apresentaram atividade moderada contra as
cepas de bactérias Gram-positivas, B. cereus ¢ S. aureus. Os 6leos extraidos das
folhas das espécies A. fraxinifolium, M. urundeuva e S. terebinthifolius (coletada em

julho) apresentaram atividade contra a bactéria Gram-negativa, E. coli.
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Tabela 3.3 — Didmetro das zonas de inibi¢do do crescimento bacteriano para os 6leos
essenciais extraidos das folhas das espécies Anacardium humile,
Anacardium  occidentale, Astronium  fraxinifolium, Myracrodruon

urundeuva e Schinus terebinthifolius.

Diametro da zona de inibi¢io (mm)”

Oleos Essenciais Gram-negativa Gram-positivas
Escherichiacoli ~ Bacillus cereus  Staphylococcus aureus
A. humile 7Bc 14Ac 10Bd
A. occidentale 8Ac 7Ad 8Ad
A. fraxinifolium 11Bb 23Ab 13B¢
M. urundeuva 14Bb 22ADb 22Ab
S. terebinthifolius (marco) 6Bc I5Ac 14Ac
S. terebinthifolius (julho) 14Bb 25Ab 20Ab
Controle (H,0) 6Ac 6Ad 6Ad
Cloranfenicol 30 pg 29Ba 29Ba 32Aa

* Médias seguidas pela mesma letra, maitscula nas linhas, ¢ mintsculas nas colunas, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De modo geral, as atividades dos 6leos foram maiores para as bactérias
Gram-positivas. Estudando o 6leo da espécie Pistacia lentiscus (Anacardiaceae),
Tassou e Nychas (1995) também observaram maior efeito sobre bactérias Gram-
positivas do que em Gram-negativas. Todavia, esses autores ndo descrevem a
constitui¢do quimica do 6leo por eles analisado. Resultados semelhantes foram
observados por Shimizu et al. (2006) para o 6leo dos frutos de Lithraea molleoides.
Este 6leo, que apresentou em sua constitui¢do 89% de limoneno, 3,5% de a-pineno e
2,6% de B-pineno, ndo teve efeito sobre as bactérias Gram-negativas estudadas por
esses autores, mas inibiram o crescimento da bactéria Gram-positiva S. aureus.

A Tabela 3.4 traz os valores encontrados para as concentragdes inibitorias
minimas dos 6leos das espécies A. fraxinifolium, M. urundeuva e S. terebinthifolius.
E interessante notar que nio existe relacio entre os didmetros das zonas de inibigao,
obtidos pelo método de disco-difusdo (Tabela 3.3), e os valores de CIM encontrados
(Tabela 3.4). Porém, deve-se lembrar que no método de disco-difusao o didmetro da
zona de inibi¢do ndo depende somente da atividade antibacteriana do 6leo. Devido a

caracteristicas inerentes ao método, os coeficientes de difusdo dos diferentes
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constituintes encontrados nos 6leos essenciais podem influenciar os resultados. A
facilidade que cada constituinte do 6leo possui para migrar pelo meio Agar pode
alterar o tamanho da zona de inibi¢do. Embora esses testes de avaliagao
antimicrobiana sejam padronizados pela NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards), os mesmos foram desenvolvidos para andlise de agentes
antimicrobianos convencionais como os antibidticos. Essas drogas apresentam
natureza hidrofilica e se difundem mais facilmente no Agar, ao contrario dos dleos
essenciais que sdo volateis, insoluveis em agua, viscosos e de natureza complexa.
Normalmente na literatura referente ao teste de halo de inibigdo, as zonas de inibi¢ao
formadas pelos oleos sdo comparadas com aquelas obtidas pelos antibidticos, no
entanto, esses resultados ndo devem ser simplesmente comparados, pois as
particularidades apresentadas pelos Oleos devem ser levadas em consideragdo
(Duarte et al., 2005; Nostro et al., 2004). Desta forma, o teste antimicrobiano

utilizando o método da microdilui¢do deve sempre ser realizado.

Tabela 3.4 — Concentragdo inibitoria minima (CIM) do crescimento bacteriano para
os Oleos essenciais extraidos das folhas das espécies Astronium

[fraxinifolium, Myracrodruon urundeuva e Schinus terebinthifolius.

Concentrac¢ao inibitoria minina (%)

Oleos Essenciais Gram-negativa Gram-positivas
Escherichiacoli ~ Bacillus cereus  Staphylococcus aureus
A. fraxinifolium 0,031 0,125 0,031
M. urundeuva 0,031 0,063 0,031
S. terebinthifolius (marco) 0,063 0,250 0,125
S. terebinthifolius (julho) 0,016 0,125 0,031

O constituinte limoneno foi encontrado em concentragcdes semelhantes nos
Oleos das folhas de S. ferebinthifolius em ambas as épocas de coleta (Tabela 3.2),
logo, ndo parece estar relacionado com a diferenca de atividade antibacteriana
encontrada para as duas épocas de coleta desta planta (Tabela 3.3 e 3.4). O 6leo
extraido desta espécie em julho foi mais ativo para todas as bactérias estudadas que o

0leo extraido em margo. Em 1999, foi langado no Brasil um gel para tratamento de
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vaginose bacteriana contendo extrato hidro-etandlico de S. terebinthifolius (Amorim
e Santos, 2003). Em ensaio clinico, estes autores relatam que a taxa de cura foi de
84% no grupo tratado com o gel e 47,8% no grupo tratado com placebo e concluem
que este produto foi efetivo e seguro para o tratamento da vaginose bacteriana.
Todavia, pelo observado no presente trabalho, ¢ possivel que a época de coleta do
material vegetal influencie nas propriedades farmacologicas de seus extratos e
constituintes.

Assim como a época de coleta, o local de coleta das plantas também pode
influenciar em sua constituicdo quimica. As peculiaridades genéticas de cada
populagdo e as caracteristicas ambientais de cada regido podem levar a produgdo de
diferentes constituintes por uma mesma espécie vegetal. Erazo et al. (2000)
observaram que o componente majoritario do 6leo extraido da espécie Schinus
polygamus coletada no Chile foi o B-pineno, e este 6leo foi ativo tanto para bactérias
Gram-positivas quanto Gram-negativas. Porém, para o 6leo da mesma espécie
coletada na Argentina, os constituintes majoritarios foram limoneno e a-felandreno e
este 6leo foi ativo apenas para a bactéria Gram-positiva B. cereus.

E interessante notar que, para o més de julho, o dleo de S. terebinthifolius
apresentou uma maior concentracdao de sesquiterpenos oxigenados (15,5%) que para
o 6leo extraido em margo (5,8%). A relacdo entre a presenca de fungdes oxigenadas
nos constituintes com a maior atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais tem sido
demonstrada na literatura. Por exemplo, Ultee et al. (2002) demonstraram que a
presenca da hidroxila fendlica no carvacrol € essencial para sua atividade contra B.
cereus. Portanto, a maior concentracdo de componentes oxigenados observada para o
0leo extraido em julho pode estar relacionada com sua maior atividade antibacteriana
encontrada.

Maior concentracdo de compostos oxigenados também pode ser observada
para o 6leo extraido das folhas da espécie Astronium fraxinifolium (Tabela 3.2), que
apresentou alta atividade antibacteriana (Tabelas 3.3 e 3.4). Entretanto, para o 6leo
extraido das folhas da espécie Myracrodruon urundeuva ndo se observa a presenca
de compostos oxigenados, mas sua atividade antibacteriana foi comparavel aos
demais Oleos estudados. O oleo desta espécie foi caracterizado por uma alta
concentra¢cdo de d-3-careno (80%). Alguns estudos relatam o efeito deste constituinte

sobre os tecidos e células do aparelho respiratdrio. Efeitos como bronquioconstrigao,
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irritacdo da mucosa (Lastbom et al., 1998; 2000 e 2003) e toxicidade aos macréfagos
alveolares (Johansson e Lundborg, 1997) foram observados. Entretanto, estudos
sobre a acao antibacteriana do o-3-careno nao foram encontrados na literatura,
portanto, o estudo de seu mecanismo de acdo se torna um foco interessante para

estudos posteriores.

3.5.2.1 Peroxidacao de Lipideos em Células Bacterianas

Os resultados apresentados na Tabela 3.5 indicam que os Oleos essenciais
promoveram acimulo de aldeido malénico (MDA) nas células bacterianas, indicando
aumento da peroxidagdo de lipideos. Os maiores niveis de peroxidacao foram
observados para as bactérias tratadas com os 6leos de S. terebinthifolius (coletado em
julho) and M. wrundeuva (MDA-TBA, = 2,14 a 3,34 nmol mg"' Proteina). O
monoterpeno §-3-careno promoveu o menor efeito observado.

Em membranas bioldgicas, com constituicdo basicamente fosfolipidica, a
peroxidacdo de lipideos ¢ uma consequéncia frequente do ataque de radicais e gera
uma complexa variedade de produtos, muitos dos quais sdo eletrofilos reativos. O
aldeido malonico (MDA) € o principal e mais bem estudado destes produtos (Del Rio
et al 2005). MDA ¢ formado pela B-cisdo de acidos graxos poliinsaturados
peroxidados e ¢ comumente quantificado pela derivatizacdo com acido 3-
tiobarbiturico (TBA). Este aldeido ¢ altamente tdxico para a célula e pode interagir
com DNA e proteinas, sendo, portanto um mutagénico potencial (Marnett 1999).

Efeitos tais como os danos peroxidativos sao mostrados para alguns agentes
antimicrobianos (Lyon ef al., 2008; Yoon et al., 2002). Entretanto, até o presente
momento, ndo se encontrou relatos na literatura acerca da peroxidacao de lipideos em
membranas bacterianas em resposta a exposi¢ao a 6leos essenciais. De acordo com
Davidson (1993), o modo de acao de quase todos os agentes antimicrobianos pode
ser classificado em um ou mais dos seguintes grupos: (a) (a) reacdes com a
membrana celular, (b) inativacdo de enzimas essenciais, e (c) destruicio ou

inativagdo do material genético. Até o momento, os mecanismos descritos para os
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Oleos essenciais possuem exemplos em todos esses grupos, principalmente reagdes e

danos a membrana celular (Bakkali et al., 2008; Burt, 2004).

Table 3.5 — Teores de MDA-TBA, em células de bactérias cultivadas em meio de
cultura suplementado com a MIC de cada 6leo essencial das espécies
Astronium  fraxinifolium.  Myracrodruon — urundeuva e  Schinus
terebinthifolius € o monoterpeno 4-3-careno

Concentragao de MDA-TBA, (nmol mg'1 Proteina)

Oleos essenciais Gram-negativa Gram-positivas
Escherichiacoli ~ Bacillus cereus  Staphylococcus aureus
S. terebinthifolius (marco) 2,6 Ab 1,85Bb 1,67Bb
S. terebinthifolius (julho) 334Aa 2,14Bb 2,22BDb
A. fraxinifolium 246 Ab 1,51Bb 1,84BDb
M. urundeuva 2,74 Ab 297 Aa 321 Aa
0-3-Caren 1,33Bc¢ 1,92Ab 1,71 ADb
Controle 0,69 Ad 095Ac 0,73 Ac

* Médias seguidas pela mesma letra, maiuscula nas linhas e minusculas nas colunas, ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a p 5%

Ademais, considerando o grande nimero de compostos presentes nos dleos
essenciais, ¢ muito provavel que a atividade antibacteriana ndo seja atribuida a um
unico mecanismo de agdo especifico, mas sim que existam varios alvos de atuagdo na
célula (Carson et al., 2002; Burt 2004; Bakkali et al., 2008). Portanto, os resultados
indicam que a peroxidac¢do de lipideos ¢ provavelmente um dos mecanismos de agao

antibacteriana destes 0leos essenciais.
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3.6 Conclusdes

Conclui-se que os Oleos essenciais das espécies Anacardium humile,
Anacardium occidentale, Astronium fraxinifolium, Myracrodruon urundeuva e
Schinus terebinthifolius possuem constitui¢des quimicas bastante distintas.

Os o6leos das espécies A. humile e A. occidentale nao apresentaram atividade
contra as bactérias estudadas. Os 6leos das espécies A. fraxinifolium, M. urundeuva e
S. terebinthifolius apresentaram atividades moderadas contras as cepas de bactérias
utilizadas. A época de coleta da espécie S. terebinthifolius altera a atividade
antibacteriana do 6leo essencial extraido de suas folhas.

Estes Oleos apresentam caracteristicas promissoras para a utilizagdo como
alternativas a desinfetantes e preservativos contra bactérias Gram-positivas ¢ Gram-
negativas.

Em adigcdo, os danos pro-oxidadantes sobre as membranas das células
bacterianas se apresentam como efeitos da exposicao aos 0leos essenciais e parecem
desempenhar um papel importante no mecanismo de acdo antibacteriana destes

produtos naturais.
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4 Capitulo 4

COMPOSICAO QUIMICA E
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS
OLEOS ESSENCIAIS DE
Siparuna guianensis Aubl.:
FONTES ALTERNATIVAS DE
0-BISABOLOL E ¢-TERPINOLENO

RESUMO

Os teores obtidos no periodo de maio de 2009 a maio de 2010 para o dleo
essencial de Siparuna guianensis permaneceram entre 4,5 ¢ 7,0%. O periodo de
menor rendimento do 6leo, setembro a novembro, ¢ coincidente com o periodo
fenoldgico em que as plantas passam por uma desfolha natural drastica. Dois
constituintes, o monoterpeno a-terpinoleno e o alcool sesquiterpénico a-bisabolol,
representaram, em conjunto, cerca de 80% do 6leo durante todo o ano.

Em geral, o composto a-bisabolol promoveu maiores zonas de inibicdo das
bactérias E. coli, B. cereus ¢ S. aureus, que o 6leo essencial. As concentragdes
inibitorias minimas (CIM) demonstram que o 6leo de S. guianensis e o padrdo
comercial de a-bisabolol inibiram o crescimento das cepas de bactérias testadas em
concentragdes expressivamente baixas (8 — 63 pg mL™). O acimulo de aldeido
malonico (MDA) indica que os danos pro-oxidantes, que resultam na peroxidagao de
lipideos, estdo provavelmente relacionados como os mecanismos de agdo
antibacteriana destes 0leos essenciais.

A CIM contra os fungos Candida albicans, Criptococcus neoformans,
Trychophyton rubrum e Aspergillus fumigatus indicam que o 6leo de S. guianensis
inibe o crescimento das cepas de fungos em concentragdes reduzidas, principalmente

para 0 fungo Criptococcus neoformans (16 pg mL™).
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ABSTRACT
The levels obtained during the period May 2009 to May 2010 for the essential

oil Siparuna guianensis remained between 4.5 and 7.0%. The period of lower oil
yield, from September to November, is coincident with the phenological period in
which the plants undergo a dramatic natural defoliation. Two components, the
monoterpene o-terpinolene and a-bisabolol, bisabolol alcohol, together accounted
about 80% of the oil throughout the year.

In general, the compound a-bisabolol promoted larger zones of inhibition of
the bacteria E. coli, B. cereus and S. aureus, the essential oil. The minimum
inhibitory concentrations (MIC) show that the oil of S. guianensis and trade pattern
of a-bisabolol inhibited the growth of bacterial strains tested at concentrations
significantly lower (8-63 pg mL™"). The accumulation of malondialdehyde (MDA)
shows that the damage pro-oxidants, which result in lipid peroxidation, are probably
related to the mechanisms of antibacterial action of essential oils.

The MIC against fungi Candida albicans, Cryptococcus neoformans,
Aspergillus fumigatus and Trychophyton rubrum indicate that the oil of S. guianensis
inhibit the growth of fungal strains in low concentrations, especially for the fungus

Cryptococcus neoformans (16 pg mL™).
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4.1 Familia Siparunaceae

A familia Siparunaceae é composta por apenas dois géneros, Glossocalyx,
que ¢é nativo do oeste da Africa, e Siparuna, que é nativo da América do Sul. Possui
cerca de 75 espécies, quase todas pertencentes a Siparuna, pois Glossocalyx ¢é
monoespecifico (Souza e Lorenzi, 2005).

No Brasil ocorrem aproximadamente 40 espécies de Siparuna, a maioria
proveniente da Amazonia e relativamente comuns em bordas de florestas. Muitas
espécies também sdo comuns ao longo do Brasil Central e Regido Sudestes.

Tradicionalmente estes dois géneros de Siparunaceae estiveram incluidos
entre as Monimiaceae. Entretanto, estas familias podem ser diferenciadas pela
placentagdo, que € ereta em Siparunaceae ¢ péndula em Monimiaceae. Os estudos em
filogenia sustentam a distingdo entre estas duas familias e indicam que Siparunaceae
estaria mais associada as Gomortegaceae e Atherospermataceae (ambas ocorrentes
no Chile) que a Monimiaceae (Renner, 1999).

Uma espécie muito importante € Siparuna guianensis Aubl., também
conhecida como captitit e negramina. E um arbusto ereto de trés a cinco metros de
altura, aromatica, com ramos jovens rufo-pubescentes, nativa em quase todo Brasil
em sub-bosques de matas secundarias e capoeiras, porém com maior frequéncia na
regido Amazonica. Possui folhas simples, membranéaceas, de margens lisas, de nove
a 16 cm de comprimento por quatro a sete cm de largura. Flores unissexuadas, de
coloragdo amarelo-esverdeada, dispostas em pequenas inflorescéncias hermafroditas
axilares. Os frutos sdo capsulas elipsoides deiscentes, de cor verde quando jovens e
vinho quando maduros, que se abrem expondo o interior roseo-avermelhado com as

sementes.
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4.2 Fitoquimica e Etnofarmacologia de Siparunaceae

A quimica e a etnobiologia de Siparunaceae se resumem praticamente a
poucos relatos sobre o género Siparuna. Plantas deste género sdo amplamente
utilizadas na medicina tradicional das Américas Central e Sul. Nas Guianas, o
decocto das folhas de Siparuna guianensis Aubl. e Siparuna pachyantha A.C. Sm.
sdo utilizadas pelos crioulos e pelos indios Wayapi contra malaria, febres, € como
banho antibidtico na hora do parto (Grenand et al., 2004). No Panama, extratos sao
usados como inseticidas e cataplasmas sdo aplicados contra edemas e como
antiinflamatérios (Renner e Hausner, 2005).

No Brasil, S. guianensis é empregada na medicina popular principalmente na
regido norte do pais. Folhas e flores sdo consideradas carminativas, aromaticas,
estimulantes, febrifugas, antidispépticas e diuréticas. Externamente, sdo utilizadas na
forma de banhos contra espasmos musculares, dores de cabeca, febres e gripes, € na
hora do parto. Como seu proprio nome demonstra, esta planta ¢ muito comum nas
Guianas onde ¢ um dos remédios tradicionais mais apreciados. O chéa das folhas ¢
considerado abortivo, febrifugo e estimulante, o extrato etandlico ¢ empregado
contra edemas e como antinflamatorio.

Os indios Yanomami, que vivem numa area de floresta tropical na regido da
fronteira Brasil e Venezuela, esfregam as folhas amassadas desta espécie na cabeca e
corpo para vertigem e na Colombia o ché de folhas ¢ recomendado para reumatismo.
No Equador, os Quéchuas tratam herpes aplicando a casca aquecida nas areas
infeccionadas, enquanto as folhas aromaticas sdo esfregadas na testa e fortemente
inaladas para tratar dor de cabeca. (Milliken & Albert, 1996).

Na regido do Alto do Rio Grande, em Minas Gerais, faz-se uso do decocto ou
infuso de toda a planta como antiinflamatério, carminativo, estimulante, nas
cefalalgias, nas gripes e resfriados. O cataplasma, a compressa ou o banho sdo

usados para reumatismo (Rodrigues e Carvalho, 2001).
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Em Nova Xavantina, o sumo das folhas com mastruz, Chenopodium
ambrosioides L. (Chenopodiaceae), ¢ relatado como medicinal para pds-operatorio e
as folhas sdo utilizadas como repelentes, nos galinheiros, para piolho de galinha
(Duarte, 2001).

Recentemente, Céline et al. (2009) verificaram a atividade antiplasmodial e
leishmanicida de extratos das folhas de S. aspera e S. radiata coletadas no Peru.
Porém, os autores comentam que a atividade antimaldrica dos extratos de S.
guianensis foi perdida durante o processo de fracionamento bioguiado. Atividade
antiplasmodial foi verificada para as espécies S. andina (Tul.) A. DC., S. pauciflora
(Beurl.) A. DC. e S. tonduzian Perkins, todas da América Central (Jenett-Siems et al.,
1999). Posteriormente os autores isolaram alguns sesquiterpenos e derivados
isoquinolinicos de S. pauciflora (Jenett-Siems et al., 2003) e um butenolideo com
novo tipo de esqueleto carbonico, chamado sipandinolide, de S. andina (Jenett-Siems
et al., 2000).

Para os oleos essenciais de S. guianensis, Antonio et al. (1984) encontraram
em folhas de plantas do Panamd, curzeronona (25,64%), derivados de sua
degradacdo (42,31%) e miristicina (7,93%). Plantas coletadas em Rio Branco, Acre,
apresentaram o0s componentes majoritarios y-cadineno (21,8%), bergamotenal
(14,2%) e (E)-B-cariofileno (15,1%) (Reboucas, 1984). Em amostras coletadas no
Pard, Zoghbi et al. (1998) observaram altas concentracdes de epi-a-bisabolol
(25,1%) e espatulenol (15,7%). Além de monoterpenos e sesquiterpenos, Viana ef al.
(2002) também observaram alcodis sesquiterpénicos e cetonas alifaticas nos dleos de

plantas da Amazonia.
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4.3 Experimental

4.3.1 Material Vegetal

A espécie Siparuna guianensis Aubl. foi coletada em um fragmento de Mata
Atlantica na cidade de Tocantins, Minas Gerais. Amostras das partes aéreas foram
coletadas, armazenadas em caixas térmicas com gelo e transportadas para o
Laboratério de Andlise e Sintese de Agroquimicos (LASA), do Departamento de
Quimica (DEQ) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), onde se realizaram as
extracoes dos oOleos essenciais. Espécimes-testemunhas foram herborizados e
incorporados ao acervo do Herbario VIC do Departamento de Biologia Vegetal

(DBV), com niimero de registro VIC 34160.

4.3.2 Extraciio de Oleos Essenciais

Folhas completamente expandidas foram coletadas separadamente, em
triplicata e de modo randémico entre os individuos das populagdes estudadas. Cada
amostra foi triturada e submetida a trés horas de hidrodestilagio em aparelho tipo
Clevenger. Os 6leos obtidos foram recolhidos juntamente com o hidrolato e extraidos
com pentano (3 x 20 mL) em funil de separagdo. As fases organicas foram secadas
com sulfato de magnésio anidro e o solvente removido sob baixa pressdo, a 40 °C,
em evaporador rotativo. Os 6leos foram acondicionados em frascos de vidro, sob
atmosfera de nitrogénio, e mantidos sob refrigeragdo a temperatura de
aproximadamente -4 °C, até o momento das andlises quimicas e ensaios de atividade
biologica.

A massa de cada 6leo foi mensurada em balanca analitica e os rendimentos
expressos em relacdo a massa de matéria seca do vegetal. A matéria seca foi
determinada pela secagem de trés aliquotas de aproximadamente 2 g, de cada

amostra, em estufa a 103 £ 2 °C até massa constante (ASAE, 2000).
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4.3.3 Cromatografia em Fase Gasosa (CG)

Utilizou-se cromatografo a gas Shimadzu GC-17A equipado com detector de
ioniza¢do em chama (DIC) e coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m % 0,32 mm,
espessura do filme de 0,25 pm) com as seguintes condi¢des cromatograficas: gas de
arraste N, sob fluxo de 1,8 mL min™'; temperatura do injetor 220 °C, temperatura do
detector 240 °C; temperatura inicial da coluna 40 °C, isoterma por 2 min., seguido de
aquecimento a 3 °C min™' até 240 °C, mais isoterma por 15 min; volume de injec¢io
1,0 uL (1% p/v em CH,Cl,); razdo de split 1:10; pressdo da coluna 115 kPa.

As andlises foram realizadas em triplicata e a concentracdo de cada
constituinte foi calculada pela porcentagem da 4area do pico correspondente em
relacdo a area total do cromatograma.

Utilizou-se aparelho Shimadzu GCMS-QP5050A, equipado com coluna de
silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm, espessura do filme de 0,25 um) e acoplado a
detector de ionizacdo. Gas de arraste He sob fluxo de 1,8 mL min'l; temperatura do
injetor 220 °C, temperatura inicial da coluna 40 °C, isoterma por 2 min., seguido de
aquecimento a 3 °C min™' até 240 °C, mais isoterma por 15 min; volume de inje¢io
1,0 puL (1% p/v em CH,Cly); razdo de split 1:5; pressdo da coluna 100 kPa;
temperatura da interface 240 °C; ionizagdo por impacto de elétrons (70 eV);
amplitude de varredura de 30 a 600 u.

As identificagdes dos componentes foram realizadas pela comparacao de seus
tempos de retengdo, relativos a série de alcanos (Cy — Cy7), € pela comparacao dos
espectros de massas com o banco de dados da biblioteca Wiley (Wiley 330.000) ou

com a literatura (Adams, 1995).
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4.3.4 Avaliacao da Atividade Antibacteriana

As cepas de bactérias foram obtidas junto ao Departamento de Microbiologia
(DMB) da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os microrganismos estudados
foram as bactérias Gram (+) Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Bacillus
cereus, Ribotipo 1 222-173-S4 isolado de superficies de equipamentos de pds-
pasteurizagdo (Salustiano et al., 2009); e Gram (-) Escherichia coli (ATCC 11229).

4.3.4.1 Estudo da Atividade Antibacteriana por Disco-Difusio

A atividade dos 6leos essenciais contra as cepas de bactérias estudadas foi
avaliada pelo método de disco-difusdo em meio s6lido de acordo com as normas do
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003a), atualmente
nomeado Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Placas de Petri contendo &4gar Miieller-Hinton foram inoculadas com
suspensdes dos microrganismos testados (2 x 10° UFC mL™). Discos de papel de
filtro (6 mm de didmetro) foram embebidos com 5 pL de o6leo essencial e
posicionados sobre superficie do agar das placas inoculadas. As placas foram
incubadas por 48 horas a 35 °C. O didmetro das zonas de inibi¢do foram medidos
com paquimetro e expressados em milimetros. O antibioticos Cloranfenicol (30 pg)
foi utilizado como controle positivo e agua esterilizada como controle negativo. Cada
oleo foi testado em triplicata e repetido trés vezes, totalizando nove repetigdoes. Os
experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado e os
resultados foram analisados pela ANOVA e teste de Scott-Knott a P < 0.05,
utilizando o programa computacional GENES (Genetics and Statistical Analysis

Versao 2007.0.0 — Universidade Federal de Vigosa).
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4.3.4.2 Concentracio Inibitoria Minima (CIM)

O método de microdiluicdo em caldo nutritivo foi utilizado para a
determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), para alguns oOleos
selecionados no teste de disco-difusdo, de acordo com as normas do National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003b).

Realizou-se a diluicdo seriada, de razdo 2, dos oleos essenciais em placas de
microtitulacdo de 96 pogos, cobrindo a faixa de concentracdo de 2,0 a 0,0156 %
(v/v). Utilizou-se o meio liquido Brain Heart Infusion Broth (Himedia)
suplementado com Tween® 80 (Merck, Germany) a 0,5% (v/v), para solubilizagio
dos oOleos. Indculos das bactérias testadas foram adicionados para se obter a
concentragdo final de 5 x 10° UFC mL™. As placas foram incubadas por 24 horas a
35 °C. O crescimento bacteriano foi avaliado pela turbidez, mensurada em
espectrofotometro a 625 nm, ¢ a CIM foi definida como a menor concentragdo de

6leo essencial na qual o microrganismo testado ndo apresentou crescimento visivel.

4.3.4.3 Peroxidacio de Lipideos

Tubos com 10 mL de meio BHI (Brain Heart Infusion Broth — Himedia),
suplementados com Tween 80 (Merck, Germany) 0,1%, forma incubados com 2x10’
CFU/mL das linhagens de bactérias. Para os tratamentos, o meio foi também
suplementado com a CIM para cada 6leo. Ap6s 24 horas, as células bacterianas
foram coletadas por centrifugacdo a 10.000 x g for 10 min. as células foram lavadas
uma vez com 2 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7.5, e ressuspensas em
2 mL deste tampao (Yoon et al., 2002). A peroxida¢do de lipideos foi detectada pelo
ensaio de derivatizagdo com acido 3-tiobarbittrico (TBA), que forma um aduto com
o aldeido malénico (MDA) (Yoon ef al., 2002). Os teores de MDA foram expressos
em relacdo ao contedo de proteinas das bactérias. O teor de proteinas foi

determinado pelo método de Bradford (1976).
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4.3.5 Avaliacido da Atividade Antifungica - CIM

A atividade antifingica do 6leo essencial de S. guianensis foi verificada pela
determinagdo da CIM em suspensdes de Candida albicans ATCC 3680/10C 3704,
Criptococcus neoformans ATCC 90112, Trychophyton rubrum 10C 4527,
Aspergillus fumigatus 10C 4526, preparadas com base no Manual “Clinical and
Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2002a, b). Colonias dos fungos cultivados
em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) a 28°C foram transferidas para tubo
de ensaio de 15 mL contendo 5 mL de solugdo salina e a suspensdo foi
homogeneizada por agitacdo. A concentragdo de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC mL™") presentes nas suspensdes foi ajustada em meio de cultura RPMI 1640 de
forma a se obter 0,5-2,5x10° e 0,4-5x10* UFC mL" para leveduras (C. albicans e C.
neoformans) e fungos filamentosos (7. rubrum e A. fumigatus), respectivamente. A
concentragdo de UFC foi determinada por absorbancias a 530 nm.

O dleo essencial de S. guianensis foi solubilizado em dimetilsulféxido ¢ 100
pL foram serialmente diluidos em uma placa de 96 cavidades resultando nas
concentragdes de 8 a 1.000 pg mL™. A cada cavidade da placa foram adicionados
100 pL das suspensoes de C. albicans, C. neoformans, T. rubrum ou A. fumigatus em
meio de cultura RPMI 1640. A placa foi incubada a 30-32°C e tempo adequados a
cada patdgeno variando de 24 a 72 horas (CLSI, 2002a, b). O controle positivo foi
uma suspensdo de fungos livre de antibidticos e o controle negativo, uma suspensao
de fungos contendo anfotericina B em concentragdes inferiores a 16 pg/mL. A
concentragdo de DMSO presente nos ensaios foi inferior a 1%.

Para indicagdo da presenga ou auséncia de crescimento fungico, 24 horas
antes do termino do ensaio, 25 pL do corante Rezazurin a 0,02% foi adicionado a
cada cavidade da placa (Palomino et al., 2002; De Souza et al., 2005). Nos ensaios
com C. albicans, o corante foi adicionado antes da adicdo da suspensdo deste

patogeno (tempo zero).
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A leitura das CIM foi efetuada por observa¢do macroscopica da cor do
rezazurin que em azul ou rosa indica a auséncia ou presenga de crescimento
microbiano, respectivamente. As CIM foram definidas como a menor concentracao
das amostras capaz de impedir a alteracdo da cor azul para rosa e indicam a inibi¢ao
do crescimento de pelo menos 90% dos patdgenos. Os resultados representam a

média de 2 ou 3 ensaios independentes.
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4.4 Resultados e Discussao

4.4.1 Composicio quimica dos 6leos essenciais de S. guianensis

Os teores obtidos no periodo de maio de 2009 a maio de 2010 para o 6leo
essencial de Siparuna guianensis estdo representados na Figura 4.1. E interessante
notar que no periodo de clima mais quente e imido (setembro a janeiro) ocorre uma
reducdo do rendimento do 6leo (4,5 a 5,0%). Durante a estacdo fria ¢ seca os
rendimentos aumentam atingindo valores expressivos como 6,8%. Estes resultados
sdo condizentes com o observado por Castellani ef al. (2006) em um fragmento de
Mata Atlantica situado no Campus da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa —
MG. Durante o periodo de 1999 a 2000, estes autores observaram maior rendimento
do oleo de S. guianensis no outono. Todavia, os teores de 6leo obtidos em maio de
2010 foram consideravelmente superiores aqueles obtidos em maio de 2009,
sugerindo que as diferencas climaticas ao longo dos anos também podem influenciar

a produtividade de dleo.
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Figura 4.1 — Rendimento do 6leo essencial das folhas de S. guianensis
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Embora a Figura 4.1 indique um excelente rendimento de 6leo ao longo de
todo ano, vale a pena comentar que as condicdes observadas para as plantas em
campo podem ter implicacdes diferentes no caso de possiveis aplicagdes desta planta
(Figura 4.2). O periodo de menor rendimento do 6leo, setembro a novembro, ¢
coincidente com o periodo fenologico em que as plantas passam por uma desfolha
natural drastica. Portanto, mesmo que os teores de Oleo nas folhas remanescentes
sejam elevados (de 4 a 5%), a produtividade geral das plantas pode ser fortemente
comprometida. Este periodo coincide também com o inicio da floragcdo e emissdo de
novos ramos, logo, coletas massivas nesta época poderiam prejudicar o ciclo
fenologico das plantas. Este mesmo padrdo de comportamento fenoldgico foi
observado por Castellani et al. (2006) em Vigosa — MG e por Valentini ef al. (2010a)
para plantas coletadas em Cuiaba — MT, entretanto, estes dois grupos de pesquisa
obtiveram rendimentos expressivamente inferiores (cerca de 5 vezes menores) aos

observados no presente trabalho.

Maio - 2009 Outubro-2009

Siparuna guianensis

Figura 4.2 — Aspecto geral do mesmo individuo de S. guianensis observado em

Tocantins — MG em maio e outubro de 2009.
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Na Tabela 4.1 estdo sumarizadas as constituicoes quimicas dos o6leos
essenciais de S. guianensis obtidos nas diferentes épocas do ano. Observa-se que dois
constituintes, o monoterpeno o-terpinoleno e o alcool sesquiterpénico a-bisabolol,
representaram, em conjunto, cerca de 80% do 6leo durante todo o ano. Os resultados
sdo muito interessantes devido a grande aplicacdo destes compostos. a-Terpinoleno €
utilizado na industria quimica, principalmente como agente de secagem para resinas
epoxi, e a-bisabolol ¢ muito aplicado nas industrias farmacéutica e de cosmética,
devido a sua excelente atividade antimicrobiana. Cabe ressaltar também que a
diferenca de temperatura de ebulicdo destas substancias provavelmente permite sua
separa¢do por destilacdo fracionada, assim como ¢ realizado comercialmente para a

purificagdo do a-bisabolol obtido do 6leo essencial da madeira de candeia.

Tabela 4.1 — Constituintes e rendimento dos Oleos essenciais (%) da espécie
Siparuna guianensis ao longo do ano.

L 2009 2010
Constituintes IRR Maio Julho Setembro  Novembro Janeiro Margco Maio
Monoterpenos 38.78 39.36 39.52 3213 2755 32.50 32.46
Hidrocarbonetos
a-Pineno 932 0.3£0.0 0.240.1 0.3£0.0 0.2%0.1 0.320.1 0.320.1 0.120.0
B-Mirceno 987  1.0£0.0 0.920.0 1.2+0.0 0.920.0 1.0+0.0 0.9+0.0 0.70.0
a-Felandreno 1001 1.9+0.0 1.7£0.0 1.9+0.0 1.6+0.0 1.3+0.0 1.5+0.0 1.440.0
8-3-Careno 1009 1.3£0.0 1.240.0 1.3£0.0 1.240.0 1.1£0.0 1.1£0.0 0.90.0
a-Terpineno 1013 1.3£0.0 13402 1.4+0.0 1.240.1 0.920.1 1.0£0.1 1.0+0.0
p-cimeno 1021 0.9+0.0 0.30.1 0.10.1 0.220,1 0.920.1 0.420.1 0.1£0.0
Limoneno 1027 0.9£0.9 1.320.1 1.3£0.0 1.120.5 0.920.3 1.3+0.3 0.8+0.0
y-Terpineno 1058 0.2+0.0 0.220.0 0.220.0 0.220.0 0.220.0 0.20.0 0.240.0
o-Terpinoleno 1064  30.8£0.4  32.020.  31.6£0.1  25.6+0.2  20.8+0.2 25502  27.2:0.8
p-menta-1,5,8-trieno 1115 0.1+0.2 0.2+0.1 0.1£0.0 - 0.2+0.1 0.2+0.1 -
Monoterpenos 0.70 0.96 0.43 0.68 2.14 127 0.44
Oxigenados
p-Cimen-8-ol 1178 0.4+0.1 0.620.1 0.2%0,1 0.4%0,1 1.80.1 0.920.1 0.2+0.0
Safrol 1279 0.3£0.0 0.4%0.0 0.30.3 0.30.0 0.30.0 0.340.1 0.30.0
Sesquiterpenos 15.73 13.48 12.73 14.13 12.83 10.95 11.14
Hidrocarbonetos
a-Cubebeno 1355 0.1£0.1 0.120.0 0.120.0 0.120.0 0.120.0 0.1£0.0 0.1£0.0
(2)-Cariofileno 1403 0.1£0.0 0.1£0.0 0.1£0.0 0.120.1 - 0.1£0.0 -
B-Gurjuneno 1427 0.1£0.0 0.1£0.0 0.1£0.0 0.1£0.0 0.120.1 0.1£0.0 0.1£0.0
B-Farneseno 1441 0.8+0.2 0.60.1 0.740.0 0.720.1 0.720.1 0.620.1 0.70.0
Germacreno D 1478 1.1£0.0 0.920.0 0.820.0 0.920.0 0.8£0.0 0.8+0.0 0.8+0.0
Biciclogermacreno 1491 1.9£0.0 1.740.0 1.7+0.0 1.840.0 1.540.0 1.2+0.0 2.1+0.5
a-Muuroleno 1495 1.1£0.2 1.0+0.2 0.820.0 12402 1.0+0.2 0.820.1 1.6+0.0
a-Bisaboleno 1499 11201 0.8£0.3 1.0£0.0 1.0£0.2 1.0£0.2 0.70.2 0.220.0
B-Bisaboleno 1502 4.5:0.0 3.940.3 3.6+0.1 4.0£0.2 3.840.2 3.240.2 2.4%0.4
y-Bisaboleno 1529 4.9+0.0 4.340.2 3.950.1 4.30.1 3.840.2 3.40.1 3.240.0
Sesquiterpenos 42.49 43.15 44.64 49.94 54.30 51.19 53.63
Oxigenados
(Z)-Nerolidol 1533 0.2+0.4 0.120.0 0.120.0 0.2+0.2 0.2%0.1 0.120.1 0.2£0.0
Espatulenol 1570 0.3£0.3 0.3£0.3 0.420.0 0.420.3 0.420.3 0.420.3 0.7+0.6
a-Muurolol 1642 0.5+0.1 0.6£0.2 0.50.0 0.620.1 0.6£0.2 0.620.1 0.8+0.4
a-Bisabolol 1682 415502 42105  43.620.1  48.8:0.3 531204  50.120.3  52.0+0.2
Total 97,7 97,0 97,3 96,9 96,8 95,9 97,7
Rendimento (%) 5,2+0,4 6,2+0,6 4,5+0,8 4,5+0,8 4,9+1,0 5,7+0,8 7,0+0,2
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Valentini et al. (2010a) também observaram a predominancia de
sesquiterpenos oxigenados durante todo o periodo de coleta (2007 — 2008) para
plantas coletadas em Cuiabd — MT, entretanto o principal constituinte identificado
pelos autores foi a siparunona (30 — 50%). Em amostras coletadas no Para, Zoghbi et
al. (1998) observaram altas concentragdes de a-bisabolol (25,1%) e espatulenol
(15,7%) (Figura 4.3). Além de monoterpenos e sesquiterpenos, Viana et al. (2002)
também observaram alcoois sesquiterpénicos e cetonas alifaticas nos 6leos de plantas

da Amazonia.
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a-Bisabolol
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Figura 4.3 — Principais constituintes identificados no 6leo essencial de S. guianensis:
a-terpinoleno (20 — 30%) e a-bisabolol (40 — 50%) (este trabalho); a-
bisabolol (25%) e espatulenol (16%) (Zoghbi et al., 1998); e siparunona
(30 —50%) (Valentini et al., 2010a)

Os resultados indicam que a espécie Siparuna guianensis apresenta variagao
do rendimento do o6leo essencial em funcdo da sua fenologia e das variagdes
sazonais. Ainda, a comparacdo com outros estudos revela que a composi¢cdo quimica
pode variar dependendo do local de coleta. As diferengas e as interagdes entre os
fatores genéticos, edaficos e climaticos podem ser responsaveis pela variada
composi¢do quimica observada. Portanto, estudos referentes a domesticacdo e
estabelecimento dos tratos culturais, bem como a sele¢do de variedades adequadas a
cada regido constituem pontos prioritarios para estudos da viabilidade de utilizagdo

desta espécie como produtora de 6leo essencial.
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4.4.2 Atividade antibacteriana dos éleos essenciais de S. guianensis

Os valores dos halos de inibi¢do das bactérias E. coli, B. cereus ¢ S. aureus,
pelo método de disco-difusao em Agar, para o 6leo de S. guianensis e para o alcool
sesquiterpénico a-bisabolol estdo representados na Tabela 4.2. As zonas de inibi¢ao
causadas tanto pelo oOleo essencial quanto pelo sesquiterpeno foram superiores
aquelas produzidas pelo antibidtico comercial cloranfenicol para todas as cepas de
bactérias analisadas. Em geral, o composto a-bisabolol promoveu maiores zonas de
inibicdo que o Oleo essencial. Contudo, como j& mencionado (Cap. 3), as
caracteristicas fisico-quimicas que influenciam a difusdo de cada substancia podem
influenciar também o tamanho das zonas de inibicao (Duarte et al., 2005; Nostro et

al., 2004).

Tabela 4.2 — Diametro das zonas de inibicao do crescimento bacteriano para os 6leos
essenciais extraidos das folhas de Siparuna guianensis e a-bisabolol

Didmetro da zona de inibi¢io (mm)"

Oleo Essencial / Constituinte Gram-negativa Gram-positivas
Escherichiacoli ~ Bacillus cereus  Staphylococcus aureus
Siparuna guianensis 42Bb 51Aa 45Bb
a-Bisabolol 52Aa 58Aa 52Aa
Controle (H,0) 6Ad 6Ac 6Ad
Cloranfenicol 30 pg 29Bc 29Bb 32Ac

* Médias seguidas pela mesma letra, maiuscula nas linhas, e minusculas nas colunas, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Embora o género Siparuna e a espécie S. guianensis sejam amplamente
citados na literatura etnofarmacoldgica por suas diversas aplicagdes medicinais
(Valentini et al., 2010a, b), apenas as atividades antiplasmodial e leishmanicida de
extratos das folhas de S. aspera e S. radiata (Céline et al., 2009), e S. andina, S.
pauciflora e S. tonduzian (Jenett-Siems et al., 1999) foram experimentalmente
verificadas, inclusive possibilitando o isolamento de alguns principios ativos (Jenett-
Siems et al., 2000; Jenett-Siems et al., 2003). Em relagdo a atividade antibacteriana,
o presente trabalho possivelmente faz o primeiro relato da comprovagdo
experimental deste efeito para os componentes de S. guianensis, o que da sustentagao

cientifica a algumas aplicagdes etnofarmacologicas apontadas na literatura.
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A atividade antibacteriana pode ser melhor visualizada na Tabela 4.3, onde
os valores determinados para as concentragdes inibitoérias minimas (CIM) estdao
representados. Os resultados demonstram que o 6leo de S. guianensis e o padrdo
comercial de a-bisabolol inibiram o crescimento das cepas de bactérias testadas em
concentragdes expressivamente baixas (8 — 63 pg mL™), aproximadamente dez vezes
menores que os 0leos de Anacardiaceae e Verbenaceae. Os valores de CIM para o a-
bisabolol foram superiores (2x) aos do 6leo de S. guianensis, para as bactérias E. coli
e S. aureus. Considerando que esse sesquiterpenodide seja o principal responsavel
pela atividade antibacteriana do 6leo, estes resultados sdo coerentes com o fato de
que o padrdo comercial possui uma pureza de 96%, enquanto que a concentragdo de
a-bisabolol no 6leo testado ¢ de 50% (margo de 2010) (Tabela 4.1). Porém, para B.
cereus, as CIM foram iguais, sugerindo a existéncia de algun tipo de interagdo
sinérgica entre os componentes do 6leo para essa bactéria. Portanto, a contribuicao
do a-terpinoleno (25%) e dos outros componentes minoritarios presentes no oleo
deve ser considerada. Entretanto, as contribuicoes relativas, bem como os
mecanismos de agdo de cada constituinte precisam ser experimentalmente avaliadas
para que as discussdes referentes aos efeitos sinérgicos possam ser melhor

fundamentadas.

Tabela 4.3 — Concentragdo inibitoria minima (CIM) do crescimento bacteriano para
o0 Oleo essencial de S. guianensis e a-bisabolol

.....

Oleo Essencial / Constituinte Gram-negativa Gram-positivas
Escherichiacoli  Bacillus cereus  Staphylococcus aureus

Siparuna guianensis 63 8 31

a-Bisabolol 31 8 16

4.4.2.1 Peroxidacio de Lipideos em Células Bacterianas

Os resultados apresentados na Tabela 4.4 indicam que o o6leo e o
sesquiterpeno a-bisbolol promoveram actimulo de aldeido malénico (MDA) nas
células bacterianas, indicando aumento da peroxidagcdo de lipideos. Os niveis de

peroxidagdo foram semelhantes para o d6leo e padrdo de a-bisbolol, diferentes dos
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observados para o 6leo de M. urundeuva e o padrao de seu constituinte majoritario,
0-3-careno (Cap. 3). Enquanto o-3-careno parece contribuir menos para a
peroxidacdo causada pelo 6leo de M. urundeuva, a-bisbolol parece promover uma
grande parcela de todo o efeito pro-oxidante causado pelo 6leo de S. guianensis.
Novamente, os resultados indicam que os danos pro-oxidantes que resultam
na peroxidacao de lipideos estdo provavelmente relacionados como os mecanismos

de acao antibacteriana destes 6leos essenciais.

Tabela 4.4 — Teores de MDA-TBA, em células bacterianas cultivadas em meio
suplementado com a CIM para o 6leo essencial de S. guianensis e a-

bisabolol
Concentragio de MDA-TBA, (nmol mg™” Proteina)*
Oleo Essencial / Constituinte Gram-negativa Gram-positivas
Escherichiacoli ~ Bacillus cereus  Staphylococcus aureus
Siparuna guianensis 3,96 Ba 4,12Ba 4,68 Aa
a-bisabolol 483 Aa 499Aa 513Aa
Controle 0,79 Ab 1ILILAb 0,82 Ab

* Médias seguidas pelas mesmas letras, maiusculas nas linhas ¢ minusculas nas colunas, ndo sao
diferentes a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott

4.4.3 Atividade antifungica do éleo essencial de S. guianensis

A atividade antifingica foi determinada como a concentragdo inibitorias
minima (CIM) para os fungos Candida albicans, Criptococcus neoformans,
Trychophyton rubrum e Aspergillus fumigatus e os valores obtidos estdo
representados na Tabela 4.5. Os resultados demonstram que o 6leo de S. guianensis
inibiu o crescimento das cepas de fungos estudados em concentragdes reduzidas,
principalmente para o fungo Criptococcus neoformans (16 pg mL™). Igualmente
comentado para a atividade antimicrobiana (p. 116), a contribuicao do a-terpinoleno
(25%) e dos outros componentes minoritarios presentes no Oleo deve ser
considerada. Da mesma forma, este ¢ provavelmente o primeiro relato da atividade

antifungica experimentalmente comprovada para o 6leo essencial de S. guianensis.
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Todos estes fungos fitopatogénicos e responsaveis por grandes perdas em
culturas e produtos armazenados, portanto os resultados também indicam o dleo
essencial de S. guianensis como candidato interessante para avaliagdo de seu

potencial como agroquimico natural.

Tabela 4.5 — Concentragao inibitoria minima (CIM) do crescimento de fungos para o
oleo essencial de S. guianensis

.....

Oleo Essencial / Candida Criptococcus Trychophyton Aspergillus
Antifangico albicans neoformans rubrum fumigatus
Siparuna 250 16 125 125
guianensis
Anfotericina — B <8 <8 <8 <8
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4.5 Conclusotes

Conclui-se que o 6leo essencial da espécie Siparuna guianensis, coletada em
Tocantins — MG, apresenta constituicdo quimica bastante estavel ao longo do ano. O
mesmo pode ser concluido para o rendimento do 6leo. Todavia, em funcdo de sua
fenologia, durante a época que precede a floragdo as plantas passam por uma
desfolha natural dréstica.

Além da atividade antimicrobiana observada para os fungos e bactérias
estudados, o alto rendimento de 6leo e o alto teor dos dois principais constituintes, o-
terpinoleno e a-bisabolol, sdo fatores que candidatam esta espécie como uma

promissora produtora de 6leos essenciais de alto valor agregado no mercado.
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5 Capitulo 5

ATIVIDADE FITOTOXICA DOS
OLEOS ESSENCIAIS DE
ANACARDIACEAE:
PEROXIDACAO DE LIPIDEOS EM
RADICULAS DE PEPINO E CEBOLA

RESUMO

Os oleos das espécies A. fraxinifolium, M. urundeuva e S. terebinthifolius
apresentaram atividades fitotoxica contra o crescimento inicial das radiculas de sorgo
e pepino. A acdo fitotoxica do 6leo de M. urundeuva pode estar relacionada com a
alta concentracdo do monoterpeno 9-3-careno.

O acumulo de aldeido maloénico (MDA) nas radiculas de pepino e cebola
indicam que os o6leos e o monoterpeno 6-3-careno promoveram aumento da
peroxidagdo de lipideos. Os niveis de peroxidagao foram semelhantes para os 6leos e
o padrao de 8-3-careno nas radiculas de pepino, porém, para radiculas de cebola, os

6leos essenciais apresentaram efeito superior a0 monoterpeno.
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ABSTRACT

The essential oils from A. fraxinifolium, M. urundeuva e S. terebinthifolius
showed phytotoxic activity against the initial growth of radicles of cucumber and
sorghum. The phytotoxic action of the oil of M. urundeuva may be related to the high
concentration of monoterpene d-3-carene.

The accumulation of malondialdehyde (MDA) in radicles of cucumber and
onion oils indicate that monoterpene and 0-3-carene promoted increased lipid
peroxidation. Peroxidation levels were similar for the oils and the pattern of 6-3-
carene in the radicles of cucumber, but for onion root tips, essential oils showed a

superior effect to monoterpene.
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5.1 Atividade Fitotoxica de Oleos Essenciais

Como ja mencionado, alguns 6leos essenciais possuem a capacidade de inibir
o crescimento de certas plantas e alguns de seus compostos foram, inclusive,
modelos para produgdo de agroquimicos comerciais (Cap. 1) (Klink et al., 1999;
Mitchell et al., 2001; Chaabaiane et al., 2005; Romagni et al., 2000a, b; Duke e
Oliva, 2004). Componentes dos o6leos essenciais como 1,8-cineol, a-terpineol e
borneol sdo potentes inibidores de germinagdo e crescimento radicular em milho,
soja, trigo, alfafa e pepino, causando a reducdo da atividade mitdtica nestas plantas
(Fischer, et al. 1994; Vaughn e Spencer, 1993).

Compostos derivados do cadineno apresentaram efeito inibidor da
germinagdo e crescimento radicular em Allium cepa, Raphanus sativus e Cucumis
sativus (Baruah et al., 1994). Segundo Einhellig (1986), terpenos oxigenados
apresentaram maior atividade inibidora do crescimento radicular que terpenos ndo
oxigenados, e concluem que este fato pode estar relacionado a maior solubilidade dos
primeiros em agua.

Um o6timo trabalho foi realizado por Vokou et al. (2003), que avaliaram o
efeito de 47 monoterpenos pertencentes a diversas classes sobre a germinacao e
crescimento de alface (Latuca sativa). Destes compostos, 24 monoterpenos
oxigenados foram fortemente ativos, inibindo cerca de 85% do crescimento das
radiculas. Todavia, dentre os ndo oxigenados, o composto 5-3-careno foi o unico
ativo. Como exposto no Capitulo 3, este monoterpeno foi o principal constituinte
identificado para o o6leo essencial de Myracrodruon urundeuva, o que constitui uma

das justificativas para o estudo da Fitotoxicidade dos 6leos da familia Anacardiaceae.
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5.2 Atividade Fitotdxica de Anacardiaceae

Muitas espécies da familia Anacardiaceae sdo consideradas invasoras de
campos cultivados e pastagens, como por exemplo, a espécie Schinus terebinthifolius
(Wheeler et al., 2001). Esta planta ¢ nativa da América do Sul e foi introduzida nos
Estados Unidos por volta do ano de 1900, principalmente com fins ornamentais (Ewe
e Sternberg, 2003). Devido a sua excelente capacidade de adaptacdo em algumas
regides, esta espécie se tornou predominante em extensas areas de florestas,
comprometendo as plantas locais. No sul da Florida, por exemplo, em menos de 100
anos percorridos de sua introdugdo, Schinus terebinthifolius ja ocupava uma area de
aproximadamente 4.000 Km? (Medal ez al., 1999).

A atividade fitotoxica foi verificada para esta espécie contra plantas de pepino
e alface (Barbosa et al., 2007). Para a espécie Schinus areira, Scrivanti et al. (2003)
observaram que seu Oleo essencial e seu constituinte majoritario, a-pineno, foram
ativos inibindo o crescimento de plantulas de milho.

Portanto, objetivou-se verificar a atividade fitotoxica dos 6leos essenciais das
Anacardiaceae Astronium fraxinifolium Schott ex Spreng., Myracrodruon urundeuva
Allemao, e Schinus terebinthifolius Raddi e seus efeitos sobre a peroxidagao de

lipideos em radiculas de pepino e cebola.
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5.3 Experimental

5.3.1 Oleos Essenciais

Os oleos essenciais de Astronium fraxinifolium Schott ex Spreng.,
Myracrodruon urundeuva Allemdo, e Schinus terebinthifolius Raddi, obtidos e
analisados conforme detalhado no Capitulo 3, foram utilizados para os ensaios de

fitotoxicidade e peroxidagdo de lipideos como exposto adiante.

5.3.2 Avaliacdo da Atividade Fitotoxica

As atividades fitotoxicas dos 6leos essenciais foram avaliadas pelas alteragdes
no crescimento das radiculas de pepino (Cucumis sativus) e cebola (Allium cepa)
cultivadas em placas de Petri em camara de germinagdo Marconi — MA 402, sob as
seguintes condicdes: temperatura de 25+0,2 °C; fotoperiodo de 24 h de luz; 20
sementes por placa; dois discos de papel de germinagdo por placa; volume final de
solucao de 4,0 mL.

Em um primeiro experimento, duas maneiras de aplicagdo dos 6leos foram
utilizadas. Uma delas consistiu da solubilizagdo do cada 6leo com o solvente
diclorometano (DCM), nas concentragdes adequadas, seguido de sua aplicagdo sobre
os discos de papel de germinagdo. Apds a completa evaporagdo do solvente, as
placas receberam as sementes ¢ 4,0 mL da solugdo de germinacdo, constituida de
tampdo MES (Merck) 0,1 mol L™ a pH 6,5.

Outra maneira foi a formulacao por meio da emulsificagdo com o surfactante
Tween 80°, sempre utilizando a solugdo de germinagio (tampdo MES 0,1 mol L' pH
6,5). Para este procedimento, primeiramente foi determinada a menor concentragdo
de surfactante necessaria para total emulsificacdo dos Oleos essenciais, numa
concentragdo duas vezes maior que a utilizada nos tratamentos, na solucdo de
germinagdo (Tabela 5.1). A influéncia das concentragdes de 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e

1,0 mg mL" de Tween 80 sobre o crescimento das radiculas foi analisada (Figura
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5.1). A concentragio de 0,2 mg mL™"' do surfactante Tween 80" foi selecionada para
aplicacdo nos bioensaios.

Destas duas formas entdo, os 6leos essenciais € o padrdo comercial de a-
bisabolol foram aplicados nas concentragdes finais de 0,1 e 1,0 mg mL™". As
plantulas de pepino foram cultivadas por 4 dias e as de cebola por 7 dias. Os
comprimentos das radiculas foram medidos e a diferenca de crescimento de cada
tratamento em relagdo ao controle foi expressa em porcentagem (DC%), calculada

pela seguinte equacao:

Eq. (1)

D% = (I%)lﬂﬂ

onde T ¢ o comprimento médio das radiculas no tratamento ¢ C ¢ o comprimento

médio das radiculas no controle.

Em um segundo experimento, a influéncia do surfactante sobre o efeito
fitotoxico do oleo essencial de M. urundeuva e de d-3-careno foi analisada. As
concentragdes de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ¢ 1,0 mg mL"' de Tween 80% foram utilizadas,
acrescidas de 1,0 mg mL™ do 6leo e do monoterpeno.

Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeti¢des, ¢ os resultados foram analisados pela ANAVA ¢
teste de Scott-Knott a P < 0,05, utilizando o programa computacional GENES
(Genetics and Statistical Analysis Versao 2007.0.0 — Universidade Federal de
Vigosa).
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5.3.3 Peroxidacio de Lipideos em Radiculas

As radiculas das plantulas cultivadas com os 6leos e o a-bisabolol (a 0,1 ¢ 1,0
mg mL™") emulsificados em Tween 80® foram utilizadas para a determinagdo da
peroxidagdo de lipideos, que foi detectada pelo ensaio de derivatizagdo com acido 3-
tiobarbittrico (TBA), o qual forma um aduto com o aldeido malénico (MDA).

Tecidos radiculares (0,2 g) foram homogeneizados em almofariz de porcelana
com 2 mL de 4cido tricloroacético (TCA) 1% e o material foi centrifugado a 12.000
g, por 15 min. Em seguida, aliquotas de 0,5 mL dos sobrenadantes foram adicionadas
a tubos contendo 1,5 mL de solugdo de TBA 0,5%, preparado em TCA 10%. As
amostras € o branco foram incubados a 90 °C, por 3 horas, com agitacdo ocasional.
Logo apos, os tubos foram transferidos para banho de gelo, por 5 minutos, seguindo-
se de centrifugagdo a 12.000 g, por 10 min ¢ a medida da absorbancia do
sobrenadante a 532 nm. A estimativa da quantidade do aduto MDA-TBA, foi obtida
utilizando-se o coeficiente de absortividade de 155 mM™ cm™. Os teores de MDA

foram expressos em relagdo a massa de matéria fresca de material vegetal utilizado.
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5.4 Resultados e Discussao

5.4.1 Crescimento Inicial das Radiculas

A Tabela 5.1 mostra que a concentragdo de 0,2 mg mL™ de Tween 80® foi
adequada para emulsificar completamente os Oleos essenciais estudados a uma
concentracio de 2,0 mg mL’'. Para a realizacgio dos experimentos, a maior

concentracio dos 6leos utilizada foi de 1,0 mg mL™.

Tabela 5.1 — Concentracdes de surfactante Tween 80 testadas para emulsificar os
Oleos essenciais de Astronium fraxinifolium, Myracrodruon urundeuva e
Schinus terebinthifolius e o monoterpeno 6-3-careno

Concentragio de Tween 80° (mg mL™")*

Oleos Essenciais

0,1 0,2 0,3
S. terebinthifolius + + +
A. fraxinifolium - + +
M. urundeuva - + +
6-3-Careno - + +

* + suficiente para emulsificar completamente o 6leo a 2,0 mg mL™
* _ insuficiente para emulsificar completamente o 6leo a 2,0 mg mL™’

Os resultados da influéncia da concentracdo de Tween 80" sobre as radiculas
estdo representado na Figura 5.1. Embora apenas a concentragio de 1,0 mg mL™
tenha sido estatisticamente diferente do controle para pepino e cebola, os dados
sugerem que o aumento da concentragao de surfactante, como era de se esperar, pode
atingir niveis prejudiciais para o crescimento das plantulas, principalmente para

cebola.
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Figura 5.1 — Influéncia de concentragdes crescentes de Tween 80® sobre o

crescimento inicial das radiculas de pepino e cebola

Os efeitos dos 6leos essenciais sobre o crescimento inicial das radiculas de
pepino e cebola estdo representados na Tabela 5.2 e Figura 5.2. Observa-se que os
6leos, aplicados sob ambas as maneiras, tiveram maior efeito sobre o crescimento
das radiculas de cebola que de pepino, dando indicios de uma maior seletividade
contra monocotiledoneas. Observa-se também que a emulsificagdo com o surfactante
promoveu aumento dos efeitos em relacdo & aplicacdo com o solvente evaporado,
principalmente para a concentragio de 1,0 mg mL™.

A literatura traz relatos do efeito fitotoxico para 6leos essenciais de espécies
de Anacardiaceae, como S. terebinthifolius (Barbosa et al., 2007). Em radiculas de
alface e pepino, os autores observaram de 20 — 30% de inibicdo para o 6leo na
concentragio de 1,0 mg mL™. O modo de aplicagio utilizado pelos autores foi o de
solubilizacdo em diclorometano seguido de sua evaporacdao e os resultados foram
comparaveis aos observados no presente trabalho. Pelo menos duas ponderagdes
podem ser feitas em relacdo a este método. Primeira, durante a evaporacao do
solvente parte do 6leo pode evaporar também, diminuindo sua concentragdo final e
seu efeito. Segunda, o 6leo hidrofobico retido no papel de germinagdo, apds a
evaporacdo do solvente, estaria menos biodisponivel no meio aquoso para afetar as

radiculas.
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Tabela 5.2 — Comprimento médio (mm) das radiculas de pepino e cebola apds o
cultivo com oOleos essenciais das espécies S. ferebinthifolius, A.
fraxinifolium e M. urundeuva e 56-3-careno, aplicados com diclorometano

(DCM) ou Tween 80"
Concentracio do 6leo (mg mL™) e modo de aplicagio*
Oleos / Planta Testada beM Tween 80°
0,1 1,0 0,1 1,0
Pepino
Schinus terebinthifolius 26,4 B 24,7 B 249 B 193D
Astronium fraxinifolium 25,8 B 23,5B 25,1 B 213C
ﬁ’l{,ﬁ‘ggﬂ‘v";“"” 27,1 A 243 B 27,5 A 22,5C
8-3-careno 24,1 B 245 B 24,1 B 248 B
Controle 29,6 A 29,6 A 30,8 A 30,8 A
Cebola
Schinus terebinthifolius 252 ¢ 233 ¢ 230c¢ 119e¢
Astronium fraxinifolium 27,1b 228 ¢ 26,2b 15,8d
mﬁfggﬁsguon 246 ¢ 22,6 ¢ 22,6 ¢ 8,2 f
8-3-careno 26,7b 26,3 b 26,3 b 22,7 ¢
Controle 312a 312a 31,8a 31,8 a

* DCM — solubilizagdo em diclorometano, seguido de sua evaporagdo mais a adi¢do de 4 mL de
solugdo de germinagdo (Tampdo MES 0,1 mol L™ pH 6,5)

* Tween — emulsificagio com Tween 80 0,2 mg mL™ em solugdo de germinagio

* Médias seguidas pela mesma letra, maiuscula para pepino e mintsculas para cebola, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De modo geral, o 6leo da espécie A. fraxinifolium, que apresentou como
constituintes majoritarios os monoterpenos hidrocarbonetos (E)-f-ocimeno (44%) e
a-terpinoleno (15%), além de cerca de 6% do alcool triciclico espatulenol (Tabela
5.3) foi 0 menos ativo para ambas as plantas (13 — 49% de inibi¢ao) (Figura 5.2). O
Oleo extraido da espécie M. wurundeuva, que se caracterizou por uma alta
concentragdo do monoterpeno 6-3-careno foi altamente ativo contra o crescimento da
radicula de cebola (74% de inibi¢do). Entretanto, a atividade do padrao comercial de
0-3-careno aplicado separadamente foi responsavel por apenas uma parcela deste
efeito (27% de inibigdo), indicando o possivel sinergismo com os constituintes
minoritarios do oOleo. Relembrando, o efeito fitotoxico deste constituinte foi
observado por Vokou et al. (2003) para plantulas de alface. Dos 47 monoterpenos
avaliados por estes autores, dentre os hidrocarbonetos, apenas o composto 6-3-careno

foi ativo. Porém, até o momento, ndo se encontrou na literatura trabalhos acerca do
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modo de agdo desta substancia como agente fitotoxico. Portanto, o estudo de seu

mecanismo de agdo se torna um foco interessante para estudos posteriores.
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Figura 5.2 — Porcentagem da diferenca de crescimento da radicula de pepino e
cebola, em relagdo ao controle, cultivadas na presenga dos 6leos essenciais
das folhas de Schinus terebinthifolius (ST), Astronium fraxinifolium (AF) e
Myracrodruon urundeuva (MU) e o terpeno 8-3-cereno, solubilizados em
solucdo de Tween 80® 0,2 mg mL™", ou em diclorometano (DCM) seguido
da evaporagdo deste. Letras que rotulam as colunas referem-se ao teste de
Scott-Knott expresso na Tabela 5.2
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Tabela 5.3 — Constituintes e rendimento dos Oleos essenciais (%) das espécies
Astronium fraxinifolium (ASFR), Myracrodruon urundeuva (MYUR) e
Schinus terebinthifolius (SCTB)

CONSTITUENT IRR SCTB ASFR MYUR
Monoterpenos
Hidrocarbonetos 46,6 67,0 91,0
a-pineno 939 4,2+0,1 0,7+0,0 -
B-pineno 980 0,8+0,0 - -
mirceno 991 0,8+0,0 1,9+0,1 4,2+0,3
6-2-careno 1001 - 3,6+0,1 -
a-felandreno 1004 18,2+1,2 - -
8-3-careno 1011 - - 78,8+1,7
p-cimeno 1026 3,3+0,2 - -
Limoneno 1031 16,7+1,1 0,4+0,0 0,2+0,0
B-felandreno 1032 - - 3,0+0,2
(Z)-B-ocimeno 1040 - 1,1+0,1 -
(E)-B-ocimeno 1050 2,6+0,1 44,1+0,8 -
a-terpinoleno 1089 - 15,2+0,9 4,8+0,6
Sesquiterpenos
Hidrocarbonetos 354 19,0 8,1
d-elemeno 1339 2,0+£0,0 - -
a-copaeno 1376 0,6+0,0 0,4+0,0 -
B-elemeno 1391 2,1+0,1 - 0,7+0,1
(E)-cariofileno 1418 2,7+0,2 - 1,1+0,1
Aromadendreno 1439 - 5,6+0,2 -
o-humuleno 1454 0,9+0,0 - -
Aloaromadendreno 1461 - 0,5+0,0 -
B-camigreno 1475 - - 0,5+0,0
Germacreno D 1480 21,0£1,2 1,4+0,1 -
B-selineno 1485 - - 2,5+0,2
a-amorfeno 1485 - 0,5+0,1 -
viridifloreno 1493 - 9,0+0,4 3,0+0,2
o-muuroleno 1499 0,9+0,0 - -
germacreno A 1503 1,3+0,0 - 0,3+0,0
(E,E)-a-farneseno 1508 - 0,8+0,1 -
y-cadineno 1513 0,7+0,0 0,8+0,0 -
d-cadineno 1524 1,6+0,1 - -
germacreno B 1556 1,6+0,0 - -
Sesquiterpenos
Oxigenados 15,5 11,6 }
Ledol 1565 - 0,5+0,0 -
espatulenol 1576 2,1+0,1 5,7+0,3 -
oxido de B-cariofileno 1581 2,6+0,1 - -
Globulol 1583 - 3,2+0,1 -
Epiglobulol 1588 - - -
Viridiflorol 1590 2,5+0,2 2,24+0,1 -
d-cadinol 1636 2,4+0,1 - -
o-muurolol 1645 2,8+0,1 - -
a-cadinol 1653 3,1+0,1 - -
Qutros - - -
tetradecano 1399 - - -
acido hexadecanoico 1984 - - -
Total 97,5 97,9 99,1
Rendimento (%) 0,7+0,1 0,7+0,1 0,6+0,0
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Pela Figura 5.3, constata-se também que a concentragdo de surfactante pode
ter efeito aditivo sobre a inibi¢do causada pelos 6leos, novamente, principalmente

para cebola.
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Figura 5.3 — Influéncia de concentragdes crescentes de Tween 80® sobre o efeito
fitotoxico do dleo essencial de M. urundeuva e 6-3-careno em radiculas de

pepino e cebola
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Estes resultados ndo sdo surpreendentes, porém, fornecem pontos
interessantes para ponderacdes referentes aos ensaios para triagem de compostos
bioativos, principalmente compostos hidrofobicos como terpenos. A solubilizagao
com solvente organico, seguida se sua evaporagcdo, pode resultar em dados
subestimados, aumentando a probabilidade de resultados falso-negativos. Entretanto,
a formulagdo das substancias deve ser realizada com rigor ¢ bom senso cientifico,
pois os componentes da formulagdo podem influenciar positiva ou negativamente
seus efeitos.

Especificamente para o presente caso, a presenca de Tween 80", até a
concentragio de 0,6 mg mL’', nio prejudica o crescimento das plantulas e¢ a
emulsificacdo dos 6leos com este surfactante a 0,2 mg mL™ se mostrou adequada

para a realiza¢do dos ensaios.

5.4.2 Peroxidacio de Lipideos em Radiculas

A producdo de aldeido malonico (MDA), em decorréncia da peroxidagdo de
lipideos, tem sido utilizada como indicativo dos danos oxidativos sofridos pelos
tecidos vegetais (Gutteridge & Halliwell, 1990). Os resultados apresentados na
Figura 5.4 indicam que os 6leos € 0 monoterpeno 6-3-careno promoveram acumulo
de aldeido malonico (MDA) nas radiculas de pepino e cebola, indicando aumento da
peroxidagdo de lipideos. Os niveis de peroxidacdo foram semelhantes para os 6leos e
o padrao de 9-3-careno nas radiculas de pepino, porém, para radiculas de cebola, os
Oleos essenciais apresentaram efeito superior ao monoterpeno. Todavia, os efeitos de
todos os tratamentos foram mais expressivos para cebola que pepino, o que ¢

condizente com os resultados observados para a inibi¢do de crescimento.
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Figura 5.4 — Peroxidacdo de lipideos em radiculas de pepino e cebola cultivadas
com os Oleos essenciais de A. fraxinifolium, S. terebinthifolius e M.

urundeuva € 0 monoterpeno 9-3-careno

Scrivanti et al. (2003) observaram a atividade téxica do o6leo essencial da
espécie S. areira sobre raizes de milho. Esses autores verificaram que o componente
principal deste 6leo, o-pineno, foi capaz de causar danos semelhantes ao Odleo
essencial. Também observaram uma correlagdo positiva entre a inibicdo do
crescimento radicular e o nivel de peroxidagao de lipideos nas raizes, indicando que
o efeito toxico pode estar relacionado aos danos oxidativos causados pelos
componentes do 6leo as membranas celulares.

0-3-Careno e a-pineno possuem esqueletos carbonicos muito semelhantes,
ambos derivados de uma segunda ciclizagdo no esqueleto mentano (Figura 5.5). Esta
ciclizagcdo, quando envolve quatro membros leva ao esqueleto pinano e com trés
membros leva ao esqueleto careno. E plausivel de se especular que a presenga dos
anéis tensionados, bem como das insaturagdes, esteja relacionada com a reatividade e

consequente atividade destes compostos.
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Rotas biossintéticas dos principais esqueletos de monoterpenos

Novamente, os resultados indicam que os danos pro-oxidantes que resultam

na peroxidagdo de lipideos estdo provavelmente relacionados como os efeitos

fitotoxicos destes Oleos essenciais.
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5.5 Conclustes

Os oleos essenciais de Astronium fraxinifolium, Myracrodruon urundeuva e
Schinus terebinthifolius apresentam atividades fitotoxicas e constituem materiais
interessantes para a pesquisa de modelos para agroquimicos.

Em adi¢do, os danos pro-oxidantes causados nas radiculas parece ser
consequéncias das exposi¢ao aos 6leos e pode desempenhar um papel importante no

mecanismo de acdo fitotdxica destes compostos naturais.
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Conclusoes Gerais

Conclui-se que os o6leos essenciais das espécies Aloysia virgata, Lippia
brasiliensis, Lippia sp., Lantana camara, Lantana trifolia e Lantana montevidensis,
coletadas em Minas Gerais, possuem constitui¢do quimica variada e predominada
por compostos sesquiterpénicos € apresentam atividades moderadas contra as
bactérias Gram-positivas B. cereus € S. aureus. Apenas o 6leo extraido das folhas da
espécie A. virgata foi ativo contra a bactéria Gram-negativa E. coli.

Os Oleos das espécies A. humile e A. occidentale ndo apresentaram atividade
contra as bactérias estudadas. Os 6leos das espécies A. fraxinifolium, M. urundeuva e
S. terebinthifolius apresentaram atividades moderadas contras as cepas de bactérias
utilizadas. Os 0Oleos essenciais de Astronium fraxinifolium, Myracrodruon urundeuva
e Schinus terebinthifolius apresentam atividades fitotoxicas, inibindo o crescimento
inical das radiculas de pepino e cebola.

O 6leo essencial da espécie Siparuna guianensis, coletada em Tocantins —
MG, apresenta constituicdo quimica bastante estavel ao longo do ano, sendo os
constituintes o-terpinoleno e a-bisabolol os majoritarios. O 6leo essencial e o padrdao
comercial de o-bisabolol apresentam atividade contra as bactérias e fungos
analisados em baixas concnetragdes.

Em adicdo, os danos pro-oxidantes causados nas células bacterianas e nas
radiculas testadas parecem ser consequéncias da exposicdo aos Oleos e pode
desempenhar um papel importante no mecanismo de ag¢do antibacteriana e fitotdxica
destes compostos naturais.

Os resultados indicam que os 6leos da maioria dessas espécies apresentam
caracteristicas promissoras para a utilizacdo como alternativas a desinfetantes e
preservativos contra bactérias, ou como medolos para o desenvolvimento de
agroquimicos, candidatando essas espécies como fontes promissoras de O6leos

essenciais de alto valor agregado no mercado.
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A.1 - Cromatograma do Oleo Essencial das Folhas de 4loysia virgata.

15.0e6+
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Constituintes IRR ALVG

1. o-pineno 939 1,2+0,0
2. sabinene 976 0,4+0,1
3. Limoneno 1031 1,4+0,1
4. (Z)-B-ocimeno 1040 0,8+0,2
5. (E)-B-ocimeno 1050 5,0+£0,5
6. d-elemeno 1339 0,7+0,1
7. a-copaeno 1376 0,4+0,0
8. pB-elemeno 1391 1,8+0,1
9. (E)-cariofileno 1418 8,9+0,8
10. o-humuleno 1454 1,6+0,1
11. Alo-aromadendreno 1461 0,2+0,1
12. Germacreno D 1480 46,3+1,1
13. Biciclogermacreno 1494 17,4+1,0
14. germacreno A 1503 1,1+0,3
15. y-cadineno 1513 0,5+0,1
16. 4-cadineno 1524 1,3+0,3
17. germacreno B 1556 1,2+0,2
18. Elemol 1549 0,7+0,1
19. germacrena D-4-ol 1574 1,2+0,2
20. Viridiflorol 1590 4,2+0,3
21. a-cadinol 1653 0,7+0,1

Total 97,0

Rendimento (%) 0,4+0,0
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A.2 - Cromatograma do Oleo Essencial das Folhas de Lippia sp.

9.0¢64
8. Ue(xé
7.0eoé
ovncsé
5."06%
4.0eoé
yn:sé
2."06%

10664

0.0e67

TIC

14
13 24
17 19
I(‘)ﬂ IZ" ‘15’!!‘ 17.5 ‘Z!;()‘ 22'5 25.0 27'5 3(;0‘ 325 ‘XS'()‘ 37'5 ‘4!;!!‘ 42’ 5‘ ‘45'0
Constituintes IRR LPSP
1. nonano 899 1,1+0,2
2. decano 999 0,5+0,1
3. (E)-B-ocimeno 1050 0,5+0,2
4.  Linalol 1098 1,4+0,3
5. dodecano 1199 1,0+0,2
6.  piperitona 1252 0,4+0,2
7. acetato de bornila 1285 1,1+0,3
8.  d-elemeno 1339 0,6+0,1
9.  a-cubebeno 1351 0,2+0,1
10. oa-copaeno 1376 0,6+0,2
11.  B-cubebeno 1390 0,3+0,2
12.  B-elemeno 1391 1,3+0,6
13. tetradecano 1399 6,3+0,4
14. (E)-cariofileno 1418 16,8£1,2
15. Aromadendreno 1439 1,0+0,5
16. a-guaieno 1439 1,5+0,3
17.  Germacreno D 1480 4,6+0,7
18. pB-selineno 1485 0,8+0,4
19. Biciclogermacreno 1494 7,1+1,5
20. o-muuroleno 1499 0,5+0,3
21. germacreno A 1503 2,94+0,6
22. y-cadineno 1513 0,4+0,2
23. 6-cadineno 1524 2,8+0,9
24. germacreno B 1556 6,9+1,1
25. (E)-B-damascenona 1380 0,3+0,1
26. geranil-acetona 1453 5,0£1,3
27. (E)-nerolidol 1564 0,4+0,2
28. Espatulenol 1576 6,4+0,7
29. o6xido de B-cariofileno 1581 8,1+0,7
30. Viridiflorol 1590 1,4+0,2
31. hexadecano 1599 1,6+0,3
32. o-muurolol 1645 5,3+0,5
33. oa-cadinol 1653 2,9+0,9
34, a-bisabolol 1653 3,1+0,2
Total 95,1
Rendimento (%) 0,04+0,0
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A.3 - Cromatograma do Oleo Essencial das Folhas de Lippia brasiliensis.

TIC
7 Ue(x:
1 8
6.(!065
5.0:305
1 11
4v0565
3.(!065
1 1 15
2.(!061
Lﬂcé;
Dvﬂcé5
160 115 10 115 200 s 230 215" 300 s 330 35 400 s 4do
Constituintes IRR Folhas
1.  4-elemeno 1339 3,6+0,0
2.  a-cubebeno 1351 1,4+0,0
3. a-copaeno 1376 2,7+0,1
4. B-bourboneno 1384 0,5+0,0
5. B-cubebeno 1390 1,7+0,1
6.  PB-elemeno 1391 0,8+0,0
7.  o-gurjuneno 1409 0,7£0,0
8. (E)-cariofileno 1418 30,7+1,3
9.  a-humuleno 1454 2,8+0,1
10. Alo-aromadendreno 1461 1,7+0,1
11.  Germacreno D 1480 13,9+0,8
12. Biciclogermacreno 1494 4,2+0,1
13.  a-muuroleno 1499 0,5+0,0
14. y-cadineno 1513 1,1+0,0
15.  (Z)-calameneno 1521 6,1+0,1
16. 3-cadineno 1524 1,0+0,0
17. 1,2,3,4,4a,7-hexahidro-4-
isopropil-1,6-dimetil naftaleno 1532 4,1£0,1
18. germacreno B 1556 1,2+0,1
19. o6xido de B-cariofileno 1581 1,2+0,0
20. Viridiflorol 1590 2,6+0,1
21. a-muurolol 1645 3,9+0,1
22. a-cadinol 1653 5,9+0,4
23. ni* 1454 5,8+0,2
Total 98,1
Rendimento (%) 0,3+0,1
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A.4 - Cromatograma do Oleo Essencial das Flores de Lippia brasiliensis.

TIC
1 11

12.5e6

14
lﬂ"e(x:
750063:
5000:3:

25(”!03: 3
“°3:‘“H‘,‘H‘,HH,HH,H“‘,M,‘IH‘,‘H‘,HH,HH,HH,HH,HH,HH,HH,
10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 225 25.0 27.5 30.0 325 35.0 375 40.0 425 45.0
Constituintes IRR

Flores

1. o-pineno 939 3,1+0,0

2. sabinene 976 2,6+0,1

3. Limoneno 1031 4,2+0,1

4. Linalol 1098 3,4+0,2

5. Terpinen-4-ol 1177 2,4+0,1

6.  d-elemeno 1339 2,0+0,0

7.  a-cubebeno 1351 0,8+0,0

8. a-copaeno 1376 1,3+0,0

9.  B-cubebeno 1390 0,8+0,0

10. B-elemeno 1391 1,1+0,0

11.  (E)-cariofileno 1418 24,3£2,1

12.  a-humuleno 1454 2,5+0,1

13. Alo-aromadendreno 1461 1,2+0,1

14.  Germacreno D 1480 11,9+0,6

15. Biciclogermacreno 1494 3,2+0,1

16. y-cadineno 1513 0,5+0,0

17.  (Z)-calameneno 1521 5,6+0,1

18.  1,2,3,4,40,7-hexahidro-4-isopropil-1,6-

dimetil naftaleno 1532 3,1£0,1

19. germacreno B 1556 0,9+0,0
20. oxido de B-cariofileno 1581 0,9+0,0
21. Viridiflorol 1590 2,1+0,1
22. o-muurolol 1645 3,4+0,2
23. a-cadinol 1653 5,6+0,3
24. oct-1-en-3-o0l 978 2,1+0,1
25. ni* 1454 7,4+0,3
Total 96,4
Rendimento (%) 0,7+0,1
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A.5 - Cromatograma do Oleo Essencial das Folhas de Lantana camara.

‘)Ue(xé 7
R,(!cfsé
7,(!06;
G.Uebé
] 4
S!)e(xj
4,0:6;
3,(!06% 8
Z.Uebé
l,(!cfsé
12.5 15.0 17.5 20.0 225 25.0 27.5 30.0 325 35.0 375 40.0 425 45.0
Constituintes IRR Folhas
1. d-elemeno 1339 1,5+0,2
2. a-copaeno 1376 3,3+0,1
3. B-bourboneno 1384 1,1+0,2
4. (E)-cariofileno 1418 17,0+1,1
5. o-humuleno 1454 1,7+0,2
6.  Alo-aromadendreno 1461 2,3+0,3
7.  Germacreno D 1480 46,1+1,4
8.  Biciclogermacreno 1494 8,5+0,7
9.  y-cadineno 1513 1,7+0,2
10. 3-cadineno 1524 3,6+0,3
11. germacreno B 1556 42+0,5
12. germacrena D-4-ol 1574 0,7+0,1
13. o6xido de B-cariofileno 1581 0,8+0,1
Total 92,5
Rendimento (%) 0,3+0,1
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A.6 - Cromatograma do Oleo Essencial das Flores de Lantana camara.

13.0e6-
12.0e63
1 lvﬂcéé
10,0664
9,006
5.006]
7.Bebé
6.0¢6]
5,006
40663
3.ncfé
2.0e63

1.0e64

0064

TIC
18
14
6
140" "2sT 1o 115 200 215" 230 215" 30" BIsT T T T T T s "ado s %o
Constituintes IRR

Flores

1. o-tujeno 931 0,5+0,1
2. a-pineno 939 1,5+0,2
3.  sabinene 976 2,2+0,3
4.  B-pineno 980 1,4+0,2
5. p-cimeno 1026 0,3+0,0
6. Limoneno 1031 7,8+0,4
7. (E)-B-ocimeno 1050 0,9+0,1
8.  y-terpineno 1062 3,24+0,2
9.  Linalol 1098 1,8+0,1
10. d-elemeno 1339 1,8+0,2
11.  a-copaeno 1376 4,7+£0,3
12.  B-bourboneno 1384 0,3+0,1
13.  B-elemeno 1391 0,8+0,2
14.  (E)-cariofileno 1418 13,6+0,9
15.  a-humuleno 1454 1,6+0,2
16. (E)-B-farneseno 1458 0,5+0,1
17. Alo-aromadendreno 1461 1,9+0,2
18.  Germacreno D 1480 32,4£1,6
19. Biciclogermacreno 1494 5,8+0,6
20. a-muuroleno 1499 0,4+0,1
21. germacreno A 1503 0,5+0,2
22. y-cadineno 1513 0,4+0,0
23. 4-cadineno 1524 3,3+0,1
24. germacreno B 1556 5,0+0,4
25. germacrena D-4-ol 1574 0,5+0,1
26. a-cadinol 1653 0,8+0,2
27. nonano 899 1,6+0,2

Total 95,5
Rendimento (%) 0,6+0,1
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A.7 - Cromatograma do Oleo Essencial das Folhas de Lantana trifolia.

Jric

2250e3 5
Z!!()Oelé
175023§ 14
15003
1250235
H!ﬂOelE
] 6
750e3£
50023;
25023; K M
Tk bantnb st omame g o,
160" EERET 115 200 35T T Rl 275 R rNRE 330 s "ado" "4ds %o
Constituintes IRR Folhas
1. a-copaeno 1376 3,8+0,3
2. B-elemeno 1391 1,4+0,1
3. (E)-cariofileno 1418 10,2+1,2
4. Alo-aromadendreno 1461 2,4+0,2
5. Germacreno D 1480 29,5+1,4
6. Biciclogermacreno 1494 9,1+0,3
7.  a-muuroleno 1499 2,5+0,1
8. germacreno A 1503 1,8+0,1
9.  d-cadineno 1524 3,6+0,2
10. (E)-nerolidol 1564 5,3+0,4
11.  6xido de B-cariofileno 1581 2,3+0,1
12.  a-cadinol 1653 1,1£0,0
13.  dodecano 1199 2,1+0,1
14. tetradecano 1399 17,5+1,3
15. hexadecano 1599 1,8+0,1
Total 92,3
Rendimento (%) 0,2+0,0
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A.8- Cromatograma do Oleo Essencial das Flores de Lantana trifolia.

9.0¢6TTC
S,ﬂcéé
7,0:6;
6 Ue(xé
5,(!06;
4 Ue(xé
3,(!06;
2 Ue(xé

10064

0.0e6 L

12

Constituintes IRR LTMT

Flores

1.  sabinene 976 7,9+0,6
2. PB-pineno 980 0,2+0,0
3. Limoneno 1031 2,8+0,2
4. (Z)-B-ocimeno 1040 1,4+0,1
5. Linalol 1098 0,8+0,0
6.  Terpinen-4-ol 1177 0,6+0,1
7. a-copaeno 1376 3,0+0,2
8. P-elemeno 1391 2,9+0,2
9.  (E)-cariofileno 1418 16,1£0,7
10. oa-humuleno 1454 1,5+0,1
11. Alo-aromadendreno 1461 1,940,2
12.  Germacreno D 1480 38,1+1,2
13. Biciclogermacreno 1494 11,0+0,6
14. o-muuroleno 1499 1,0+0,1
15. germacreno A 1503 2,5+0,2
16. 3-cadineno 1524 1,9+0,1
17. germacrena D-4-ol 1574 0,6+0,1
18. Espatulenol 1576 0,9+0,0
19. a-cadinol 1653 1,3+0,3
20. tetradecano 1399 1,8+0,1

Total 98,2
Rendimento (%) 0,7+0,1
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A.9- Cromatograma do Oleo Essencial das Folhas de Lantana montevidensis.

JTIC
7 Oe();
6. Oe()é
5.0c6§
4.006—:-
4
3 036;
2 Oe()é
1 Oe(é
(v.omEWM’— A
o T T Tl T T T T T ST "200" T T2ds 230 215 300" RN 340 315 "4do "als
- LTMT
Constituintes IRR Folhas
1. a-copaeno 1376 1,3£0,2
2. B-bourboneno 1384 0,8+0,1
3. p-elemeno 1391 1,8+0,3
4.  (E)-cariofileno 1418 9,2+1,2
5. o-humuleno 1454 1,3+0,1
6.  Alo-aromadendreno 1461 2,1+0,5
7.  Germacreno D 1480 42,7+1,2
8.  wvaleceno 1491 0,7+0,1
9.  Biciclogermacreno 1494 16,1+0,9
10. o-muuroleno 1499 1,0+0,2
11. germacreno A 1503 1,7+0,3
12.  d-cadineno 1524 2,0+0,2
13.  (E)-nerolidol 1564 6,1+0,5
14. Espatulenol 1576 3,2+0,4
15.  oxido de B-cariofileno 1581 1,7+0,3
16. o-muurolol 1645 1,8+0,1
17. a-cadinol 1653 1,5+0,1
18. tetradecano 1399 2,4+0,4
Total 97,4
Rendimento (%) 0,3+0,1
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A.10- Cromatograma do Oleo Essencial das Folhas de Anacardium humile.

TIC
125:6: 1
6
10, Ue(x:
7500:3:
5000:3:
ZS(HIeX:
(!1:1:‘—J
"l EER "110 115 "2l s 240" 215 300 315 330" T3l "ado”
Constituintes IRR ANHM
1. a-pineno 939 22,0+0,9
2. B-pineno 980 6,6+1,3
3. Limoneno 1031 1,3+0,1
4.  a-copaeno 1376 2,5+0,3
5. a-gurjuneno 1409 1,0+0,2
6.  (E)-cariofileno 1418 31,0+1,8
7.  Aromadendreno 1439 1,1+0,4
8.  o-humuleno 1454 2,9+0,3
9.  Aloaromadendreno 1461 1,4+0,2
10. Germacreno D 1480 5,9+1,7
11.  B-selineno 1485 0,7+0,0
12. Biciclogermacreno 1494 7,6x1,2
13. o-muuroleno 1499 1,2+0,4
14. germacreno A 1503 0,6+0,1
15.  y-cadineno 1513 0,9+0,2
16. d-cadineno 1524 4,1+0,2
17.  ¢6xido de B-cariofileno 1581 0,6+0,0
18.  Globulol 1583 1,4+0,4
19. Epiglobulol 1588 1,8+0,2
20. Viridiflorol 1590 1,4+0,3
21. a-cadinol 1653 1,1+0,2
Total 97,7
Rendimento (%) 0,3+0,0
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A.11 — Cromatograma do Oleo Essencial das Folhas de Anacardium occidentale.

200063
1 750:3%
1500¢3]
1 zsuexé
1000¢3]
750:3%
500:35

250¢3]

TIC
3
8
15
L
180" 115" 140 115 200 25 230" PZEARET PHRMEEY FURMEIRE? FAREEY P "o s
Constituintes IRR ANOC
1.  Limoneno 1031 4,7+0,3
2. a-copaeno 1376 10,3+0,9
3. (E)-cariofileno 1418 15,4+1,5
4. Aromadendreno 1439 1,1+0,2
5. o-humuleno 1454 1,5+0,1
6.  Aloaromadendreno 1461 2,5+0,7
7.  B-camigreno 1475 1,0+0,2
8.  Germacreno D 1480 11,5+1,2
9.  B-selineno 1485 1,9+0,3
10. a-amorfeno 1485 3,0+0,2
11. Biciclogermacreno 1494 8,2+0,5
12. §-selineno 1495 1,7+0,2
13. o-muuroleno 1499 2,3+0,1
14. y-cadineno 1513 2,0+0,1
15. d-cadineno 1524 9,3+0,7
16. germacreno B 1556 7,3+1,1
17.  8-cadinol 1636 1,5+0,1
18. a-cadinol 1653 2,3+0,2
19. tetradecano 1399 1,7+0,1
20. acido hexadecanoico 1984 7,2+1,3
Total 96,3
Rendimento (%) 0,3+0,0
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A.12 — Cromatograma do Oleo Essencial das Folhas de Astronium fraxinifolium.

13.0¢64TTC
ll.ﬂebé
6
11 ﬂcé;
10.0¢6
‘)vﬂcéé
Svﬂcéé
7 ueré 7
évﬂcéé
50663
4 ueré
yn:sé
2.(!06;
1 Ue(é
Dvﬂcéé
T O R N R DR T 215 300 335 330 315 ado
Constituintes IRR ASFR
1. a-pineno 939 0,7£0,0
2. mirceno 991 1,9+0,1
3. 8-2-careno 1001 3,6+0,1
4. Limoneno 1031 0,4+0,0
5. (2)-B-ocimeno 1040 1,1£0,1
6.  (E)-B-ocimeno 1050 44,1+£0,8
7.  a-terpinoleno 1089 15,2+0,9
8.  o-copaeno 1376 0,4+0,0
9.  Aromadendreno 1439 5,640,2
10. Aloaromadendreno 1461 0,5+0,0
11. Germacreno D 1480 1,440,1
12. a-amorfeno 1485 0,5+0,1
13. viridifloreno 1493 9,0+0,4
14. (E,E)-o-farneseno 1508 0,8+0,1
15.  y-cadineno 1513 0,8+0,0
16. Ledol 1565 0,5+0,0
17.  espatulenol 1576 5,7+0,3
18. Globulol 1583 3,24+0,1
19. Viridiflorol 1590 2,2+0,1
Total 97,9
Rendimento (%) 0,7+0,1
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A.13 — Cromatograma do Oleo Essencial das Folhas de Myracrodruon urundeuva.

17.5e6TIC
] 2

15.0605

12.5065

10.0605

750!!eXE

50(”!015

2500635

0e3] “\Jk JL A Ao Jkk
100" [E AT I AT PR PAREEEY PP FURLEEPY FARNEEY AT PEEEEEY PR P 400
Constituintes IRR MYUR

1. mirceno 991 4,2+0,3
2. 8-3-careno 1011 78,8+1,7
3. Limoneno 1031 0,2+0,0
4.  B-felandreno 1032 3,0+0,2
5.  a-terpinoleno 1089 4,8+0,6
6.  p-elemeno 1391 0,7+0,1
7. (E)-cariofileno 1418 1,1+0,1
8. B-camigreno 1475 0,5+0,0
9.  P-selineno 1485 2,5+0,2
10. viridifloreno 1493 3,0+0,2
11. germacreno A 1503 0,3+0,0
Total 99,1
Rendimento (%) 0,6+0,0
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A.14 — Cromatograma do Oleo Essencial das Folhas de Schinus terebinthifolius.

20.0¢6
17.5¢6 4 6
15.0¢64

] 13
125064
10.0e64

7500¢3]

5000¢3]

2500¢3] Lﬁ\

0e3}

Constituintes IRR Julho

1.  a-pineno 939 4,2+0,1
2. PB-pineno 980 0,8+0,0
3. mirceno 991 0,8+0,0
4.  o-felandreno 1004 18,2+1,2
5. p-cimeno 1026 3,3+0,2
6.  Limoneno 1031 16,7+1,1
7.  (E)-B-ocimeno 1050 2,6+0,1
8. d-elemeno 1339 2,0+0,0
9.  o-copaeno 1376 0,6+0,0
10. pB-elemeno 1391 2,1+0,1
11.  (E)-cariofileno 1418 2,7+0,2
12.  o-humuleno 1454 0,9+0,0
13. Germacreno D 1480 21,0+1,2
14. o-muuroleno 1499 0,9+0,0
15. germacreno A 1503 1,3+0,0
16. y-cadineno 1513 0,7+0,0
17. 8-cadineno 1524 1,6+0,1
18. germacreno B 1556 1,6+0,0
19. espatulenol 1576 2,1+0,1
20. oxido de B-cariofileno 1581 2,6+0,1
21. Viridiflorol 1590 2,5+0,2
22. d-cadinol 1636 2,4+0,1
23.  o-muurolol 1645 2,8+0,1
24. a-cadinol 1653 3,1+0,1

Total 97,5

Rendimento (%) 0,7+0,1
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A.14 — Cromatograma do Oleo Essencial das Folhas de Siparuna guianensis.

22566
20 Ue(xé
17.5eoé
15,0:6?
12 Se(xé
10.er§
7500:3%
50(”!01%

250039

0e3

TIC
26
9
A ~ J A Iy A J LU
10" " 130" "5 2000 T 2dsT 230 275" T Tado 315 330 3T Tadom T T Tl T T ako
Constituintes IRR Marco
1.  a-Pineno 932 0.3+0.1
2. B-Mirceno 987 0.9£0.0
3.  a-Felandreno 1001 1.5+£0.0
4. §-3-Careno 1009 1.1+£0.0
5. a-Terpineno 1013 1.0£0.1
6.  p-cimeno 1021 0.4+0.1
7. Limoneno 1027 1.3£0.3
8. y-Terpineno 1058 0.2+0.0
9. a-Terpinoleno 1064 25.5+0.2
10. p-menta-1,5,8-trieno 1115 0.2+0.1
11.  p-Cimen-8-ol 1178 0.9+0.1
12. Safrol 1279 0.3£0.1
13.  a-Cubebeno 1355 0.1£0.0
14. (2)-Cariofileno 1403 0.1+0.0
15.  B-Gurjuneno 1427 0.1£0.0
16. B-Farneseno 1441 0.6+0.1
17. Germacreno D 1478 0.8+0.0
18. Biciclogermacreno 1491 1.2+0.0
19. a-Muuroleno 1495 0.8+0.1
20. a-Bisaboleno 1499 0.7+0.2
21. pB-Bisaboleno 1502 3.2+0.2
22. 1vy-Bisaboleno 1529 3.4+0.1
23.  (Z)-Nerolidol 1533 0.1£0.1
24. Espatulenol 1570 0.4+0.3
25. a-Muurolol 1642 0.6%0.1
26. a-Bisabolol 1682 50.1+0.3
Total 95,9

Rendimento (%) 5,7+0,8
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