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Resumo

MARTINI, Marcia Guimarées. Analise quimica e da atividade antimicrobiana dos

Oleos essenciais de Ocimum selloi Benth, Hesperozygis myrtoides (A. St.-Hil.)
Epling e Mentha pulegium L. (Lamiaceae). Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas). Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2011.

A familia Lamiaceae possui aproximadamente 220 géneros e cerca de 3.500 a 4.000
espécies. Espécies dessa familia sdo conhecidas por serem bastante aromaticas e, por isso,
sdo usadas em culinaria. Ocimum selloi Benth é uma planta nativa do Brasil, usada na
medicina tradicional e vendida em feiras-livres no Estado do Rio de Janeiro. Hesperozygis
myrtoides (A. St.-Hil.) Epling é um pequeno arbusto muito aromatico encontrado no Estado
de Minas Gerais e que cresce em altitudes de 1800 metros. Mentha pulegium L. é originaria
da Regido Mediterréanea e parte da Asia, apresentando um aroma agradavel de “menta” e
um importante polimorfismo quimico. O objetivo deste trabalho foi analisar os constituintes
volateis de diferentes individuos de O. selloi, H. myrtoides e M. pulegium e correlacionar a
composicao volatil com possiveis quimiotipos, além de avaliar a atividade antimicrobiana
dos Oleos essenciais e realizar estudo de estabilidade acelerado. O. selloi foi adquirido de
feiras-livres, enquanto que a M. pulegium foi adquirida de um produtor de ervas na cidade
de Tombos/ MG, ja o H. myrtoides foi coletado no topo da montanha em volta da cidade de
Aiuruoca/ MG. Os 0leos essenciais destas espécies foram extraidos por hidrodestilagdo em
aparelho de Clevenger modificado e analisados por CG-DIC e CG-EM. Os ensaios
antimicrobianos foram feitos por drop test e o MIC contra cepas de bactérias Gram positivas
e negativas. Foi feito também MIC para cepas clinicas de Candida. O teste de estabilidade
acelerado foi realizado em camara climatica, segundo protocolos da ANVISA (2005). A
substancia metilchavicol foi identificada como a majoritaria em todos os 6leos essenciais de
O. selloi, variando de 92,7% a 97,6%. Os constituintes majoritarios do 6éleo essencial de H.
myrtoides foram identificados como a pulegona (44,4%) e a isomentona (32,7%). O 6leo
essencial de M. pulegium mostrou como constituintes majoritarios a isomentona (33,6%) e a
pulegona (32,8%). Todos os Gleos essenciais apresentaram atividade antimicrobiana para
0S microorganismos testados, sendo as cepas clinicas de Candida albicans e glabrata as
mais susceptiveis. Combinacdo em diferentes proporcdes dos 6leos essenciais de O. selloi
e H. myrtoides foram testados para verificar sua atividade antimicrobiana contra C. albicans,
entretanto, ndo houve modificacdo da atividade, nas concentracdes testadas. O resultado do
teste de estabilidade acelerado mostrou que os 6leos essenciais de O. selloi e H. myrtoides
mostraram-se estaveis, mesmo tendo a sua coloracdo modificada, pois 0s constituintes
majoritarios do 6leo essencial de O. selloi (metilchavicol) e de H. myrtoides (pulegona e
isomentona) tiveram pouca variagdo no teor durante os seis meses de estudo. Portanto, 0s
Oleos essenciais dessas espécies poderdo ser empregados em formulagdes farmacéuticas
gue visam o tratamento de infec¢des causadas por Candida.

Palavras chaves: Lamiaceae, Ocimum, Hesperozygis, Mentha, 6leos essenciais,
atividade antimicrobiana



Abstract

MARTINI, Marcia Guimardes. Chemical Composition and Antimicrobial Activity
of the Essential Oils from Ocimum selloi Benth, Hesperozygis myrtoides (A.
St.-Hil.) Epling (Lamiaceae). Dissertation (Master in Pharmaceutical Sciences).
Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2011.

The family Lamiaceae has approximately 220 classes and about 3,500 to 4,000
species. Species of this family are known to be very aromatic and therefore are used
in cooking. Ocimum selloi Benth is a Brazilian native plant, used in traditional
medicine and sold in open-air markets in the State of Rio de Janeiro. Hesperozygis
myrtoides (A. St.-Hil.) Epling is a very aromatic shrub found in the State of Minas
Gerais, which grows at altitudes of 1800 meters. Mentha pulegium L. originates in the
Mediterranean region and parts of Asia, with a pleasant aroma of "mint" and an
important chemical polymorphism. The objective of this study was to analyze the
volatile constituents from different individuals of O. selloi, H.
myrtoides and M. pulegium volatile composition to correlate a volatile composition
with possible chemotypes, as well as evaluating the antimicrobial activity of essential
oils and perform accelerated stability study. O. selloi was purchased from open-air
markets, while the M. pulegium was purchased from an herbal producer of the city of
Tombos/ MG. The H. myrtoides was collected in the top of mountains around the city
of Aiuruoca/ MG. The essential oils of these species were extracted by
hydrodistillation in modified Clevenger apparatus and analyzed by GC-FID and GC-
MS. The antimicrobial tests were made by “drop test” and the MIC against strains of
Gram positive and negative bacteria. MIC was also done for clinical strains. The
accelerated stability test was conducted in a climatic chamber, according to the
ANVISA protocols (2005). The Metilchavicol substance was identified as the
predominant in all the oils of O. selloi, ranging from 92.7% to 97.6%. The major

constituents of the essential oil of H. Myrtoides were identified as pulegone (44.4%)



and isomenthone (32.7%). The essential oil of M. pulegium showed isomenthone
(33.6%) and pulegone (32.8%) as the predominant constituents. All essential oils
showed antimicrobial activity for the microorganisms tested, and the clinical strains
of Candida albicans and glabrata were the most susceptible. Combination in
different proportions of the essential oils of O. selloi and H. myrtoides were tested for
their antimicrobial activity against C. albicans, however, there was no change in
activity at the concentrations tested. The result of the accelerated stability test
showed that the essential oils of O. selloi and H. myrtoides were stable, even though
their color changed, as the major constituents of the essential oil
of O. selloi (metilchavicol) and H. myrtoides (pulegone and isomenthone) had little
variation in content during the six-month study. Therefore, the essential oils of these
species may be employed in pharmaceutical formulations aimed to treat infections

caused by Candida.

Key-words: Lamiaceae, Ocimum, Hesperozygis, Mentha, essential oils, antimicrobial activity
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1 Introducéao

1.1 Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae possui aproximadamente 220 géneros e cerca de 3.500 a
4.000 espécies (AGOSTINI et al., 2009). Essa familia conta com espécies de porte
herbaceo, arbustivo ou subarbustivo, podendo ser anual ou perene, com folhas
simples ou compostas cruzadas ou opostas, as quais podem ser sésseis ou
pecioladas. As flores sao bilabiadas, de diferentes tamanhos, sozinhas ou juntas em
um denso terminal ou inflorescéncias axilares e muito aromaticas (AGOSTINI et al.,
2009). Crescem em Varios habitats e altitudes: da regido Artica ao Himalaia, sudeste
da Asia ao Havai, Australia, Africa e do Norte ao Sul do Novo Mundo. Apresenta-se
como uma familia tipica de Cerrado, as quais habitam as regides mais quentes do
mundo (ALMEIDA e ALBUQUERQUE, 2002).

Essa familia € rica em espécies produtoras de 6leo essencial e, este acimulo é
devido a presenca de estruturas altamente especializadas chamadas tricomas
glandulares. Os Oleos essenciais de mais de trinta espécies dessa familia tém sido
usados comercialmente h4 mais de sete décadas. Dentre esses pode-se citar:
Rosmarinus officinalis L., Thymus zygis L., Hyssopus officinalis L., Salvia officinalis
L. (HARLEY e REYNOLDS, 1992).

Muitos géneros da familia Lamiaceae séo cultivados como plantas ornamentais
por todo o mundo, destacando-se: Lavandula L., Mentha L., Molucella L., Nepeta L.,
Perovskia Kar., Phlomis L., Plectranthus, Stachys L., Teucrium L. e Thymus.
Membros da familia sdo muito usados como ervas aromaticas e como condimentos.
Como exemplo, o sabor especial do tempero “orégano” conhecido no mundo todo é
dado por vérios géneros da familia Lamiaceae: Coleus Lour., Hedeoma Pers., Hyptis
Jacq., Monarda L., Ocimum L., Origanum L., Poliomintha A. Gray e Salvia L.
(HARLEY e REYNOLDS, 1992).

Essa familia tem uso na medicina popular, sendo que muitas de suas espécies
sdo usadas no tratamento de tumores, inchagos, dermatites, irritacdes de pele,
colicas, e usados como antiparasitarios, antimicrobianos, entre outros (HARLEY e
REYNOLDS, 1992), aléem de serem empregadas como aromaticas nas industrias de
cosmeticos, alimentos, produtos de higiene e perfumaria (AGOSTINI et al., 2009).



Cita-se como exemplo o género Lavandula L.: os Oleos essenciais das espécies L.
angustifolia (Fig. 1) e L. latifolia L.(Fig. 4) misturados com outros 6leos essenciais
sdo usados na fabricacdo de fragrancias para perfumes. Na lItdlia, as flores de L.
angustifolia L.(Fig. 1) sdo empregadas para aliviar os sintomas do reumatismo e
guando em infusdo, para o tratamento de inflamacdo, asma e laringites. Folhas e
flores frescas de L. dentala sdo usadas na Arabia Saudita sobre a testa para aliviar
dores de cabeca. No Marrocos, a espécie L. dentala é usada para o tratamento de
retencdo urindria e para remover pedras nos rins e ureter. O 6leo essencial de L.
lanata Boiss é usado para repelir insetos. O 6leo essencial de L. latifolia L. (Fig. 4) é
usado em sabonetes, sais de banho e em spray para aromatizar o ambiente. A
espécie Melissa officinalis L (Fig.3) é usada para desordens cardiacas na Turquia e,
na Italia, € usada em compressas embebidas com a infuséo das flores para aliviar a
rigidez da nuca. No género Origanum L. destacam-se as espécies O. compactum
Benth, que no Norte da Africa tem fama de ter propriedades afrodisiacas, e O.
majorana L. (Fig. 2) que é usada como tempero na culinaria na Arabia Saudita e na
Turquia € usada para tratamento de espasmos do coracdo. Na Italia, as
inflorescéncias sdo usadas como sedativo, digestivo e antineuralgico. Em lIsrael,
folhas de O. syriacum L. sdo usadas para aliviar dores de dentes. As folhas secas
de orégano, O. vulgare L., sdo muito usadas na Italia para o tratamento de
desordens na pele (HARLEY e REYNOLDS, 1992).

Segundo levantamento bibliografico, o uso medicinal dessa familia esta
relacionado com os terpendides, em especial aqueles encontrados nos Oleos
volateis (AGOSTINI et al.,, 2009, HARLEY e REYNOLDS, 1992). Os metabdlitos
especiais mais abundantes dessa familia sdo terpendides (mono, sesqui, di e
triterpenos) e flavonoides (AGOSTINI et al., 2009).



Figura 1 - Lavandula angustifolia L. Figura 2 - Origanum majorana L.
Fonte: http://www.crocus.co.uk/images/products2 Fonte: http://sites.google.com/site/florasbs/lamiaceae/manjerona

Figura 3 - Melissa officinalis L. Figura 4 - Lavanda latifolia L.
Fonte: http://www.naturallynutritioninc.com Fonte: http://luirig.altervista.org/flora/lavandula.htm

1.2 Géneros Estudados

1.2.1 Ocimum Benth

O género Ocimum Benth (Lamiaceae) contém cerca de 160 espécies, nativas
dos trépicos e subtrdpicos, algumas também encontradas em regifes temperadas.
No Brasil, as espécies sdo encontradas nas regides Sul e Sudeste (COSTA et al.,
2007). Algumas espécies sdo ricas em Oleo essencial e tém sido empregadas
comercialmente em produtos farmacéuticos, alimentos, flavorizantes e na industria
de perfumes (MARTINS et al.,1996). Diversas espécies desse género sao usadas


http://www.crocus.co.uk/images/products2
http://sites.google.com/site/florasbs/lamiaceae/manjerona
http://luirig.altervista.org/flora/lavandula.htm

por leigos como condimentos em culinaria, na medicina, e para controle de insetos
(MORAES et al., 2002).

Dentre as espécies que sdo ricas em 6leo essencial, destaca-se O. selloi (Fig. 5).
Essa espécie € uma planta nativa do Brasil, encontrada nas regiées do Sul e do
Sudeste. E um subarbusto perene, ereto, ramificado, de 40-80 cm de altura. Suas
flores s&o pequenas, de cor branca, dispostas em racemos terminais curtos
(PEREIRA et al., 2009). Plantas de O. selloi podem ser encontradas tanto em locais
sombreados como em locais abertos (GONCALVES et al., 2003). Essa espécie &
conhecida popularmente como “elixir-paregérico” nos Estados da Bahia, Espirito
Santo e Rio de Janeiro; como “alfavaquinha” ou “anis” em Minas Gerais, € como
“atroveran”, em Sao Paulo (COSTA et al.,, 2007). Pode ser encontrada em estado
silvestre ou cultivada em hortas e quintais, sendo utilizada popularmente como
antidiarréico, antiespasmadico e antiinflamatorio (COSTA et al., 2008), além de ter

comprovada atividade como repelente de insetos (COSTA et al., 2007).

Figura 5 — Ocimum selloi Benth. (Lamiaceae)
Fonte:http://dec.fq.edu.uy/wwds2008/fitoterapia/especies.htm

Essa espécie apresenta individuos com odor semelhante aos frutos de “anis”
(Pimpenella anisum) e “funcho” (Foeniculum vulgare) (MORAES et al., 2001) e
aqueles sem o odor de “anis”. Sabe-se que o teor de 6leo volatil depende de véarios
fatores como época e local de cultivo, colheita, além do método de extracdo
utilizando folhas frescas e outros solventes organicos (COSTA et al., 2007). A
nutricdo da planta também é um fator de estresse importante, pois 0 excesso ou a
deficiéncia de nutrientes pode interferir na producdo de biomassa e na quantidade
do principio ativo (COSTA et al., 2008 ).



Estudos da composicdo quimica do 6leo essencial de O. selloi tém mostrado
variacbes dos constituintes majoritarios, sendo esses metilchavicol (Fig. 6a),
metileugenol (Fig. 6b) ou trans-anetol (Fig. 6¢), 0 que sugere a existéncia de
quimiotipos (COSTA et al., 2007) (Tabela 2).

McO
Me (@) MeO (b) (c)

Figuras 6 - Formula estrutural do metilchavicol (a), metileugenol (b) e trans-anetol (c)

Andlises de Oleos essenciais de amostras de O. selloi coletadas na cidade de
Ponta Grossa/PR mostraram fracdes ricas em metilchavicol e eugenol. Esses 6leos
foram testados em cepas de E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 e P.
aeruginosa ATCC 27853. Os Oleos testados revelaram atividade antimicrobiana
discreta contra E. coli e S. aureus (halo de inibicdo médio de 9,0 mm), e total
auséncia de atividade contra cepas de P. aeruginosa (FARAGO et al., 2004) (Tabela
1).

Tabela 1 — Atividade antimicrobiana (drop test) de éleos essenciais de O. selloi (Ponta Grossa/ PR),

expressos como média de halo de inibigdo (mm)

Microorganismos O. selloi O. selloi Controle
variedade rica em variedade rica em positivo
metilchavicol eugenol (Cloranfenicol)
S. aureus 9,3 9,0 20,0
P. aeruginosa - - 17,0
E. coli 9,3 9,0 18,0

FARAGO et al., 2004.



Tabela 2 — Comparacdo da composicéo quimica (teor relativo %) dos 6leos essenciais de O. selloi

descritos na literatura (Vigosa, Lavras, Botucatu, Ponta Grossa)

Substancia Minas Minas Séo Parana

Gerais Gerais Paulo Ponta

Vigosa'? Lavras® Botucatu® Grossa’

1995 Jan/Fev
A B Junho | Jan/ 2005

2000 2001

metilchavicol 80,7 _ 93,9 24,1 30,0 55,3
metileugenol . 63,1 0,3 0,1 0,1 .
B-bisaboleno 11 2,7 0,1 — _ _
germacreno B 4,6 11,9 _ _ _ .
biciclosesquifelandreno 4,6 7,8 _ _ _ .
bergamoteno 0,8 0,9 . . . -
trans-cariofileno 4.3 6,8 . 0,8 1,8 o
espatulenol . . 0,9 _ _ -
6xido de cariofileno . . 0,9 . . -
trans-anetol . . e 45,4 58,6 34,2
cis-anetol e e e 3,9 3,0 3.9
germacreno D e e e 4,2 0,9 _
B-selineno _ _ _ 41 0,9 _
cariofileno . _ o _ _ 2,1

A = plantas do acesso A; B = plantas do acesso B; 'MARTINS et al., 1997; >MAIA et al., 2007;
%COSTA et al., 2007; “MORAES et al., 2001; >PAULA et al. , 2007.



1.2.2 Hesperozygis Epling

O género Hesperozygis Epling (Lamiaceae) contém cerca de seis espécies,
sendo cinco encontradas na regido Sul e Sudeste do Brasil e uma restrita ao México,
Hesperozygis marifolia Epling (CANTINO e SANDERS, 1986; FRACARO e
ECHEVERRIGARAY, 2006). Dentre dessas espécies, destaca-se Hesperozygis
myrtoides (A. St.-Hil.) Epling que é um pequeno arbusto bastante aromatico (Fig. 7),
denominado de “poejo” na regido de Aiuruoca/ MG, por ter aroma peculiar de
‘menta”. Suas folhas sdo empregadas na forma de ch& para o tratamento de
problemas respiratorios e na elaboracdo de uma bebida artesanal que, segundo a
tradicdo local, é preparada com as partes aréas dessa planta em aguardente de
cana. A mistura é enterrada no solo, ficando em infusdo por um ano e so é retirada
para o consumo (LEITAO et al., 2009).

Figura 7 - H. myrtoides: planta em seu habitat nativo

Fonte: Colecéo da Prof2. Dra. Suzana G. Leitao

Estudo prévio realizado pelo grupo com H. myrtoides coletado em Aiuruoca/
MG, revelou como constituinte majoritario do 6leo essencial a isomentona (Fig. 8a)
e, em menor quantidade, a (+)—pulegona (LEITAO et al., 2009). Esse 6leo essencial
também foi testado para avaliacdo da atividade antimicrobiana frente a cepas
clinicas de Candidas (C. albicans, C. famata, C. guillermondii, C. parapsilosis e C.
tropicalis), além de trés cepas de referéncia (C. albicans ATCC 90028, C.
parapsilosis ATCC 22019, C. tropicalis ATCC 750). Os resultados mostraram
excelente atividade, com halo de inibicdo para todas as cepas, variando de 9,8 a
29,9 mm (LEITAO et al., 2009).



Estudos da composicao volatil de espécies do género Hesperozygis Epling tém
revelado fragBes ricas em monoterpenos. Por exemplo, a composi¢cao quimica do
Oleo essencial das espécies H. ringens e H. rhododon, coletadas na cidade de
Cacapava do Sul/ RS, é rica em (+)-pulegona e mentona, respectivamente (Figs. 8b
e 8c) (POSER et al., 1996). Estudo realizado com o 6leo essencial da espécie H.
marifolia revelou a presenca de isomentona e pulegona como constituintes
majoritarios (Figs. 8a e 8c) e, em menor quantidade, a mentona (Fig. 8b). Teste da
atividade antimicrobiana frente a cepas de Aspergillus flavus com esse 6leo
essencial mostrou atividades fungistatica e fungicida, na concentragdo de 1,0 mg/
ml. Substancias puras também foram testadas. A isomentona e a mentona nao
apresentaram atividade significante, enquanto a pulegona inibiu o crescimento
micelar (CHAVEZ et al., 2011; DURU et. al., 2004; ARRUDA et al., 2006).

(b)
@) (€)

Figuras 8— Férmula estrutural da isomentona (a), mentona (b) e pulegona (c)

1.2.3 Mentha L.

O género Mentha L. (Lamiaceae) contém cerca de 20 espécies, sendo originario
da regido Mediterréanea e parte da Asia e esta distribuido por quase todo o Mundo,
especialmente, em regides temperadas. As espécies desse género apresentam
grande complexidade botéanica sendo, por isso, de dificil identificacdo. Esta
complexidade é devida a plasticidade morfologica, facilidade para hibridagéo,
propagacdo vegetativa, cultivo desde a antiguidade e controvérsias de
nomenclaturas (MARTINS e MARTINS, 2003). Analises das substancias presentes
nos oOleos essenciais das espécies de Mentha permitem inferir sobre a existéncia de
um importante polimorfismo quimico, refletido nas muitas variedades e quimiotipos
de espécies desse género, tendo sido descritos para M. spicata, M. longifolia, M.
suaveolens, M. diemenica e M. pulegium (LORENZO et al., 2002). Os Oéleos



essenciais de Mentha s&o utilizados em industria alimenticia, cosmeética e
farmacéutica (MARTINS e MARTINS, 2003).

Os metabdltitos principais do Oleo essencial das espécies de Mentha sdo os
monoterpenos ciclicos mentona, mentol e carvona, que conferem ao 6leo essencial
0 aroma e sabor caracteristico de menta (MARTINS e MARTINS, 2003).

Dentre as diversas espécies do género Mentha destaca-se Mentha pulegium L.,
conhecida também como “poejo” (Fig. 9). Essa espécie é nativa da Asia e do Oriente
Médio, foi introduzida no Brasil. Popularmente, o “poejo” € usado no tratamento de
friagem, collera, intoxicacdo alimentar, bronquite, tuberculose e, também, como
antiflatuléncia, carminativo, expectorante, diurético, antitussigeno e para o
tratamento de problemas menstruais (JAZANI et al., 2009). O 6leo essencial dessa
planta contém uma complexa mistura de monoterpenos, alguns sesquiterpenos e
outros constituintes volateis (VASCO et al.,1999).
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Figura 9 - Mentha pulegium

Fonte: http://obotanicoaprendiznaterradosespantos.blogspot.com/2009/07/plantas-aromaticas-poejo-
mentha.html

&>

Estudo conduzido pelo Instituto Superior de Agronomia na cidade de Lisboa
(Portugal) com o 6leo essencial de M. pulegium revelou como constituinte majoritario
a pulegona (Fig. 10a) e, em menor concentragéo, o isopulegol (Fig. 10b) (MARTINS
et al.,, 1998). Outro estudo realizado na cidade de Teerd (Ird) com M. pulegium
revelou os constituintes pulegona (Fig. 10a) como majoritario e mentona em menor
quantidade (AGHEL et al., 2004). Partes aéreas floridas da M. pulegium e M.
rotundifolia, coletadas no norte de Montevidéu (Uruguai), forneceram 6leos


http://obotanicoaprendiznaterradosespantos.blogspot.com/2009/07/plantas-aromaticas-poejo-mentha.html
http://obotanicoaprendiznaterradosespantos.blogspot.com/2009/07/plantas-aromaticas-poejo-mentha.html

essenciais ricos em pulegona (Fig. 10a) e, em menor quantidade, isomentona (Fig.
10c) para M. pulegium (LORENZO et al., 2002).

(a) (b) (©)

Figura 10 — Férmula estrutural da pulegona (a), isopulegol (b) e isomentona (c)



Tabela 3 - Composicdo quimica dos Oleos essenciais de M. pulegium descritos na literatura
(Montividéu, Lisboa e Teerd)

Substancias Montevidéu Lisboa Teerad
Uruguai® Portugal® Irg®
a—tujano - 0,2 -
a- pineno 0,5 0,3 -
sabineno 0,1 - -
B-pineno 0,4 - -
mirceno 0,3 0,8 -
3-octanol 1,5 - 0,8
limoneno 0,9 - -
1,8-cineol 0,1 - -
mentona 3,6 57 20,3
isomentona 10,9 0,2 -
mirtenol - 0,3 -
neo-mentol 0,3 - -
isopulegona 1,4 - -
mentol 0,6 1,0 -
isomentol 0,1 - -
neo-isomentol 0,8 - -
a—terpineol 0,1 - -
pulegona 73,4 39,5 37,8
1(7)-p-menta-2-one - - 4.9
carvona - - 0,2
acetato de 4-terpenila - - 1,0
carvacrol - - 0,3
piperitona 0,1 1,7 -
piperitenona 0,9 - 6,8
B—bourboneno - - 0,1
B-ioneno - - 0,4
calameneno - - 0,2
germacreno D - - 0,6
geraniol - 0,4 -
isopulegol - 17,3 -
acetato de geranil - 0,2 -
anetol - 0,3 -
trans-cariofileno 0,1 - -
a-humuleno 0,9 - R
B—cariofileno - 17 -
6xido de cariofileno 0,3 - 1,3
viridiflorol - - 0,2

'LORENZO et al., 2002; “MARTINS et al., 1998; >AGHEL et al., 2004.



1.3 Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo0 misturas complexas de substancias organicas,
provenientes do metabolismo especial das plantas. S&o constituidos, principalmente,
por terpenos (mono e sesquiterpenos) e arilpropanodides (SMITH et al.,2005;
MORAIS, 2009; NERIO et al.,, 2010; MAFFEI, 2010). Os 0leos essenciais sao
responsaveis pelo caracteristico odor das plantas, o qual contribui para diferencia-
las. Ha aproximadamente 3000 6leos essenciais conhecidos e cerca de 10% tém
importancia comercial em indadstria de cosméticos, perfumes, alimentos,
farmacéutica, agrondmica, sanitarios (BAKKALI et al., 2008). Os 6leos essenciais
sao obtidos por arraste com vapor d’agua, hidrodestilagdo, espressédo de pericarpo
de frutos citricos, enfleurage, extracdo por CO, supercritico e por solventes
organicos apolares (MORAIS, 2009; SMITH et al., 2005). Os componentes volateis
podem ser satisfatoriamente analisados por cromatografia com fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (ADAMS, 1995; MARRIOTT et al., 2001). Os
Oleos volateis também sdo conhecidos por 6leos essenciais, 6leos etéreos ou
esséncias, com caracteristicas tais como sabor acido e picante e se recentemente
extraidos sdo geralmente incolores ou ligeiramente amarelados. Nao sdo muitos
estaveis, principalmente, na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais, sendo que
a maioria dos 0leos volateis apresenta indice de refracdo e sédo opticamentes ativos,
caracteristica esta muito importante no controle de qualidade dos mesmos. A
localizacdo dos Oleos volateis nas plantas depende da familia vegetal. Sao
encontrados em abundancia em angiospermas dicotiledéneas, tais como, nas
familias Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Myristicaceae,
Piperaceae, Rutaceae, entre outras. A ocorréncia de quimiotipos é frequente em
plantas ricas em o6leos volateis (SIMOES et al., 2000). Alguns 6leos essenciais
podem conter de 20 a 60 constituintes com diferentes concentra¢des. Outros 0leos
sdo caracterizados por apresentarem dois ou trés constituintes que sao
considerados componentes majoritarios com elevadas concentragdes (20-70%)
(BAKKALI et al., 2007). Sinergismo entre 6leos essenciais também pode ocorrer,
assim como antagonismo (HARRIS, 2003).

Dentre as principais fungdes biologicas atribuidas aos 0leos essenciais, destaca-

se: a inibicho de germinacdo, acado repelente contra predadores, atracdo de



polinizadores, protecdo quanto a perda de 4gua e aumento de temperatura. Dentre
as varias propriedades farmacoldgicas, pode-se citar acdo carminativa,
antiespasmadica, estimulante sobre secrecao do aparelho digestivo, cardiovascular,
irritante  tOpica ou revulsiva, secretolitica, sobre o SNC, anestésica local,
antiinflamatoria e antimicrobiana, dentre outras (SIMOES et al., 2000; BAKKALI et
al., 2008). Apresentam, também, citotoxidade, porém, por serem formados de
diversos constituintes, ndo apresentam um alvo celular especifico (BAKKALI et al.,
2008). Uma vez que sao formados por substancias lipofilicas, atravessam a parede
celular e a membrana citoplasmatica e afetam as camadas polissacaridicas e a
permeabilidade destas (BAKKALI et al., 2008; SAAD, 2010 ). Os efeitos dessa
citotoxidade foram observados in vitro na maioria das bactérias patogénicas Gram
positivas e Gram negativas pelo teste de difusdo em Agar (semi-sélido), usando um
disco de papel de filtro ou pelo método de diluicio em meio liquido de caldo de
culturas (BAKKALI et al., 2008). Em geral, a citotoxidade dos 0Oleos essenciais €
devido a presenca de substancias com grupos fendlicos, aldeidos e alcoois
(BAKKALI et al., 2008; OMIDBEYGI, 2007). Essa citotoxidade dos Oleos essenciais
€ de grande importancia no uso contra patdgenos humano e animal, parasitas, e
também para preservacdo de produtos da agricultura e marinhos. Os Oleos
essenciais ou alguns de seus componentes sao eficazes contra um grande nimero
de microorganismos tais como: bactérias, virus, fungos, protozoarios, parasitas,
Ascaris, larvas, minhocas, insetos e moluscos. Alguns apresentam fototoxidade por
conter moléculas fotoativas, como furanocumarinas. Certos 6leos essenciais podem
apresentar citotoxidade e fototoxidade. Muitos estudos tém demonstrado que 0s
Oleos essenciais ndo induzem a mutacdo nuclear em microorganismos, sendo,
portanto, citotoxicos sem serem mutagénicos. Porém, existem 6leos essenciais ou
alguns de seus constituintes que sdo considerados carcinogénicos secundarios apos
ativacdo do metabolismo. Ha estudos que mostram que o metileugenol, o
metilchavicol e o D-limoneno apresentaram carcinogenicidade em roedores. Alguns
Oleos essenciais apresentam propriedades antioxidantes, devido aos componentes
terpenoidicos e fenodlicos (BAKKALLI et al., 2008). Essa propriedade antioxidante, em
particular dos constituintes fenolicos, tem feito com que 0s 0leos essenciais sejam

usados como aditivos naturais em alimentos.



Os efeitos biolégicos dos o6leos essenciais podem ser resultantes de um
sinergismo entre todos o0s constituintes ou serem resultados dos principais
constituintes dos mesmos. Geralmente, 0s constituintes majoritarios sao
responsaveis pelas caracteristicas biofisicas e biolégicas, sendo que os efeitos
dependem de sua concentragdo. No entanto, mesmo 0s constituintes em menores
quantidades podem apresentar atividades biologicas. E provavel que os varios
constituintes desempenhem um papel na determinacdo da fragrancia, da densidade,
da textura, da coloracdo e, acima de tudo, na penetracdo e na distribuicdo celular
(BAKKALI et al., 2008; BURT, 2004).

1.3.1 Terpenos

Os terpendides, também conhecidos como isopropendides, constituem a maior
classe de substancias naturais, apresentando mais de 40.000 moléculas diferentes.
Os terpendides subdividem-se em monoterpendides (Cio), sesquiterpendides (Cis),
diterpendides (Cyo), sesterterpenodides (Cys), triterpendides (Cso) e tetraterpenoides
(C40) (AHARONI et al., 2010). Sao formados (Fig. 11) a partir de combinac¢fes de
unidades com cinco atomos de carbono, denominadas de pirofosfato de vy-y-
dimetilalila (PPDMA) e pirofosfato do isopentenila (PPI), conhecidas como unidades
isoprénicas (BAKKALI et al., 2008; DEWICK, 2009).

Os terpendides possuem um grande potencial comercial, ja que podem ser
usados como flavorizantes em alimentos e como fragancia em cosméticos. Sao
importantes na qualidade dos produtos agricolas, os quais interferem nos sabores
das frutas e nos cheiros das flores. Apresentam propriedades medicinais, tais como:
anti-carcinogénica, anti-ulcerogénica, antimalarial, antimicrobiana e diurética
(AHARONI et al., 2005). Terpendides mostram-se, ainda, envolvidos em interagfes
entre plantas, entre plantas e microorganismos e entre plantas e artropodes
herbivoros (AHARONI et al., 2005).
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Figura 11 - Biossintese do 4cido mevalbnico e dos pirofosfatos de isopentenila e y,y—dimetilalila

1.3.1.1 Monoterpenos

Os monoterpenos sao formados pelo acoplamento de duas unidades
isoprénicas, 0 que permite uma grande variedade estrutural, e representam 90% dos
constituintes dos 6leos essenciais (BAKKALI et al., 2008).

A biossintese dos monoterpenos ocorre pelo acoplamento de unidades de
PPDMA e PPI, catalisada pela enzima prenil-transferase, formando a unidade béasica
denominada de pirofosfato de geranila (PPG) que envolve a ionizacdo de PPDMA,
com a formacédo de um cétion alilico e com adicéo a ligacdo dupla a molécula de PPI
(Fig. 12).

Os monoterpenos sdo considerados a maior classe de metabdlitos especiais de
consideravel valor econémico. Sua maior ocorréncia se da nas plantas, porém, sao
encontrados em alguns animais e microorganismos (EISENREICH,1997). Os
monoterpenos tém sabor e aroma agradaveis quando usados em pequenas
concentracdes. Sao extraidos de varias plantas desde os tempos antigos e, usados
como aditivos para alimentos. Por exemplo, o consumo per carpita do mentol nos
alimentos nos Estados Unidos tem sido de 0,1 mg/ kg/ dia (MUHLBAUER, 2003). Os
monoterpenos sao lipofilicos e, por isso, atravessam facilmente as membranas

celulares, sendo facilmente absorvidos pela pele e pulmdes. Tém sido usados ao



longo da histéria em pomadas e balsamos medicinais, aditivos para banho e para
aliviar constipacbes da cabeca e do peito, bem como para dores musculares
(MUHLBAUER, 2003).
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Figura 12 — Esquema biossintético de formacgéao do precursor dos monoterpenos (PPG)

Como exemplos de espécies ricas em monoterpenos, citam-se Cinnamomum
camphora (Lauraceae), rica em canfora (27 — 45 %) e cineol (4 — 21 %);
Cymbopogon winterianus, C. nardus (Graminae/Poaceae) com os constituintes (+)-
citronelol (25 -55 %) e geraniol (20 — 40 %); Eucalyptus globulus, E. smithii, E.
polybractea (Myrtaceae) com os constituintes 1,8-cineol (eucaliptol; 70—-85%) e a-
pineno (14 %); Lavandula angustifolia, L. officinalis (Lamiaceae) com os constituintes
acetato de linalila (25 — 45 %) e linalol (25 — 38 %); Citrus limon (Rutaceae) com
constituintes (+)-limoneno (60 — 80 %) e B-pineno (8 — 12 %); Citrus aurantium ssp.
amara (Rutaceae) com os constituintes (+)-limoneno (92 — 94 %) e mirceno (2 %);

Mentha x piperita (Lamiaceae) com constituintes mentol (30 — 50 %) e mentona (15—



32 %); Rosa damascena, R. gallica, R. alba, and R. centifolia (Rosaceae) com os
constituintes citronelol (36 % ) e geraniol (17 %); Salvia officinalis (Lamiaceae) rica
em tujona (40 — 60 %) e canfora (5 — 22 % ) (DEWICK, 2009).

1.3.2 Sesquiterpendides

Os sesquiterpendides formam a maior classe de terpendides encontrados em
plantas, musgos, fungos e algas. Sao originados de trés unidades de isoprenos
(Cis), sendo formados pela condensacdo do PPl com PPG para produzir o
pirofostato de farnesila (PPF) (Fig. 17). Possuem propriedades biologicas de
repeléncia a insetos, polinizacdo e regulacdo do crescimento em plantas
(BRAMLEY, 1997; DEWICK, 2009).
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Perda esteregespecifica de Hg
proton I

WAOPP

Pirofosfato de farnesila
(PPF)

Figura 13- Esquema biossintético de formacao do precursor dos sesquiterpenos (PPF)



Como exemplos de espécies ricas em sesquiterpenos, citam-se Tanacetum
parthenium (Compositae/Asteraceae) com o0 constituinte partenolido; A. cinia;
(Compositae/Asteraceae) com o0 constituinte o-santonina; Matricaria chamomilla
(Chamomilla recutica) (Compositae/Asteraceae) com 0s constituintes a-bisabolol,
oxidos de bisabolol A e B e camazuleno; Humulus lupulus (Cannabaceae) com o
constituinte humuleno; Syzygium aromaticum (Myrtaceae) e Cinnamomum

zeylanicum (Lauraceae) ricas em B-cariofileno (DEWICK, 2009).

1.3.3 Arilpropanoides

Os acidos cinamicos sao precursores (Fig. 14) da maioria dos arilpropandoides,
que sdo substancias aromaticas com uma cadeia lateral formada por trés atomos de
carbono ligada ao anel aromatico. A fenilalanina é precursora do acido cinamico que,
pela acdo da enzima fenilalanina amonialiase, perde uma molécula de amonia,
originando o &cido cinamico (SIMOES, 2000; DEWICK, 2009).

CO;H CO.H
NH;
—_—
E1l
fenilalanina Acido cinamico
0y .
NADPH l E3 Sequéncia de reacdes de hidroxilagdo e metilagio
CO.H CO,H CO.H COH Co.H
NH
I}g
NADPH SAM NADF‘]—] SAM
—_— —_— —_—
HO MeD MECI DH MeD OMe
OH OH OH OH
L-tirosina . (. . . [ . ac. 5- hldromdoferullco e
ac. p-cumarico ac. cafeico ac. ferdlico ac. sinapico

Figura 14 - Esquema biossintético de formagéo de acidos cindmicos
Fonte: Adaptado de Dewick, 2009.

Os arilpropandides ocorrem em varias especies vegetais. Como exemplos tém-
se Pimpinella anisum (Apiaceae), conhecida como “anis”, e lllicium verum
(llliciaceae) ricas em anetol (80 — 90 %) e metilchavicol (1 — 6 %); Cinnamomum

cassia (Lauraceae) com o0s constituintes cinamaldeido (70 — 90 %) e 2-



metoxicinamaldeido (12 %); Cinnamomum zeylanicum (Lauraceae), cujas cascas
séo ricas em cinamaldeido (70 — 80 %), eugenol (1 — 13 %) e acetato de cinamila (3
- 4 %); Cinnamomum zeylanicum (Lauraceae), cujas folhas possuem como
constituinte majoritario o eugenol (70 — 95 %); Syzygium aromaticum (sin. Eugenia
caryophyllus, Myrtaceae) com os constituintes eugenol (75 — 90 %), acetato de
eugenila (10 — 15 %) e E-B-cariofileno (3 %); Foeniculum vulgare (Apiaceae),
espécie rica em anetol (50 — 70 %), fenchona (10 — 20 %) e metilchavicol (3 — 20 %)
(DEWICK, 2009).

1.4 Candidiase e atividade antimicrobiana de 6leos volateis

1.4.1 Candida

O género Candida conta com 163 espécies e, aproximadamente, 10 sao
responsaveis pelas infec¢cdes humanas, causando micoses superficiais ou invasivas.
A espécie mais importante é Candida albicans que é um patégeno oportunista e que
pode causar infeccdes sistémicas ou locais em individuos predispostos que,
normalmente, estdo imunodeprimidos e aqueles que estdo em tratamento
prolongado por uso de antibioticos (CASTRO et al., 2006; DUARTE et al., 2005).

A Candida é uma levedura que possui a forma de micélio e hifa, mantendo-se
na maioria das vezes na morfologia de hifas, exibindo a caracteristica de um
pseudomicélio, quando estd em certos ambientes nutricionais (Fig. 15) (CASTRO et
al., 2006).

Figura 15 - Microscopia eletrénica mostrando uma col6nia de C. albicans.
fonte: http://www.sciencephoto.com

Espécies do género Candida sdo cosmopolitas e, algumas, fazem parte da

microbiota do homem e animais, colonizando as mucosas do trato gastrointestinal


http://www.sciencephoto.com/

(50 -70 %), da boca (30 — 50 %), da vagina (5 — 30 %) e da pele (4 -7 %) (CASTRO
et al., 2006).

InfeccBes por fungos vém aumentando ao longo dessas duas décadas devido
ao aumento da incidéncia de pacientes imunodeprimidos que recebem
hiperalimentacdo parenteral, aos que fazem uso de antibiéticos de amplo espectro, e
aos que fazem uso de cateter intravascular (POZZATTI et al., 2010; KANAFANI, et
al., 2008; NIIMI, et al.,2010; WARNKER, et al. ,2009). Embora a C. albicans seja
responsavel pela maioria das infeccbes humanas por leveduras, varias outras
espécies desse género podem ser associadas as infeccbes, tais como C.
dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. guilliermondii, C.
lusitaniae, C. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C. lypolytica, C.
norvegensis, C. inconspicua, entre outras (CASTRO et al., 2006; POZZATTI et al.,
2010).

O tratamento utilizado para candidiase € focado em derivados azdlicos. Com o
tempo houve aumento da resisténcia dos fungos ao tratamento com estas drogas
(CASTRO et al., 2006). Plantas sao tradicionalmente usadas para o tratamento de
diferentes infec¢des, inclusive infecgdes por fungos. Os 6leos essenciais sdo um dos
mais promissores grupos de substancias naturais para serem utilizados como

agentes antimicrobianos e antifangicos (SAAD, et al., 2010).

1.4.2 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais tém sido usados amplamente como antimicrobianos, devido
a sua atividade antibacteriana e antifangica (BAKKALI et al., 2008). Substancias
fendlicas sdo responsaveis pela atividade antimicrobiana dos oOleos essenciais. O
mecanismo pelos quais 0s 0leos essenciais podem inibir os microorganismos
envolve diferentes modos de acgéo e, em parte, pela sua hidrofobicidade. Assim, os
componentes dos Oleos essenciais ficam divididos na bicamada lipidica da
membrana celular, afetando a cadeia respiratoria e a producéo de energia. Isso faz
com que os componentes dos 6leos essenciais sejam mais permeaveis, inclusive,
gue os antibioticos (SAAD et al., 2010).



Existem diversos trabalhos cientificos que apresentam produtos naturais ativos
contra espécies de Candida. Nos ultimos dez anos houve um crescimento no
namero de trabalhos, sendo que, atualmente, tem-se o registro de 285 espécies de
94 familias que possuem alguma atividade contra Candida (DUARTE et al., 2005).
Oleos essenciais de Majorana syriaca, Satureja thymbra, Micromeria fructicosa e
Salvia triloba apresentaram atividade antifingica in vitro. Os 6leos de Hyssopus
officinalis, Ocimum basilicum, O. gratissimum também apresentaram forte atividade
antifangica (OXENHAM et al., 2005; FARIA et al.,, 2006). Ainda, citam-se como
exemplos, os Oleos essenciais de Achilea millefolium, Mikania aglomerata e Stachys
byzantina com forte atividade contra C. albicans (DUARTE et al.,, 2005). Estudo
realizado pela Universidade Agricola da Escocia com dois quimiotipos do Oleo
essencial do O. basilicum mostrou efeitos fungicidas e fungistaticos desses 6leos
frente as cepas de Botrytis fabae. Os dois quimiotipos de O. basilicum produzem
Oleos ricos em metilchavicol e linalol que apresentaram atividade antimicrobiana. Os
estudos mostraram que o0s 6leos essenciais reduziram, in vivo, 0 crescimento
micelar do fungo B. fabae e a infeccdo das folhas de feijdo causado pelo fungo
Uromyces fabae (OXENHAM et al., 2005).



2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Analisar os constituintes volateis de diferentes individuos de Ocimum selloi,
Hesperozygis myrtoides e Mentha pulegium (Lamiaceae) e correlacionar a
composicdo volatii com possiveis quimiotipos, além de avaliar a atividade

antimicrobiana dos 6leos essenciais e realizar estudo de estabilidade acelerado.

2.2 Objetivos especificos

I- coletar e identificar as espécies selecionadas para estudo;

lI- extrair o 6leo essencial dos diferentes individuos por hidrodestilacdo usando
aparelho de Clevenger modificado, segundo protocolos adotados pelo laboratério de
Fitoquimica e Farmacognosia do DPNA-FF-UFRJ;

lll- elucidar as estruturas dos constituintes quimicos majoritarios do 6leo essencial
dos diferentes individuos de Ocimum selloi, Hesperozygis myrtoides e Mentha
pulegium;

IV- determinar o quimiotipo de exemplares da espécie O. selloi comercializada em
feiras-livres em Petrépolis, Itaguai e Madureira;

V- determinar os CIM dos 6leos essenciais das espécies em estudo;

VI- testar o efeito de sinergismo entre os 6leos essenciais;

VII- realizar ensaios de estabilidade acelerado dos Oleos essenciais, segundo
metodologia ANVISA.



3 Metodologia

3.1 Material vegetal

3.1.1 Folhas frescas de Ocimum selloi Benth para extracdo do 6leo essencial foram
adquiridas em feiras-livres, em 2009 e 2010, na regido Serrana (Petrépolis), na
cidade do Rio de Janeiro (regido Oeste, Madureira) e na cidade de Itaguai. As
plantas foram identificadas pelo Dr. R. M. Harley e estdo depositadas no RFA -
Herbéario da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro/ RJ, sob os
nameros RFA36976, RFA36977 e RFA36978. Pesquisa etnobotanica prévia
realizada por Leitdo (2009) mostrou que as amostras de O. selloi comercializadas

em feiras-livres na Regido Serrana provém de um mesmo cultivar (LEITAO, 2009).

3.1.2 Folhas frescas de Hesperozygis myrtoides Epling foram coletadas em abril de
2010 para a extracdo de 0leo essencial na Serra do Papagaio, em local conhecido
como Vale dos Poejos, em Aiuruoca/ MG, localizado na Serra da Mantiqueira,
Lat/Lon: 22° 2 31.83 s / 44°38 30.20 W (Pico do Papagaio). As plantas foram
identificadas pelo Dr. R. M. Harley e depositados no HUEFS - Herbéario da
Universidade Estadual de Feira de Santana (Feira de Santana, Bahia) sob o nimero
de 1333584.

3.1.3 Folhas frescas de Mentha pulegium L. foram adquiridas da empresa Bioervas
em outubro de 2010. Essa espécie foi cultivada a partir de plantas certificadas pela

prépria empresa, para a extracao do Oleo essencial na cidade de Tombos/ MG.

3.2 Extracédo e andlises do 6leo essencial

3.2.1 Folhas frescas das trés plantas (cerca de 150g por extracdo) foram
submetidas a hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger modificado (Fig. 16) para
obtencdo dos componentes volateis. As extragBes foram feitas no laboratorio de
Fitoquimica e Farmacognosia do DPNA-FF-UFRJ, no laboratorio PN4 do
Departamento de Produtos Naturais de Farmanguinhos, Fiocruz e no laboratorio da

Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro. Os 6leos essenciais obtidos



foram quantificados e reunidos para se proceder com os testes de atividade

antimicrobiana (Tabela 4).

Tabela 4 — Aquisicao das plantas para obtencéo do 6leo essencial

Plantas Local de Aquisicéo Més de Coleta Material (g)
O. selloi Itaguai Setembro/ 2009 60,0
O. selloi Petropolis Novembro/ 2009 800,0
O. selloi Petropolis Janeiro/ 2010 250,0
O. selloi Itaguai Fevereiro/ 2010 240,0
O. selloi Madureira Marco e Abril/ 2010 254,0
H. myrtoides* Aiuruoca Abril/ 2010 3.802,0
M. pulegium Tombos Outubro/ 2010 5000,0

* Planta coletada em Aiuruoca/ MG, Serra do Papagaio no Vale do Poejo.

Figura 16 - Aparelho de Clevenger Modificado
Fonte: Colecéo particular do Autor

3.2.2 Os oleos essenciais foram analisados na Embrapa Agroindustria de Alimentos,
Guaratiba, Rio de Janeiro/ RJ, em colaboracdo com o Dr. Humberto Bizzo, por
cromatografia com fase gasosa em equipamento Agilent 7890, equipado com
detector por ionizagdo em chama (DIC), coluna HP-5 (30 m x 0,32 mm X 0,25 um),
usando H; (1,5 ml/ min) como gas de arraste. A temperatura do injetor foi mantida
em 250° C e a programacao de temperatura do forno variou de 60°a 240° Cem 3° C
min.™. A temperatura do detector foi mantida em 280° C. O volume de injecéo para
todas as analise foi de 1ul do 6leo essencial em solugdo de diclorometano (1000
ppm), em modo sem divisao de fluxo.

As analises por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CG-EM) foram realizadas em equipamento da marca Agilent 6890



(cromatografo) e 5973N (detector de massas), operando em modo de impacto de
elétrons (70 eV), equipado com coluna HP-5 (30 m x 0,32 mm X 0,25 um), usando
hélio (1,5 ml/ min) como géas de arraste. A temperatura do injetor foi mantida em 260°
C e a programacéo de temperatura do forno variou de 60° a 240° C em 3° C min. ™.
O volume de injecdo para todas as analise foi de 1pl do 6leo essencial em solucdo
de diclorometano (1000 pm) em modo sem divisédo de fluxo.

Para obtenc&o dos indices de Retencéo de Kovats (IRK) utilizou-se uma solucdo
composta por n-alcanos (C; - Cy) que foi analisada por CG-DIC, nos mesmos
parametros descritos anteriormente (VAN et al.,1963).

As substancias foram identificadas por comparacdo de seus espectros de
massas com registros de bancos de dados (WHILEY7N e NIST 107.LIB) e por

comparacao do IRK calculados com aqueles da literatura (ADAMS, 1995).

3. 3 Testes da atividade antimicrobiana

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados nos laboratorios dos
professores Celuta S. Alviano (Departamento de Microbiologia da UFRJ) e Paulo
Murillo Neufeld (Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de
Farmacia da UFRJ).

3.3.1 Teste de difusdo em Agar (Drop Test)

Os Oleos essenciais puros ou em mistura foram submetidos a testes para
deteccao da atividade antimicrobiana contra cepas de Candida albicans tipo B ATCC
36802, Staphylococcus aureus MRSA (BMB9393), Escherichia coli, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus Niger e Trychophyton rubrum. Solucdes contendo o0s
microorganismos (2 x 10° de células) foram inoculadas em placas de Petri,
previamente preparadas em meio solido. Ap6s 10 minutos da inoculacdo foi
adicionado 1ul do 6leo essencial no centro de cada placa. Todas as placas foram
incubadas a 37 °C em tempo variavel de 24 h a 7 dias, dependendo do
microorganismo testado. Apds o tempo de incubacgéo, a zona de inibicdo foi medida
em centimetros (HILI et al.,1997).

Os o6leos essenciais de O. selloi e H. myrtoides foram misturados na proporc¢éo

de 4:1, 3:1, 2:1 e 1:1 e submetidos a0 mesmo teste.



3.3.2 Determinacgdo da concentragao inibitéria minima (CIM)

Os Oleos essenciais puros de O. selloi, H. myrtoides e M. pulegium foram
testados em cepas clinicas de espécies de Candida (C. albicans, C. parapsilosis, C.
krusei, C. tropicalis e C. glabrata). Nao foram feitas associacdes entre os diferentes
0leos. A concentracdo inibitoria minima (MIC) foi determinada pelo método de
diluicdo em caldo de acordo com o documento M27- A3 (C. albicans) da Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), usando resazurina como indicadora
para viabilidade celular (SARKERS et al., 2007). Todas as determinacdes foram
feitas em triplicatas e em duas experiéncias, independentes de levar a resultados

concordantes. Fluconazol foi usado como controle positivo.

3.4 Teste de estabilidade acelerado

O teste de estabilidade acelerado foi realizado no Laboratorio de Tecnologia
Industrial Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFRJ, de responsabilidade do
Prof. Lucio Mendes Cabral. Os 0Oleos essenciais foram mantidos em uma camara
climatizada (Nova Etica) (Fig. 17), sendo submetidos a uma temperatura controlada
de 40°C e umidade de 75%. O teste de estabilidade acelerado foi realizado segundo
metodologia ANVISA (40 °C +2°C /75 % =5 % U.R./ 0, 3 e 6 meses) (ANVISA,
2005).

O volume dos 6leos essenciais separados para o teste de estabilidade foi de 1
ml. Uma aliquota (0,1 ml) de 6leo foi retirada a cada més para se proceder com as
analises por CG-EM e, também, para verificacdo das caracteristicas organolépticas
dos mesmos (aroma e cor). A primeira analise dos 6leos foi feita no primeiro dia em

gue os oleos foram transferidos para a camara de estabilidade.



Figura 17- Camara de Estabilidade
Fonte: Colecao particular do Autor



4 Resultados e Discussao

4.1Teor e analise dos 0Oleos essenciais de O. selloi, H. myrtoides e M. pulegium

4.1.1 O. selloi - O o6leo essencial de O. selloi apresentou-se incolor e bastante
aromatico, com odor caracteristico de “anis”. As extragdes mostraram que o teor de
0leo essencial variou de 0,35 % a 0,56 % (Tabela 5). Assim, considerando-se 100g
do material vegetal fresco pode-se obter até 0,5 ml de 6leo puro, ja que o0 mesmo
separa-se com muita facilidade da fase aquosa. Este rendimento é bastante
satisfatorio em se tratando de 6leos essenciais, uma vez que o teor médio obtido de
plantas produtoras de voléateis fica em torno de 0,1 %. A seguir séo apresentados 0s

teores e a composicao dos 6leos analisados:

12 Aquisicao (Setembro, amostra adquirida na cidade do Rio de Janeiro, porém, de
cultivo em Itaguai/ RJ) - O teor de 6leo essencial (apenas uma extracdo) das folhas
de O. selloi foi estimado em 0,5 % (Tabela 5). Analise por CG-EM mostrou a

presenca de metilchavicol com alto teor na mistura (95,9 %);

22 Aquisicdo (Novembro, Regido Serrana, Petropolis/ RJ) — O teor médio de 6leo
essencial foi de 0,35 % * 0,18 (Tabela 5). Este teor é consideravelmente menor do
qgue o teor de 6leo da amostra da planta coletada na cidade de Itaguai (0,5 %).
Novamente, foi detectado no 6leo de O. selloi a substancia metilchavicol em alto teor
na mistura (92,7 %);

32 Aquisicdo (Janeiro, Regido Serrana, Petropolis/ RJ) — O teor médio de 6leo
essencial foi estimado em 0,48 % + 0,05 (Tabela 5), portanto, maior do que o teor
obtido com a coleta no més de novembro nesta mesma regido. A substancia
principal foi novamente identificada como metilchavicol, com alto teor na mistura
(93,6 %).



42 Aquisicdo (Fevereiro, amostra adquirida na cidade do Rio de Janeiro, porém, de
cultivo em Itaguai/ RJ) - O teor médio de 0Oleo essencial das folhas de O. selloi foi
de0,55 % + 0,07 (Tabela 5). A substancia principal foi novamente identificada como

metilchavicol, com alto teor na mistura (94,9 %)

52 Aquisi¢cao (Margo, amostra adquirida em Madureira, na cidade do Rio de Janeiro,
RJ) — O teor médio de Oleo essencial das folhas de O. selloi foi de 0,45 % + 0,09

(Tabela 5). A substancia principal identificada foi o metilchavicol (94,7 %).

62 Aquisicado (Abril, amostra adquirida em Madureira, na cidade do Rio de Janeiro,
RJ) — O teor do 6leo analisado das folhas de O. selloi foi de 0,56 % (Tabela 5). A
substancia principal identificada também foi o metilchavicol com um alto teor na
mistura (97,6 %).

Tabela 5 — Teor percentual dos 6leos essenciais extraidos das folhas do O. selloi

Més e Ano de coleta/ Local

Set/2009 Nov/2009 Jan/2010 Fev/2010 Mar/2010 Abril/2010
Itaguai Petrépolis Petrépolis ltaguali Madureira Madureira
Teor % 0,50 0,35+0,18 0,48 + 0,05 0,55+ 0,07 0,45+ 0,09 0,56

Andlises por CG-EM dos 6leos obtidos mostraram a presenca do metilchavicol
(Figs. 6a, pag. 5 e 18) em alta concentracdo em todas as amostras (Tabela 6). Esse
resultado € muito importante, pois evidencia uma substancia praticamente pura no
Oleo essencial de O. selloi. Uma vez que o metilchavicol foi identificado em todos os
Oleos essenciais, tanto nas plantas coletadas na cidade do Rio de Janeiro, como nas
plantas obtidas da regido Serrana, pode-se afirmar que as amostras de O. selloi

tratam-se do mesmo quimiotipo.
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O metilchavicol, também denominado estragol, € um arilpropandide que confere
aroma de “anis” a algumas espécies vegetais. Esta substancia é responsavel por
vérias atividades bioldgicas, incluindo, nematicida e inseticida (DAVID et al., 2006). E
bastante usado na industria de perfumes e é o componente principal dos oleos
essenciais de plantas medicinais pertencentes a diversas familias vegetais, tais
como, Apiaceae (Pimpinella anisum L., “anis”; Foeniculum vulgare Mill., “funcho”),
Magnoliaceae (lllicium verum Hook f., “anis estrelado”) e Asteraceae (Artemisia
dracuncullus L., “estragéo”) (PAULA et al., 2007)

Considerando-se as demais substancias identificadas nos oOleos analisados, 0
sesquiterpeno biciclogermacreno foi detectado em todas as amostras e com teor que
variou de 0,4% a 1,7%, além do B-cariofileno que foi identificado com teor que variou
de 0,6 a 1,0%. As substéancias a-copaeno, metileugenol, 3-octen-1-ol e a-bisaboleno
também foram identificados em todas as amostras, porém, em quantidade
percentual muito reduzida (Tabela 6).

Estudos realizados com a espécie O. selloi Benth evidenciaram também a
presenca majoritaria do metilchavicol. Martins e colaboradores (1997) estudaram
dois acessos de O. selloi que foram coletados na cidade de Vigosa/ MG. Um total de
100 g de folhas foram submetidos a hidrodestilacdo, com rendimento de 0,31 % do
acesso A e 0,47 % do acesso B. O metilchavicol foi a substancia identificada como
majoritaria encontrada no acesso A, com teor de 80,7 %. J& a planta do acesso B
mostrou uma composicdo volatil distinta, pois apresentou o metileugenol como
majoritario e com teor percentual de 63,1 %. O sesquiterpeno germacreno B foi
detectado nos dois acessos e com teor de 4,6 % no acesso A e 11,9 % no acesso B.
As substancias bergamoteno, trans-cariofileno e B-bisaboleno foram identificadas
nos dois acessos, porém, em menores quantidades.

Outro estudo realizado com amostras de dois acessos de O. selloi (A e B),
também em Vicosa/ MG (MAIA et al., 2007), mostrou teores de 6leo essencial de
0,31 % para o acesso A e de 0,21 % para 0 acesso B. A substancia majoritaria
identificada no Oleo essencial das plantas do acesso A foi 0 metilchavicol, com alto
percentual relativo (94,9 %). No entanto, as plantas do acesso B mostraram um 6leo
essencial com alto teor de metileugenol (63,1 %). Esses resultados sé&o consistentes
com aqueles publicados por Martins e colaboradores (1997).

Costa e colaboradores (2007) avaliaram a composi¢ao quimica volatil das folhas
de O. selloi coletadas na cidade de Lavras/ MG. Cerca de 40 g de folhas foram



submetidas a hidrodestilacdo, produzindo um rendimento de 0,13 % de Oleo
essencial. Novamente, a substancia metilchavicol foi identificada como a majoritaria
(93,9 %). As substancias metileugenol, B-bisaboleno, espatulenol e 6éxido de
cariofileno foram identificadas em menores quantidades.

Moraes e colaboradores (2002) pesquisaram 0s constituintes volateis das folhas
dessa espécie que foram coletadas na cidade de Botucatu/ SP. Cerca de 100 g de
folhas foram coletadas em dois meses diferentes (Junho de 2000 e em Janeiro de
2001), e submetidas a hidrodestilacdo, produzindo um rendimento de 0,25 % e
0,20%, respectivamente. A substancia trans-anetol foi identificada como a majoritaria
dos oleos obtidos a partir das duas coletas, com teor de 45,4 % (Junho de 2000) e
de 58,6 % (Janeiro de 2001). A substancia metilchavicol também foi identificada,
com teor de 24,1 % no més de Junho de 2000 e 29,9 % no més de Janeiro de 2001.
As substancias cis-anetol, metileugenol, trans-cariofileno, germacreno D e fB-
selineno foram identificadas nos 6leos das duas amostras de O. selloi, porém, em
menores percentuais.

Um estudo realizado com individuos de O. selloi coletados em Ponta Grossa/
PR (PAULA et al.,2007) mostrou novamente que o metilchavicol € o constituinte
majoritario do o6leo essencial (55,3 %). A substancia trans-anetol também foi
identificada em alto teor percentual (34,2 %).

As tabelas 6 e 7 resumem a composicdo quimica dos Oleos essenciais de O.
selloi estudados e aqueles publicados na literatura. Estes estudos mostram que
podem existir trés diferentes quimiotipos para O. selloi, sendo um rico em
metilchavicol, outro com alto teor de metileugenol e um terceiro rico em
metilchavicol e trans-anetol.

Todas as amostras de O. selloi estudadas que foram coletadas tanto ao nivel do
mar (Rio de Janeiro) como na Regido Serrana (Petr6polis), mostraram-se com alto
teor de metilchavicol. Uma vez que essas amostras foram adquiridas de feiras-livres
e de comerciantes que as obtiveram de cultivo préprio, pode-se supor que oS
cultivares provém do mesmo acesso. Estudos genéticos sdo necessarios para

confirmar esta hipétese.



Tabela 6 — Substancias identificadas nos 6leos essenciais de folhas de O. selloi

Teor %/ Local/ Més e Ano de Coleta/Teor 2%

Substancia A B B B A C C
Identificada IRcalc. IRjit. 09/ 11/ 11/ 01/ 02/ 03/ 04/
2009 2009 2009 2010 2010 2010 2010
3-octen-1-ol 980 978 0,2 0,5 0,4 0,6 0,4 0,2 0,1
limoneno 1031 1031 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
metilchavicol 1204 1195 95,9 92,7 93,6 94,6 94,9 94,7 97,6
cis-anetol 1253 1251 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0-elemeno 1435 1433 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
trans-anetol 1286 1283 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
o-copaeno 1377 1376 0,1 0,3 0,3 0,3 0,1 0,1 0,1
-bourboneno 1384 1384 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0
B-elemeno 1407 1391 0,1 0,2 0,2 0,0 0,2 0,2 0,1
metileugenol 1406 1401 0,1 0,3 0,3 0,3 0,2 0,2 0,1
B-cariofileno 1420 1418 0,6 1,0 1,0 0,0 0,9 0,9 0,6
a-t-bergamoteno 1437 1436 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
o-bergamoteno 1417 1415 0,0 0,3 0,3 0,2 0,0 0,0 0,0
a-humuleno 1453 1454 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
allo- 1460 1461 0,1 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
aromadendreno
y-muuruleno 1478 1477 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
germacreno D 1481 1480 0,0 1,4 1,3 1,0 0,0 0,0 0,0
biciclogermacreno | 1497 1494 0,8 1,7 1,7 1,3 0,7 0,8 0,4
-bisaboleno 1510 1509 0,1 0,4 0,5 0,5 0,1 0,2 0,1
o-cadieno 1523 1524 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

A = Itaguai; B = Petrdpolis; C = Madureira.



Tabela 7 — Comparacdo da composicao quimica dos 6leos essenciais em estudo com aqueles da
literatura (Vigcosa, Lavras, Botucatu, Ponta Grossa)

Substancia Rio de Rio de Janeiro Rio de Minas Minas Séo Parana
Janeiro Regido Serrana Janeiro Gerais Gerais Paulo Ponta
Itaguai Madureira Vicosa? Lavras® Botucatu®* Grossa®
2005
Set. Fev. Nov. Nov. Jan. Mar. | Abril A B Jun. Jan.
2009 2010 2009 2009 2010 2010 2010 1995 1995 2000 2001

metilchavicol 959 949 92,7 936 946 947 976 80,7 . 93,9 24,1 29,9 55,3
biciclo-germ.* 0,8 0,7 1,7 1,7 1,3 0,8 0,4 _ _ _ _ _ _
B-cariofileno 0,6 0,9 1,0 1,0 0,9 0,9 0,6 _ _ _ _ _ _
a-copaeno 0,1 0,1 0,3 0,3 0,3 0,1 0,1 _ _ _ _ _ _
metileugenol 0,1 0,2 0,3 0,3 0,3 0,2 0,1 _ 63,1 0,3 0,1 0,1 _
3-octen-1-ol 0,2 0,4 0,5 0,4 0,6 0,2 0,1 _ _ _ _ _ _
B-bisaboleno 0,1 0,1 0,4 0,5 0,5 0,1 0,1 1,1 2,7 0,1 _ _ _
germacreno B o o . . . o _ 4,6 11,9 o o o .
biciclosesquif** _ _ _ _ _ _ _ 4,6 7.8 _ _ _ _
a-bergamoteno _ _ 0,3 0,3 0,2 _ _ 0,8 0,9 _ - - -
trans-cariofileno _ _ _ _ _ _ _ 4,3 6,8 _ 0,8 1,8 _
espatulenol _ _ _ _ _ _ _ _ _ 0,9 _ _ _
oxido de _ _ _ _ _ _ _ _ _ 0,9 _ _ _
cariofileno
trans-anetol _ _ _ _ _ . . . . . 454 58,6 34,2
cis-anetol 0,1 . . . . - _ _ - _ 3,9 3,0 3,9
germacreno D . 1,4 1,3 1,0 . . . 4,2 0,9 .
B-selineno _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 4,1 0,9 _
B-cariofileno 0,6 0,9 1,0 1,0 0,0 0,9 0,6 2,1

A = plantas do acesso A; B = plantas do acesso B; biciclogerm. = biciclogermacreno; bicilosesquif =
biciclosesquifelandreno. 'MARTINS et al., 1997; 2MAIA et al., 2007; *COSTA et al., 2007; “MORAES et al.,
2002; °PAULA et al. , 2007.



4.1.2 H. myrtoides - O 0Oleo essencial dessa planta mostrou-se incolor e bastante
aromatico, com odor caracteristico de “menta”. As extra¢gdes (n=9) mostraram que o
teor de dleo essencial variou de 1,01 a 1,72 % (Tabela 8). Assim, considerando-se
100 g do material vegetal fresco pode-se obter até 1,7 ml de 6leo puro, ja que o
mesmo separa-se com muita facilidade da fase aquosa. Este rendimento pode ser
considerado satisfatorio (Tabela 8).

Tabela 8 — Teor percentual dos 6leos esséncias extraidos das folhas do H. myrtoides

Més/Ano Abril/ 2010 Maio/ 2010
Data 27 28 29 03 07 10 14 17 18
Teor % 1,72 1,61 1,47 1,01 1,55 1,69 1,03 1,24 1,38
Teor %

_ 1,6 +0,12 1,32+ 0,27
Médio

Analise por CG-EM do 6leo essencial obtido de H. myrtoides mostrou a
presenca de pulegona (44,4%) e de isomentona (32,7%) como constituintes
majoritarios (Fig. 10) (Tabela 9). Considerando-se as demais substancias
identificadas no 6leo essencial analisado, destacam-se, também, 0s monoterpenos
acetato de isomentila (7,0 %) e limoneno (3,5 %)(Fig.19)

A pulegona e a isomentona sdo monoterpenos que sao responsaveis pelo odor
agradavel de “menta” do 6leo essencial do H. myrtoides (Martins et al., 1998). A
pulegona apresenta atividade biolégica como repelente de insetos, além de ser
usada como abortiva e como emenagoga (TELCI et al., 2010). Essa substancia é
metabolizada pelo sistema microssomal hepéatico e origina uma série de
hepatotoxinas causadoras de tumores hepaticos e que estdo envolvidas em muitos
casos de intoxicagdes em humanos e animais (MUCCIARELLI et al. , 2000). Esta
hepatoxidade é devida ao seu principal metabdlito, denominado mentofurano. A
Comisséo Européia (2002) permite niveis maximos de pulegona, a saber: géneros
alimenticios (25 mg/ kg), bebidas (100 mg/ kg) e bebidas flavorizadas com hortela-
pimenta (250 mg/ kg). A recomendacdo da pulegona em cosméticos é de < 1%
(PETRAKIS et al., 2009)



Tabela 9 - Substancias identificadas na analise do 6leo de H. myrtoides

Substéncias
o-pinemo

sabinemo

B-pinemo

mirceno

limonemo
cis-B-ocinemo
acetato de heptanol
mentona
isomentona
a-terpineol
pulegona

acetato de isomentila
acetato de isopulegol
a-acetato de terpinila
n.i.*

valenceno

Total

IRcal.
937

976

979

992

1031
1040
1113
1156
1167
1189
1242
1307
1312
1350

1493

IRy,
939
976
980
991
1031
1040
1113
1154
1164
1189
1242
1306
1308
1350

1491

Teor %
0,2
0,2
0,3
0,4
3,5
0,2
0,2
0,3
32,7
0,1
44,4
7,0
0,7
0.4
1,1
0,2

91,9

* Nao identificada
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4.1.3 M. pulegium - O Oleo essencial de M. pulegium apresenta-se limpido e
bastante aromético, com odor caracteristico de “menta”. Duas extragbes do Oleo
essencial foram realizadas e produziram um teor de 0,18 % e 1,11 %. Analise por
CG-EM do 0leo essencial de M. pulegium mostrou a isomentona e a pulegona como
0S constituintes majoritarios da mistura, com teor de 33,6 % e 32,8 %,
respectivamente. A mentona (19,7%) também foi identificada em grande percentual
relativo (Tabela 10)(Fig. 20)

A mentona, isomentona e pulegona sdo monoterpenos oxigenados que conferem
0 odor caracteristico de “menta”. O odor pungente do 6leo essencial de M. pulegium
€ associado a presenca da pulegona (PETRAKIS et al., 2009).

Estudos dos componentes volateis de M. pulegium descritos na literatura,
mostram a pulegona como constituinte majoritario em amostras coletadas no
Uruguai, Portugal e Ird (LORENZO et al., 2002; MARTINS et al., 1998; AGHEL et al.,
2004). A amostra analisada, obtida de Tombos/ MG, mostra uma cOomposi¢ao
ligeiramente diferente (Tabela 11), uma vez que possui a isomentona como
majoritaria e em percentual bastante semelhante ao da pulegona. Este resultado

aponta para uma possivel variacdo ambiental, sazonal ou mesmo de quimiotipo.

Tabela 10- Composicdo quimica identificada no 6leo essencial das folhas de M. pulegium:

Substancias IRjit. IRcal. Teor
limoneno 1030 1031 0,7
mentona 1147 1154 19,7

isomentona 1157 1164 33,6
mentol 1173 1173 3,0
pulegona 1225 1237 32,8

Total 89,8




Tabela 11- Comparagédo da composi¢do quimica dos 6leos essenciais em de M. pulegium estudo com

aqueles da literatura (Uruguai, Lisboa e Teerd)

Substéncias Montevidéu Lisboa Teerd Brasil
Uruguai® Portugal® Ira® Tombos

o~tujano - 0,2 - -
o- pineno 0,5 0,3 - -
Sabineno 0,1 - - -
B-pineno 0,4 - - -
mirceno 0,3 0,8 - -
3-octanol 15 - 0,8 ‘-
limoneno 0,9 - - 0,7
1,8-cineol 0,1 - - -
mentona 3,6 5,7 _ 19,7
isomentona 12,9 0,6 _ 33,6
mirtenol - 0,3 _ -
neo-mentol 0,3 - _ -
isopulegona 1.4 - _ -
mentol 0,6 1,0 _ 3,0
isomentol 0,1 - _ -
neo-isomentol 0,8 - _ -
o—terpineol 0,1 - _ -
pulegona 73,4 39,5 37,8 32,8
1(7)-p-menta-2-one - - 4,9 -
carvona - - 0,2 -
acetato de 4-terpenil - - 1,0 -
carvacrol - - 0,3 -
piperitona 0,1 1,7 - -
piperitenona 0,9 - 6,8 -
B—bourboneno - - 0,1 -
B-ioneno - - 0,4 -
calameneno - - 0,2 -
germacreno D - - 0,6 -
geraniol - 0,4 - -
isopulegol - 17,3 - -
acetato de geranil - 0,2 - -
anetol - 0,3 - -
trans-cariofileno 0,1 - - -
a-humuleno 0,9 - - ;
B—cariofileno - 1,7 - -
oxido de cariofileno 0,3 - 1,3 -
viridiflorol 0,2 -

'LORENZO et al., 2002; “MARTINS et al., 1998; *AGHEL et al., 2004
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O aroma do Oleo essencial de H. myrtoides e de M. pulegium mostrou muita
semelhanga, com odor caracteristico de “menta”. A comparacdo da composi¢cao
quimica desses 0leos essenciais comprova a semelhancga quimica entre eles, ja que
ambos apresentam a pulegona e isomentona como 0s constituintes majoritarios e

em proporc¢des equivalentes (Tabela 12).

Tabela 12 - Comparacéo da composicao volatil de H. myrtoides e M. pulegium

Substancias H. myrtoides Teor % M. pulegium Teor %
a-pineno 0,2 -
sabineno 0,2 -
B-pinemo 0,3 -
mirceno 0,4 -
limoneno 3,5 0,7
cis-B-ocimeno 0,2 -
acetato de heptanol 0,2 -
mentona 0,3 19,7
isomentona 32,7 33,6
a-terpineol 0.1 -
pulegona 44,4 32,8
acetato de isomentila 7,0 -
acetato de isopulegol 0,7 -
acetato de terpinila 0,4 -
valenceno 0,2 -
piperitona - 2,2

B-cariofileno - 1,2




4.2 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de O. selloi, H. myrtoides e

M. pulegium

Os oleos essenciais de O. selloi, obtidos a partir da segunda e terceira coletas
(Regidao Serrana), apresentaram toxidez (drop test) para os microorganismos C.
albicans tipo B ATCC 36802, S. aureus MRSA (BMB9393), E. coli, C. neoformans, A.
niger, T. rubrum (Tabela 13). O estudo realizado com 6leo essencial de O. selloi
coletada em Ponta Grossa mostrou que este 0leo essencial teve atividade moderada
contra E. coli e S. aureus (FARAGO et al., 2004). Isso demonstra que o 6leo de O.
selloi apresenta relativa atividade antimicrobiana, mesmo porque as cepas destes
microorganismos testados sao resistentes a antibiéticos (Meticilina). Por isso ndo se
descarta a possibilidade do 6leo de O. selloi ser efetivo contra microorganismos em
concentracfes acima da que foi usada.

Ja o 6leo essencial de H. myrtoides foi ativo contra L. casei, S. aureus MRSA
(BMB9393), E. coli e C. albicans tipo B ATCC (Tabela 14). Este resultado mostra a
necessidade de se fazer mais estudos sobre a atividade do 6leo de H. myrtoides,
pois ndo existem dados na literatura para comprovar a eficacia do mesmo. Seréo
necessarias mais pesquisas com este 6leo essencial aumentando a concentracao
acima do que foi usada no teste.

A combinacédo dos 6leos de O. selloi e H. myrtoides na proporcéo de 3:1 e 4:1
apresentou toxidez para A. niger e C. albicans tipo B ATCC; na proporgédo 2:1
apresentou toxidez para L. casei, A. niger e C. albicans tipo B ATCC e os 6leos na
proporcao 1:1 apresentou toxidez para L. casei, S. aureus MRSA (BMB9393), E. coli
e C. albicans tipo B ATCC (Tabela 15). Esses dados sdo muito relevantes, uma vez
gue as cepas testadas sao resistentes a antibidticos (Meticilina). Observa-se que
nao houve alteracdo na atividade dos 6leos essenciais quando em combinacdo. A
atividade antimicrobiana inicial (drop test) dos 6leos ndo pode ser considerada
excelente, ja que alguns halos de inibicdo foram menores do que 1 cm. Os 0Oleos
essenciais foram combinados para aumentar a atividade antimicrobiana para
melhorar o odor e sabor dos mesmos.

Considerando-se os resultados de CIM em materiais vegetais, infere-se que:
inibicdo forte — CIM abaixo de 0,5 mg.ml™; inibicdo moderada — CIM entre 0,6 e 1,5
mg.ml™ e uma inibigéo fraca — CIM acima de 1,6 mg.ml™* (Duarte et al., 2005).



O resultado do CIM da atividade antimicrobiana de O. selloi aponta para uma m
inibicdo moderada para os microorganismos S. aureus MRSA (BMB 9393), L. casei
(ATCC 4646), S. mutans (ATCC 25175), C. albicans tipo B ATCC e A. niger (ATCC
16404). Considerando-se o microorganismo E. coli (ATCC 29055), o 6leo essencial
de O. selloi mostrou inibicao fraca (Tabela 15).

Dados da literatura mostram que o Oleo essencial de O. selloi que possui 0
eugenol como constituinte majoritario apresenta uma atividade antimicrobiana mais
relevante (BURT,2004).

Tabela 13- Atividade antimicrobiana (drop test) do 6leo essencial de O. selloi

Microorganismos Oleo essencial de O. selloi
Regido Serrana Regido Serrana
Novembro 2009 Janeiro 2010
E. coli 0,6 0,8
S. aureus 0,5 0,7
C. neoformans 0,9 0,9
A. niger 0,8 0,8
T. rubrum 0,8 0,7
C. albicans 0,8 1,0

Halo de inibicdo medido em centimetros.

Tabela 14 — Atividade antimicrobiana (drop test) do 6leo essencial de H. myrtoides e da Associacao
dos dleos de O. selloi e H. myrtoides

H. myrtoides 4:1 3:1 2:1 1:1
L.casei 0,8 0,6 0,6 0,7 0,8
S.aureus 1,2 0,6 0,6 0,6 0,8
E.coli 0,8 0,6 0,6 0,6 0,7
A.niger _ 0,8 0,7 0,7 0,7
C.albicans 15 1,3 1,2 1,2 1,2

Halo de inibicdo medido em centimetros.



Tabela 15- CIM dos 6leos essenciais de O. selloi e H. myrtoides

E. coli S. aureus L. casei S. mutans C. albicans A. niger
ATCC MRSA ATCC 4646 ATCC ATCC 24433 ATCC
29055 BMB 9393 25175 16404
pg.ml™
H. myrtoides >2500 2500 2500 2500 12500 2500
O. selloi >2500 625 1250 1250 625 1250

(Madureira)

O resultado do CIM da atividade antifangica dos 6leos essenciais de M.
pulegium e H. myrtoides mostrou inibicdo moderada para C. albicans, enquanto que
para O. selloi a atividade contra este mesmo microorganismo pode ser considerada
forte. Para os microorganismos C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis todos os
Oleos mostraram uma inibicAo de crescimento moderada. No entanto, para C.
glabrata, os 6leos essenciais testados apresentaram uma inibicdo forte do
crescimento (Tabela 16).

Estudo realizado com plantas usadas na medicina popular brasileira sobre
atividade antifingica, frente a cepas de Candida albicans, mostrou que o Oleo
essencial de Mentha pulegium apresentou uma inibicdo moderada do crescimento
deste microorganismo (DUARTE et al., 2005). Este resultado esta de acordo com o
alcancado neste trabalho. Vale lembrar que as cepas estudadas sdo bastante
resistentes. Outro estudo feito com o 6leo essencial de Ocimum basilicum, que
também possui metilchavicol como constituinte majoritario (90%), sobre atividade
antifangica de Botrytis fabae, mostrou que o crescimento micelar foi inibido
significativamente (OXENHAM et al., 2005).



Tabela 16- CIM dos 6leos essenciais de O. selloi, H. myrtoides e M. pulegium contra cepas clinicas
de Candida

Amostra C. albicans C. parapsilosis C. krusei C. tropicalis C. glabrata
pg.mi™

0. selloi 312,5 2500 2500 2500 78,1

H. myrtoides 1250 625 625 625 19,5

M. pulegium 625 1250 1250 1250 625

Fluconazol 1666,7 1250 416,7 625 156,2

Os Oleos essenciais de O. selloi, H. myrtoides e M. pulegium mostraram-se
eficazes contra C. glabrata, o que significa um excelente resultado, pois esse
microorganismo é considerado um fungo patogénico de relevancia, principalmente,
em pacientes imunodeprimidos (KHOSRAVI et al., 2011). Atualmente, C. glabatra
ocupa o segundo ou terceiro lugar como agente causador de infec¢des locais (oral,
esofagal, vaginal e urinarias) e sistémicas. Esta espécie de Candida ocasiona
esofagites em pacientes imunodeprimidos, que tem sido subestimada por falta de
identificacdo adequada (MACEDO et al., 2008). Portanto, os 6leos essenciais
testados, principalmente, o de H. myrtoides (MIC = 19,5 pg.ml*) podem ser
importantes agentes de combate ao fungo C. glabrata .

C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata foram sensiveis ao fluconazol, enquanto a
C. albicans e C. parapsilosis néao tiveram inibicdo do crescimento, mostrando assim
a resisténcia destas cepas em relagdo ao fluconazol, evidenciando a importancia de

se estudar mais o uso de 6leos essenciais como agentes antifungicos.



4.3 Teste de estabilidade acelerado

4.3.1 O. selloi: Analises cromatograficas

O teste de estabilidade acelerado mostrou que a concentracdo relativa da
substancia majoritaria do 6leo essencial de O. selloi, metilchavicol, variou pouco (de
91,9 % a 75,8 %). Essa variagcdo pode ser devido aos efeitos de volatilizacdo da
substancia ou mesmo de degradagdo o que justificou a alteracdo na coloracao.
Observou-se, também, o surgimento de algumas substancias a partir da segunda
andlise, sendo essas, para-anilsaldeido (0,7 % a 2,8 %), 3-metoxicinamaldeido (1,4
% a 3,6 %), metileugenol (0,3 % a 0,6%), espatulenol (1,3 % a 3,4 %) e 6xido de
cariofileno (1,0 % a 5,9 %) (Tabela 17) (Grafico 1).

O surgimento das substancias para-anisaldeido e 3-metoxicinamaldeido pode
ser explicado pela oxidacdo do trans-anetol, um isébmero do metilchavicol. Assim,
pode ter ocorrido isomerizacdo do metilchavicol em trans-anetol e a partir desse,
oxidacdo a 3-metoxicinamaldeido e, posterior degradacdo (perda de CO,) com
oxidacdo a para-anisaldeido (Fig. 21). O surgimento do metileugenol pode ser
explicado pela oxidagcédo direta do metilchavicol e posterior reacdo de metilacdo da
hidroxila fendlica. De fato, essa substancia tem sido detectada como a majoritaria de
Oleos de O. selloi (MARTINS et al., 1997). O aparecimento dos sesquiterpenos
oxigenados espatulenol e éxido de cariofileno pode ser explicado pela oxidacdo dos

sesquiterpenos originariamente presentes no Oleo.



P
MeO /
—_— —_—
Metilchavicol
OMe
OMe
Anetol 3-metoxicinamaldeido
OMe O
MeO
X
Metileugenol

OMe

para-anisaldeido

Figura 21 — Proposta de formagéo de substancias por isomerizacéo e oxidacéo no 6leo essencial de

O. selloi.



Tabela 17 - Tabela das andlises do teste da estabilidade acelerado do 6leo essencial de O. selloi

Constituintes Quimicos 12 Analise 22 Analise 32 Analise 42 Analise 52 Analise 62 Analise
Teor % Teor % Teor % Teor % Teor % Teor%
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
1-octenol 0,4 0,5 0,3 - 0,1 02+00 0.2 0,0 0,2 - - -
beta-mirceno 0,1 0,0 - - - - - - - - - -
limoneno 0,1 0,2 - - 0,1 0,4 0,0 0,0 - - - -
trans-beta-ocimeno 0,1 0,1 - - - - - - - - - -
para-mentona 0,1 0,4 - - - - - - - - - -
isomentona - - - - 0,2 0,1+1,7 - - - - - -
metilchavicol 91,9 91,3+0,2 89,6 89,8+1,8 87,0 72,1+1,0 84,9 74,2493 795 80+12 758 74,6£1,0
pulegona 0,2 - - - - - - - - - - -
trans-anetol 0,2 0,0 - - - - - - - - - -
para-anisaldeido - - 0,7 - 1,0 0,4 16 34+13 23 1,5 2,8 2,8+0,1
alfa-copaeno 0,1 0,1 0,1 - - - - - - - - -
beta-bourboneno 0,1 0,1 - - - - - - - - - -
beta-elemeno 0,2 0,3 - - - - - - - - - -
beta-cariofileno 1,0 1,0 - - - - - - - - -
trans-alfa-bergamoteno 0,1 0,2 - - - - - - - - R R
alfa-humuleno 0,1 0,1 - - - - - - - - - -
allo-aromandrendeno 0,1 0,2 0,1 - - - - - - - - -
delta-germacreno 1,3 15 - - - - - - - - - -
biciclogermacreno 1,6 1,8 - - - - - - - - - -
beta-bisaboleno 0,6 04+0,2 0,3 - 0,2 0,3 - - - - - -
delta-cadineno 0,2 0,1 - - - - - - - - - -
3-metoxicinamaldeido - - 14 50+31 36 89+28 - 5648 69 35+03 33 35+04
espatulenol - - 1,3 - - 1,7+06 - 26+05 35 3401
metileugenol 0,3 0,4 03 04+01 03 0601 26 11+03 - 0,6 - -

oxido de cariofileno - - 10 13+02 19 4,0+01 10 18+0,7 - 42%+02 59 6,405
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Gréfico 1 — Variagao das substancias do 6leo essencial de O. selloi: teste de estabilidade acelerado.
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4.3.2 H. myrtoides: analises cromatograficas

Os resultados das analises de estabilidade acelerada mostraram que as
substancias majoritarias pulegona (44,2 % a 38,4 %) e isomentona (32,3 % a 30,9%)
tiveram pequenas variagdes no teor, provavelmente, devido a volatizagdo do 6leo
essencial e ao erro de quantificacdo da técnica. Observa-se o aparecimento de 1,8-
cineol (eucaliptol) a partir da segunda analise (0,7 % a 0,6 %) (Tabela 18) (Grafico
2). A presenca dessa substancia pode ser explicada pela oxidacéo de, por exemplo,
limoneno (Fig. 24), presente na amostra. Novamente, tal qual para o 6leo essencial
de O. selloi, o surgimento dos sesquiterpenos oxigenados pode ser devido a

oxidacdo dos sesquiterpenos originariamente presentes na mistura (DEWICK,2009).

CH3 CH;
R )]
H3C /\CHZ HSC CHB
Limoneno 1,8-Cienol

Figura 24 — Proposta de oxidag&o do limoneno.



Tabela 18- Tabela das andlises do teste de estabilidade acelerado do 6leo essencial de H. myrtoides

Constituintes Quimicos 12 Anélise 22 Andlise 32 Andlise 42 Andlise 52 Andlise 62 Analise
Teor % Teor % Teor % Teor % Teor % Teor %
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
alfa-pineno 0,3 0,3 0,5 0,1 0,1 0,1 0,5 0,6+0,1 0,5 0,2 0,2 0,2
sabineno 0,2 - 0,3 - 0,1 - 0,3 - 0,9 0,1 0,1 0,1
beta-pineno 0.3 0.5 0,5 03 0,2 0,0 0,5 - - 0,3 0,2 0,3
mirceno 03 0.3 - - - - 0,1 1,0 - - - i,
p-cimeno - - - - - - 0 - - - - -
beta-mirceno - - 0,3 - - - - - - - -
limoneno 4,0 41 5.8 31 34 - 5,8 - 6,2 2,5+0,3 2,3 2,4+0,3
1.8 cineol - - 0,7 - 0,5 - 0,7 4,2 £3,7 0,2 0,6 £0,1 0,6 0,6+0,1
terpinoleno - - - - - - - - 0,4 - - R
trans-beta-ocimeno 0,2 0,2 01 0,2 - - - - - - - -
linalol 04 0302 04 03 - - - - - 0,3 0,3 0,3
1-octen-3-il-acetato 0.2 0.3 0,2 03 0.2 0,2 0,2 0,2 0,2 - - -
isomentona 32,3 32,7+#0,1 319 34501 332 26,7+0,2 31,9 31,8+0,1 31,2 33,011 30,9 21,4+1,2
trans-isopulegona 11 02+04 08 0.8 - - 0.9 - 11 - - -
mentol 32 37+£04 30 3.2 3,0 35 2,8 11 34 0,9 1,0 1,0
0,3 * 0 - - - 0,1 3,3 - 2,4+0,2 30 29z%0,1
alfa-terpineol
pulegona 44,2 42,3+0,2 428 37,0x0,1 43,7 329+0,2 419 39,2+0,1 39,3 39,7+0,1 384 38,2%0,1
acetato de isopulegol 6,5 6,2 6,3 8,0 70 80+03 65 6,9 - - - -
metil acetato - - - - - - - - 11 20+0.2 - -
isometil acetato - - - - - - - - 6,9 - - -
carvona - - - - - - 0,1 - - - R i
alfa-copaeno 0.0 0,2 0,1 - - - - . _ 3 ) i
delta-pulegona 1,2 1,7 11 1,6
beta-cariofileno - - 0,8 - - - - - - - R i
trans-cariofileno - - - - - - 0,6 0,0 - - - -
alfa-humuleno 0.1 - 01 001 - - - - - - - -
espatulenol - - 01 0,3 0,3 - - - ) ) ) )
- - 0,1 1,6 0,9 2,5+0,1 - - 1,0 1,8 1,9 1,9

6xido de cariofileno
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4.3.3 Caracteristicas organolépticas dos 6leos essenciais:

Quanto as caracteristicas organolépticas, o 6leo essencial de O. selloi passou
de incolor (inicio do teste) para uma cor ligeiramente amarelada (final do teste). O
odor do 6leo essencial manteve-se de “anis” (Fig. 27).

Considerando-se o 6leo essencial de H. myrtoides, observou-se que, a partir do
terceiro més na camara climatizada, a amostra adquiriu uma cor levemente

amarelada. O odor de “menta” manteve-se o mesmo durante todo o teste (Fig. 31).
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Figura 27 — Fotos das analises organolépticas do teste de estabilidade acelerado dos 6leos de O.
selloi e H. myrtoides

Fonte: Colecao particular do autor



5 Conclusoes

A partir das analises quimica e microbiolégica dos trés Oleos essenciais

estudados €é possivel concluir que:

v Todas as amostras de O. selloi estudadas e que foram adquiridas tanto
ao nivel do mar (Rio de Janeiro) como na Regido Serrana (Petrépolis),
mostraram-se com alto teor de metilchavicol. Uma vez que essas
amostras foram adquiridas de feiras-livres e de comerciantes que as
obtiveram de cultivo proprio, pode-se supor que os cultivares provém
do mesmo acesso. A partir da comparacao das analises quimicas do
Oleo essencial de O. selloi publicados na literatura, é possivel concluir
que existem trés quimiotipos para esta espécie: sendo um rico com
metilchavicol, outra com alto teor de metileugenol e outro com
predominéancia de metilchavicol e trans-anetol;

v' A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de O. selloi apresentou
uma inibicdo média do crescimento para alguns microorganismos
testados, demonstrando ser um bom resultado, pois as cepas testadas
sdo resistentes a antibiéticos. Quanto a atividade antifingica, o 6leo
essencial de O. selloi apresentou um resultado muito significativo,
principalmente, contra cepa clinica de Candida glabrata,
microorganismo causador de infecgdes locais ou sistémicas;

v' O teste de estabilidade acelerado para o 6leo essencial de O. selloi
mostrou que este Oleo é estavel quimicamente, mesmo tendo a
coloragcdo modificada para amarelo. O constituinte majoritario,
metilchavicol, apresentou uma pequena variagdo de teor nos seis
meses de teste;

v A andlise quimica do 6leo essencial de H. myrtoides mostrou ser este
rico em pulegona e isomentona;

v A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de H. myrtoides pode ser
considerada moderada. A atividade antibacteriana n&o ficou t&o

evidente, enquanto a antifungica mostrou melhores resultados, sendo



estes de moderada a forte inibicdo de crescimento das cepas clinicas
de Candida, principalmente para C. glabrata;

v' O estudo do teste de estabilidade acelerado do dleo essencial de H.
myrtoides mostra que este € estavel, pois houve pouca variacdo de
teor dos constituintes majoritarios, pulegona e isomentana. Esta
variacdo pode ser devido a volatilizacado deste éleo essencial e, ou erro
de técnica. Apesar da coloracao ter alterado um pouco;

v A analise quimica do 6leo essencial de M. pulegium também mostrou
como constituintes majoritarios a pulegona e a isomentona. Este 6leo
essencial é relativamente diferente daqueles ja publicados na literatura
gue mostram para M. pulegium grande concentracéo de pulegona;

v A comparacgéo dos constituintes do 6leo essencial de M. pulegium e H.
myrtoides mostrou que estes sdo quimicamente semelhantes, o que
sugere ser possivel a substituicdo do Oleo essencial de H. myrtoides
por M. pulegium, ja que o cultivo de H. myrtoides é dificil, pois o
mesmo sO cresce em grandes altitudes;

v A atividade antifiungica do 6leo essencial de M. pulegium apresentou
inibicdo moderada do crescimento de cepas clinicas de C. albicans e

de C. glabrata.

O estudo quimico e da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de O.
selloi, H. myrtoides e M. pulegium, principalmente da atividade antifingica contra
cepas clinicas de Candida, abre um campo para novos estudos desses Oleos
essenciais na busca de novos medicamentos para o tratamento de candidiase. A
proposicdo de uma formulacdo farmacéutica com os 6leos essenciais de O. selloi e
de H. myrtoides apresenta-se viavel, uma vez que, esses 06leos mostraram-se

estaveis quimicamente.
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