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RESUMO

Os oleos essenciais sempre foram valorizados por suas propriedades
aromaéticas e terapéuticas embora poucos estudos tenham avaliado a seguranga
de seu uso. Realizou-se este estudo com o objetivo de caracterizar quimicamente
por CG/EM os 6leos essenciais de Mentha viridis (L). L. e Mentha pulegium L.,
estudar as atividades antibacteriana, antioxidante, fosfolipasica e os efeitos sobre
eritrocitos e DNA de leucdcitos humano. Os dleos essenciais de M. viridis e M.
pulegium apresentaram como constituintes majoritarios linalol (40,70%),
carnona (13,52%) e a-terpineno (8,56%); pulegona (50,01%), mentol (31,90%)
e mentona (16,56%), respectivamente. Os 6leos essenciais de M. pulegium e M.
viridis inibiram o crescimento das bactérias Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella Choleraesuis e Staphylococcus aureus. Foi
observada atividade antioxidante para os dois 6leos avaliados pelos métodos 2-
desoxirribose e fosfomolibdénio, enquanto no poder redutor, o éleo essencial de
M. viridis apresentou atividade antioxidante insignificante. Ambos o0s 6leos
foram capazes de inibir a quebra de fosfolipidios induzida por peconhas de
Bothrops, sendo observada inibicéo total para M. pulegium. Os 6leos essenciais
mostraram-se hemoliticos quando avaliados em meio liquido e sélido, embora o
Oleo essencial de M. viridis tenha induzido hemolise apenas nas maiores
concentragdes (14,6 e 29 uL mL™). Sobre o DNA de leucdcitos humanos, o 6leo
essencial de M. viridis induziu danos 3,9; 8,6 e 16,2 vezes superiores ao controle
negativo, para as concetragdes de 0,25; 0,5 e 1,0 puL mL?, repectivamente,
contra 2,1; 2,5 e 15,8 observados para o 6leo de M. pulegium. Os resultados
obtidos ampliam a caracterizagdo farmaco-tdxica dos Oleos essenciais das
espécies vegetais estudadas, destacando seu potencial de uso em industrias
farmaco-cosmeéticas.

Palavras-chave: Hortelds. Estresse oxidativo. Teste do cometa. Pulegona.
Linalol.



ABSTRACT

Essential oils were always valued for their aromatic and therapeutic
properties, although few studies have evaluated the safety in their use. The
objectives of this study were to chemically characterize by CG/EM the Mentha
viridis (L.) L. and Mentha pulegium L. essential oils, study the antibacterial,
antioxidant, phospholipase activities and the effects on erythrocytes and the
DNA of human leucocytes. The M. viridis and M. pulegium essential oils
presented linalool (40.70%), carvone (13.52%) and o-terpinene (8.56%);
pulegone (50.01%), menthol (31.90%) and mentone (16.56%), respectively, as
major constituents. The M. pulegium and M. viridis essential oils inhibited the
growth of Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella choleraesuis
and Staphylococcus aureus bacteria. We observed antioxidant activity for both
evaluated oils by the 2-desoxirribose and phosphomolybdenum methods, while
for the reducing power the M. viridis essential oil presented insignificant
antioxidant activity. Both oils were capable of inhibiting the breaking of
phospholipids induced by Bothrops venom, with total inhibition to M. pulegium.
The essential oils were presented as hemolytic when evaluated in liquid and
solid media, although the M. viridis essential oil has induced hemolysis only in
higher concentrations (14.6 and 29 uL mL™). On human leucocyte DNA, the M.
viridis essential oil induced damage 3.9, 8.6 and 16.2 times superior to the
negative control, for the concentrations of 0.25, 0.5 and 1.0 pm mL™
respectively, against 2.1, 2.5 and 15.8 observed for the M. pulegium oil. The
results obtained amplified the pharmaco-toxicological characterization of the
essential oils of the studies plant species, highlighting its potential for use in
pharmaco-cosmetic industries.

Keywords: Mint. Oxidative stress. Comet test. Pulegone. Linalool.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo utilizadas desde a antiguidade pelos povos na forma de
temperos, infusGes e na alimentacdo em geral, com o intuito de obter efeitos
benéficos a saude; os constituintes funcionais sdo absorvidos pelo organismo e
proporcionam efeitos por meio de reacGes especificas. Entre tantos compostos
produzidos pelas plantas, os 6leos essenciais constituem os elementos volateis
contidos em muitos Grgdos vegetais que estdo relacionados com diversas fungdes
necessarias a sobrevivéncia vegetal (BAKKALI et al., 2008). Essas substancias
ocupam lugar de destaque em estudos atuais, pois podem oferecer os mesmos
efeitos benéficos que substancias sintéticas. Diante dos problemas causados
pelas substancias sintéticas a salde humana e ao meio ambiente, a busca por
alternativas naturais vem motivando a pesquisa nessa area. Entretanto, estudos
sobre a toxicidade dos Oleos essenciais ainda sdo pouco difundidos, sendo,
portanto, necessario avaliar seus efeitos sobre células humanas, assim como suas
propriedades genotoxicas, mutagénicas, teratogénicas e/ou carcinogénicas
(SIMOES et al., 2007).

Tem sido estabelecido cientificamente que os 6leos essenciais possuem
propriedades antifungicas, antibacterianas, atividade antioxidante, entre outras.
Entre as familias que concentram seus elementos volateis nas folhas, destaca-se
a familia Lamiaceae, que possui muitas plantas de ocorréncia espontanea na
flora; a Mentha viridis (L). L. e a Mentha pulegium L. pertencem a essa familia,
e sdo importante fonte de compostos biologicamente ativos.

Nesse contexto, objetivou-se neste trabalho analisar a composicéo
quimica dos 6leos essenciais de M. viridis e M. pulegium, avaliar suas atividades
antioxidante e antibacteriana, assim como testar a toxicidade e o potencial
farmacoldgico desses 6leos por meio de ensaios de inducdo e/ou inibicdo de

hemdlise e a degradacdo de fosfolipidios, assim como a avaliagdo da atividade



genotdxica pelo teste do cometa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metabolitos secundarios

A diversidade na flora que constitui o planeta é um atributo muito
importante que auxilia o0 suprimento das necessidades da espécie humana, pois
permite uma alimentacdo variada e balanceada de produtos agricolas distintos e
com caracteristicas benéficas tanto para manutencdo da vida como para o
comeércio desses produtos.

As plantas em geral sdo fonte de vitaminas, carboidratos e outras
macromoléculas essenciais a sobrevivencia vegetal e animal; também sdo fonte
de metabdlitos secundarios, que sdo definidos como um amplo espectro de
substancias com funcgdes especificas desconhecidas. Dentro da classe de
metabdlitos secundarios, os 6leos essenciais desenvolvem fungdes relacionadas
a sua volatilidade, podendo atuar na atragéo de polinizadores, na protecao contra
predadores e patégenos, na perda de dgua, no aumento de temperatura e também
desempenhando fung¢bes como inibidores de germinacdo. Essas caracteristicas
tornam as plantas que os produzem poderosas fontes de agentes biocidas,
principalmente com agles bactericida, fungicida e inseticida. Acredita-se que,
durante o seu desenvolvimento, as plantas superiores sintetizem terpenoides
essenciais para o proprio crescimento, podendo ser essa uma das fungdes
especificas desses metabodlitos. A acdo dos metabolitos secundarios como
inibidores de germinagdo, protecdo contra predadores, atracdo de polinizadores,
amplia a valorizacdo desses compostos com finalidades diversas nas plantas
(KNAAK; FIUZA, 2010).

Bassolé e Juliani (2012) mostram que a maioria dos metabdlitos
secundarios conhecidos estdo envolvidos em sistemas de defesa quimico das

plantas devido as interacBes com predadores ao longo dos milhdes de anos de
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coevolugdo. O metabolismo secundario promove a producdo de substancias
variadas, que vem sendo cada vez mais avaliadas tanto por suas caracteristicas

aromaticas quanto por seus atributos terapéuticos.

2.2 Oleos essenciais

Entre todos os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas, os
Oleos essenciais sdo definidos como uma mistura complexa de substancias
volateis, odoriferas com consisténcia oleosa. Podem ser liquidos a temperatura
ambiente, embora em alguns casos sejam s6lidos ou resinosos e geralmente
incolores. Podem ser sintetizados por todas as partes da planta, ou seja, botdes,
flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutas, raizes, madeira e casca, sendo
armazenados em diferentes estruturas secretoras. A ISO (International
Organization for Standardization) define 6leo essencial como um produto obtido
por destilagdo em agua ou vapor de plantas ou ainda produtos obtidos por
expressdo de pericarpos de frutos citricos (SIMOES et al., 2007). Geralmente os
6leos essenciais, por apresentarem na sua constituicdo substancias instaveis
apresentam alta probabilidade de sofrer modificagdes fisico-quimicas devido as
reacOes na presenca de luz, oxigénio, substancias oxidantes, redutoras, meios
com pH extremos, ou meios com tracos de metais que catalisam reacfes de
decomposicéo e transformagéo.

Bandoni e Czepak (2008) constatam que a composi¢do quimica dos
6leos essenciais é alterada, variando as proporc6es de seus constituintes ou ainda
transformando um constituinte em outro. Essas mudangas ocorrem de acordo
com o quimiotipo e fatores ambientais (incidéncia de luz, temperatura) e ainda
com o desenvolvimento da planta ou fatores genéticos, como a origem boténica.

Os 06leos essenciais sdo formados por indmeros compostos de origens

biossintéticas distintas, que vado desde hidrocarbonetos terpénicos, aldeidos,
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cetonas, fenois, ésteres, oxidos, perdxidos, furanos, &cidos organicos, lactonas
até compostos sulfurados. Na mistura, tais compostos apresentam-se em
diferentes concentracdes, porém, geralmente um, dois ou trés deles séo
encontrados em propor¢bes maiores, sendo denominados de compostos
majoritarios (SIMOES et al., 2007).

De acordo com Bakkali et al. (2008), os constituintes majoritarios nos
Oleos essenciais podem ser responsaveis pela atividade biol6gica, no entanto, a
acdo dos Oleos essenciais também pode ser atribuida & acdo sinérgica ou

antagbnica de varios componentes.

2.3 Biossintese de metabélitos secundarios

Os compostos quimicos nos organismos vivos sao sintetizados e
degradados por inumeras reacOes, esse complexo sistema constitui o
metabolismo. Todos 0s organismos possuem vias metabdlicas semelhantes de
producdo de compostos essenciais a sobrevivéncia, como os carboidratos,
lipideos e proteinas; essa rede complexa de reacBes indispensaveis a
sobrevivéncia é denominada metabolismo priméario. Alguns vegetais e micro-
organismos sdo capazes de produzir, transformar e acumular substancias
distintas dos compostos formados pelo metabolismo primario; esse conjunto
metabolico é definido como metabolismo secundério, cujos produtos, embora
ndo necessariamente essenciais ao organismo produtor, garantem vantagens a
sobrevivéncia e perpetuacio da espécie no ecossistema (SIMOES et al., 2007).

A sintese dos metabdlitos secundarios tem origem no metabolismo da
glicose; os Oleos essenciais sdo produzidos por meio de dois compostos
principais, o &cido chiquimico e o acetil-CoA. O &cido chiquimico origina 0s
aminoéacidos aromaticos fenilalanina e tirosina, que irdo formar os

fenilpropanoides.
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Os derivados do acetato produzem os terpenoides. Os terpenoides sdo
sintetizados a partir de cinco unidades de carbono denominadas isopreno e
podem ser formados tanto pela via do mevalonato quanto pela via DXPS (Figura
1) (SIMOES et al., 2007).

Glicose
polissacarideos
heterosideos
dcido chiquimico acetil-CoA

| A

triptofano . ). . via condensagdo
P Fenilalanina/  dcido gdlico Ciclo do
‘ tirosina | deido mevalonato |
alcaldides taninos citrico dcidos graxos
indélicos e hidrolisdveis antraquinonas \_/\ acetogeninas
quinolinicos flavondides |
taninos bXps >
ornitina
Protoalcalsides ccid condensandos
rovoa ! acido lisina
alcaldides cindnico isoprendides
isoquinolinicos e
alcalsides
benzilisoquinolinico ” id
fenilpropandides pirrolidinicos, .
terpendides
tropénicos,
lignanas e ligninas pirrolizidinicos e
cumarinas quinolizidinicos

Figura 1 Rota biossintética dos metabdlitos secundarios em plantas
Fonte: Simdes et al. (2007).
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Assim, os Oleos essenciais sdo constituidos por terpenoides e/ou
fenilpropanoides. Os principais terpenoides encontrados nos 6leos essenciais
podem ser classificados em monoterpenos e sesquiterpenos. Os fenilpropanoides
sdo encontrados em menor quantidade e apresentam diferentes propriedades
biolégicas (BRITO, 2010).

2.3.1 Terpenos

Os compostos terpénicos ocorrem em uma gama de espécies vegetais e
compreendem uma classe de metabdlitos secundarios com uma grande variedade
estrutural, sdo formados pela rota do acido mevalénico ou do 1-deoxi-D-
xilulose-5-fosfato (DXPS).

Quando o acido mevalénico € desidratado e pirofosforilado, forma-se o
isopentenil difosfato (IPP) que, por meio de reacBes de isomerizagdo, €
transformado em dimetilalil difosfato (DMAPP). A partir do 1-deoxi-D-xilulose-
5-fosfato (DXPS), é formado o 2-C-metil-D-eritritrol-4-fosfato, que por
sucessivas reacoes, forma o isopentenil difosfato (IPP) e o dimetilalil difosfato
(DMAPP). Por meio da condensagdo das unidades pentacarbonadas formadas do
(IPP) e (DMAPP), ocorre a sintese de outros compostos terpénicos:
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos, como
mostrado pela Figura 2 (DEWICK, 2002).
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1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato ou acido mevalénico

N/

PP
S (0] OPP
Monoterpenos
10C H -~ ‘ -

GpPP DMAPP IPP

Sesquiterpenos / \

15C Diterpenos
20C
Triterpenos <—— ‘ =
30C
N oPP
GGPP

Figura 2 Biossintese dos terpenos
Fonte: Adaptado de Dewick (2002).

2.3.2 Fenilpropanoides

Os fenilpropanoides sdo substancias naturais amplamente distribuidas
nos vegetais e constituidas por um anel aroméatico unido a uma cadeia de trés
carbonos e derivados biossinteticamente do acido chiquimico. A partir do &cido
chiquimico, por meio de varias reacOes, ocorre a formacdo dos aminoacidos
fenilalanina e tirosina, os quais sdo transformados em acido cinamico e p-
cumarico, que por meio de reacdes de oxidacdo, reducdo e ciclizacdo, dao

origem aos fenilpropanoides (Figura 3).
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Figura 3 Biossintese dos fenilpropanoides
Fonte: Simdes et al. (2007).

2.4 Género Mentha

As espécies vegetais que constituem o género Mentha, pertencentes a
familia Lamiacea, sdo caracterizadas por sua complexidade, provavelmente
devido aos inimeros hibridos que podem ser formados a partir do cruzamento
espontaneo das espécies. A possibilidade de inimeros cruzamentos dentro deste
género possibilita, portanto, o desenvolvimento de uma complexa gama de
espécies, tornando a identificacdo trabalhosa e complexa. A maior

heterogeneidade dentro desse género encontra-se nas regides da Europa,
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Australia, Asia Central e norte da Africa (DIMITRI, 1980). As Menthas so
amplamente cultivadas nos cinco continentes, principalmente em regides
temperadas e subtemperadas do mundo (WANG et al., 2013).

As Menthas, também denominadas hortelas, agrupam formas
esponténeas e cultivadas, compreendem plantas herbaceas e geralmente perenes.
As folhas podem ser sésseis ou pecioladas, opostas, serradas e suas
inflorecéncias sdo pequenas, de coloracéo lilas ou azuladas (DIMITRI, 1980). O
crescimento € répido e geralmente suportam variagGes significativas nas
condigbes agroclimaticas; contudo sdo mais encontradas em locais frescos,
Umidos e parcialmente sombreados, podendo ser cultivadas em diversas
localidades.

Devido a grande utilizacdo industrial de substancias extraidas destas
plantas, Khanuja et al. (2000) destacam a utilizacdo desses 6leos essenciais em
cosmeéticos, produtos farmacéuticos, alimenticios, produtos de confeitaria e
bebidas alcodlicas industriais.

Segundo Santos et al. (2012), os 6leos essenciais das espécies do género
Mentha apresentam um elevado valor comercial, pois eles geralmente
apresentam 0 monoterpeno mentol em suas constituicbes, sendo o mentol
amplamente usado nas inddstrias farmacéutica, cosmética, de higiene pessoal e

alimenticia.

2.4.1 Mentha pulegium L.

A espécie vegetal conhecida cientificamente como M. pulegium é
denominada vulgarmente como poejo, poejinho, poejo-real e menta-selvagem
(OLIVEIRA et al., 2011). S&o nativas da Europa, norte da Africa, Asia e

Oriente Médio, estando distribuidas principalmente em regides temperadas e
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subtemperadas. E uma planta perene, herbacea, aromatica, que pode atingir até
40 cm de altura (Figura 4) (STENGELE; STAHL-BISKUP, 1993).

Figura 4 Aspecto geral da Mentha pulegium L.

As partes aéreas das flores de M. pulegium tém sido tradicionalmente
utilizadas para tratamentos de sinusite, resfriado, colera, intoxicagéo alimentar,
bronquite, tuberculose, e também como carminativo, expectorante e diurético,
destacando-se como uma importante planta aromatica e medicinal. Também ¢é
relatada seu potencial antisséptico, repelente, antiespasmédico e anti-
inflamatério. Boukhebti et al. (2011) mostram que o 6leo essencial de M.
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pulegium apresentou efeito abortivo em miométrio de rato e atividade
antioxidante.

Barceloux (2008 ) mostra que, apesar dos efeitos benéficos observados
para esses Oleos essenciais, ndo existe aprovacdo para producdo de
medicamentos com Oleo essencial de poejo, pois esses 6leos essenciais sao
geralmente ricos em pulegona, um composto tdxico com potencial letal e efeitos
hepatoxicos (ANDERSON et al., 1996).

Boukhebti et al. (2011) indicam a presen¢a de pulegona, mentona e
isomentona como componentes majoritarios.

Rodrigues et al. (2013) enfatizam a necessidade de uma melhor
caracterizacdo de plantas e preparagdes boténicas e de avaliagdo cientifica dos
riscos de exposi¢do dos consumidores a esses produtos. A Unido Europeia tem
estipulado uma concentracdo maxima para pulegona nas concentracbes de 100
mg/kg nas bebidas e 25 mg/kg em alimentos, e ainda de 250 mg/kg nas bebidas
aromatizadas e 350 mg/kg nos produtos de confeitaria (COUNCIL DIRECTIVE,
1988). De acordo com Oliveira et al. (2011), a presenca de pulegona, substancia
toxica no oleo essencial da M. pulegium, incentiva estudos do uso como
repelente e mostra a importancia de difundir o conhecimento quimico dos

metabolitos secundarios dessa planta visando ao seu uso seguro.

2.4.2 Mentha viridis (L). L.

A planta aromaética cientificamente denominada como M. viridis é
vulgarmente denominada como horteld, e essas plantas sdo reconhecidas por sua
utilizagdo constante na medicina popular (BRUNETON, 1993; ADSERSEN et
al., 2006). E uma planta perene, herbéacea, aromatica, que pode atingir até 100
cm de altura (AKDOGAN, 2003). Na Figura 5 observa-se o aspecto geral da

espécie vegetal.



25

As folhas da espécie M. viridis sdo muito utilizadas para preparo de
chéas, que sdo tradicionalmente utilizados no tratamento da febre, dores de

cabeca e distrbios digestivos.

Figura 5 Aspecto geral da Mentha viridis (L.) L.

Estudos demonstram que os 6leos essenciais produzidos por essa espécie
apresentam efeitos antiemético, antiespasmodico, carminativo, diurético,
estimulante, antialérgico, antioxidante e anticitotoxico (MKADDEM, et al.,
2009).
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2.5 Bactérias

As bactérias revestem a pele, as mucosas e cobrem o trato intestinal dos
homens e dos animais, muitas delas sdo benéficas para seu hospedeiro,
proporcionando protecdo contra patdgenos e doencgas; contudo, ha o
inconveniente de existirem também bactérias danosas aos seres humanos e
animais. Elas possuem um curto tempo de geracdo, 0 que as torna capazes de
responder rapidamente a mudancas do ambiente e & introducdo de antibidticos
no ambiente bacteriano; portanto muitas vezes torna-as resistentes, devido a facil
adaptacdo desses micro-organismos (ARANTES; ANDRADE; BARACHO
2013).

As bactérias tém causado grandes problemas resultantes principalmente
da proliferacdo de micro-organismos resistentes; esse fato esta entre as ameacas
mais graves para a saude publica e para o sucesso do tratamento anti-bacteriano
em diversos produtos industrializados. Recentemente, o aparecimento de
linhagens bacterianas resistentes a antibidticos tem aumentado drasticamente.
Dentro do grupo de bactérias resistentes, citam-se a  Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella, Shigella, Staphylococcus coagulase-
negativo, Enterococcus sp., e Pseudomonas aeruginosa. Essas sdo algumas das
principais bacterias multiresistentes a drogas (SOLORZANO-SANTOS;
MIRANDA-NOVALES, 2012).

Dentro do amplo espectro de acdo que os Oleos essenciais podem
abranger devido ao seu grande potencial terapéutico, pode-se destacar o seu
estudo contra bactérias. Diversas téticas tém sido empregadas pela humanidade
com o intuito de obter produtos ndo contaminados por esses micro-organismos;
pesquisas recentes mostram que 0s 6leos essenciais configuram uma alternativa

que vém ganhando espac¢o devido ao fato de serem substancias com baixo peso
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molecular portanto, volateis, ndo permanecendo no ambiente e, na maioria das
vezes, apresentando baixa toxicidade para mamiferos.

Relatos de Djenane et al. (2012) demonstram que o Oleo essencial de
espécies pertencentes ao género Mentha apresentam atividade sobre 0s micro-
organismos E. Coli e S. aureus.

Guimardes et al. (2014), em suas pesquisas, evidenciam que o 6leo
essencial de Lippia sidoides nativas de Minas Gerais e seu constituinte
majoritario carvacrol apresentavam atividade antibacteriana sobre bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Paralelamente a essas pesquisas, tem sido
realizado estudos mais detalhados que identificam o seu mecanismo de agdo
(LAMBERT et al., 2001; SILVA, N., et al., 2011; HYLDGAARD; MYGIND;
MEYER, 2012). Saad, Muller e Lobstein (2013), fazendo uma revisao sobre o
mecanismo de acdo de componentes presentes nos 6leos essenciais, evidenciam
a maior atividade sobre bactérias de compostos fenolicos. Esses autores
confirmam que o carvacrol, eugenol e timol apresentam alta atividade contra
muitos micro-organismos. Ainda revelam que grupos éster na estrutura dos
constituintes aumentam a atividade contra micro-organismos. Um provavel
mecanismo de acdo para os alcoois terpénicos e a desnaturacdo de proteinas
encontradas nas bactérias. A presenca de uma funcdo carbonila evidencia
aumento nas propriedades antibacterianas de terpenoides. Assim, 0 acréscimo na
atividade depende do tipo de substituinte alquila. Um alceno substituinte leva a
uma maior atividade antibacteriana, no que diz respeito a uma alquila
substituinte. No entanto, a alquilagdo foi apontada como responsavel pelo
aumento de atividade antibacteriana de fendis. Com base nesses dados, uma
cadeia lateral alila melhora os efeitos inibitérios de um componente,
especialmente contra bactérias Gram-negativas. Outro elemento que tem sido

mostrado como influenciador da bioatividade dos compostos de 6leos essenciais
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é sua estereoquimica, podendo um isdbmero apresentar alta atividade e outro ser
inativo contra bactérias.

Assim, pesquisas com o objetivo de explorar novos biocidas organicos,
bem como o desenvolvimento e refinamento dos processos tém se mostrado
promissoras (SINGH; SINGH, 2012).

2.5.1 Escherichia coli

A espécie Escherichia coli, pertencente a familia Enterobacteriaceae,
caracteriza-se por ndo apresentar esporogenicidade, ser Gram-negativa, aerdbia
ou anaerdbia facultativa, capaz de fermentar a lactose com produgéo de gas, em
24 a 48 horas entre 44,5 — 45 °C (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2007).

Um dos principais agentes etiologicos de surtos de doencas
transmitidas por alimentos é a bactéria Escherichia coli, principal representante
do grupo dos coliformes fecais. As cepas patogénicas dos micro-organismos sao
responsaveis por provocarem surtos de doencas em humanos e animais, com
consideravel taxa de mortalidade (JAY, 2005). E conhecida pela sua capacidade
de tolerar ambientes &cidos pois podem sobreviver em pH 2,5 até por 6 horas.
Animais, como o gado, tém se tornado um portador assintomatico de E. coli
patogénica, o que explica a incidéncia dessas cepas em alimentos elaborados a
base de carne, leite ndo pasteurizado e derivados, vegetais crus e minimamente
processados (ALARCON, 2007).

No ano de 2011, a Alemanha sofreu uma epidemia provocada pela
bactéria E.coli em que foram registradas 35 mortes, sendo esse 0 surto mais
grave de contaminagdo por E.coli registrado na Europa. Em toda a Alemanha,
mais de 4 mil pessoas foram contaminadas e muitos sofrerdo sequelas ao longo

da vida, com complicacGes renais e neuroldgicas; portanto o estudo e a busca
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para solucionar os efeitos acarretados por este micro-organismo € muito
importante. RASFF (2014).

2.5.2 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae, é formado
por bactérias que exibem forma de cocos Gram-positivos, frequentemente
encontradas na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis. Entretanto, esses
micro-organismos causam desde uma simples infec¢do (espinhas e furdnculos)
até infecgdes graves (pneumonia, meningite, sindrome do choque téxico, entre
outras). (SANTOS et al., 2007).

As linhagens de Staphylococcus aureus apresentam como caracteristica
a capacidade de desenvolver resisténcia a agentes antimicrobianos. A
disseminagdo dos Staphylococcus aureus se deve, em parte, a grande
versatilidade desse micro-organismo, pois se adaptam rapidamente a diferentes
ambientes (FATTOM et al., 2004).

O grande namero de infeccBes humanas provocadas por esse agente é
uma causa importante de infecgdes relacionadas a assisténcia a saude, uma vez
que acometem a pele, sistema respiratorio, 0sseo, disturbios da articulacéo e
endovascular. Esse fato é comprovado pela contaminacdo de 12 pacientes
internados nos Estados Unidos, no ano de 2008. Esses pacientes foram
monitorados e as estripes contaminadoras de S. aureus apresentavam resistencia
a meticilina (MRSA) e a linezolida (LR), antibidticos utilizados para o controle
da espécie bacteriana; portanto, a introducdo de novas classes de
antimicrobianos comumente é necessaria, pois 0 S. aureus é capaz de crescer e
produzir toxina em uma ampla margem de condi¢bes ambientais e em uma
variedade de alimentos (FUJIKAWA; MOROZUMI 2006).
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2.5.3 Salmonella Choleraesuis

Os micro-organismos que representam o género Salmonella estdo
amplamente dispersos na natureza, podendo ser encontrados no trato
gastrointestinal de mamiferos, répteis, passaros e insetos (RAZAVI et al., 2008).
Salmonelas sdo bacilos Gram-negativos, anaerdbios facultativos, pertencentes a
familia Enterobacteriaceae. Sua temperatura 6tima de crescimento é 37 °C,
multiplicam-se na faixa de pH entre 4,5 e 9,5 (D" AOUST, 2001).

A Salmonella Choleraesuis é um micro-organismo que apresenta
propensdo a invadir a corrente sanguinea (bacteremia), causando febre alta e
persistente, dor no térax, calafrios, sudorese e vémito, e o estado pode ser
passageiro ou cronico (GRAY et al., 1996).

Esse género ainda compreende o principal causador de doencas de
origem alimentar, portanto, o controle faz-se necesséario e a busca de novos
produtos bactericida ganha cada vez mais espago (SILVA; JUNQUEIRA,;
SILVEIRA, 2007). A transmissdo de Salmonella aos humanos ocorre pela
ingestdo de alimentos ou &gua contaminados com células bacterianas. Os
alimentos de origem animal, crus ou mal cozidos, principalmente carne de
frango e, em especial ovos sdo as fontes mais frequentes de contaminagéo
(HUMPHREY, 2004). Amson, Haracemiv e Masson (2006), realizando
levantamento relativo as doengas transmitidas por alimentos no Parang,
observaram que no ano de 1996 o nimero de surtos de salmonelose nessa regido
representava noventa e cinco dos casos de contaminagdo por alimentos. Setenta
e cinco desses casos de contaminagcdo foram adquiridos pela ingestdo de ovos.
No ano 2000, o nimero de casos de contaminacao por salmonelose reduziu para
trinta e cinco, e desses trinta e cinco casos, trinta eram referentes & contaminacao

através da ingestéo de ovos.
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As salmonelas podem provocar de febre tifoide a infeccdes fecais. E
responsével por problema de saude publica, tanto em paises industrializados
como naqueles em desenvolvimento (PAYMENT; RILEY, 2002).

2.5.4 Listeria monocytogenes

Os membros do género Listeria podem ser encontrados tanto no solo
como na &gua, na vegetacao, na ragcdo animal, nas fezes de animais saudaveis e
de humanos, em produtos alimenticios e em plantas de processamento de
alimentos.

A contaminagdo por Listeria monocytogenes resulta em listeriose,
considerada grande problema de salde publica, devido a severidade da doenga,
que pode causar meningite, septicemia, aborto e morte em 20-30% dos casos.
(PAPARELLA et al., 2008). A investigacao epidemioldgica do surto de listeriose
ocorrido na Carolina do Norte (EUA) identificou 12 casos em hispanicos que
consumiram queijo caseiro. Em 10 dos casos, as mulheres estavam gravidas,
resultando em 5 natimortos, 3 partos prematuros e 2 recém-nascidos infectados
(OUTBREAK, 2001).

O género Listeria pertencente a familia Listeriaceae, abrange duas
espécies patogéncias para humanos e mamiferos; a Listeria monocytogenes e a
Listeria ivanovii (GASANOV; HUGHES; HANSBRO, 2005).

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva na forma de
bastonete, anaerdbica facultativa e ndo formadora de esporo (SCHMID et al.,
2005).
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2.6 Atividade antioxidante

O estilo de vida da populacdo, em geral, tem mudado nos ultimos anos e
efeitos decorrentes dessa mudanca tém sido observados mundialmente. O
estresse, a poluicdo, a ma alimentacdo, o sedentarismo, entre outros fatores, sdo
evidéncias de que os maus habitos podem causar sérios problemas a saude
humana. Um dos efetios acarretados por esses maus habitos é o estresse
oxidativo, definido como um desequilibrio entre os niveis de oxidantes e
antioxidantes, que conduzem a varias alteragdes bioquimicas e,
consequentemente, graves distdrbios no organismo humano. O estresse
oxidativo pode resultar em danos para as biomoléculas basicas, tais como
lipidios, proteinas e DNA, promovendo efeitos citotoxicos e genotdxicos sobre
as células (MIMICA-DUKIC et al., 2010).

Existem muitas espécies responsaveis por efeitos relativos ao estresse
oxidativos, entre as quais podem-se citar os radicais livres, definidos como
espécies que possuem elétrons de valéncia desemparelhados, o que os torna
altamente reativos. Sdo substancias encontradas em todos os sistemas biol6gicos
e geradas naturalmente nos organismos pelo processo metabdlico que envolve
reagbes de transferéncia de elétrons responsaveis por graves problemas
celulares.

Os radicais livres (RL) tém importante funcdo bioldgica, como na
fagocitose, fenbmeno em que essas espécies sdo produzidas para eliminar o
agente agressor. Por outro lado, quando sua produgdo é exacerbada, ocorre uma
série de processos que provocam graves danos ao organismo, podendo resultar
em doengas neurodegenerativas, hipertensdo, inflamagédo, cancro, diabetes,
Alzheimer, Parkinson. Sdo muitas das vezes considerados como 0s agentes
responsaveis por efeitos relacionados ao envelhecimento (CHALAMAIAH et
al., 2012).
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Os RL originam-se de processos biologicos que normalmente ocorrem
no organismo, envolvendo varias organelas celulares, como mitocondrias,
lisossomos, peroxissomos, nucleo, reticulo endoplasmatico e membranas. As
fontes exdgenas geradoras de RL incluem tabagismo, polui¢do do ar, solventes
organicos, anestésicos, pesticidas e radiacfes (SOARES, 2002).

Os antioxidantes sdo estruturas capazes de inativar os radicais livres,
podendo ser classificados como enzimaticos e ndo enzimaticos, conforme a
estrutura do agente oxidante. O sistema enzimatico € composto de diversas
enzimas, destacando-se a superdéxido-dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). A outra
parte da defesa fica por conta dos antioxidantes ndo enzimaticos, dentre 0s quais
se destacam os carotenoides, a vitamina C, a vitaminas A, a vitamina E e os
compostos fenolicos. De forma geral, denominam-se antioxidantes as
substancias que, presentes em concentragdes baixas, comparadas ao substrato
oxidavel, retardam significativamente ou inibem a oxidacdo do substrato, por
meio de um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e
complexacdo de metais (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

A fim de impedir a peroxidacdo lipidica em produtos alimentares e
farmacéuticos, muitos antioxidantes sintéticos como butil —hidroxi-tolueno
(BHT), butil-hidroxi-anisol (BHA), tert- butil-hidroquinona (TBHQ) e galato de
propilo (GP) tém sido utilizados. Chalamaiah et al. (2012) retatam que 0S riscos
potenciais que os antioxidantes sintéticos podem provocar a salde impulsiona a
busca por produtos seguros; nessa perspectiva, 0s autores configuram o0s
antioxidantes naturais como alternativa.

Muitos componentes produzidos pelas plantas tém sido avaliados no
intuito de obter novos compostos antioxidantes, entre esses estudos tem-se
avaliado o potencial dos 06leos essenciais (ANDRADE et al., 2013; MIMICA-
DUKIC et al., 2003; ANTONIO 2011; SINGH et al., 2009).
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O interesse por essas substancias obtidas de plantas tem aumentado nos
altimos anos, levando as industrias de alimentos, cosmeticos e farmacéuticos a
terem maior atencdo em novas fontes antioxidantes. Segundo Razavi et al.
(2008), os antioxidantes naturais sdo de natureza muito variada, mas o0s
compostos fenolicos sdo apontados por esses autores como responsaveis por
maior capacidade antioxidante.

Miguel et al. (2010) monstram em seus estudos 0s mecanismos de
reacdo primario e secundario. Os primeiros sdo definidos como substancias
capazes de doar um atomo de hidrogénio a um radical lipidico, formando um
novo radical, que é mais estavel; nos antioxidantes secundarios, ocorrem reagdes
dos antioxidantes com radicais iniciadores, inibindo as enzimas que iniciam ou
reduzem o nivel de oxigénio sem gerar espécies reativas.

Ruberto e Baratta (2000), avaliando a atividade antioxidante de
componentes presentes em Oleos esssenciais, verificaram que 0s compostos
fendlicos apresentam maior atividade antioxidante, seguido de componentes
oxigenados e dos alcoois alilicos. Nesse estudo esses autores nao observaram
acdo antioxidante para compostos ndo isoprénicos e hidrocarbonetos
sesquiterpénicos.

Varios métodos tém sido empregados para testar a capacidade

antioxidante. Entre eles, citam-se:

2.6.1-Desoxirribose

Uma das técnicas que vem sendo utilizadas para verificar a atividade
antioxidante é a técnica de sequestro do radical hidroxil (OH). Esse é um dos
radicais mais prejudiciais encontrados e sua meia-vida € muito curta e
dificilmente pode ser sequestrado in vivo. O método 2- desoxirribose €

considerado um método simples e barato de medir a reatividade de algumas
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moléculas orgénicas sobre o radical ‘'OH (ALVES et al., 2010). Esse método
mede a capacidade e habilidade em tornar o radical ‘OH inativo como mostrado
na Figura 6 (BARBOSA, 2008).

Nesse ensaio a desoxirribose é degradada quando exposta ao radical
hidroxil, gerado por uma mistura de Fe* ascorbato e H,0, na presenca de uma
pequena guantidade de EDTA (etilenodiaminotetracético). Quando a mistura
resultante é aquecida em condicdo acida, forma-se 0 malonaldeido, que pode ser
detectado por sua habilidade de reagir com o &cido tiobartitarico, formando um
cromoforo réseo. Qualquer composto capaz de reagir com o radical "OH

compete com a desoxirribose, diminuindo a degradagdo do agucar.

HOH,C -OH o 0
‘ OH \C-CHZ-C/ + outros produtos
H H/ H
2-Desoxirribose Malonaldeido(MDA)

S HS H
\ NMO . O\C / Ewgamdo\/ \/ O\/N
H H/ N\HCHCHCHK(N

0 Croméforo OH

Acido tiobarbirtirico(TBA) MDA

Figura 6 Reacdo de formagdo do cromdforo a partir do 2-desoxirribose
Fonte: Cheeseman, Beave e Esterbauer (1988).
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2.6.2 Poder redutor do ferro

Esse método é baseado na medida direta da habilidade dos antioxidantes
(redutores) em reduzirem em meio 4cido o Fe** a Fe?*. O principio da atividade
antioxidante ¢é a reacdo de doacdo direta de elétrons na reducdo de [Fe(CN)gls
para [Fe(CN)g]s. O produto é visualizado por adicdo de fons livres de Fe®, que
apos a reacdo de reducdo, resulta na formacgdo de complexo com coloragéo azul
intensa, Feys[Fe(CN)g]s, como mostrado na Figura 7 (SILVA, E., et al., 2011,
BERGAMASCHI, 2010).

Antioxidante + 2Fe(CN)g> —» Antioxidante oxidado + 2Fe(CN))¢"
ion ferricianeto fon ferrocianeto

3Fe(CN))s" +  4Fe® — Fes[Fe(CN)els

ion ferrocianeto fon férrico ferrocianeto férrico (Azul Prussia)

Figura 7 Reagdes para formagdo do ferrocianeto férrico
Fonte: Graham (1992).

2.6.3 Fosfomolibdato

A atividade antioxidante determinada pelo ensaio do fosfomolibdénio se
baseia na reducdo do Mo®* para Mo™, distinto por sua coloragdo verde em pH
acido, com absorcdo méxima em 695 nm. Este método se processa a
temperaturas elevadas e por tempo prolongado, possuindo a vantagem de avaliar

a capacidade antioxidante tanto de componentes lipofilicos quanto de compostos
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hidrofilicos em meio &cido, como mostrado pela Figura 8 (LU; FOOD, 2001;
PRIETO; PINEDO; AGUILAR, 1999).

COo0™

T 3 A —. 2MO™ + 2Hf

HG OH

OH

Figura 8 Reagdes ocorridas na atividade antioxidante do fosfomolibdénio

2.7 Atividades fosfolipasica, hemoliticas e genotoxica

A utilizagdo de plantas e produtos obtidos dessas (6leos essenciais)
como medicamentos tem que estar intimamente associada com a sua aplicacdo
racional, com base na escolha apropriada dos principios ativos, bem como a sua
dosagem e os efeitos adversos associados a esses medicamentos.

Embora a divulgacdo para uso de produtos naturais tenha crescido muito
nos Gltimos anos, produtos obtidos de plantas podem apresentar componentes
toxicos, hemoliticos, citotdxicos e até mutagénicos, que podem provocar reacoes
inesperadas durante ou ap6s seu uso (BORS et al., 2012).

A utilizacdo de produtos naturais, mesmo de baixa toxicidade, pode
induzir sérios riscos a salde devido ao uso concomitante com outros produtos;
por isso, € de extrema importancia realizar estudos referentes a toxicidade de
produtos naturais. A pesquisa relacionada as atividades fosfolipasica, hemolitica

e genotoxica de um fitoterapico, ou um produto natural com perspectivas de uso



38

constitui uma medida prioritaria, uma vez que VArios compostos quimicos
podem ser capazes de causar danos ao organismo humano; portanto,
experimentos capazes de fornecer, com razodvel margem de seguranca,
indicacBes sobre os riscos envolvidos na sua utilizacdo sdo fundamentais
(BENIGNI, 2005).

2.7.1 Avaliacao do potencial genotdxico - teste cometa

A necessidade de realizar estudos referentes a genotoxicidade dos 6leos
essenciais vem se mostrando proeminente para a busca de substancias seguras. A
genotoxidade é uma darea da genética que estuda os processos que alteram o
DNA. Os agentes que mudam a sequéncia do DNA sdo “toxicos” para o gene ¢
sdo chamados de genotoxicos quando a alteracdo é passivel de correcdo e,
portanto ndo se perpetua nas geracdes seguintes em mais de uma geragéo celular.
As alteracbes permanentes configuram processos de mutagénese, e 0
aparecimento de mutacGes ocorre em todos 0s seres vivos, sendo um processo
fundamental para a evolucéo e diversidade das espécies, mas podem resultar em
uma série de problemas para o organismo. Esses efeitos também devem ser
avaliados para os produtos naturais (SILVA; ERDTMAN; HENRIQUES, 2003).

O ensaio cometa refere-se a um teste que fornece uma medida
guantitativa de quebras no DNA, podendo ser utilizado para avaliar o potencial
genotoxico do ambiente em que as células se encontram; esse teste estima 0s
niveis de fragmentacdo do DNA, através de avaliagdo visual, permitindo, assim,
inferir 0 quanto uma substdncia tem potencial genotdxico, sugerindo a
necessidade ou ndo de sua caracterizagdo quanto a mutagénese
(AUGUSTYNIAK et al., 2014).

O ensaio cometa ou SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis Assay) é um

teste que vem sendo empregado para avaliar produtos naturais, cujos resultados
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podem ser utilizados como um indicativo de genotoxicidade de extratos e 6leos
essencais, aumentando o conhecimento sobre as propriedades de plantas
utilizadas na medicina popular (KALANTARI; AZAR; ELLIOTT, 2002;
CABARKAPA et al., 2014).

Maistro et al. (2010) verificaram que o 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis apresentava atividade genotdxica pelo ensaio do cometa, induzindo a
fragmentacdo de moléculas de DNA de leucécitos do figado de rato em todas as
doses testadas.

Estudos referentes as atividades antigenotdxicas de dleos essenciais
também tem sido realizados. Sinha, Biswas e Mukherjee (2011) observaram pelo
ensaio do cometa que os 6leos essencais das plantas conhecidas popularmente
com palmarosas e citronela ndo apresentavam efeito genotdxico sobre DNA de
leucdcitos humanos; mostravam-se ainda antigenotoxicos, reduzindo os danos as
moléculas de DNA, induzidos por metanosulfonato de metila e perdxido de
hidrogénio.

O ensaio do cometa é considerado uma ferramenta simples e sensivel
para medir os efeitos deletérios de varios agentes genotoxicos sobre o DNA,
podendo ser amplamente utilizados na carcterizagdo de produtos naturais
(DHAWAN; BAYPAYEE; PARMAR, 2009; COLLINS, 2004; 2009).

2.7.2 Potencial hemolitico e fosfolipasico

A ocorréncia de hemélise realizada em ensaios laboratoriais pode ser
diretamente correlacionada com o efeito toxico das substancias testadas
(BRANDAO et al., 2005). Existe um grande nimero de pesquisas que
relacionam a investigacdo da atividade hemolitica ao potencial dos compostos
testados em causar danos & membrana, seja pela formagdo de poros, seja pela

sua ruptura total.
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Uma caracteristica importante da membrana dos eritrocitos é a fluidez,
responsavel pela determinacdo da viscosidade do sangue. Investigacfes com
compostos quimicos possuindo propriedades hidrofilicas e lipofilicas mostram
que eles podem, muitas vezes, induzir hemdlise, devido a desestabilizacdo das
bicamadas de lipidios anfipaticos que compBem as membranas celulares
(SILVEIRA et al., 2006).

A ruptura intravascular dos glébulos vermelhos (hemacias), apés
administracdo de algumas substéncias, pode elevar o nivel de hemoglobina no
plasma, levando a disfuncdo das células do endotélio vascular e resultando em
trombose vascular. Quando a hemolise atinge um estado agudo, pode, além
desses fatores, acarretar anemia hemolitica, que resulta em faléncia multipla de
orgdos, levando a morte (KINI, 2003).

Ensaios que envolvam danos as membranas celulares vém sendo
desenvolvidos com a utilizacdo de eritrdcitos sanguineos, ja que essas células
apresentam altas concentragBes de acidos graxos poli-insaturados, oxigénio
molecular e ions ferro no estado ligado, tornando-as extremamente interessantes,
pois sdo suscetiveis a peroxidacdo dos lipidios de membrana e a hemdlise. A
avaliacdo do potencial hemolitico pode ser utilizada como um modelo
experimental in vitro para investigar os efeitos tdxicos e protetores de uma
grande variedade de substancias ou situa¢fes associadas com estresse oxidativo
(NIKI et al., 1991).

Yamagushi e Veiga-Janiro (2013), estudando a atividade hemolitica de
Oleo essencial obtido das folhas e galhos de Endlicheria citriodora em
eritrécitos de camundongos, em concentragdes entre 1,22 e 625 pg mL™*, ndo
observaram hemolise, demonstrando que esses 60leos possuem baixa toxicidade.

Oliveira 2008, estudando o efeito hemolitico do 6leo essencial de
Alpinia Zerumbet na concentragdo de 0,375 mg mL™ n&o observou efeito de

ruptura dos eritrécitos do camundongo em estudo.
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O teste da hemolise é recomendado pela ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, OMS (1998) no seu manual de controle de qualidade de produtos
vegetais, além de ser requisito dos ensaios toxicolégicos recomendados no Guia
para Avaliacdo da Seguranca de Produtos Cosméticos (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA , ANVISA, 2003).

Associado aos efeitos de hemdlise, também é abordada em pesquisas a
degradacdo dos fosfolipideos das membranas. Os estudos relativos aos efeitos
toxicos causados por produtos naturais vém sendo ampliados com o intuito de
encontrar substancias farmacologicamente ativas e que ndo causem danos ao
organismo.

Os fosfolipidios que formam as membranas, muitas vezes, sdo
degradados por algumas substancias encontradas em plantas; contudo, o efeito
mais frequentemente observado é a inibicdo que os produtos naturais podem
proporcionar aos fosfolipidios, impedindo a degradacdo induzida por
fosfolipases de diferentes origens. Elas estdo presentes em diferentes espécies
animais, assim como participam no organismo humano de processos
inflamatdrios e resposta imune (CARVALHO et al., 2013).

A gema do ovo possui grandes quantidades de fosfolipideos,
principalmente a fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina, configurando fonte
de substrato acessivel e de baixo custo para a detec¢do de atividade fosfolipasica
(PRICE; WILKINSON; GENTRY, 1982).

Um grande numero de fosfolipases catalisam a hidrélise de
fosfolipideos, liberando como produtos acidos graxos livres e lisofosfolipideos.

Freitas et al. (2005), estudando as propriedades antiofidicas do extrato
aquoso de Casearia grandiflora observaram que o extrato apresentou diferenca
na inibicdo das peconhas de B. moojeni e B. neuwiedi, respectivamente. Este
resultado evidencia o potencial inibidor antiofidico de plantas. Portanto, as

fosfolipases presentes em peconhas de serpentes sdo amplamente estudadas
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devido a variedade de seus efeitos farmacol6gicos como, por exemplo,
neurotoxicidade, cardiotoxicidade, ativacdo ou inibicdo da agregacédo
plaquetaria, anticoagulacdo, edema, convulsdo e hemorragia (FREITAS et al.,
2005). As plantas medicinais e compostos isolados surgem como alternativas, na
busca de inibidores da atividade fosfolipasica causada observada em acidentes
ofidicos, cujas enzimas em maior abundancia na maioria das espécies sdo as

fosfolipases.

2.8 Género Bothrops

As serpentes que compdem o género Bothrops (familia Viperidae) séo
divididas em 31 espécies, das quais 19 ocorrem no territério brasileiro
(CAMPBELL; LAMAR, 1989). A morfologia dessas espécies tem sido
largamente usada para classificar e inferir relagces entre espécies de Bothrops
(GRAZZIOTIN; ECHEVERRIGARAY, 2005). Dentro desse género, encontram-
se as espécies utilizadas como ferramentas no presente estudo Bothrops
alternatus, Bothrops jararaca, Bothrops jaracussu e Bothrops moojeni, que
podem apresentar uma grande variagcdo na composicao e atividades dos venenos.

Os venenos de serpentes consistem em uma variedade de misturas
bioativas de proteases, fosfolipases, L-aminoécido oxidases, nucleotidases,
lectinas, peptideos e proteinas ndo enzimaticas, que interagem com varios
componentes do organismo e afetam os sistemas hemostaticos
(GRAZZIOTION; ECHEVERRIGARAY, 2005). Envenamentos pelo género
Bothrops caracterizam-se por efeitos locais proeminentes, incluindo edema,
hemorragia e necrose, que podem levar a incapacidade permanente.
Manifestacbes sistémicas como hemorragia, coagulopatia, choque e
insuficiéncia renal aguda também podem ocorrer (PIDDE-QUEIROZA et al.,
2010).
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Borges et al. ( 2000) relatam que o extrato aquoso de Casearia
sylvestris, espécie vegetal encontrada no Brasil, tinha a capacidade de inibir as
atividades miotoxica, anticoagulante e inducdo de edema de venenos de B.
moojeni, B. pirajai, B. neuwiedi, e B. jararacussu puros e também de
componentes isolados.

Soares et al. (2004) relatam que 56 espécies vegetais exibiram atividade
anti-inflamatdria contra peconhas de serpentes ou seus componentes isolados.
Guimardes et al. (2014) relatam o grande esforgo das comunidades cientificas
em validar o uso de plantas para o tratamento de ofidismo, agrupando em um
artigo de revisdo 87 compostos obtidos de extratos de 79 espécies vegetais.

O tratamento do ofidismo é ainda realizado usando a soroterapia
convencional, a base de anticorpos de animais. No entanto, alguns efeitos
colaterais séo verificados para esses tratamentos, incluindo reagGes adversas na
pele, trato gastrointestinal, respiratério e circulatorio. Em adi¢do, os soros
antiofidicos mostram-se pouco efetivos na inibicdo dos efeitos locais, havendo
progressao destes, mesmo procedendo a administracdo do soro imediatamente
apo6s o acidente. De acordo com Carvalho et al. (2013), os efeitos tdxicos
causados por peconhas podem ser reduzidos utilizando plantas ou ainda
produtos obtidos destas para complementacdo ou mesmo substituicdo da

soroterapia tradicional.

2.9 Género Lachesis

A espécie Lachesis muta é a maior serpente peconhenta encontrada nas
Américas, podendo atingir até 3,5 m e a Unica do género encontrada no Brasil.
Sao popularmente conhecidas por surucucu, surucutinga e malha-de-fogo. Essas
serpentes habitam florestas tropicais, dificultando, portanto, a captura ou

manutencdo em cativeiro. A escassez de estudos dos efeitos de seu veneno em
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modelos experimentais ocorre pela dificuldade na manutencdo da serpente em
cativeiro (BRASIL, 2001; ROSENTHAL et al., 2002).

O veneno laquético possui agdes proteolitica, coagulante, hemorragica e
neurotéxica, sendo essas as principais responsaveis pela gravidade das
manifestacBes clinicas. Os sintomas caracterizam-se por edema, bolhas, necrose,
distdrbios da coagulacdo, manifestacbes hemorragicas diversas, dores
abdominais e diarreia (PINHO; PERREIRA, 2001; CARDOSO et al., 2003).
Embora semelhante, em relagéo aos efeitos, as pegonhas de Bothrops, acidentes
com serpentes desse género requerem tratamento soroterdpico especifico,
refletindo um diferencial de composi¢do das pegonhas quanto as quantidades,
estruturas e funcionalidades das moléculas presentes, principalmente enzimas.

Lomonte et al. (2009) mostraram a capacidade de extratos vegetais em
neutralizar peconhas e toxinas isoladas, incluindo neste estudo o género
Lachesis. Tushar, Sarma e Rangan (2010), estudando 34 espécies de plantas
pertencentes a familia Zingiberaceae, observaram que apenas uma espécie
apresentou atividade antiveneno, e cinco espécies utilizadas no estudo foram
avaliadas com potencial anti-inflamatério. Assim, as peconhas de serpentes tém
sido também amplamente utilizadas como ferramentas laboratoriais para a
inducdo de protedlise, atividade fosfolipasica, inflamacdo, hemolise, agregacao
de plaquetas, coagulacdo sanguinea, entre outros efeitos, permitindo a avaliagdo
de potenciais inibidores obtidos de fontes naturais ou ndo, ampliando, assim a
caracterizagdo farmacoldgica e toxica de misturas e compostos isolados. Dessa
forma, a avaliagdo do efeito inibidor dos Oleos sobre peconhas de diferentes

géneros de serpentes permite ampliar a sua caracterizacao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e identificacao das plantas

As amostras de folhas e flores de M.viridis e M. pulegium foram

coletadas as 7 horas do més de novembro de 2012, no Horto de plantas
medicinais da Universidade Federal de Lavras, em um dia ameno e sem
precipitacdo.
A cidade de Lavras localiza-se no sul do estado de Minas Gerais (Brasil),
21°14°S, longitude 45°00°W Gr. e 918 metros de altitude. As plantas foram
identificadas no Herbéario do Departamento de Biologia da Universidade Federal
de Lavras - MG. Apos a identificacdo, as exsicatas foram incorporadas ao acervo
do Herbério ESAL, sob os numeros de registro 27.122 (Mentha pulegium L.) e
27.123 (Mentha viridis (L). L.).

3.2 Extracdo do 6leo essencial

A extracdo foi realizada no Laboratério de Oleos Essenciais do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras - MG. As folhas
das duas espécies de Mentha foram pesadas e submetidas ao processo de
hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger modificado, adaptado a um bal&o de
fundo redondo de 6 litros, por 2 horas, para obtencdo do hidrolato. Esse foi
centrifugado em centrifuga de cruzeta horizontal (Fanem Baby | Modelo 206
BL) a 965,36 x g por dez minutos. O 6leo essencial foi coletado com o auxilio
de uma pipeta de Pasteur, colocado em frasco e levado a pistola de secagem para
a retirada de qualquer resquicio de umidade. Posteriormente, o frasco foi coberto

com papel aluminio, levado a geladeira e mantido sob refrigeracdo até a
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utilizacdo nas analises biologicas (ANVISA, 2010). A extracdo dos Oleos

essenciais foi realizada em triplicata.

3.3 Realizacao do teste de umidade

Para determinar a umidade do material vegetal, foi utilizado o sistema de
Dean e Stark, que se baseia no principio da imiscibilidade de solventes, no caso
cicloexano e agua. Foram utilizados 5 g de material vegetal picado, juntamente
com 80 mL de cicloexano, para posterior determina¢do do rendimento do 6leo
presente na planta fresca. A determinacdo da umidade foi realizada em triplicata

seguindo a metodologia descrita por Pimentel et al. (2006).

3.4 Identificagdo e quantificacdo dos constituintes do 6leo essencial

A andlise quantitativa e a identificacdo dos constituintes dos 6leos
essenciais foram realizadas na Universidade Federal de Lavras (UFLA). As
analises quantitativas e qualitativas da mistura reacional foram realizadas em um
cromatégrafo gasoso Shimadzu GC-2010, equipado com espectrdmetro de
massas (EM) GCMS-QP 2010 Plus, sob as seguintes condi¢fes operacionais:
coluna capilar de silica fundida RTX-5MS (5% dimetilpolisiloxano) com 30 m x
0.25 mm i.d. x 0.25 um de filme, usando He como géas de arraste com fluxo de
1,18 mL min™. A temperatura inicial foi de 60 °C aumentada 3 °C min™, até
atingir 240 °C. Em seguida, aumentaram-se 10 °C min™, até atingir 300° C,
mantendo-se essa temperatura constante por 7 min; a temperatura do injetor foi
200 °C e a temperatura do detector (ou interface) de 240 °C. Foi injetado um
volume de 1 pl da mistura reacional dissolvida em diclorometano. As condicgdes

do detector foram de captura iénica operando por impacto eletrénico e energia
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de impacto de 70 eV; velocidade de varredura 1.000; intervalo de varredura de
0,50 fragmentos/s e fragmentos detectados na faixa de 45 a 500 Da.

3.5 Atividade antibacteriana

A avaliacdo da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais foi realizada
no Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Os micro-organismos
utilizados foram Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Salmonella Choleraesuis ATCC 6539 e Listeria monocytogenes ATCC
7644,

Durante o experimento, os micro-organismos foram mantidos em tubos
contendo meio de congelamento, sob refrigeragéo (4 °C) (TEBALDI, 2008).
Para a ativacdo das culturas bacterianas, as cepas foram repicadas em caldo
infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e ficaram incubadas a 37 °C, por 24 horas,
para a obtencdo do indculo.

Apos a ativacdo da suspensdo bactérias, 300 pL desse meio foram
transferidos para um tubo contendo 5 mL de Caldo Peptona de Caseina e soja
(TSB). Os tubos foram novamente incubados a 37 °C, até alcancar a turbidez de
referencia uma solugdo-padrdo de McFarland de 0,5, o que resulta numa
suspensdo contendo aproximadamente de 1 a 2 x 10 UFC/mL. A densidade
correta do controle de turbidez foi verificada utilizando-se um espectrofotbmetro
(Shimadzu UV-160 1 PC), no comprimento de onda de 625 nm, em que a
absorbancia ocorreu entre 0,08 a 0,10, valor recomendado por National
Committee for Clinical Laboratory Standards, NCCLS (2003).

A atividade antibacteriana dos 6leos essenciais foi determinada pela
Técnica de Difusdo em Cavidade Agar, empregando-se, para tal, o 4gar TSA

(Triptic Soy Agar) para Listeria monocytogenes ATCC 7644 e, para as demais
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espécies, Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Salmonella Choleraesuis ATCC 6539 foi utilizado Agar Mueller-Hinton
(PEREIRA et al., 2008).

Inicialmente, uma fina camada de gar foi adicionada em placas de Petri
(140 mm de didametro). Ap6s a solidificacdo, esferas de vidro estéreis com 4 mm
de didmetro foram posicionadas sobre 0 meio sélido. Aliquotas padronizadas de
culturas de Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Salmonella Choleraesuis ATCC 6539 e Listeria monocytogenes ATCC 7644
foram transferidas para frascos de vidro contendo 90 mL de &gar Mueller-Hinton
e TSA respectivamente, obtendo-se concentragdo de 10%° UFC mL™ na cultura
reveladora. O meio ainda liquido foi vertido sobre a camada anterior.

Apos a solidificacdo do Agar ou TSA, as esferas de vidro foram
retiradas com auxilio de pingas estéreis, com posterior deposicdo do Oleo
essencial nos pogos formados. As diluicbes foram realizadas em solucdo de
dimetilsufoxido (DMSO), nas proporgdes de 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:.64 e
1:128 partes de solugdo adicionada de partes de 6leo essencial como diluicdo,
obtendo-se as concentracdes 500; 250; 125; 62,5; 31,3; 15,6; 7,8 € 3,9 uL mL™.
Foram aplicados nos pogos 10 pL do 6leo essencial diluido. As placas foram
incubadas em BOD 37 °C por 24 horas e medidos os diametros dos halos de
inibicdo formados. Foram realizadas trés repeticGes para cada tratamento, uma
testemunha relativa com a aplicagdo de 10 uL de DMSO; como padrio de
comparacdo, foi utilizada uma solucdo de 1000 pg mL™ do antibidtico
cloranfenicol (CL) (OGUNWANDE et al., 2005).

A partir dos diametros obtidos, que evidenciaram a sensibilidade do
micro-organismo, avaliou-se o perfil da sensibilidade das bactérias em diferentes
concentragdes dos 6leos essenciais. A concentracdo minima inibitéria (CMI) foi
definida como a menor concentracdo de 6leo essencial em que ocorreu a

presenca de halo de inibicdo.
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3.6 Ensaio 2-desoxirribose

A avaliacdo da atividade antioxidante sequestradora do radical hidroxil
foi determinada pela diminuicdo da formacdo de sustancias reativas pelo TBA
(acido tiobarbitarico) provenientes da degradacdo do acucar desoxirribose pelo
radical hidroxil (HALLIWEEL; GUTTERIDGE; ARUOMA, 1987). Foram
preparadas solucdes dos 6leos essenciais nas concentracdes de 0,78; 1,56; 3,12;
6,25; 12,5; 25; 50; 100; 150; 200; 250; 500 e 750 e 1000 pL mL™* em agua. As
misturas reacionais foram preparadas em tubos de ensaio contendo 50 pL da
amostra, 100 pL do Mix Fe-EDTA, 100 uL de desoxirribose, 680 pL de tampéo
fosfato 0,1 M, pH 7,4 e 100 pL de H,0,, incubados por 2 horas em banho maria
a 37 °C. Para terminar a reacdo, foram acidionados 500 puL de TCA (&cido
tricloroacético) e 500 pL de TBA, os tubos foram fervidos por 10 minutos. Para
o0 branco foram adicionados todos os reagentes, menos a desoxirribose; para o
controle, foram adicionados todos os reagentes exceto a amostra; também foram
realizados teste para comparacdo com manitol agucar utilizado para reducdo de
edema cerebral, hipertenséo, entre outras doengas.

As leituras de absorb@ncia foram realizadas em espectrofotdmetro
Shimadizu UV-1601PC, a 527 nm.

A atividade antioxidante foi determinada pela equacdo matematica

expressa abaixo:
Equagdo 1: %AA = 1 [(As x 100)/Ac]
Em que: %AA = porcentagem de atividade antioxidante,

As = Absorbancia da amostra

Ac = Absorbancia do controle
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Para obtencdo do IRsy(Inibicdo radicalar), foram plotados graficos com
os valores de %AA (porcentagem de atividade antioxidante) versus as

concentracdes analisadas.

3.7 Poder redutor

Esse teste foi realizado pela medida colorimétrica em 700 nm em
espectrofotdmetro Shimadizu UV-1601PC. Para a medida da atividade, 50 pL
das diferentes concentrac6es dos 6leos (0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100;
150; 200; 250; 500 e 750 e 1000 pL mL™) em etanol foram adicionadas a 500
puL do tampdo fosfato 200 mM, pH 6 e 500 pL de hexacianoferrato (1l1) de
potéssio 1%. A mistura foi agitada e incubada por 20 minutos a 50 °C. ApGs
esse periodo, foram adicionados 500 pL de TCA, 1500 pL de H,O e 300 uL de
FeCl;. Repetiu-se o procedimento com excessdo da amostra, para obter o
controle e, no branco, havia somente a presenca de etanol.

Para a determinacdo da atividade antioxidante, foi construida uma curva
da absorbéncia versus a concentracdo da amostra.

O BHT foi utilizado como controle positivo e as analises realizadas em
triplicata com os resultados apresentados pela média (KANATT; CHANDER;
SHARMA, 2007).

3.8 Ensaio da reducéo do complexo fosfomolibdénio

As solucbes dos Oleos essenciais nas diferentes concentragdes (0,78;
1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 150; 200; 250; 500; 750 e 1000 pL mL™*
diluidas em etanol) foram adicionadas no volume de 50 pL a solugdo reagente
do complexo fosfomolibdénio 2 mL (Acido sulfdrico 10%, fosfato de sodio 28

mM e molibdato de amdnio 4 mM ) e incubados por 60 minutos a 95 °C. Apds
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resfriamento, procedeu-se a leitura em 695 nm em espectrofotdmetro Shimadizu
UV-1601PC, a 527 nm. O etanol foi utilizado como branco e, para o controle,
substituiu-se a amostra pelo solvente etanol. A capacidade antioxidante dos 6leos
foi expressa em relacdo ao acido ascérbico (PRIETO; PINEDA; AGUILAR,
1999).

Foram feitas curvas analiticas de treze pontos com acido asocorbico
(0,78 a 1000 pug mL™), além de teste para comparacdo com BHT, antioxidante
sintético.

Os célculos foram realizados a partir das absorbancias obtidas das
diferentes dilui¢Ges (treze concentragdes) dos 6leos, plotando um gréafico para os
6leos essenciais e o BHT, com absorbancia no eixo Y e a concentragdo
correspondente a cada diluicio (ug L™) no eixo do X, determinando-se a
equacdo da reta. Substituiu-se, entdo, nessa equacdo, a absorbancia
correspondente a 1.000 pg L * do padrdo de acido ascorbico, encontrando-se
assim (x), a concentracdo da amostra (ug L™) equivalente a 1000 pg L™ de 4cido
ascorbico. O resultado final foi calculado pela divisdo de 1000 pelo valor de x

(9) e multiplicado por 1 g, que foi expresso em pg g . (RUFINO et al., 2007).

3.9 Avaliacdo da atividade genotoxica - teste do cometa

Os protocolos experimentais foram submetidos a aprovagdo do Comité
de Etica em Pesquisas com Seres Humanos (COEP) da Universidade Federal de
Lavras estando o inicio das analises envolvendo sangue, condicionadas a
aprovagdo pelo COEP e consentidas com o numero de registro
17935713.8.0000.5148.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Bioguimica da

Universidade Federal de Lavras.
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O sangue utilizado nos experimentos foi coletado com material
descartavel. Os voluntérios convidados foram alunos de idade entre 18 e 35 anos
(homens e mulheres), que ndo faziam uso continuo de medicamentos (ex:
pessoas com hipertensdo ou diabetes), ndo fumantes, ndo trabalhavam em
condicBes de risco quimico ou biol6égico e possuiam um histérico de boas
condicdes de saude para os ultimos 3 meses. Os potenciais voluntarios também
ndo poderiam ter sido submetidos a qualquer procedimento cirdrgico e/ou
administracdo de medicamentos de tarja preta (ex: quimioterapicos e
antibioticos) ou outras drogas que poderiam causar alteragdes nas ceélulas
sanguineas, invalidando os experimentos do projeto proposto.

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

As células permaneceram na presenca dos tratamentos (0,6 pL das
diluicdes dos 6leos essenciais de M. viridis e M. pulegium, nas concentracdes de
0,25; 0,5 e 1 puL mL™) por periodo de 3 horas. Foi necessaria uma suspensio
celular com aproximadamente 10° células mL™ para trabalhar com 5 a 10.000
células por lamina, embora a avaliagdo constitua apenas em 300 nucleoides por
tratamento, 100 nucleoides/lamina.

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

agarose LMP. A mistura foi homogeneizada e colocada sobre as laminas
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previamente cobertas com agarose NMP 1,5% (temperatura de fusdo normal),
sendo essa coberta com laminula. As laminas permaneceram na geladeira por 10
minutos, as laminulas foram entdo retiradas e as ldminas mergulhadas na solucéo
de lise recém-preparada, permanecendo nessa solugdo por, no minimo, 2 horas.
Como controle positivo (C+), foi utilizada a doxorubicina (100 pg pL™).

As laminas foram removidas da solucdo de lise e mantidas em solugédo
de eletroforese (EDTA 1 mM; NaOH 300 mM; pH 13) por 20 min a 4 °C antes
de serem transferidas para o recipiente apropriado para a corrida eletroforética,
para o relaxamento das moléculas de DNA e exposicdo dos sitios alcali-labeis.
Apo6s a corrida, as 1dminas foram colocadas em uma solugdo de neutralizacdo
(Tris-HCI 0,4 M; pH 7,4) por 25 min. O DNA contido nas laminas foi
precipitado com etanol 100% por 5 min, e seco a temperatura ambiente. A
coloragdo foi realizada com iodeto de propidio a 2 pg mL™. Os padrdes do
cometa foram analisados por escores visuais. De acordo com Collins et al.
(1997) e adaptacdes de Marcussi et al. (2011), os nucleoides foram analisados
por escore visual e classificados quanto aos niveis de fragmentacdo, sendo
considerados pelo avaliador o tamanho da cabeca e da cauda e a intensidade de
fluorescéncia em ambos. Dessa forma, as classes consideradas foram classes 0
(dano < 5%), 1 (5 — 20%), 2 (20 — 40%), 3 (40 — 85%) e 4 (dano > 85%).
Porcentagens de danos foram calculadas pela somatdria dos nucleoides
classificados de 1 a 4. Unidades Arbitrarias (U.A.) também foram apresentadas,
sendo calculadas conforme descrito por Collins et al. (2004), em que 1xN1+
2XN2 + 3xXN3 + 4xN4. Os valores N1, N2, N3 e N4 sdo os nlmeros de
nucleiodes ap6s o calculo das médias de cada nivel de dano, resultando em
valores entre 0 (nucleoides sem danos) e 400 (nucledides 100% danificados),
sendo este célculo de grande valia para a avaliagdo de resultados do teste cometa

e comumente usado em substituicdo as analises estatisticas convencionais.
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3.10 Avaliagdo da hemdlise em meio liquido

A avaliacdo da atividade hemolitica foi realizada coletando sangue de
individuos voluntarios e sadios em tubos falcon; o volume do tubo foi
completado para 12 mL com PBS (NaH,PO, 2mM; Na,HPO, 3 mM; NaCl 154
mM; pH 7,4) e centrifugado por 5 minutos a 700 g (Fanem Baby®I Modelo
206 BL). Apds essa etapa, 0 sobrenadante foi retirado e o procedimento repetido
por 3 vezes. Os eritrocitos foram diluidos até a concentracdo de 2 e 0,15%.
Paralelamente, foram preparadas solugdes de 0leo essencial nas concentragGes
de 0,6; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 10,0 uL mL™, os controles foram compostos por
eritrocitos em PBS (controle de hemdlise mecanica) e eritrécitos em agua
destilada (controle de hemdlise total).

Os eritrocitos, juntamente com as amostras dos 6leos essenciais e 0s
controles foram adicionados a microtubos e incubados a 37 °C por 1h (neste
periodo os microtubos foram homogeneizados de 10 em 10 minutos). Decorrido
o periodo da incubacdo, foi realizada centrifugacdo por 5 minutos a 1500 g e
realizadas leituras em espectrofotdbmetro a 412 nm conforme metodologia
descrita por Rangel et al. (1997) com pequenas modificagdes.

O efeito hemolitico (% de hemdlise) foi acompanhado medindo-se a
concentracdo de hemoglobina no sobrenadante, de acordo com a equacdo

abaixo:

Aam‘ APBSX 100
Ao~ Apgs

% hemdlise =

em que Am, Apgs € Ano SA0 respectivamente as absorbancias da amostra, dos

controles em PBS e do controle em 4gua em 412 nm.
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3.11 Avaliacao da hemolise em meio sélido

Para analise da atividade hemolitica dos Oleos essenciais, foram
dissolvidos 1,3 g de agar em 100 mL de PBS, até a obtencdo de uma solucdo
transparente pelo aquecimento em micro-ondas. Essa solucdo foi resfriada até
atingir a temperatura de 75 °C, acrescentando-se 1,0 mL de cloreto de calcio.
Quando a solucdo atingiu 60 °C, adicionou-se 0,1g de azida de sddio, reduzindo
a temperatura para 50 °C. Adicionou-se entdo 1,2 mL de eritrécitos sanguineos.
O meio foi adicionado a placas de Petri. Foram feitos pogos no meio entre 3 e 4
mm de didmetro, as amostras de 6leos essenciais nas concentragdes de 5,5; 10,9;
21,8; 43,6 e 87,3 uL mL™ foram adicionadas nos pocos, e as placas levadas a
estufa a 37 °C. Paralelamente a esse procedimento, o 6leo essencial de M. viridis
nas concentracdes de 5,5; 10,9; 21,8 uL mL™ foram incubadas com as pegonhas
de B. moojeni e L. muta na concentracdo de 40pg mL™ em banho-maria a 37° C
por uma hora; apés esse periodo, os tratamentos foram adicionados a placas com
meio de cultura para prever a inibicdo ou ativagdo do efeito hemolitico das
peconhas. A avaliacdo foi realizada pela medida do didmetro do halo formado,
apos 12 h de incubacdo (PRICE; WILKINSON; GENTRY, 1982).

3.12 Avaliagdo da atividade fosfolipésica em meio solido

Para analise da atividade fosfolipdsica dos Oleos essenciais, foi
dissolvido 1,3 g de 4gar em 100 mL de PBS (fosfato tamponado em salina) até a
obtencdo de uma solucdo transparente pelo aquecimento em micro-ondas. Essa
solucéo foi resfriada até atingir a temperatura de 75 °C, acrescentando-se 1,0 mL
de cloreto de célcio. Quando a solucdo atingiu 60 °C adicionou-se 0,1g de azida
de sddio, reduzindo a temperatura para 50 °C. Adicionou-se entdo 1,8 mL de

gema de ovo, sem o envoltdrio membranoso, produzindo o meio para a
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atividade, rico em lecitinas, vertidos em placas de Petri. Apos a solidificagdo do
meio, foram feitos orificios de 3 a 4 mm de didmetro, as amostras de 6leos
essenciais nas concentragdes de 5,5; 10,9; 21,8; 43,6 e 87,3 uL mL* incubados
com as peconhas de B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni e B. alternatus (40
pg mL™*) em banho-maria a 37° ¢ por uma hora. Os tratamentos foram
adicionadas aos poc¢os, e as placas levadas a estufa a 37 °C. A avaliacdo foi
realizada pela medida do didmetro do halo formado, apés 12h de incubacéo
(PRICE; WILKINSON; GENTRY, 1982).

3.13 Analise estatistica

Os dados resultantes dos experimentos de atividade antibacteriana e
genotdxico foram submetidos a analise de variancia pelo programa estatistico
Sistema de Anélise de Variancia para dados Balanceados (SISVAR), segundo
Ferreira (2011) e ao teste de média comparado pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade. As variaveis quantitativas (atividades antioxidantes) foram
submetidas a analise de regressdo em cada metodologia testada. Para as
atividades hemolitcas e fosfolipésica, foi avaliado o erro (diferenca entre o valor
da medida e o valor verdadeiro) através de barras de erros, que expressam
graficamente quantidades de erros potenciais relativos a cada ponto de dados em

uma série de dados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Oleos essenciais, rendimento e caracterizagio quimica

Os resultados obtidos para o teor de umidade e rendimento das extracdes

dos 6leos essenciais das duas espécies de Mentha estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 Teor de umidade e rendimento dos 6leos essenciais de Mentha.

Espécie vegetal ~ Teor de umidade (%) Rendimento dos 6leos p/p(%)

M. pulegium 76 2,54

M. viridis 84 1,52

Observa-se pelos dados descritos na Tabela 1 que as espécies de Mentha
apresentam um alto teor de umidade, destacando-se o maior valor para a M.
viridis.

Mkaddem et al. (2009), estudando o O6leo essencial de M. viridis,
encontraram um rendimento de 0,8% em base Umida, o que explica o valor
inferior ao encontrado neste estudo, que foi realizado em base livre de umidade.

Boukhebti et al. (2011), estudando o 6leo essencial de M. pulegium,
encontraram um redimento de 1% para o 6leo essencial, rendimento também
inferior ao encontrado neste trabalho; contudo neste caso, os dois estudos foram
realizados em base seca. Nesse mesmo ano, Shahmohamadi et al. (2011),
também estudando o 6leo essencial de M. pulegium, encontraram um rendimento
de 3,5% muito superior ao de Boukhebti et al. (2011) e também ao do

encontrado neste trabalho.
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Ait-Ouazzou et al. (2012) estudando a composi¢cdo quimica e o
rendimento do 6leo esssencial de M. pulegium, obteve para essa planta 2,7% de
Oleo essencial em base livre de umidade, valor que corrobora com os dos estudos
realizados.

Variagdes no rendimento e também na umidade do material vegetal sdo
explicadas pela variacdo de localizacdo, época de coleta, estresse em que a
planta foi exposta, entre outros fatores; portanto, diferencas de rendimento e
umidade sdo muito comuns quando sdo realizados trabalhos com 6éleos
essenciais (GOBBO-NETO, 2007).

Na constituicdo quimica do Oleo essencial de M. pulegium, foram
identificados 7 componentes (Tabela 2). Observa-se que 0s constituintes
majoritarios foram a pulegona (50,01%), mentol (31,9%) e mentona (16,56%),
como ilustrado na Figura 9.

Tabela 2 Composicao quimica do 6leo essencial de Mentha pulegium L.

N © Pico TR Composto % Area

1 5,75 o- felandreno 0,2

2 6,96 B-pineno 0,17
3 8,64 Cicloexeno 0,41
4 13,84 Mentona 16,56
5 14,40 cis- isopulegona 0,75
6 14,63 Mentol 31,9
7 17,03 Pulegona 50,01

*TR-Tempo de retengdo
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Figura 9 Constituintes majoritarios presentes no 0Oleo essencial de Mentha
pulegium L.

Oliveira et al. (2011), estudando o 6leo essencial de Metha pulegium
obtidos na primavera e no inverno, detectaram 6,62% de borneol e 61,43% de
pulegona na primavera, e 8,87% de borneol e 28,40% de pulegona no inverno.
Nesse trabalho, os autores mostraram a influéncia de sazonalidade com uma
reducdo de 54% de pulegona no inverno. Provavelmente isso ocorreu porque nos
6leos essenciais de M. pulegium a pulegona é precursora para a formacdo de
estereoisomeros da mentona, 0s quais originam derivados acetilados de mentila,
de neoisomentila e isomentila, reduzindo o teor de pulegona nos O0leos
essenciais.

Pode-se observar que o constituinte majoritario pulegona apresenta valor
préximo ao encontrado neste estudo, quando comparado ao resultado obtido na
primavera, diferindo-se entretanto para o constituinte borneol.

Ait-Ouazzou et al. (2012) estudando a composi¢cdo quimica do Oleo
essencial de M. pulegium, obtiveram como constituintes majoritarios pulegona
(69,8%), seguido de piperitenona (3,1%), isopulegona (1,8%), e cis-epoxido de
piperitona (1,7%). Para os autores, o composto pulegona foi observado em todos
os estudos referentes a 6leos essenciais de M. Pulegium; os demais constituintes

variaram em funcéo de fatores climaticos e genéticos.
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Na Tabela 3 apresentam-se o0s 33 constituintes encontrados no 0leo

essencial de M. viridis, sendo os constituintes majoritarios o linalol (40,7%),

carvona (13,52%) e a-terpineno (8,56%), ilustrados na Figura 10.

Tabela 3 Composi¢do quimica do 6leo essencial de Mentha viridis (L). L.

N° Pico TR Composto %Area
1 5,544 a-tujeno 0,2
2 5,74 a-pineno 0,69
3 6,818 Sabineno 1,04
4 6,936 B-pineno 1,01
5 7,164 3-octanona 3,07
6 7,284 Mirceno 2,21
7 7,429 a-Terpineno 8,56
8 8,155 Etilexanol 0,28
9 8,425 p-cimeno 2,81
10 8,563 Limoneno 3,53
11 8,667 1,8-cineol 2,78
12 8,848 B-ocimeno 0,38
13 9,229 B-ocimeno 0,18
14 9,633 ¥-terpineno 0,93
15 9,955 trans-sabineno 5,24
16 10,164 trans-Linalol 0,03
17 10,757 Terpinoleno 0,47
18 11,266 Linalol 40,7
19 12,086 Ment-2-en-1ol 0,54
20 14,359 terpinen-4-ol 5,82
21 14,933 a-terpineol 0,84
22 15,105 Cicloexanol 0,21
23 16,192 trans carveol 0,09
24 16,414 Isoascaridol 0,07
25 16,793 Isovalerato 1,07
26 17,209 Carvona 13,52
27 24,119 [ —Farneseno 0,01
28 24,517 Biciclo[7.2.0Jundec-4-ene, 2,01
29 26,289 o-humuleno 0,09
30 27,024 ¥-cadineno 0,32
31 27,434 Germancreno D 0,07
32 28,704 Ac. Propanoico 0,05
33 31,051 Oxido de cariofileno 0,25

*TR-Tempo de retencdo
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Figura 10 Constituintes majoritarios presentes no 6leo essencial de Mentha
viridis (L). L.

Mkaddem et al. (2009), estudando o 6leo essencial de M. viridis,
encontraram como constituintes majoritarios carvona (50,47%), seguido por 1,8-
cineol (9,14%), limoneno (4,87%), canfora (3,68%) e B-cariofileno (3%). Todos
0s constituintes majoritarios encontrados pelos autores, exceto a canfora,
também foram encontrados neste estudo; contudo, apenas a carvona foi
encontrada como constituinte majoritario nos dois estudos.

Ashnagar et al. (2007), estudando o Oleo essencial de M. viridis,
encontraram a carvona como constituinte majoritario, corroborando com o0s
resultados encontrados neste trabalho, que apresentaram como constituintes
majoritarios o linalol, a carvona e o a-terpineno.

A composicdo quimica dos 6leos essenciais é influenciada por diversos
fatores que acarretam algumas variacGes na constituicdo desses compostos, 0
desenvolvimento foliar e/ou surgimento de novos 6rgdos, pode levar a menor
concentracdo desses metabolitos por translocacdo. Outros fatores, como a
sazonalidade, os indices pluviométricos, o estresse a que a planta é exposta
também influenciam a quantidade e a qualidade dos constituintes dos 6leos
essenciais (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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4.2 Analise da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais

Os efeitos de atividade antibacteriana dos Oleos essenciais de M.
pulegium e M. viridis sobre as bactérias Gram-negativas Escherichia coli e
Salmonella Choleraesuis e sobre as bactérias Gram-positivas Staphylococcus

aureus e Listeria monocytogenes estdo descritos na Tabela 4.



Tabela 4 Efeito dos 6leos essenciais de M. pulegium e M. viridis sobre o crescimento de bactérias.

Médias dos didametros dos halos de inibicdo(mm)

Concentracdo(pL mL ™)

Bactérias Amostras 500 250 125 625 31,3 156 7.8 3,9

M. pulegium 11,0aa 10,0aa  7,0bb  6,0ac Nlad Nlad Nlad Nlad
E. Coli
M. viridis 8,0ba 8,5bha 8,5aa 6,0ab Nlac Nlac Nlac Nlac
S M. pulegium 14,0aa 11,0bb  10,0bc 10,0ac 8,0ad Nlae Nlae Nlae
Choleraesuis

M. viridis 13,0ba 13,0ab 12,0ab 11,5ac 8,0ac Nlad Nlad Nlad

M. pulegium 9,5ba 8,5ab 55bc  55bc 5,0ac 5,0ac Nlad Nlad

S. aureus

M. viridis 11,0aa 8,0ab 8,0ab 8,0ab NIibc NIlbc Nlac Nlac

M. pulegium 10,5aa 9,5ab 6,5bc  6,0ad Nlae Nlae Nlae Nlae

L. monocytogenes

M. viridis 9,5ba 9,5aa 7,0ab Nlbc Nlac Nlac Nlac Nlaca

NI: N&o inibiu. A primeira letra representa a analise estatistica dos éleos essenciais (M. pulegium e M. viridis) dentro de apenas
uma concentracdo. A segunda letra representa a analise estatistica de apenas um 6leo essencial em todas as concentracGes testadas.
Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a nivel de 5% de probabilidade.

€9
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Pelos resultados demonstrados na tabela, infere-se que os 6leos
essenciais de M. pulegium e M. viridis apresentaram a mesma concentracao
minima inibitéria (CMI) de 62,5 uL mL™ para a bactéria Gram-negativa
Escheria coli, formando halos de inibicdo de 6 mm nessa concentragdo. Ao
contrério da E. coli, a bactéria Gram-negativa Salmonella Choleraesuis foi mais
sensivel aos Oleos essenciais, sendo encontrada a concentra¢cdo minimina
inibitoria de 31,3 uL mL™ para ambos os 6leos essenciais, havendo formagcéo
de halos de inibi¢do de 8 mm.

Para as bactérias Gram-positivas, houve diferencas nas concentracdes
minimas inibitorias dos Gleos essenciais. Para a bactéria Staphylococcus aureus,
0 0leo essencial de M. pulegium foi mais eficaz, sendo a concentra¢cdo minima
inibitoria de 15,6 pL mL™ e o halo de inibicdo formado de 5 mm, ao passo que,
para o Oleo essencial de M. viridis, a concentragdo minima inibitéria foi de
62,50 uL mL™ e halo de inibigio de 8 mm.

Os Oleos essenciais inibiram a bactéria Gram-positiva Listeria
monocytogenes nas concentragcbes minima inibitdria e halos de inibicdo nos
valores de 62,50 pL mL™ ; 6 mm e 125 pL mL™; 7 mm para os 6leos de M.
pulegium e M. viridis, respectivamente.

O dleo essencial de M. pulegium apresentou maior atividade inibitéria
para Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, com concentracfes
minima inibitoria de 15,6 uL mL™ e 62,5 pL mL™, respectivamente. J& para os
micro-organismos S. Choleraesuis e E. coli, o 6leo essencial de M. pulegium
apresentou resultados semelhantes ao do 6leo essencial de M. viridis, ou seja
31,3 puL mL' e 62,5 uL mL™, respectivamente. Provavelmente isto ocorreu
devido tanto a diferenca entre as bactérias, como & diferenca dos constituintes
quimicos presentes no 6leo essencial. O antibiético Cloranfenicol inibiu todas as
bactérias, formando halo de inibi¢do de 25 mm para todos 0s micro-organismos

testados na concentrago de 1000 ug mL™.
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Boukhebti et al. (2011), estudando o 6leo essencial de M. pulegium,
observaram que, para 0s micro-organismos Escherichia coli ATCC 25922 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923, o bleo essencial s6 apresentou efeitos nas
diluicdes 1:1 e 1:2, formando halos de inibicdo de 10 e 7 mm para Escherichia
coli e 12,5 e 7 mm para Staphylococcus aureus, resultados diferentes daqueles
encontrados neste estudo, em que o 6leo essencial de M. pulegium apresentou
atividade nas diluicbes 1:4 para Escherichia coli e 1:6 para Staphylococcus
aureus. Essa diferenca pode estar associada a variagdo e quantidade dos
constituintes presentes no 6leo essencial, visto que Boukhebti et al. (2011)
encontraram pulegona (38,8%), mentona (19,2%) e B-bourboneno (16,4%) e, no
presente trabalho foram encontradas pulegona (50,01%), mentona (31,90%) e
mentol (16,56%) como constituintes majoritarios.

Shahmohamad et al. (2011), também estudando o 6leo essencial de M.
pulegium, ndo observaram efeito de inibicdo para Escherichia coli nas
concentracdes testadas de 1,50; 3,00; 6,25; 12,50; 25; 50 ¢ 100 uL mL™,
resultados diferentes dos encontrados neste e em outros estudos citados
anteriormente.

Mkaddem et al. (2009), estudando o efeito do 6leo essencial de M.
viridis sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Listeria monocytogenes,
observaram que esse 6leo essencial apresentou efeito inibidor perante apenas a
Listeria monocytogenes, diferindo, assim dos resultados encontrados neste
trabalho, tendo que o 6leo essencial dessa espécie, neste estudo, apresentou
atividade em todos os micro-organismos testados. Esse efeito pode ser
relacionado com os constituintes presentes no 6leo essencial. No trabalho do
autor, foi encontrado como constituinte majoritario a carvona (50%), diferindo
dos resultados encontrados neste trabalho, em que foi evidenciada a presenca do
linalol (40,7%), carvona (13,52%) e a-terpineno (8,56%), perfazendo um total
de (62,78%).
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A lipofilicidade dos 6leos essenciais conferem a esses propriedades de
rompimentos de camadas de polissacarideos, &cidos graxos e fosfolipideos
interferindo na permeabilidade das membranas e acarretando a perda de ions,
colapso da forca préton motiva, além de depressdo do pool de ATP. Esses
efeitos, associados a coagulacdo do citoplasma, impedem o transporte de
solutos, a regulacdo do metabolismo, as sinteses de DNA, RNA e proteinas.
Estes efeitos sdo descritos como provaveis mecanismos de acdo dos 6leos
essenciais (BURT, 2004; DI PASQUA et al., 2006).

4.3 Atividades antioxidantes dos 6leos essenciais

A determinagdo da atividade antioxidante pelo método da 2-
desoxirribose, visualizada na Figura 11, mostra que o 6leo essencial de M.
pulegium apresentou maior atividade antioxidante, seguido do 6leo essencial de
M. viridis, e com menor atividade antioxidante, tem-se o acucar manitol. O IRs
da atividade foram de 196,37; 340,36; 5115,34 ug mL™, respectivamente.
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Figura 11 Gréfico da atividade antioxidante pelo método 2-desoxirribose

Singh et al. (2009) avaliaram a atividade antioxidante pelo método 2-
desoxirribose dos dleos essenciais de folhas frescas e folhas em decomposicédo
de uma espécie de eucalipto, que apresentaram como constituintes majoritarios
a-pineno (28,53%) , 1,8-cineol (19,48%) e B-citronelal (14,15%), isopulegol
(13,35%), e p-citronelol (10,73%), respectivamente. Os autores observaram que
o radical hidroxil foi inibido em 56,4% para folhas frescas e 62,7% para folhas
em decomposicdo, na concentracdo de 400 L mL™. No presente estudo, para a
concentragdo de 500 uL mL™, 0 6leo essencial de M. viridis apresentou atividade
de 54,3% e o 6leo essencial de M. pulegium, 92,9%.

Mimica-Dukic et al. (2003), estudando os 6leos essencais puro e em
solugdo de M. piperita, M. longifolia e M. aquatica em 20 e 50% de hexano,
observaram que o Oleo essencial de M. aquatica com o0s constituintes
majoritarios 1,8-cineol (14,15%), mentofurano (16,94%) e E-cariofileno (9,36%)

foi 0 que apresentou menor atividade entre as amostras estudadas, com valor de
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8,6% (em solucdo de 20% de hexano), valor muito inferior aos encontrados
neste estudo para M. viridis e M. pulegium. O 6leo essencial de M. longifolia
apresentou atividade antioxidante (18,2%), quando foi testado puro. Ao analisar
0s constituintes desse 6leo, 0s autores encontraram como Mmajoritarios a
piperitona (38,79%), mentona (11,20%) e pulegona (4,88%), compostos também
presentes no 6leo essencial de M. pulegium. O estudo com 6leo essencial de M.
piperita foi o que apresentou maior atividade (24%) por este método. Entre o0s
constituintes presentes, encontra-se o mentol (39,63%), metilacetato (10,44%) e
mentona (8,93%). Comparando esses resultados com aqueles encontrados neste
trabalho, observa-se que os 6leos essenciais de M. pulegium e M. viridis
apresentaram maior atividade antioxidante, provavelmente devido & presenca
dos diferentes constituintes presentes no 6leo essencial.

O ensaio da atividade antioxidante pelo método do poder redutor é
comumente empregado para estudar a capacidade antioxidante de materiais
vegetais. A determinacdo da atividade antioxidante pelo poder redutor do ferro,
(Figura 12), mostra que a atividade antioxidante de reducéo do ion ferro é maior
com o aumento da concentracdo das amostras. Esse fato € evidenciado pelo
antioxidante BHT, pois, a partir da primeira concentragdo, o valor da atividade
antioxidante para esse padrdo € baixa e aumenta significativamente com o

aumento da concentragéo.
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Figura 12 Gréfico da atividade antioxidante pelo método do poder redutor

Salarbashi et al. (2014), estudando o efeito de peliculas de
empacotamento produzidas a partir de feijdo de soja soltvel incorporadas com
6leos essenciais de Zataria multiflora Boiss e M. pulegium, observaram que a
reducdo do ion ferro foi dependente da concentracdo dos Oleos essenciais
estudados. Os autores sugeriram que o poder redutor desses filmes s&o maiores
para os filmes contendo Zataria multiflora Boiss do que aqueles contendo M.
pulegium em todas as concentracdes analisadas. Essa diferenca de atividade foi
atribuida aos fenilpropanoides e terpenos presentes no 6leo essencial de Zataria
multiflora Boiss (timol, carvacrol e y-terpineno) diferentemente daqueles
encontrados no 6leo essencial de M. pulegium (pulegona, mentona e piperitona).
No presente estudo, pode-se observar que o Oleo essencial de M. viridis
apresentou atividade antioxidante muito limitada em reduzir o ion ferro. Por

outro lado o 6leo essencial de M. pulegium, nas concentra¢@es de 0,78 a 50 pL
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mL™, superaram a atividade antioxidante do padrdo BHT; contudo a partir da
concentracdo de 100 uL mL™, o padréo apresentou atividade antioxidante maior.
A atividade antioxidante pelo método do fosfomolibdato mostrou que o
BHT (padrdo muito utilizado na indlstria) foi o mais eficiente partir da
concentragdo de 250 ug mL™. Em concentrages inferiores, o 6leo essencial de
M. pulegium apresentou atividade antioxidante melhor que o padrdo, seguida do

Oleo essencial de M. viridis, como mostrado na Figura 13.
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Figura 13 Grafico da atividade antioxidante pelo método de reducdo do
fosfomolibdato

Avaliando a eficacia antioxidante dos 6leos essenciais de M. viridis, M.
pulegium e do padrdo BHT pelo método de reducédo do molibdénio equivalente
ao 4cido ascoribico, tém-se 269,15; 298,48 e 663,96 ug g(grama de 6leo es-
sencial ou padrdo por micrograma de acido ascérbico), respectivamente. Nota-
se que quando comparado ao padrdo BHT, o potencial antioxidante equivalente

ao acido ascorbico dos 6leos essenciais analisados é, em média, 1/3 do potencial
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do padréo testado na concentracéo de 1000 ug mL ™. Em concentracdes baixas,
0s 6leos apresentaram maior potencial antioxidante que o padréo utilizado.

Franco (2013), avaliando a bioprospeccdo das partes aéreas e Oleo
essencial de Liquidambar styraciflua L., observou que tanto para os padrdes-
referéncia, quanto para a amostra, a capacidade antioxidante total é dose-
dependente, pois conforme a concentracdo foi aumentada, os valores de
capacidade antioxidante também foram. O maior valor de capacidade
antioxidante total encontrado para as amostras das cascas e caule de L.
styraciflua pode estar relacionado com a presenca de compostos que agem por
ambos os mecanismos de reducdo, radicalar e redox, provocando uma maior
reducdo do complexo. Os Oleos essenciais neste estudo também foram dose-
dependente, pois 0 aumento da concentragdo dos 6leos essenciais acarretou um
aumento da atividade.

Antdnio (2011), estudando a caracterizagéo fitoquimica, morfo-anatomia
e atividades bioldgicas de extratos e 6leo de Eucalyptus badjensis BEUZEV. &
WELCH, demonstram em seus resultados que nenhuma amostra testada
apresentou capacidade maior que a do acido ascorbico em reduzir o complexo
fosfomolibdénico.

As possibilidades de avaliacdo de atividade antioxidante in vitro de um
composto biologicamente ativo sdo diversas, pois ndo existe um método
universal pelo qual a atividade antioxidante possa ser medida precisamente e
guantitativamente como visualizado nesses estudos, pois atividades diferentes
proporcionaram diferentes valores em porcentagem de remocgdo de radicais
distintos. Inimeras espécies reativas devido as suas diferentes formas de atuacéo
em organismos vivos sdo utilizadas para avaliar atividades antioxidantes;
portanto, quanto mais métodos utilizados melhor, uma vez que cada técnica
apresenta um principio que depende da matriz de reagdo; além disso, os

compostos bioativos podem reagir de forma diferente, dependendo do radical ou
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agente oxidante utilizado no método, como visualizado para 0s 6leos essenciais
em estudo (ALVES et al., 2010).

4.4 Atividades fosfolipasica e hemoliticas
As Figuras 14 e 15 apresentam os resultados de atividade de inibicdo de

fosfolipases de peconhas pelo 6Oleo essencial de M. pulegium e M. viridis,

respectivamente.
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Figura 14 Efeito do Oleo essencial de M. pulegium sobre a atividade
fosfolipasica induzida por peconhas de serpentes
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Figura 15 Efeito do 6leo essencial de M. viridis sobre a atividade fosfolipésica
induzida por pegonhas de serpentes

Nas Figuras 14 e 15 observa-se que para a peconha de Bothrops
jararaca o 0leo essencial de M. viridis ndo apresentou efeito inibidor, ao passo
gue o bleo essencial de M. pulegium apresentou efeito consideravel de (20,6%),
0 que pode ser explicado pela diferenca de constituicdo dos 6leos essenciais. Os
estudos realizados com a pegonha de Bothrops jararacussu mostraram que 0S
dois 6leos essenciais apresentaram um pequeno efeito de inibi¢do, da ordem de
(4,1%), na atividade fosfolipésica a partir da concentracio de 14,6 uL mL™. A
peconha de Bothrops moojeni também foi inibida pelos 6leos essenciais, tendo o
efeito de inibicdo dessa peconha se mostrado mais pronunciado para o 6leo de
M. pulegium. A avaliacdo do efeito inibidor para a peconha de Bothrops
alternatus revelou um pequeno efeito de inibicdo (9,5%) para todos os volumes
de 6leo essencial de M. viridis, ja para o 6leo de M. pulegium, as concentragdes
de 21,8 e 43,6 uL mL™ foram capazes de inibir 100% a atividade fosfolipasica.

Terra e Lema (2007), comparando a tocixidade entre peconhas de
serpentes do género Bothrops presentes nas Regides Sul e Sudeste do Brasil,

observaram que a variagdo dos efeitos das peconhas de B. alternatus e B.
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jararaca ocorrem tanto dentro do género quanto em relacdo ao ambiente em que
estas especies se encontram. Os estudos revelaram que nas amostras de peconhas
regionais de B. jararaca o efeito fosfolipasico foi mais pronunciado do que nas
amostras da peconha nacional; contudo, esse efeito ndo apresentou diferenca
significativa em testes estatisticos. Os testes com B. alternatus mostraram
superioridade da peconha regional em relacdo a pe¢onha nacional. Dessa forma,
embora se tenha padronizado as concentracGes de peconhas a serem utilizadas
como ferramentas indutoras da atividade fosfolipasica, os diferentes niveis de
inibicdo observados se devem ndo apenas a composicdo variada dos 6leos, mas
também as diferentes estruturas e quantidades de fosfolipases presentes na
peconha de cada espécie de serpente utilizada.

Para o ensaio de hemolise em meio sélido, pode-se observar que o 6leo
essencial de M. pulegium apresentou um efeito crescente de atividade
hemolitica, sendo esse efeito iniciado com 5,5 pL mL™ e mostrando-se mais
pronunciado para a concentracdo de 87,3 uL mL™, enquanto que o 6leo de M.
viridis apresentou baixa atividade, sendo esta visualizada apenas nas
concentracdes de 43,6 e 87,3 uL mL™, como evidenciado na Figura 16.

Apenas o 6leo de M. viridis apresentou efeito inibidor sobre a hemélise
induzida por pegonhas em meio sdlido, observa-se 7,7% de inibi¢do da atividade
de Lachesis muta, para a concentracdo de 5,5 uL mL™, e uma porcentagem de
inibicdo de 6,7% para a atividade de B. moojeni nas concentragdes de 5,5; 10,9 e
21,8 uLmL™ (Figura 17).

Durante os ensaios de inibicdo da pegonha de L. muta a concentracéo de
21,8 uL mL™ do dleo de M. viridis resultou em atividade superior & observada
no controle contendo apenas peconhas. A potencializacdo do efeito pode ter

resultado de sinergismo entre os constituintes do 6leo e da pe¢onha (Figura 17).
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O estudo realizado por meio da hemdlise em meio liquido apresentou
resultados distintos dos encontrados para hemolise em meio sélido. A avaliagdo
dos hematocritos na concentracdo de 0,15% resultou em hemdlise proxima a
100% para todos os volumes dos dois 6leos essenciais testados, como mostrado
na Figura 18.
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Figura 18 Hemolise em meio liquido dos Gleos essenciais de M. viridis e M.
pulegium

O valor de 100% de hemdlise corresponde a incubagfes feitas com
adicdo de agua, ao passo que 0% de hemdlise correspondeu aos valores de

hemolise mecanica resultante das manipulacdes implicitas ao teste.
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Figura 19 Hemdlise em meio liquido dos 6leos essenciais de M. viridis e M.
pulegium

O aumento da concentragdo de hematdcritos gerou variagdo do resultado
hemolitico em meio liquido. Observa-se hemdlise de aproximadamente 6% para
0 6leo essencial de M. viridis na concentragdo de 0,6 uL mL™; na concentragéo
de 1 uL mL™ ocorre um aumento significativo de hemdlise para o 6leo essencial
de M. viridis (83%). Com o aumento da concentracdo, a atividade hemolitica
aumenta para 100%. No 6leo essencial de M. pulegium, ndo foi observada esta
diferenca em relagcdo ao aumento da concentracdo de hematdcrito, acarretando
em hemolise de 100% em todas as concentragOes testadas.

O meio e também a concentracdo de hematdcritos séo fatores essenciais
para avaliagdo da atividade hemolitica, sendo esses fatores responsaveis por
variagdes considerdveis de atividade. O organismo humano, que apresenta cerca

de 45% de hematocritos, provavelmente terd efeitos dos Oleos essenciais
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diferentes aqueles apresentados no trabalho, pois a concentragcdo do hematécrito
€ muito superior & utilizada no teste.

Marya et al. (2012), avaliando as atividades hemoliticas do oOleo
essencial de cravo, e 0s constituintes majoritarios eugenol e acetato de eugenil
em eritrocitos humanos (10% hemacias), ndo observam na concentracdo de
0,01% efeito hemolitico para as amostras. Na maior concentracdo testada, de
0,2% vlv, foi observado que o acetato de eugenil, o eugenol e o dleo essencial de
cravo induziram hemdlise de 57, 40 e 48%, respectivamente. Neste estudo foi
observado que o aumento da concentragcdo do 6leo essencial e dos constituintes
majoritarios acarretou em aumento da atividade hemolitica. Os ensaios
realizados por Marya et al. (2012), avaliaram concentragdo de 10% de hemécias,
0 que pode ter acarretado as diferengas na porcentagem de hemolise deste
trabalho em relagdo ao nosso estudo.

Quintans et al. (2013), determinando o efeito do 6leo essencial de
Xylopia laevigata em eritrocitos de rato (2% ), observaram que as
amostras de 6leo essencial, em concentragdes que variavam de 31,25 a
500 pg mL™*, ndo induziram hemélise. Os resultados encontrados por
esses autores divergem dos encontrados neste trabalho, j& que os 6leos
essenciais de Mentha apresentavam alta atividade hemolitica, mesmo
guando avaliados em baixas concentracoes.

Misharina et al. (2014), estudando os efeitos da ingestdo de
solucBes contendo 150 ng de diferentes dleos essenciais por mililitro,
observaram reducdo na porcentagem de hemolise com a ingestdo de
6leos. Sendo obtido o valor de 100% de hemdlise para agua e valores de
85% e 66,3% para 0s Oleos essenciais de orégano e cravo,
respectivamente. Neste estudo mostrou-se que 0s 0Oleos essenciais em

concentragdes muito baixas podem proporcionar um efeito protetor dos
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eritrécitos, considerando a presenca de diversas células, moléculas e
condicdes fisico-quimicas inerentes ao ambiente in vivo e ausentes no

ambiente em vitro.

4.5 Atividade genotdxica

Os oOleos essenciais de M. viridis e M. pulegium induziram a
fragmentacdo do DNA em todos os volumes avaliados, sendo 0s maiores niveis
de fragmentacdo (classes 3 e 4) observados apds tratamento dos leucdcitos com
o0 6leo de M. viridis as imagens referentes as classes de danos que podem ocorer
no teste do cometa sdo comtempladas pela Figura 20. Os valores de unidades
arbitrarias obtidos para M. viridis foram 86,2; 190 e 358,4, para as concentragdes
de 0,25, 0,5 e 1,0uL mL™, respectivamente, sendo esses valores 3,9; 8,6 e 16,2
vezes maiores que o valor observado para o controle negativo (22,0),
confirmando o potencial genotoxico do éleo. Para o 6leo de M. pulegium, os
mesmos volumes resultaram em valores de unidades arbitrarias (46,6; 55,2 e
349,6) 2,1; 2,5 e 15,8 vezes maiores que o0 obtido no controle negativo. Os 6leos
de M. viridis e M. pulegium apresentaram para a concentracdo de 1,0 pL mL™
valores de unidades arbitrarias (358,4 e 349,6, respectivamente) superiores ao
observado para a droga antitumoral (159,0) utilizada como controle positivo,
destacando ainda que ela foi avaliada em concentracdo 100 vezes superior a dos

6leos (100 pL mL™), como mostrado na Tabela 5.



Tabela 5 Efeito dos 6leos essenciais sobre o0 DNA de leucdcitos de sangue periférico humano.

Nucledides (%0)

T{Zﬁﬂ?}?s Classe dos cometas (% de danos) N.D.(%) UA.
0(<5)  1(520) 2(20-40) 3(40-85) 4 (>85)

Ce) 788+34a 20,2¢30ab  1,0:08a  00+00a  00+00a  21,2+34a  22,0+472a
C(+) 152+32de 17,8+31ab 36,2+124c  14,8+109c  16,0+3,7b  84,8+32de  150,0+20,3c

M.viridis 0,25  49,8+2,3c  24.4+25a 184+31b  46f17ab  28%22a  502#23c  86,2+7,4b
0,5 19,8+6,6d  9,8+1,9c  47,4+65c  6,6+39ab  164#21b  8024¢6,6d  190,0+17,6c
1,0 58+49ef  02:03d 54+53ab  7,0t56ab  81,6+69c  94,2+4,9¢  358,4%8,7d

M. p(;*,'zegi“m 60,8+2,9ab 16,0+4,4bc 12,6+2,9ab  1,0+0,8a 0,6£09a  30,2¢29ab  46,6+4,9ab
0,5 63,0680 188+l4ab 16,6¢86b  1,6¢1,9a  00:00a  36,0+68b  552+14,1ab
1,0 3,0£36f  04:06d 12,6£91ab 120#32bc  72,0£10,0c  97,0t+36e  349,6+17,9d

C (-): apenas a solucdo sanguinea. C (+): Doxorrubicina (100pg pL™), droga antitumoral genotéxica. N.D. (%): porcentagem de nu-
cleoides com danos. U.A.: Unidades arbitrarias. Os valores representam as médias de 5 testes realizados com sangue de voluntarios
diferentes, sendo observados 300 nucleoides por tratamento/voluntério, contabilizando um total de 1.500 nucleoides/tratamento.

08
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Figura 20 Fotos ilustrativas das classes de danos no DNA utilizadas para
avaliacdo do ensaio cometa. A- Classe 0; B- Classe 1; C- Classe 2;
D- Classe 3; E- Classe 4

Os 6leos essenciais de M. viridis e M. pulegium na concentragdo de 1ulL
mL™ apresentaram também porcentagens de nucleoides com danos superiores a
obtida para a doxorrubicina, sendo os valores 94,2; 97,0 e 84,8 correspondentes
aos Oleos e a droga controle, respectivamente.

Péres et al. (2009), avaliando o efeito do 6leo essencial de Piper
gaudichaudianum sobre o indice de danos do DNA em células V79, seguindo o
método do cometa, verificaram um aumento significativo no indice de danos em
concentragdes de 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 10,0 ug mL ™; os constituintes
majoritarios encontrados para o 6leo essencial foram (E)-nerolidol (22,4%), (E)-
cariofileno (8,9%), a-humuleno (16,5%) e biciclogermacreno (7,4%). A
incidéncia dos danos pelo ensaio do cometa mostra uma variagdo de classes de
danos de 0 a 4 nas concentracdes de 2,0; 4,0; 6,0 ¢ 10,0 ug mL 1 Em baixas
concentragdes (0,1-1,0 ug mL ™), observou-se uma alta incidéncia de classes 0 e
1. Em concentragdes acima de 2 pg mL ™, foram observadas as classes 2 e 3. Em

qualquer concentragdo testada, ndo foi observado mais do que 10% de cometas



82

classe 4, destacando a importancia dos resultados obtidos no presente estudo,
com 6leos essenciais de Mentha, em que a concentragio de 1pL mL™ induziu a
formacdo de cometas da classe 4 em mais de 70% dos nucleoides avaliados.

Andrade, Perazzo e Maistro (2008), estudando os efeitos genotoxicos de
Baccharis dracunlifolia sobre células do sangue periférico de ratos, néo
observaram efeitos de fragmentaco significativos sobre as moléculas de DNA.

Rassouli et al. (2011), investigando in vitro os efeitos citotdxico e
apoptotico do monoterpendide stilosin, extraido da espécie vegetal Ferula ovina,
sobre células cancerosas, observaram que 37 pg mL™ do stilosin induziu
aproximadamente 65% de dano no DNA dessas células. Além disso, 89% das
células apresentaram cromatina condensada, em comparacdo a um valor de 4%
observado para as células ndo tratadas.

Apesar de grandes avancos na terapia do cancer, muitas células
malignas, incluindo carcinomas de bexiga, mantém sua resisténcia a
quimioterapias atuais. Esse inconveniente leva a investigagdes em busca de
novos compostos, principalmente de origem natural, visando a minimizar os
efeitos adveros decorrentes dos tratamentos quimioterapicos tradicionais. Esse
estudo apresenta resultados importantes para explicar os efeitos dos 6leos
essenciais testados (M. viridis e M. pulegium), uma vez que 0s terpenos
representam 0s constituintes majoritarios desses 6leos, sendo esses compostos
indutores de danos no DNA.

Os 6leos essenciais geralmente apresentam toxicidade elevada com
efeitos que podem levar a intoxicacdo aguda, assim como a intoxicagéo cronica.
O uso topico pode acarretar fototoxicidade, além de alergias; geralmente a
toxicidade dos dleos essenciais € dose-dependente; contudo, em alguns casos,
mesmo doses pequenas podem provocar danos severos (SIMOES et al., 2007).
Todas essas informagfes sobre os 6leos essenciais vdo ao encontro com 0s

resultados obtidos neste trabalho, mostrando, portanto, que os 6leos essenciais
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apresentam uma enorme gama de atividades, sendo porém, necessaria sua ampla
caracterizacdo, com vistas ao aproveitamento seguro de suas potencialidades

farmacéuticas e/ou cosmeéticas.
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5 CONCLUSAO

O rendimento do 6leo essencial de M. pulegium (2,54%) foi superior ao
rendimento do Oleo essencial de M. viridis (1,52%). Os constituintes
majoritarios do 6leo essencial de M. pulegium foram pulegona, mentol e
mentona, e de M. viridis, linalol, carvona e a-terpineno.

Os dados de atividade antibacteriana demonstraram que os dois 6leos
apresentam efeitos inibitorios sobre o crescimento das bactérias testadas, sendo
mais efetivos sobre as linhagens de Salmonella Choleraesuis e Staphylococcus
aureus. A bactéria mais resistente aos 6leos essenciais foi a Escherichia coli.

O oleo essencial de M. pulegium foi o que apresentou melhor atividade
antioxidante pelo método 2-desoxirribose, seguido do 6leo essencial de M.
viridis e do manitol. Pelo método do poder redutor do ferro, somente o padrao
BHT e o dleo essencial de M. pulegium apresentaram atividade antioxidante. Os
dois Oleos essenciais apresentaram atividade antioxidante pelo método do
fosfomolibdénio, sendo essa correspondente a cerca de um terco da atividade
observada para 0 BHT.

Os dados obtidos nos testes bactericida e antioxidante sugerem o alto
potencial de aplicacdo dos 6leos avaliados como conservantes naturais, podendo
ter ampla aplicacdo em industrias alimenticias, cosméticas, entre outras.

Os Oleos essenciais de M.pulegium e M. viridis apresentaram efeito
inibidor sobre a atividade de fosfolipases, sugerindo um possivel potencial anti-
inflamatdrio, assim como acgdo sobre mecanismos relativos a imunidade, uma
vez que essas apresentam papel-chave na geracdo do &cido aracdonico e,
consequentemente dos lipidios bioativos dele derivados (prostaglandinas,
leucotrienos e tromboxanos).

Embora o 6leo de M. viridis tenha inibido parcialmente a atividade

hemolitica induzida por pegonha, ambos os 6leos foram capazes de hemolisar
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eritrocitos humanos quando avaliados em meio solido e liquido, ressaltando a
necessidade de sua ampla caracterizagdo, com vistas a definir doses efetivas e
seguras para seu uso em insumos destinados ao consumo animal e humano.

Os oOleos de M. pulegium e M. viridis apresentaram alto potencial
genotoxico, embora ndo seja possivel determinar a perpetuacdo desse efeito
sobre as consecutivas geracdes celulares, o que caracterizaria um efeito
mutagénico e, consequentemente, carcinogénico, sendo necessaria a realizacao
de ensaios que complementem in vitro e in vivo visando a ampliar o
conhecimento acerca de seus mecanismos de indugdo de danos. Considerando as
restritas opgdes de tratamento quimioterapico disponiveis atualmente e suas
origens fundamentalmente vegetais, pode-se sugerir que os 6leos avaliados no
presente trabalho mostram-se promissores na busca por formulagdes
farmacéuticas alternativas.

Os dados obtidos no presente trabalho reafirmam a importancia dos
6leos essenciais como ricas fontes de moléculas biologicamente ativas, com
inimeras possibilidades de aplicacdo em diversas areas do conhecimento, sendo,
entretanto necessaria ampla caracterizagcdo farmacoldgica e toxicoldgica,
visando a determinar seus mecanismos de acdo e, com isso, definir doses
efetivas e seguras, possibilitando sua aplicagdo. Um possivel uso dos 6leos
essenciais de M.pulegium e M. viridis seria na formulagdo de antissépticos em
gue os Oleos essenciais seriam utilizados para proteger a pele contra micro-
organimso como bactérias, ja que esses 6leos apresentaram grande atividade
sobre estes micro-organismos e 0 antisseptico utilizado atualmente é o alcool
70% que causa ressecamento e perde o efeito rapidamente; portanto, a adigdo
dos 0leos ao &lcool poderiam manter o efeito e reduzir o ressecamento da pele,
ou ainda formulagdes de antissepticos a base desses 6leos também seriam uma
alternativa viavel. Contudo, novos ensaios de toxicidade seriam necessarios, pois

0s 6leos ndo seriam ingeridos; portanto efeitos genotdxicos poderiam ndo ser



86

observados. Ensaios sobre a sensibilidade e irritacdo seriam necessarios para que

esses produtos apresentassem autorizacdo de comercializacao.
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