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RESUMO

A Amazobnia apresenta cerca de 99,6% de sua flora quimicamente desconhecida e
estima-se que apenas 10% do total das plantas do globo terrestre foram
pesquisadas em seus constituintes quimicos. A familia Burseraceae pertence a
ordem Sapindales, € constituida de 21 géneros e mais de 600 espécies. A pesquisa
objetivou investigar a composicdo quimica e a atividade antimicrobiana do oleo
essencial da casca do caule de Trattinnickia burserifolia no periodo seco e chuvoso
em um garimpo extinto de Roraima chamado de Tepequém. As exsicatas foram
identificadas e depositadas no Herbario da Universidade Federal de Roraima sob o
namero de tombamento. O Oleo essencial foi obtido através da hidrodestilacdo em
aparelho clevenger. Foi calculado o rendimento do 6leo essencial (p/v). Foi utilizado
um sistema CG/EM com o hélio (He) como gas de arraste. Utilizou-se o padrdo de
hidrocarbonetos C9-C22, sendo calculado o indice Kovats e percentagens dos
constituintes. Foram identificados 23 constituintes no periodo seco e 47 no periodo
chuvoso. Entre os constituintes identificados, destacaram-se o a-pineno, o 0-3-
careno e o limoneno para ambos periodos com percentuais distintos. Foi realizada
também a verificacdo do potencial antioxidante através da captura do radical livre
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrilhydrazyl). O resultado obtido tanto no periodo seco
quanto no chuvoso foi inferior a 14% de atividade antioxidante, caracterizando o 6leo
essencial de T. burserifolia sem atividade antioxidante. Realizou-se o teste de
toxicidade utilizando o microcrustaceo Artemia salina, os resultados de ambos os
periodos foram considerados altamente toxicos: periodo seco (DLso= 86,072 pug/mL);
chuvoso (DLso = 45,286 pg/mL). Nos testes antimicrobianos, foram utilizadas cepas
padrées (ATCC; INCQS) e um fungo do género Penicillium sp. proveniente de
contaminacdo. O Oleo essencial de T. burserifolia apresentou atividade
antimicrobiana no periodo seco somente para dois micro-organismos (Penicillium
sp., Proteus miriabilis) enquanto que no periodo chuvoso todos 0s micro-organismos
testados tiveram seu crescimento inibido (Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Escherichia coli, Proteus miriabilis, Candida albicans e Penicillium sp.).
O O6leo essencial de T. burserifolia possui atividade antimicrobiana eficaz para
aplicac@o do Gleo essencial nos micro-organismos testados. Os valores médios dos
halos de inibicdo foram analisados estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05)
apresentando diferencas significativas. Para cada micro-organismo foi determinada a
Concentracdo Inibitéria Minima (MIC).

Palavras-chave: Oleo essencial. Trattinnickia burserifolia. Constituintes quimicos.
Antimicrobiano.



ABSTRACT

The Amazon holds about 99.6% of its flora chemically unknown and it is estimated
that only 10% of plants of the globe were surveyed on their chemical constituents.
The Burseraceae family owned Sapindales order consists of 21 genera and over 600
species. The research aimed to investigate the chemical composition and
antimicrobial activity of essential oil from the stem bark of Trattinnickia burserifolia the
dry and rainy season in a dormant mining Roraima called Tepequém. The herbarium
specimens were identified and deposited in the Herbarium of the Federal University
of Roraima under number of damping. The essential oil was obtained by
hydrodistillation in Clevenger apparatus. The yield of essential oil (W / V) was
calculated. One GC / MS system was used with helium (He) as carrier gas. We used
the standard hydrocarbons C9-C22 Kovats index and the percentages of the
constituents being calculated. 23 constituents were identified in the dry period and 47
in the rainy season. Among the identified constituents, stood the a-pinene, the 6-3-
carene and limonene for both periods with different percentages. Antioxidant
potential scanning was also carried out by capturing the free radical DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrilhydrazyl). The results obtained both in the dry and in the rainy period
was less than 14% antioxidant activity, featuring the essential oil of T. burserifolia no
antioxidant activity. Held the toxicity test using microcrustacean Artemia salina, the
results of both periods were considered highly toxic: dry period (LD50 = 86.072 g /
mL); rainy (LD50 = 45,286 / mL). And a fungus Penicillium sp, the antimicrobial tests,
standard strains (ATCC INCQS) were used. from contamination. The essential oil of
T. burserifolia showed antibacterial activity in the dry season only two micro-
organisms (Penicillium sp., Proteus miriabilis) while in the rainy season all micro-
organisms tested were inhibited its growth (Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Escherichia coli, Proteus miriabilis, Candida albicans and Penicillium
sp.). The essential oil of T. burserifolia has effective antimicrobial activity of essential
oil for application in micro-organisms tested. Mean values of inhibition zones were
statistically analyzed by Tukey (p <0.05) with significant differences. For each micro-
organism Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined.

Key-words: Essential Oil. Trattinnickia burserifolia. Chemical constituintes.
Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

Atualmente muito se fala em tecnologia e na sua colaboracdo para melhoria
da qualidade de vida da humanidade. Na verdade existe uma busca incansavel
para que sejam encontradas na natureza substancias que colaborem com a cura
para muitos males que ainda sdo vistos pela ciéncia como desafios a serem
vencidos. Entre as fontes promissoras de novas descobertas para cura de
doencas, estdo os Oleos essenciais (MAROSTICA JUNIOR; PASTORE,2007).

E incontestavel que a Amazonia apresenta uma riqueza de matéria prima
para a extracdo de dleos essenciais. Estudos realizados por Gottlieb e Mors (1980)
citam que cerca de 99,6% de nossa flora é quimicamente desconhecida.

O Estado de Roraima localizado no extremo norte do Brasil, possui muitos
lugares em que a flora ainda espera estudos cientificos para sua caracterizagdo. A
extragdo de Oleos essenciais de forma ndo sustentavel pode possibilitar o
desaparecimento de espécies, por isto é importante que ocorram estudos
relacionados a identificacdo e a conservacdo dos organismos promissores para
colaboracdo de novas descobertas que possam fazer a diferenca no meio
cientifico.

A area de coleta do material botanico com delineamento totalmente
casualizado para cinquenta arvores da espécie em estudo, € localizada na Serra do
Tepequém no municipio de Amajari. Devido a quantidade de cachoeiras na regiao,
atualmente o Tepequém é um dos pontos turisticos mais conhecidos de Roraima
(RORAIMA, 2012).

Todos os objetivos propostos nesta pesquisa foram atingidos. Esta pesquisa
possibilita complementacdo de conhecimentos de outros estudos (LIMA et al.,
2004) e apresenta contribuicdo cientifica relevante na area de bioprospecc¢éo
através da valorizacdo dos elementos encontrados na natureza do Estado de

Roraima.
1.1 O USO DE PLANTAS MEDICINAIS
A botanica sempre andou de maos dadas com a medicina, em todo mundo

se conhece inumeros remédios provenientes de plantas medicinais, a utilizacdo da

unido inseparavel da botanica com a medicina é relatada desde a época em que 0s
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egipcios faziam a prética de embalsamento dos cadaveres para guarda-los da
deterioracdo. A préatica do uso de plantas medicinais comec¢ou a ser mais difundida
guando os arabes no século XIlI fizeram o uso mais intenso das plantas medicinais
difundindo a cultura inclusive em outros paises através da busca por novos
conhecimentos sobre os fitoterdpicos (BALBACH, 2002).

Vilar, Carvalho e Furtado (2005) relatam em uma pesquisa sobre ofidismo e
plantas utilizadas como antiofidicas que o conhecimento sobre as plantas
medicinais foi adquirido através das geracbes. Cita os babildnios, assirios e
hebreus como utilizadores de plantas medicinais e 0S gregos como
sistematizadores do uso através de relatos contidos nas obras de Aristoteles (384-
322 a.C.), Hipocrates (460-377 a.C.), Teofrasto (370-285 a.C.) e Galeno (129-199
d.C.).

Os livros que primeiro descreveram as propriedades curativas das plantas
medicinais brasileiras foram “Ensaio sobre o cinchoeiro e sua influéncia nas
virtudes da quina”, escrito pelo portugués Bernardino Antonio Gomes em 1812, e o
livro “Systema de Matéria Médica Vegetal Brasileira”, escrito por Henrique Velloso
D’Oliveira, em 1854, sendo o brasileiro Manuel Pio Corréa (1874-1934) apontado
como um dos pioneiros nos estudos sobre plantas medicinais brasileiras. As
informacdes relatadas por Pio Corréa foram reunidas em seis volumes na cléassica
obra “Dicionario das Plantas Uteis do Brasil e das Exéticas Cultivadas” (VILAR;
CARVALHO; FURTADO, 2005).

O numero de pesquisas sobre plantas medicinais parece ser incessante para
0s pesquisadores, uma vez que na natureza ainda existe um namero considerado
de espécies que ainda ndo foram identificadas e que podem conter a cura para
muitos males que fazem parte da vida do homem contemporaneo.

Nesse sentido a ciéncia busca conquistar resultados através das mais
distintas pesquisas envolvendo o uso de plantas medicinais a exemplo a avaliacao
do efeito teratogénico do extrato aquoso das folhas de Hyptis pectinata em ratas
wistar Sher et al. (2003). Também em camundongos foram testados os efeitos
cardiovasculares e a toxicidade aguda do extrato aquoso das folhas de Costus
spicatus por Menezes et al. (2007). Cunha et al. (2004), Santos et al. (2005), Vilar;
Carvalho; Furtado (2007) também verificaram efeito do Oleo essencial em
camundongos. Podendo ainda ser citados estudos quimicos que buscam identificar

constituintes quimicos das plantas consideradas medicinais (OTTOBELLI et al.,
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2011) e a verificacdo do extrato aquoso da entrecasca de B. cheilantha como
atividade antinociceptiva realizada por Silva et al. (2005) entre tantas outras
inUmeras pesquisas. Ha registros de plantas medicinais utilizadas por comunidades
quilombolas (SILVA, 2012).

Segundo Veiga Junior (2008), no Brasil, existem poucas pesquisas que
avaliam o grau de utilizagdo das plantas como medicamentos e sua insergdo na
cultura popular. Em 2008 foi realizada a analise de 1.320 formularios preenchidos
pela populacdo do interior do estado do Rio de Janeiro e por profissionais da area
de saude. A pesquisa concluiu que as plantas medicinais sdo as principais formas
de tratamento para 63% dos entrevistados, apesar da disponibilidade de
medicamentos alopaticos. Sendo observada a utilizacdo de plantas como
automedicacdo antes da consulta ao médico, concomitante com o medicamento
alopético e, em muitos casos, substituindo-o, sem o conhecimento do médico
(VEIGA JUNIOR, 2008).

Antes de Veiga Junior (2008), com o objetivo de investigar o uso de plantas
medicinais em criancas na faixa etaria de zero a 12 anos internadas no Hospital
Infantil Arlinda Marques, da cidade de Jo&o Pessoa (PB), entre agosto de 2000 a
junho de 2001, Torres et al. (2005) entrevistaram 132 acompanhantes das criancas
para a obtencdo dos dados. A pesquisa concluiu que cerca de 27,3% dos
acompanhantes usaram plantas medicinais em suas criancas antes de procurarem
0 servico hospitalar e 41,7% associaram plantas com alguma medicacao.

O boldo, capim-santo, hortela e poejo foram as plantas identificadas como
mais frequentes em um estudo que objetivou realizar um inventario das plantas
medicinais conhecidas e usadas pela populacdo do distrito de Martim Francisco,
Municipio de Mogi-Mirim, no Estado de Sdo Paulo (PILLA; AMOROZO; FURLAN,
2006).

Em um estudo mais recente objetivando conhecer o perfil dos pacientes em
tratamento contra o cancer da Unidade Oncoldgica de Anapolis quanto ao uso de
plantas medicinais evidenciou-se o0 uso indiscriminado de plantas medicinais entre
0s pacientes. A maioria dos entrevistados compartilha a opinido errbnea de que
plantas medicinais ndo fazem mal. A orientacdo sobre a forma de utilizacdo das
plantas ocorre, principalmente, pela informacdo de familiares ou amigos, e 0s
profissionais da saude muitas vezes sdo ignorados neste processo. Constatou-se

que as plantas medicinais sdo utilizadas para o tratamento de enfermidades de
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baixa a alta gravidade, como o céncer. Dentre as 14 espécies usadas pelos
pacientes com finalidade antineopldsica as mais mencionadas foram as
popularmente conhecidas como noni, babosa, graviola e roma (OLIVEIRA;
MACHADO; RODRIGUES, 2014).

Em um reconhecimento da utilizagc&o de plantas medicinais por idosos de um
municipio do Parana ficou constatado que a erva-cidreira, a malva, o quebra-pedra,
a salvia, a camomila, o guaco, a carqueja, a macela, a pata-de-vaca, o alecrim e a
babosa foram as mais utilizadas (BALBINOT; VELASQUEZ; DUSMAN, 2013).

Lima et al. (2012) verificaram que o uso das plantas medicinais esti
incorporado ao cotidiano de homens idosos e que estes homens fazem a prética de
cultivo de plantas medicinais, o que pode ser considerado um risco frente a néo
identificacdo cientifica das espécies.

Em um trabalho etnobotéanico, Carvalho et al. (2013) concluiram que existe
um grande interesse de comunidades na construcdo de hortas comunitérias para
serem cultivadas plantas medicinais.

Considerando o valor das plantas medicinais ndo apenas como recurso
farmacéutico, mas também como fonte de recurso econémico, torna-se importante
estabelecer linhas de acao voltadas para o desenvolvimento de técnicas de manejo
ou cultivo, tendo em vista a utilizacdo destas espécies vegetais pelo homem aliada
a manutencao do equilibrio dos ecossistemas tropicais (SIMOES, 2003).

Diante de todas estas citacfes de pesquisas ja realizadas sobre plantas
medicinais, é importante que o tema seja visto como de grande importancia, uma
vez que essa pratica é considerada milenar e que dia apés dia esse conhecimento
passa de uma comunidade para outra. Atualmente com o advento da internet e o
uso cotidiano de redes sociais, as informacfes sédo recebidas com o minimo de
espaco de tempo diante dos acontecimentos, facilitando assim o conhecimento
sobre qualquer coisa, incluindo o uso de plantas medicinais.

Souza et al. (2013) sugerem que as informacGes sobre o uso da flora
medicinal adquiridas nas comunidades estudadas sejam combinadas a estudos
quimicos/farmacolégicos realizados em laboratorios especializados. A capacitacao
da equipe de saude pode favorecer a implementacdo da Portaria n°® 971/2006, que
tem como objetivo a garantia de acesso a plantas medicinais e fitoterapicos com
seguranca, eficacia e qualidade (BRASIL, 2006; ALVIM, 2006).
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Souza e Felfili (2006) reconheceram em sua pesquisa que espécies vegetais
do cerrado tém uma gama consideravel de utilizacdo humana para quase todos 0s
estratos, ervas, arbustos e arvores como plantas medicinais.

Em Roraima a utilizacdo de plantas medicinais esta relacionada com as
tradicdes familiares. Muitas espécies sdo utilizadas como medicamento caseiro
(mirixi, caju, babosa, capim-santo, sucuba) e alguns populares fazem o cultivo de
hortas em residéncias para suprir a necessidade de medicamentos considerados
eficazes e de facil acesso (LUZ, 2001).

O uso de plantas medicinais em Roraima tem influéncia dos indigenas. Em
Boa Vista, a comercializacdo de plantas medicinais € um mercado livre para
comunidade (LUZ, 2001).

Desde a década de 80 o governo brasileiro mostra preocupacdo em
regularizar o uso de fitoterapicos, favorecendo nesse sentido a comercializagdo
legal dos produtos e a guarda dos conhecimentos milenarios sobre as plantas
medicinais (BRASIL, 1994).

De modo geral apesar do conhecimento sobre a cura para muitas doencas
serem historicamente mantidas sob a guarda dos médicos, ndo se pode negar o
poder de cura para as plantas medicinais, pode-se dizer que existe sim a relagcéo
de entre o empirico e o cientifico (BOTELHO, 2013).

1.2 A FAMILIA BURSERACEAE

A familia Burseraceae € uma familia de plantas angiospérmicas, pertencente
a ordem Sapindales (DALY, 2012). A familia destaca-se por possuir um 6leo que é
pegajoso e que seca com caracterizacdo de um latex branco. Sendo constituida de
21 géneros e mais de 600 espécies (KHALID, 1983).

No Brasil, sete géneros mostram ocorréncia (Bursera, Commiphora,
Crepidospermum, Dacryodes, Protium, Tetragastris e Trattinnickia), apresenta
ainda organismos que sédo endémicos, ocorrendo na Amazénia, Caatinga, Cerrado
e Mata Atlantica (DALY, 2012). Na América do Sul, espécies de Burseraceae sao
conhecidas popularmente como breu, almécega, carano, copal e diversos outros
nomes, dependendo do pais e da floresta onde elas ocorrem (GENTRY, 1993).

A floresta Amazénica é abudante em espécies da familia Burseraceae, estes

vegetais amazonicos sdo atraentes para exploracdo comercial, onde muitas vezes
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sdo extraidos da floresta e utilizados para inclusive colaborar com a
sustentabilidade local (LANGENHEIM, 2003).

A utilizacdo da madeira da familia Burseraceae € apresentada por Castro et
al., (2012) como um negécio altamente rentavel. Os paus-de-escora Sao muito
utilizados na construcao civil e com excec¢éo dos grandes prédios de apartamentos,
a maioria das construgbes e reformas residenciais ainda utiliza esse produto,
inclusive em prédios publicos. Objetivando caracterizar as madeiras
comercializadas como pau-de-escora na cidade de Manaus, Amazonas foram
apreendidas pelo Batalhdo Ambiental-AM 450 "varas" de pau-de-escora. Houve,
ainda, aplicacdo de questionario junto aos estabelecimentos que as vendem, para
avaliar a dindmica do comércio deste produto. A familia Burseraceae apareceu
entre as sete mais abundantes encontradas. O preco médio geral encontrado em
Manaus para a compra de pau-de-escora foi R$ 2,63 e o de venda foi de R$ 3,94.
Em geral, o pau-de-escora consumido em Manaus é ilegal, da producdo a
comercializacdo (CASTRO et al., 2012).

Segundo Lima et al. (2007), na Amazobnia, o fogo € ainda o principal trato
cultural utilizado no preparo de solo para agricultura e pecuéria, tanto pelos
pequenos como pelos grandes fazendeiros. Combinando a baixa fertilidade do solo
e ao baixo preco da terra, assim que as fontes naturais de nutrientes s&o
exauridas, as areas sdo abandonadas e novas florestas primarias sdo derrubadas
e queimadas. Por conta disso, grandes extensdes de area da Amazbdnia séo
cobertas por florestas secundarias originadas de &reas abandonadas pela
agricultura ou pastagem.

Um estudo sobre estrutura e o estoque de fitomassa de uma floresta
secundaria foi conduzido em uma area experimental usada em uma pesquisa sobre
eficiéncia de combustdo e emissdo de gas carbbnico da floresta amazodnica,
localizada aproximadamente 50 km ao norte de Manaus. A vegetacdo da area
experimental foi derrubada e queimada em 1991, simulando as condi¢cbes em que
0 pequeno agricultor prepara o solo para plantios de subsisténcia. Dez anos apds a
gueimada, a floresta secundaria se mostrou bastante diferente da floresta original e
predominou entre as espécies dominantes os organismos da familia Burseraceae
(LIMA et al., 2007).

A familia Burseracea também foi alvo de um estudo de seis espécies

selecionadas do Cerrado da regido Centro-Oeste do Brasil, que sdo usadas na
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medicina tradicional para o tratamento de doencas infecciosas e apresentou
resultados positivos para atividades antimicrobianas sendo sugestionada pelos
pesquisadores como potencial para futuras investigacdes fitoquimicas guiada por
bioatividade (VIOLANTE et al., 2012).

Em um estudo floristico e fitossociolégico de uma floresta no Estado do
Amazonas, a familia Burceracea se destacou como uma das mais frequentes
(OLIVEIRA; AMARAL, 2004).

Em Roraima, a familia Burseracea aparece como destaque em um estudo
realizado por Marques-Souza e Kerr (2003), a pesquisa identificou tipos polinicos
através de uma amostra de mel de abelha que foi adquirido no municipio de
Mucajai. Entre as familias identificadas e relatadas em percentual, a familia

Burseraceae aparece em 60.9% do mel analizado.

1.3 O GENERO Trattinnickia

O género Trattinnickia pertence a familia Burseraceae e esta distribuido no
Brasil nos Estados do Amazonas, Para, Mato Grosso e Rondbnia, onde séo
conhecidos popularmente como breus (MARQUES; RIBEIRO, 1994).

Estudos realizados por Daly (1999) mostram que o género Trattinnickia
apresenta as seguintes caracteristicas: flores trimeras, frutos indeiscentes com
mesocarpo oleaginoso-resinoso rodeando trés pirenos fundidos e peciolos com
feixes vasculares andmalos na medula. As arvores de Trattinnickia normalmente
alcancam o dossel da floresta e tém flores relativamente grandes, célice fortemente
cupular, corola tubular longa com pétalas conatas em pelo menos 2/3 do seu
comprimento, fruto umbonado a depresso-ovéide com endocarpo pétreo, trilobado
(DALY, 1989).

O género Trattinnickia é citado como endémico da Mata Atlantica do leste do
Brasil e é considerada rara e ameacada. A primeira espécie do género foi coletada
em 1935 no leste do estado de Minas Gerais (DALY, 1999).

Siani et al. (2012) verificaram que para a comercializacdo da resina
produzida pelo género Trattinnickia, sao feitas adulteracées do produto em até 10%
do material comercializado livremente nos mercados em Manaus.

Para (MELO; MACEDO; DALY, 2007), o breu de Trattinnickia tém

distribuicdo Neotropical com um centro de diversidade e endemismo de espécies
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na Amazoénia Central, sendo encontrado da Costa Rica, até o Sudeste do Brasil
(Minas Gerais e Espirito Santo). Na Amazonia, as espécies geralmente ocorrem
em florestas de varzea, mas estende-se acima de 1000 m de altitude.

A Serra do Tepequém, local de coleta da T. burserifolia estudada nesta
pesquisa, possui uma altitude de 1200m e uma populacdo de Trattinnickia em

areas distintas da serra.

1.4 A ESPECIE T. burserifolia

Poucos sdo os estudos relacionados a constituicdo quimica de T.
burserifolia, podendo ser citado a pesquisa feita por Lima et al. (2004). A falta de
identificacdo botanica ainda € o maior entrave para conduzir pesquisas sobre as
espécies de Burceraceae, pois ainda existe um grande numero que ainda nao
foram identificadas (RIBEIRO, et al.,1999).

No Tepequém, observou-se a espécie T. burserifolia (figura 1) em habitat
rupicola, com individuos que chegam a uma altura de 8 metros de altura, sendo

estes distribuidos em popula¢@es por diferentes locais da serra.

Figura 1- Caracteristicas botanicas de T. burserifolia ocorrentes no Tepequém.

A: habito da planta; B: filotaxia da planta; C: aspecto de inflorescéncia da planta.

1.5 OLEO ESSENCIAL

Desde a Antiguidade se utiliza 6leos essenciais. A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) reconhece o valor das plantas medicinais somente a partir de 1970.
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No Oriente Médio, na China e na india, os 6leos essenciais eram utilizados em
praticas religiosas, na fabricagdo de cosméticos e no preparo de alimentos. Os
Oleos essenciais podem ser encontrados em diversas partes da planta como flores,
folhas, caules, raizes, frutos ou sementes. Estes 0leos podem sofrer alteracdes na
sua composicao devido a condi¢des ambientais, como precipitagdes ou tipo de solo
(MORAIS, 2009).

Segundo Balick e Cox (1997) os Oleos essenciais, que também se encaixam
como matéria prima para a obtencdo de constituintes na fabricacdo de farmacos,
sdo explorados com a perspectiva de sua utilizacdo na medicina, producdo de
cosmeéticos, fabricacdo de tintas sendo aproveitado também na culinaria. A
utilizacao de plantas na medicina é datada de 2.700 anos a.C., nhaquela época ja se
utilizavam espécies que fornecem principios ativos utilizados até hoje, como
exemplo a morfina.

De forma geral, 6leos essenciais sdo misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas, de aparéncia oleosa em temperatura
ambiente, por isso a designacédo de 6leo. O aroma agradavel e intenso da maioria
dos Oleos volateis € uma caracteristica importante e, portanto, também chamados
de esséncias apresentam a caracteristica de se evaporar quando sdo expostos ao
ar, devido ao fato de serem liquidos e aromaticos (HUFF, 1999).

Os Oleos volateis de plantas sdo conhecidos e utilizados por suas
propriedades bioldgicas, especialmente por combaterem fungos e bactérias e por
possuir propriedades antioxidantes (DEANS, 1993).

A diversidade de espécies oportuniza a identificacdo de produtos com
possivel utilizacdo econdmica. As plantas sdo uma fonte de produtos naturais
biologicamente ativos (SIMOES, 2003).

Paracelso introduziu o termo 6leo essencial durante a Renascenca e este
designava “a alma da planta”. Anteriormente a este periodo, Roma apds invadir
territérios, como o Egito, disseminou o uso de plantas aromaticas em banhos,
sendo que os romanos chegaram a ter mais de 1000 casas de banho por volta de
753 a.C. (SILVA, 1998).

Os Oleos essenciais sdo amplamente estudados por serem capazes de
proteger os sistemas biolégicos, especialmente membranas lipidicas, dos danos
produzidos pelo estresse oxidativo, considerado uma causa principal do

envelhecimento, das doencas degenerativas e do cancer (COZZI et al., 1997).
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Exercendo a funcdo de adaptacdo da planta ao meio ambiente, o Oleo
essencial atua na defesa contra o ataque de predadores, protecao contra perda de
agua e atracao de agentes polinizadores beneficiando dessa forma cada espécie.
Os Oleos essenciais sdo considerados importantes matérias primas para a
fabricacdo de produtos manufaturados nos setores de perfumaria, cosmética,
farmacéutica, higiene e limpeza, alimentos e bebidas (SIANI et al., 2012).

Um estudo feito por Guenther (1977) afirma que dependendo da quantidade
de isoprenos, unidades estruturais dos Oleos essenciais, estes poderiam ser
classificados e apresentar diferentes compostos oxigenados a exemplo: alcoois,
aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos e ésteres.

Os terpenoides atuam nas plantas em diferentes funcdes caracteristicas,
como por exemplo, na producdo de hormdnios (giberelinas), pigmentos
fotossintéticos (carotenoides), carreadores de elétrons (ubiquinonas), e em
mecanismos de defesa e comunicacdo. A maioria dos compostos apresenta baixo
peso molecular, natureza lipofilica e grande variedade de estruturas e alta presséo
de vapor a temperatura ambiente (BAKKALI et al., 2008).

Cabe ainda afirmar que os Gleos essenciais sdo assim conhecidos devido a
sua esséncia, odor caracteristico que varia conforme a parte em que é encontrado
na planta ou ainda conforme a interferéncia que o meio ambiente causa a ele
(MORAIS, 2009).

1.6 PRINCIPAIS CONSTITUINTES QUIMICOS DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os principais constituintes dos 6leos essenciais sdo o0s hidrocarbonetos
como 0SS monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides, e compostos
oxigenados como os ésteres, alcoois, aldeidos, cetonas, lactonas, fendis entre
outras substéncias de baixo peso molecular (GUENTHER, 1977).

Os constituintes dos 6leos essenciais das plantas pertencem a duas classes
quimicas distintas, os terpenoides e os fenilpropanoides. Apesar dos terpenos
representarem 0S componentes principais, ocorrendo muito mais frequente e
abundantemente, os fenilpropanoides presentes séo indispensaveis no sentido de
fornecer sabor e odor aos 6leos. Terpendides e fenilpropanoides sao originados de
precursores metabdlicos primarios diferentes e sdo gerados por meio de rotas
biossintéticas especificas (GONCALVES et al., 2003; SILVA et al., 2003).
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Os terpendides sdo sintetizados a partir de cinco unidades de carbono de
pirofostato de isopentenil, e seu isdomero, pirofosfato de dimetilalil. Apesar dos
fenilpropanoides ndo serem constituintes comuns nos 0Oleos essenciais, algumas
espécies contém porcdes significantes desse componente. Estes compostos sao
sintetizados a partir do aminoacido aromatico fenilalamina, dai o nome desta classe
(TURNER; GERSHENZON e CROTEAU, 2000).

Entretanto devem-se considerar as alteracdes sofridas pelos constituintes do
Oleo essencial levando em consideracdo o estudo de Morais (2009) ao afirmar que
os estimulos decorrentes do ambiente no qual a planta se encontra, podem
redirecionar a rota metabolica, ocasionando a biossintese de diferentes compostos.
Entre estes fatores podem ser citados a luminosidade, temperatura, pluviosidade, a
nutricdo, época da coleta do material de estudo e o horario em que se realiza a
coleta (MORAIS, 2009).

A literatura revela o isolamento de componentes distintos (figura 2) de 6leos
essenciais, chegando a superar o0 numero de quinhentos por amostra em um
estudo. A constituicdo quimica de um Oleo essencial pode apresentar 0s seguintes
constituintes  quimicos:  a-terpineol,  B-pineno,  a-pineno, B-cariofileno
(MALLAVARAPU; RAMESH, 2000).

Figura 2 - Constituintes quimicos encontrados em 0Oleos essenciais.

OH

a-terpineol B-pineno a-pineno

B-cariofileno

Fonte: Adaptado de Mallavarapu; Ramesh, (2000).

Em um estudo sobre a composicdo quimica do Oleo essencial de duas
espécies da familia Burceraceae, Siani e colaboradores (2012), identificaram
entre outros, 0s seguintes constituintes quimicos: eugenol, linalol e timol (figura
3).
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Figura 3 - Estrutura molecular de constituintes quimicos de 6leos essenciais.

CHs

HaCO e HO

eugenol linalol 2 CHz
timol
Fonte: Adaptado de Siani et al., (2012).

Entre os mais diversificados estudos sobre Oleos essenciais, sao
identificados distintos constituintes quimicos (tabela 1) sendo o mais incidente o

limoneno.

Tabela 1- Constituintes identificados em 6leos essenciais.

Oleo Essencial Componentes Principais

Améndoa Amarga

Bergamota

Cascada Canela

Cravo da india

Semente de Coentro

Limao

Lima (destilada)

Casca da laranja (doce)

Oleo de Rosa

Oleo de Hortela

Anis estrelada

Ylang ylang

Eucalipto

Benzaldeido

Bergamiol, limoneno, linalool, a-Pineno,y-Terpineno,
geranial, neral, geraniol, acetato de nerilo, acetato de
geranilo, e bergapteno

Cinaldeido, acetato de cinamilo, eugenol, cariofileno,
linalool, e a- Terpineol

Eugenol, cariofileno, acetato eugenilo e o -humuleno

Linalool, y- terpineno, canfora, a-pineno, p- cimeno,
limoneno e acetato geranilo

Limoneno, B-pineno, y-terpineno, geranial, neral, acetato
geranilo, acetato nerilo, citronelal, linalool e nonanal

Limoneno, B-pineno, y-terpineno, terpinoleno, p-cimeno, 1,4
eucaliptol e 1,8 eucaliptol

Limoneno, mirceno, decanal, octanal, linalool, citronelal,
neral, geranial, valenceno, a-sinensal e B-sinensal

Citronelol, geraniol, nonadecano, nerol, metil eugenol,
acetato geranilo, eugenol, efenil etanol e 6xido de rosa

I-carvona, limoneno, mirceno, 1,8 eucaliptol, acetato de
carvil, acetato dihidrocarvil, dihidrocarveol, octanol-3, e cis-
jasmona

Trans-Anetol, limoneno, anisaldeido, linalool e metil cavicol

D-Germacreno, linalool, a-farneseno, acetato de benzila, o-
cariofileno, acetato garanilo, benzoato de metila, salicicato
de benzila e acetato de eugenila

1,8 eucaliptol, a-pineno, p-cimeno e limoneno

Fonte: (ROWE, 2005).



27

1.7 UTILIZACAO DE OLEOS ESSENCIAIS

O uso dos oleos essenciais como agentes medicinais € conhecido desde a
remota antiguidade. Ha registros pictoricos de seis mil anos atras, entre 0s
egipcios, de praticas religiosas associadas a cura de males, as unc¢des da realeza,
e a busca pelo bem estar fisico, por meio dos aromas obtidos de partes especificas
de certos vegetais, como resinas, folhas, flores e sementes (BALBACH, 2002).

As substancias aromaticas também ja eram populares nas antigas China e
india, centenas de anos antes da era cristd, quando eram incorporados em
incenso, pocdes e varios tipos de acessorios, usados diretamente sobre o corpo.
No entanto, foi apenas a partir da Idade Média, através do processo de destilacao,
introduzido pelos cientistas muculmanos, que se iniciou a real comercializacao de
materiais aroméaticos (TYRREL, 1990).

Segundo Fuentes (2009) copal, nome popular de um género de
Burseraceae, é uma palavra asteca, que significa “gracas a este caminho” uma
alusdo a queima da resina também conhecida como breu que € comumente
utilizado em rituais religiosos. As resinas de Burseraceae s&o utilizadas para
producdo de 6leos essenciais que como incenso sao bastante requeridos em
aromaterapia e rituais exotéricos em geral.

A biodiversidade das florestas tropicais constitui-se na principal fonte de
biomoléculas para producéo industrial de medicamentos, cujas vendas chegaram a
nivel mundial a 30 bilhdes de ddlares anuais, mercado este em ampla extensdo
(SEARS, 1995).

Entre as diferentes aplicabilidades dos 6leos essenciais, podem ser citadas
inlmeras pesquisas, entre elas as que apresentam as diferentes propriedades
biolégicas em que os 6leos essenciais sdo usados. Acao larvicida, (RAJKUMAR,;
JEBANESAN, 2010), atividade antioxidante, (WANNES et al., 2010), acao
analgésica e anti-inflamatéria, (MENDES et al., 2010), fungicida, (CARMO; LIMA,;
SOUZA, 2008) e atividade antitumoral (SILVA et al., 2008).

Outro estudo relacionado a importancia dos 0leos essenciais verificou que
em raz&o de varios fatores, vem ocorrendo uma crescente procura por defensivos
alternativos para o efetivo controle de insetos-praga. Uma das classes de
compostos derivados de plantas, que vem se destacando no controle de insetos,

sao os Oleos essenciais, que ja fazem parte de formulacdes de pesticidas, capazes
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de matar e repelir insetos (ISMAN, 2006). A acdo dos Oleos essenciais contra
insetos é confirmada por Simas et al., (2004) ao verificar a eficiéncia do Oleo
essencial de Myroxylon balsamum contra as larvas do mosquito Aedes aegypiti.

Os constituintes quimicos encontrados em 6leos essenciais podem atuar
também como aditivos na racdo de frango de corte. Nesse estudo, Silva et al.
(2011) concluiram que a adi¢do de 0,4% do 6leo essencial de aroeira promoveu
uma melhoria na superficie absortiva intestinal das aves quando comparadas com
aves alimentadas sem promotores de crescimento.

Teixeira et al. (2013), também encontraram resultados positivos para adicdo
de Oleo essencial na racdo de frangos de corte ao observar a melhoria do peso do
frango.

Existe a comprovacéo cientifica do poder de cicatrizagcdo ocorrida com a
utilizacdo de 6leo essencial em estudos histolégicos realizado (KNEUGER et al.,
2007).

1.8 A PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL E O SEU CONSUMO

O Brasil aparece entre os principais paises fornecedores dos Oleos de
laranja, lim&o, lima e outros citricos. Destacado como o terceiro maior exportador
de 6leos essenciais, 0 Brasil apresenta alguns problemas a serem considerados
como falta de manejo ao extrativismo, padrdo de qualidade e baixos investimentos
governamentais que levam ao quadro estacionario do setor (BIZZO; HOVELL,
REZENDE, 2009).

Atualmente o mercado de Oleos essenciais movimenta suntuosos valores
financeiros em escala mundial. Por este motivo, desde o ano de 2001 que
empresas multinacionais comecaram a se instalar na Amazdnia, a exemplo
Crodamazon, Beraca (Brazmazon) e a Cognus. O mercado mundial gira em torno
de US$ 15 milhdes/ano, apresentando crescimento aproximado de 11 % por ano. A
importacdo de 6leo essencial no periodo de janeiro de 2005 a outubro de 2008 foi de
8.938 t, sendo 42% de mentas, 29% de citricos, 15% de o6leos de folhas, 4% de
Oleos de flores, 2% de oOleos de madeiras e 22% de outros 0Oleos essenciais
(INTRACEN, 2013). Quanto a exportacdo no periodo, o montante foi de 119.772 t,
havendo dominio total dos O6leos essenciais oriundos da industria citrica,

representando acima de 95% destas exportacdes (COMTRADE, 2013). O registro
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2013, feito pela INTRACEN, (graficol) mostra o crescente crescimento do mercado

de 6leos essenciais.

Grafico 1 — Crescimento da exportacdo mundial do comércio de 6leos essenciais.
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Fonte: (INTRACEN, 2013).

Ocupando a terceira posicdo de maior exportador de 6leos essenciais do
mundo, o Brasil perdeu apenas para os EUA e a Franca, tendo ultrapassado o
Reino Unido em 2007. de acordo com a base de dados americana United Nations
Commodity Trade Statistics Database (COMTRADE, 2013). Os maiores
consumidores de 6leos essenciais no mundo sdo os EUA (40%), a Unido
Européia — UE (30%), sendo a Franca o pais lider em importacbes (BIZZO,
HOVELL; REZENDE 2009).

Informacdes mais atuais da crescente exportacdo de Oleo essenciais, a
INTRACEN (2013) mostra que os EUA ainda ocupam a primeira posi¢cdo no
mercado enquanto que o Brasil passou a ser o quarto (grafico 2).

Gréfico 2 — Exportagdo de Oleos essenciais.
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1.9 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA
(CG-MS)

A cromatografia € um método empregado de forma ampla para separar,
identificar e quantificar constituintes quimicos em misturas complexas, pode ser
aplicada as componentes relativamente volateis sendo amplamente utilizada para
se estabelecer a pureza de compostos organicos. Nenhum outro método de
separacao é tao eficiente e de aplicacdo tdo generalizada como a cromatografia
(SKOOG, 2008).

Sao conhecidos dois tipos de cromatografia gasosa: cromatografia gas-
liquido (CGL) e cromatografia gas-solido (CGS). Devido ao grande uso da
cromatografia gas-liquido pelo meio cientifico, seu nome foi abreviado para CG,
sendo a combinacdo da cromatografia a gas e a espectrometria de massas
conhecida como CG-MS, do portugués cromatografia gasosa e do inglés mass
spectrometry, (SKOOG, 2008).

A Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-MS) é
uma das técnicas mais aplicadas na caracterizacdo de compostos quimicos
volateis, devido a simplicidade, preciséo e rapidez (AVATO et al., 2005).

Segundo Skoog (2008) o conceito de CG foi enunciado pela primeira vez em
1941 por Martin e Synge e somente depois de mais de dez anos foi que a CG foi
empregada rotineiramente em laboratérios. Desde 1955 que o método vem
evoluindo, principalmente depois de seu lancamento comercial. Hoje, cerca de 50
fabricantes de instrumentos oferecem cerca de 150 modelos diferentes de
equipamentos cromatograficos a gas com precos que variam de US$ 1.000 até
mais de US$ 50.000. Esta técnica permite a separacdo dos constituintes, que sao
introduzidos individualmente em ordem de eluicAo na camera de ionizagdo do
espectrometro de massas. O espectro de massas obtido para cada um dos
constituintes geralmente indica a massa molecular e o0 seu padrdo de
fragmentacao.

O padrao de fragmentacdo pode ser comparado eletronicamente com
agueles constantes da biblioteca de espectros de massas. Desse modo, € possivel
resolver picos cromatograficos parcialmente superpostos. Assim, a espectrometria
de massas acoplada a cromatografia gasosa fornece as fragmentacfes dos

componentes individuais separados (TAVARES et al., 2005).
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O sistema utiliza uma fase movel e uma fase estacionaria, o hélio é a fase
modvel gasosa mais comum, embora o argbnio, 0 nitrogénio e o hidrogénio sejam
também empregados (SKOOG, 2008).

A identificacdo de componentes de Oleos volateis por CG-MS faz a
associacdo com a determinacdo do indice de Kovats. Este procedimento vem
sendo aplicado com sucesso na identificagdo de substéncias de estruturas
conhecidas porque, em sua maioria, os dados gerados podem ser comparados
diretamente com os valores de tempo de retencéo (indice de retencéo) obtidos em
colunas de polaridades diferentes e com 0s espectros de massas dos constituintes
volateis publicados (ADAMS, 2007).

1.10 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Existe um grande numero de estudos relacionados ao papel fundamental
dos radicais livres e outros oxidantes que sdo vistos como responsaveis pelo
envelhecimento das células ou por doencas como cancer, catarata, doencas
cardiovasculares, disfuncbes cerebrais e a aquelas relacionadas a queda da
imunidade no corpo humano (ROESLER et al., 2007).

As substancias que, quando presentes em concentracdes ideais em relacao
aos substratos oxidaveis e que inibem ou atrasam significativamente 0s processos
oxidativos sdo conhecidos como antioxidantes. Com o combate aos processos
oxidativos tem-se menores danos ao DNA e as macromoléculas (VICENTINO;
MENEZES, 2007).

O processo metabdlico que leva a producdo de energia necessaria para as
atividades essenciais das células € chamado de oxidacdo. O estresse oxidativo é o
desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes causando assim danos aos
lipidios, proteinas, carboidratos, &cidos nucléicos e outras substancias oxidaveis,
prejudicando o metabolismo celular (LEITE, 2003).

Os seres vivos controlam a producédo de radicais livres através de diversos
compostos antioxidantes, os quais podem ter origem enddgena, ou serem
provenientes da dieta alimentar; vitamina E, vitamina C, selénio e carotendides
(SOUSA et al., 2007).

Naturais ou sintéticos, os antioxidantes possuem elevada estabilidade

oxidativa em fungé@o de sua estrutura molecular, e por isso desempenham papel
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fundamental na prevencao a oxidacdo de substancias. A existéncia de compostos
que inibem a oxidacdo em concentracfes especificas auxilia controlando os
processos oxidativos em alimentos e organismos (BROINIZI et al., 2008). A acao
antioxidante dos chas e condimentos de grande consumo no Brasil, estudada por
(MORAIS et al., 2009) é confirmada frente a acdo de compostos fendlicos. O
processo quimico realizado durante a atividade antioxidante € mencionado como
de grande importancia em uma pesquisa (HUANG, 2005).

Entre os métodos utilizados para a determinacdo da atividade antioxidante
de compostos organicos, encontra-se o método espectrofotométrico baseado na
reducdo do radical estavel DPPH, que permite fazer uma avaliacdo indireta da
capacidade sequestradora de radicais livres e assim associa-la com a capacidade
antioxidante da substancia em anadlise testada (BRAND-WILLIAMS; COVELIER,;
BERSET, 1995).

1.11 TOXICIDADE

Existe uma crescente busca por técnicas analiticas eficientes que consigam
detectar substancias que sdo considerados tdéxicos aos seres vivos. Geralmente
esses compostos toxicos estdo presentes em alimentos. Isso faz com que os testes
para detectar o grau de toxidade dessas substancias maléficas a seres vivos,
sejam feitos através de bioensaio. O método de bioensaio mais utilizado no mundo
inteiro é realizado com camundongos (RODRIGUES et al., 2009).

Na tentativa de desenvolver uma nova técnica para testar o efeito toxico de
substancias nocivas ao organismo humano, Rodrigues et al., (2009) realizaram um
trabalho sobre a toxicidade da mandioca utilizando o micro crustaceo Artemia
salina. Esta técnica ja foi utilizada anteriormente para avaliar toxicidade de
efluentes e poluentes ambientais e também para verificar a toxicidade produzida
por cianobactéria (PETER et al.,1997; GARCIA-RODRIGUES et al., 2004). Lewan
et al., (1992) também utilizaram a A. salina para teste toxico.

Para Rodrigues et al., (2009) o método que utiliza A. salina para verificacao
de toxicidade é considerado valido, pois apresentou precisdo e praticidade além de

mostrar viabilidade financeira e ser exequivel em um curto espaco de tempo.
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1.12 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Por acreditar que na natureza existem inUmeras possibilidades de adquirir
imunidade, a ciéncia procura desenvolver estudos que contribuam na acédo de
combate a micro-organismos causadores de doencgas aos seres Vivos.

Existe uma busca incansavel por novas substancias para combater bactérias
resistentes a mudltiplos antimicrobianos. Esse desafio parece fazer parte do
cotidiano cientifico, pois existe um numero grande de pesquisas relacionadas ao
teste de substancias possivelmente ativas para aquelas propriedades
antimicrobianas (PEREIRA et al., 2003).

Os produtos do metabolismo secundario acumulado pelas plantas podem
atuar de duas formas: na adequacao da resposta do sistema imune do hospedeiro
a infeccdo como atenuante de viruléncia ou agindo como potencializadores de
atividade antimicrobiana colaborando com a acdo de antibiéticos que ndo agem
mais com eficiéncia diante da multirresisténcia desenvolvida por alguns micro-
organismos (GONZALEZ-LAMOTHE et al., 2009).

A imunidade é tradicionalmente compreendida como inata ou adquirida.
Considera-se como imunidade inata aquela que consiste de elementos sempre
presentes e ativos em cada espécie animal para fazer a protecdo contra agentes
infecciosos enquanto que a imunidade adquirida utiliza antibiéticos ou respostas
imunes mediadas por células geradas como consequéncia de exposicado a agentes
infecciosos (HIRSH; ZEE, 2012).

A busca por novas substancias antimicrobianas a partir de produtos naturais
vem aumentando o interesse das industrias farmacéuticas, especialmente, em
espécies de plantas que sao utilizadas na medicina popular no tratamento de
infeccdes sistémicas em pacientes que apresentam o0 sistema imunolégico
comprometido (LIMA et al., 2006).

As propriedades antifungica, antibacteriana e inseticida dos Oleos volateis
estdo entre as mais testadas (STRATTON, 2000). Segundo Bizzo; Hovell e
Resende (2009), os Oleos essenciais possuem atividade antibacteriana e
antifingica sendo extraidos de plantas aromaticas e medicinais. Os Oleos
essenciais podem ser obtidos de diversas partes das plantas como: folhas, flores,

sementes, raizes, cascas e tubérculos.
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Os Oleos essenciais encontram sua maior aplicacao biolégica como agentes
antimicrobianos (NOSTRO, et al.,2007). Esta capacidade, presente na grande
maioria destes compostos, de certa maneira representa uma extensdo do proprio
papel que exercem nas plantas, fazendo a defesa contra bactérias e fungos
fitopatogénicos (JANSSEN; SCHEFFER; BAERHEIM-SVENDSE, 1987).

Os Oleos essenciais por serem amplamente estudados como agentes
quimicos antimicrobianos, possibilitam o descobrimento de novas substancias para
o combate dos micro-organismos considerados patogénicos a outros seres Vivos, a
exemplo o homem (MOURA, 2013).

A biotransformagé&o do limoneno em compostos de interesse comercial para
o combate de micro-organismos ou para outros fins (MAROSTICA JUNIOR;
PASTORE, 2007) é exemplo da importancia que a industria da aos compostos
considerados naturais. A tendéncia do mercado é justamente a de substituir
produtos sintéticos por aqueles encontrados na natureza.

A atividade antibacteriana dos OE’s pode abrir perspectivas, no sentido de
desenvolver um fitoterdpico eficaz e de baixo custo que pode ser usado no
tratamento de doencas infecciosas causadas por micro-organismos resistentes
(BERTINI, 2005).

Na avaliacdo de atividade de antibacterianos, deve ser utilizada ao menos
uma espécie de micro-organismo Gram-positivo e uma de Gram-negativo como
indicador de atividade antimicrobiana (SOUZA et al., 2000). Os métodos de selecéo
atualmente disponiveis para a detec¢do da atividade antimicrobiana de produtos
naturais definem-se em trés grupos: os métodos bioautograficos, de difusdo e de
diluicdo (VALGAS et al., 2007).

Em um estudo da atividade antimicrobiana deve-se seguir os métodos
indicados, a exemplo a aquisi¢do inicial de cepas testadas. Uma das técnicas
utilizadas para obtencdo de cultura pura é a técnica de esgotamento em placa
(HENRY, 1995).

E interessante que a substancia testada como antimicrobiano, tenha seu
estudo realizado em diferentes concentragfes, para que assim possa ser melhor
avaliada a concentracdo mais eficaz com acdo antimicrobiana. Para avaliar a
quantidade em que a concentracdo do agente antimicrobiano serd capaz de inibir

7

0S micro-organismos € realizada a Concentragdo Inibitéria Minima (MIC). A MIC
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consiste em determinar a concentracdo mais baixa do agente antimicrobiano que
inibe o crescimento visivel do micro-organismo testado (KONEMAM et al., 2008).

As diluicBes sucessivas cessam ao atingir-se a ultima concentracdo em que
0 6leo se mostra capaz de produzir acdo antimicrobiana, ou seja, a formacao do
halo inibitério (OPLUSTIL et al., 2004).

1.12.1 Caracterizacdo dos micro-organismos testados

Em estudos microbiol6gicos € importante que 0s micro-organismos utilizados
sejam identificados e tenham historico de utilizagdo nos testes objetivados na
pesquisa. Os pesquisadores utilizam micro-organismos padrdo de instituicées ja
reconhecidas como creditadas no meio cientifico como a American Type Culture
Collection, (ATCC) EUA; National Collection of Type Cultures (NCTC) Inglaterra e
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacédo
Oswaldo Cruz entre outras.

Mesmo de posse de micro-organismos confiaveis para utilizacdo em testes
cientificos, € Iimportante que o0 pesquisador conheca algumas de suas
caracteristicas para melhor interpretar 0s resultados obtidos na pesquisa
(PREVIATI et al., 2012).

Segundo Jawetz; Melnick e Adelberg (2009). Os procariotos apresentam um
tamanho relativamente pequeno, geralmente 1um de diametro e geralmente estao
associados a auséncia de membrana nuclear. Porém a regido especializada da
célula que contém DNA €& denominada nucledide, podendo ser vista em
microscopia eletrdbnica bem como no microscopio épitico apds o tratamento para
tornar o nucledide visivel.

A maioria dos procariotos possui apenas um cromossomo e o DNA
cromossOmico tem que se dobrar mais de mil vezes para ficar contido dentro da
membrana da célula procaridtica. Estdo presentes nos mais diversos ambientes e
se adaptam a nichos estreitamente circunscritos (JAWETZ; MELNICK;
ADELBERG, 2009).

O género Staphylococcus é composto por bactérias esféricas. A presenca de
esporos e flagelos ndo sdo observadas e a parede celular consiste em proteinas e
polissacarideos. O S. aureus cresce em de doze horas, produzindo culturas

opacas, lisas e com mais de 1 mm de diametro no agar. S&o anaerobios
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facultativos, resistem a dessecacao por semanas e a aquecimento por até 60°C por
trinta minutos. S&o encontrados no mundo inteiro em animais homeotérmicos e a
transmissdo de S. aureus entre animais e humanos é rara (HIRSH; ZEE, 2012).

A espécie mais importante do género Staphylococcus, € o S. aureus,
bactéria Gram-positiva assim denominada pela pigmentacdo amarelada de suas
colénias. Os membros dessa espécie sdo anaerédbios facultativos. A bactéria
produz toxinas que colaboram para sua patogenicidade (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012).

O S. aureus, embora encontrado com frequéncia como membro da
microbiota normal do corpo humano, é uma das bactérias mais importantes para
estudos patogénicos porque atua como agente de muitas infeccGes, variando
desde as mais superficiais até as mais graves. Geralmente as doencas causadas
por esse micro-organismo, se classificam como superficiais, invasivas ou toxicas,
ou ainda apresentar caracteristicas mistas, toxicas e invasivas. Devido ao aumento
de infeccOes hospitalares causadas por S. aureus, as pesquisas sobre o micro-
organismo vém aumentando nos ultimos anos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

A maioria dos S. aureus possui uma capsula polissacaridia, cuja funcao
principal é proteger a bactéria contra a fagocitose. O S. aureus produz varias
toxinas que atuam através de diferentes mecanismos. Algumas sao citotoxinas
outras sdo superantigenos. Os problemas na saude humana causados por essas
citotoxinas variam desde a quebra de hemacias até a morte das células
ocasionando maiores gravidades. O S. aureus também produz uma série de
enzimas extracelulares que atuam nas doencas causadas. E conhecido por
desenvolver resisténcia a antibiéticos aplicados que ocorrem devido a mutacdes
em seus genes (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Entre as doencas causadas por S. aureus podem ser citadas a bacterimia,
as endocardites, pneumonia, osteomielite, artrites, infeccbes de 6rgdo e tecidos
incluindo abscessos renais e cerebrais assim como meningites, intoxicacao
alimentar, Sindrome do Choque Toéxico e Sindrome da Pele Escaldada. O
diagnoéstico das infeccdes estafilococicas € feito com exame bacterioscopico de
esfregacos corados pelo Gram, isolamento e identificagdo do micro-organismo. Sao
observados no exame microscopico, colénias em forma de cachos de uva. O S.
aureus pode ser encontrado em varias partes do corpo humano como fossas
nasais, garganta, trato intestinal e pele. (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).
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Frequentemente referido como pneumococo, o Streptococcus pneumoniae é
uma espécie constituida por cocos Gram-positivos que se dispde aos pares ou em
cadeias curtas, sdo anaerobios, e crescem em agar sangue ou em Ouros meios
ricos. E um dos principais patégenos humanos, atingindo na maioria das vezes
criancas e idosos. O S. pneumoniae possui uma capsula que protege a célula
bacteriana da fagocitose. A infeccdo pneumococica tem inicio na nasofaringe,
podendo passar para o ouvido, pulméo e atingir a corrente circulatéria. As doencas
mais comuns causadas po S.pneumoniae Sao0 pneumonia, meningite, bacterimia,
otite média e sinusite (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Os Streptococcus sdo Gram-positivos, entretanto a medida que que a cultura
envelhece e as bactérias morrem, perdem sua caracteristica Gram-positiva e
podem aparecer como Gram-negativos (JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 2009).

Do ponto de vista taxonémico, 0s Streptococcus S0 0S que causam maior
variedade de doenca que qualauer outro tipo de bactéria. A aparéncia das
bactérias € em forma de cadeia que causam a destruicdo de células que realizam
fagocitose (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

O envoltério e a parede celular do Streotococcus assemelham-se a dos
Staphylococcus. As capsulas quando presentes compdem-se de polissacarideos e
sdo antifagociticas. S&o anaerdbios facultativos e obtém energia mediante
fermentacdo. Temperaturas de 55°C e 60°C destroem Streptococos, apenas S.
pneumoniae € soluvel em bile. Apds a incubacédo por um periodo de doze horas, 0s
estreptococos produzem colbnias claras (HIRSH; ZEE, 2012).

A Escherichia coli, bactéria Gram-negativa e patdgena apresenta quase
todas as cepas moéveis por flagelos peritriquios. Cepas de E. coli capazes de
produzir doengas residem no trato gastrointestinal inferior e sdo abundantes nos
ambientes habitados por animais. A transmissao da bactéria se da pela via fecal-
oral podendo produzir diarréia em todas as espécies animais, inclusive no homem
(HIRSH; ZEE, 2012).

A E coli é a bactéria mais comumente isolada em laboratorios clinicos. O
espectro patogénico da E. coli € amplo, e pode causar infec¢bes do trato urinério,
pneumonia em pacientes hospitalizados imunossuprimidos, meningite em recém-
nascidos e enterite ou gastroenterite. Até o ano de 1982, ndo havia grande
interesse por E. coli, porém elas foram associadas a colite hemorragica e Sindrome

Hemolitica-hurémica (HUS) uma doenca trombotica microvascular dos rins; o que
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despertou maior interesse em estudar a espécie. Uma caracteristica tipica da E.
coli € a producao de toxina que pode levar a morte humana. Tipicamente a E. coli
fermenta lactose (KONEMAN et al., 2008).

A E. coli é associada a doencas do trato urinério e a diarréias. O tratamento
dessas doencas deve ter a merecida atengao porque se ocorrer a contaminacgéo da
corrente sanguinea poderd ocorrer sepse (JAWETZ; MELNICK; ADELBERG,
2009).

O género Proteus é encontrado no solo, na agua e em materiais
contaminados com fezes. As espécies do género provocam infeccées nos seres
humanos somente quando deixam o trato intestinal, sendo encontradas em
infeccbes urinarias e causando bacterimia e pneumonia, bem como lesdes focais
em pacientes debilitados ou naqueles que recebem infusdes intravenosas. As
espécies de Proteus produzem uréase, resultando em rapida hidrélise da ureia,
com liberacdo de aménia, nesse sentido, infeccbes do trato urinario se tornam
alcalinas, favorecendo a formacdo de célculos e tornando a acidificacédo
praticamente impossivel (JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 2009).

O género Proteus possui a caracteristica de motilidade e inclui cinco
espécies entre estas a Proteus mirabilis a mais comumente isolada em humanos.
Classificada como Gram-negativa, a bactéria afeta o trato urinario e causa feridas.
Praticamente todas as cepas de P. miriabilis sdo sensiveis a ampicilina e
cefalosporinas, (KONEMAM et al., 2008).

As leveduras sdo fungos unicelulares, nao filamentosos, tipicamente
esféricos ou ovais. Sdo amplamente distribuidas na natureza e com frequéncia séo
encontradas no cotidiano como pé branco que encobre frutas e folhas. Algumas
leveduras produzem brotos que sdo chamados de pseudo-hifas que normalmente
estdo presentes em Candida albicans para invadir os tecidos mais profundos em
células humanas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Candida albicans é uma levedura parasitaria que habita as membranas
mucosas da maioria de mamiferos e aves. Apresenta coloracdo branca a creme,
lisas e brilhantes ap6s 3 dias de crescimento em uma temperatura de 25°C. C.
albicans é de grande interesse clinico, podendo causar lesdes granulomatosas
(cutaneas, mucosas e viscerais), casos de endocardite e meningite; ocorrendo com
frequéncia o comprometimento do trato urinario. O género Candida esta associado

a infeccdes oportunistas, em pacientes imunodeprimidos, a pesquisa da manana
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de C. albicans no sangue circulante vem sendo praticada, através do método Elisa
(LACAZ et al., 2002).

A parede celular é rica em manana e glucana possuindo a C. albicans
estrutura antigénica bastante complexa. C. albicans tem sido isolada de 4guas de
piscinas, introduzida provavelmente pelos préprios banhistas. A espécie prevalece
na secrecgdo vaginal e possui habilidade em formar hifas ou pseudo-hifas para se
aderir a superficie dos epitélios e secretar enzimas hidroliticas (LACAZ et al.,
2002).

As doencas produzidas pelas espécies do género Candida, rotineiramente
ocorre em um hospedeiro imunocomprometido. As Células de Candida sao
eucariotas, a parede celular contém glicopoteinas que sdo glicanas e
principalmente mananas. Também estao presentes lipideos e quitina. A espécie é
aerdbia obrigatdria, cresce satisfatoriamente em agar sangue ou agar Sabouraud
(HIRSH; ZEE, 2012).

Os fungos filamentosos possuem o corpo constituido de filamentos
denominados hifas. Na maioria dos filamentosos, as hifas possuem paredes
denominadas septos. Cada parte da hifa € capaz de crescer e quando um
fragmento é quebrado, ele é capaz de se alongar e formar nova hifa (TORTORA,
FUNKE; CASE, 2012).

Amplamente distribuido na natureza o género Penicillium é encontrado em
matéria organica em decomposicdo e no solo, sendo habitual contaminante em
cultivos rotineiros em laboratérios. Geralmente estes fungos sdo isolados de
secregcbes bronquicas, do escarro e lesbes cutaneas. Pacientes submetidos a
didlise ou que receberam transfusbes de sangue ou soros contaminados por
Penicillium, apresentam reacfes febris e sinais de intoxicacdo. Algumas espécies
de Penicillium séo potentes produtoras de micotoxinas (LACAZ et al., 2002).

Micotoxinas sdo metabdlitos toxicos produzidos por fungos microscépicos.
Alguns autores estimam o numero de espécies fungicas existentes entre 100 mil e
250 mil, das quais somente 200 tém a capacidade de produzir micotoxinas, e 30
delas, efetivamente, sdo responsaveis por quadros micotoxicos, entre estes fungos
o género Penicilium sp. faz parte da estatistica daqueles produtores de
micotoxinas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

O Penicillium é constituido de hifa estéril, estipe, ramos, ramulos, métulas,

fialides e conideos. A incubacdo para o crescimento pode chegar a sete dias.
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Algumas espécies de Penicillum produzem pigmento no reverso da colbnia,
variando a cor de amarelo opaco a marrom. O género pode produzir colénia com
aparéncia de veludo (velutina) ou de algoddo (flocosa). Espécies de Penicillium
provocam infeccbes no ouvido externo, endocardite e ceratite, sendo também

registrados casos de infeccdo no trato urinario, cerebral e pulmonar (LACAZ et al.,
2002).
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2 OBJETIVOS

A pesquisa se desenvolveu buscando atingir os seguintes objetivos:

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar os constituintes quimicos e verificar a atividade biolégica do 6leo

essencial de T. burserifolia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter o 6leo essencial através da técnica de hidrodestilacdo com aparelho
clevenger;

- Identificar os constituintes quimicos do 6leo essencial de T. buserifolia obtidos nos
periodos seco e chuvoso;

- Avaliar a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais extraidos de T. buserifolia;

- Verificar atividade antioxidante do Oleo essencial de T. buserifolia obtidos nos
periodos seco e chuvoso;

- Verificar a atividade de toxicidade do 6leo essencial de T. buserifolia obtidos nos

periodos seco e chuvoso.
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Para realizagdo da pesquisa, foram utilizados os seguintes materiais e

aplicados os seguintes metodos.

3.1 Area de estudo

O material botanico da pesquisa foi coletado na Serra do Tepequém,

localizada no municipio de Amajari (Figura 4).

Figura 4 — Area de coleta do material botanico.
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3.1.1 Caracterizacdo da area de estudo
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A Serra do Tepequém possui uma paisagem composta de cerrado e de

floresta amazénica, com uma altitude de aproximadamente 1200 metros acima do

nivel do mar no seu ponto mais alto e constitui uma formagéao tipo tepui, o clima

predominante na regido é o quente e umido (tipo Am) na classificacdo de Koppen,
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com temperaturas médias anuais entre 22 a 24°C . Para Nascimento, Tavares
Junior e Bezerra Neta (2012) o clima do Tepequém é caracterizado por possuir um
periodo seco bem definido com chuvas intensas ao longo do ano. Com uma
biodiversidade ainda pouco estudada, o Tepequém tem sido o destino de

pesquisas para muitas instituicbes de ensino (RORAIMA, 2012).

Devido a acdo do garimpo, em meados de 1936 até a década de 80, a
paisagem do Tepequém sofreu a acdo antrépica de forma desordenada. Situada no
municipio de Amajari, apresentando como limite ao norte o rio Amajari e ao sul a
ilha de Maraca, a formacédo Tepequém localiza-se entre o estado de Roraima e a
Venezuela (BARBOSA, 1992).

A Serra do Tepequém apresenta uma riqueza de fauna e flora exuberantes,
possuindo espécies endémicas. Atualmente o local se destaca como um dos
pontos turisticos mais visitados do Estado de Roraima e desenvolve sua economia
baseada neste perfil (RORAIMA, 2012).

Segundo Nascimento, Tavares Junior e Bezerra Neta (2012), o Tepequém
apresenta um acentuado desnivel altimétrico no topo da serra em razdo de varias

formas de relevo.

3.2 AMOSTRAGEM

Foi delimitada uma parcela de 1 hectare entre o platd da e a planicie da Vila
do Paiva na Serra do Tepequém. A pesquisa utilizou uma amostra composta da
casca do caule e o delineamento foi inteiramente casualizado. Para garantir o
enquadramento da variabilidade, foram realizadas dez coletas da casca dos caules
dos individuos. Utilizou-se como critério de selecdo dos organismos o DAP = 30
cm. Foram submetidas ao processo de injuria o total de 50 arvores para que a
estimativa do desvio padrdo estivesse dentro do esperado (95% de confianca).
Para cada cinco individuos foram retirados 1 Kg da casca do caule de T.
burserifolia totalizando 200 g por individuo, facilitando nesse sentido o processo de

cicatrizagéo da injuria feita no vegetal (MARQUES, 1994).
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3.3 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

O material vegetal de identificacdo botanica de T. burserifolia, foi coletado na
Serra do Tepequém, municipio de Amajari-Roraima. Foram feitas exsicatas de
todas as arvores que sofreram injuria para esta pesquisa. As exsicatas foram
identificadas e depositadas no herbéario da Universidade Federal de Roraima sob
namero de tombamento 3863 e 4873 a 4921.

Este estudo teve como determinador da espécie T. burserifolia o MSc.
Ricardo de Oliveira Perdiz, responsavel pela coleta e identificacdo das plantas
presentes nas grades e médulos PPBio, no Estado de Roraima.

Apés a identificacdo de todos os organismos que fizeram parte da
amostragem, foram coletados 200g da casca do caule de T. burserifolia de cada
organismo (cinquenta arvores) para extracdo do Oleo essencial. Evitando o
processo de oxidacdo, esse material (casca do caule) foi transportado em baldo
volumétrico (5000 mL). A vidraria foi coberta com papel aluminio e foi
acondicionada em isopor com gelo (BONONI; FIDALGO, 1984). O material

botanico foi coletado nos periodos seco e chuvoso (ALMEIDA, 2009).

3.4 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

No Laboratério de Produtos Naturais do Programa de Pdés-graduacdo em
Quimica da Universidade Federal de Roraima. O material coletado (casca do caule)
foi cortado com auxilio de faca, tesoura e tdbua para apoio.

O material cortado foi depositado em um baldo volumétrico de capacidade
5000 mL. Foi acrescentado 1L de agua destilada na vidraria que foi acoplada a
uma manta aquecedora. Durante o periodo de quatro horas o material foi exposto
ao processo de extracdo do 6leo essencial. Para extracdo do 6leo foi empregada a
hidrodestilacdo com arraste de vapor d’agua com a utilizagcdo de aparelho
clevenger.

O 6leo essencial obtido foi retirado do recipiente contendo hidrolato e éleo
com auxilio de micropipetador automatico utilizando ponteira com capacidade
100uL. O oleo essencial foi acondicionado em frasco de vidro esterilizado que

previamente foi identificado com etiqueta contendo a data da extracdo e o
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rendimento do 6leo. O frasco foi envolto com papel aluminio e mantido sobre
refrigeracdo (CASTRO, 2006).
De posse das amostras de 0leo essencial de T. burserifolia do periodo seco

(OETDbS) e chuvoso (OETbC), a pesquisa desenvolveu as seguintes etapas.

3.5 RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL DE T. burserifolia

Para o calculo de rendimento de 6leo essencial de cada periodo de coleta,

foi utilizada a seguinte férmula:

Massa de 6leo essencial obtido (g) x 100

Rendimento = :
Massa do material vegetal (g)

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC),
tendo como tratamento os 6leos essenciais obtidos nos periodos (seco e chuvoso)
de coleta. A variavel analisada foi o rendimento de Oleo essencial. Calculou-se a
média do rendimento entre os meses dos periodos seco e chuvoso e o desvio
padrdo (GONCALVES; MANCINELLI; MORAIS, 2009).

3.6 AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA (CG-MS)

A identificacdo da composicdo quimica do 6leo essencial de T. burserifolia
foi realizada no Centro de Biotecnologia da Amazonia- CBA, na cidade de Manaus.
Foi empregada a técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massa. As andlises foram realizadas em equipamento CG-EM modelo QP 2010 da
Shimadzu com detector para espectrometria em massa. Foi utilizado o hélio (He)
como gas de arraste.

O fluxo foi de 3pL por minuto, a injecdo modo Split 1:10 foi realizada com
injetor a 250°C e a presséo da coluna foi de 57,5 KPa. As amostras foram injetadas
no sistema CG-EM na concentragcéo de 1mg/mL em hexano grau HPLC. O impacto
de elétrons como fonte de ionizagéo foi de 70 eV e a coluna utilizada foi VF-5ms
(30m x 0.25 mm x 0.25mm). A determinacdo da composi¢do quimica do Oleo
essencial de T. burserifolia foi realizada através da relacdo tempo de retencéo das

substancias presentes no O6leo essencial com o tempo de retencdo de
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hidrocarbonetos lineares (série homdéloga de C9-C22) que foram coinjetados com a
amostra.

Foi calculado o indice de Kovats de cada constituinte quimico dos periodos
em estudo. Os indices de retencédo e os espectros de massa foram comparados
com os dados da espectrometria da tabela NIST e da literatura especializada no
CBA.

Os constituintes quimicos foram indicados em cromatogramas que exibiram
dos componentes encontrados no 6leo essencial de T. burserifolia nos obtidos nos

periodos seco e chuvoso (DIAS, 2005).

3.7 TESTE DE TOXICIDADE

O teste de toxicidade foi realizado no Laboratério de Produtos Naturais do
Programa de Pdés-graduacdo em Quimica, da Universidade Federal de Roraima.
Seguiu-se 0 método utilizado por Peters et al. (1997) em que é utilizado o micro
crustaceo A. salina como organismo teste.

O procedimento foi realizado em etapas. A primeira etapa foi o preparo do
ambiente artificial com solugcdo salina. Pesou-se 14g de sal marinho em balanca
analitica. Medido em proveta, 400 mL de agua destilada que foram depositados em
um aquario de vidro.

Para evitar o risco de morte das larvas por diminuicdo do pH durante a
incubacéo, utilizou-se pHmetro para ajustar o valor do pH no valor 8. Segundo
Lewan et al., (1992), um pH superior a 6 € essencial para o desenvolvimento de
nauplios de A. salina. Uma bomba de aeracgéo foi ligada no aquéario para oxigenar
a agua e otimizar o ambiente.

Em balanca analitica, pesou-se 10 g de cistos de A. salina que foram
introduzidos no aquario para eclodir em 4gua salgada por um periodo de quarenta
e oito horas sob aeracéo e luz continua, mantendo a temperatura foi controlada
entre 27° e 30°C.

Os cistos eclodiram com 48 horas e no intuito de elaborar as curvas de
toxicidade e o calculo da concentracéo eficiente (ECsp) foram feitas concentragdes
decrescentes. Em solucao salina (2%), feita em becker, foi adicionado 1L de 4gua
destilada e 20 g de sal marinho previamente pesado em balanca analitica e a
solucéao de Tween (1%) feita com 10 g de Tween 80 e 10 mL da solucéo salina.
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A solucdo de Tween 1% foi mexida com auxilio de bastédo de vidro e feita
para auxiliar na solubilizag@o do 6leo essencial. Pesou-se 0,01g do 6leo essencial
de T. burserifolia que foi acrescentado na solucdo de Tween 1% (solucéo de 6leo
essencial dissolvido- OED). A solucéo foi depositada em um baléo volumétrico de
10 mL e reservada. Este procedimento foi realizado para os periodos seco e
chuvoso.

Foram separados seis tubos de ensaio que foram etiquetados e
identificados com as diluicbes (em triplicata) para o 6leo obtido no periodo seco e
chuvoso. Utilizou-se dezoito tubos de ensaio para o periodo seco, idem para o
periodo chuvoso e um tubo de ensaio para o controle.

Utilizando pera e pipeta de 10 mL, foram feitas diluices das duas solucfes
preparadas. Para a realizacdo do teste de toxicidade, foram realizadas seis

diluicdes para obtencéo de seis concentracdes decrescentes (tabela 2).

Tabela 2 - Obtencéo de concentracfes para o teste de toxicidade.

Diluicbes Solucéo salina (mL) Solucéo de OE

(mL)

D1 7,5 mL + 2,5mL

D2 5mL + 5mL de D1

D3 5mL + 5 mL de D2

D4 5mL + 5 mL de D3

D5 5mL + 5 mL de D4

D6 5mL + 5 mL de D5

Na diluicdo D6 o volume final foi de 10 mL, por este motivo foi retirado 5mL

para padronizar os volumes.

Foi utilizado como controle 10 mL da solugdo salina e Tween 80,

acrescidos de dez nauplios de A. salina.

Apoés a eclosédo dos cistos depois de 48 horas com auxilio de pipeta de

Pasteur os nauplios foram separados e transferidos para os tubos de ensaio
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contendo 5mL das solu¢fes do 6leo essencial obtido no periodo seco e chuvoso a
serem testados.

Em cada tubo de ensaio foram depositadas dez nauplios de A. salina e
vinte e quatro horas ap0s a exposicdo as distintas concentracbes do Oleo
essencial de T. burserifolia foram contados o nimero de organismos que estavam

vivos, mortos ou imobilizados e assim calculados a sobrevivéncia.

Cada tubo contendo 5 mL ficou com as seguintes concentracdes de 6leo

essencial de T. burserifolia (tabela 3).

Tabela 3 — Concentracfes de 6leo essencial utilizados para o teste de

toxicidade.
Diluicbes Concentragdes (pg/mL)
D1 250
D2 125
D3 62,5
D4 31,25
D5 15,6
D6 7,8

Para cada concentracdo do 6leo essencial de T. burserifolia foi calculado o
valor médio da mortandade e o desvio padrdo. Com estes dados foram
construidas as curvas de toxicidade (mortalidade pela concentracdo) para o0s

periodos seco e chuvoso.

Para o calculo do percentual de toxicidade, utilizou-se a seguinte formula:

M(%) = Numero de organismos vivos x 100
Numero total de organismos no tubo (10)

O valor de ECsp (concentracdo que provoca a morte de 50% dos animais

testados) foi calculado utilizando o programa Origin 8.0.
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3.8 TESTE ANTIOXIDANTE

Foi utilizada a técnica de captura do radical livre DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) inicialmente descrita por Brand-Williams em 1995. O método é
baseado em uma reacdo quimica que avalia a captura do DPPH por antioxidantes
produzindo um decréscimo na absorbancia a 515 nm no processo quimico de
reacao antioxidante. Ocorre variagcdo de cor violeta escura para violeta clara
ocorrendo o monitoramento dos resultados em espectrofotometro (BRAND-
WILLIAMS, 1995).

A atividade antioxidante do 6leo essencial de T. burserifolia seguiu 0 método
disponibilizado por Santos et al. (2011). O teste foi realizado no Laboratério de
Alimentos do Programa de Pds-graduacdo em Quimica- PPGQ da Universidade

Federal de Roraima.

3.8.1 Preparo de solucdes

Das amostras compostas de 0Oleo essencial obtido nos periodos seco e
chuvoso separadamente, foi retirado 0,125g do Oleo essencial de T. burserifolia
para a preparacdo da amostra a ser testada (solugdo mae) em quatro
concentracdes (50, 100, 150 e 200 pg.mL™).

Para o preparo de uma solucdo 5 mg/mL utilizou-se pipeta de Pasteur, baldo
volumétrico de 25 mL e alcool metilico. Foi acrescentado separadamente 0,125 mg
do o6leo essencial de T. burserifolia (obtido nos periodos seco e chuvoso) e
adicionou-se metanol formando a solucdo de metanol e 6leo essencial.

Foram separados frascos de vidro e identificados como periodo seco e
periodo chuvoso que em triplicata indicaram quatro concentracdes 50; 100; 150 e
200 ug.mL™ partindo de uma concentracdo zero. As diluicdes foram reservadas

para posterior utilizag&o.

Pesou-se 0,0240 g de DPPH em balanca analitica e foi usado uma placa de
Petri para acondicionar o reagente. Adicionou-se alcool metilico na placa e com
auxilio de pipeta de Pasteur o DPPH foi retirado da placa e colocado em baldo

volumétrico (1000 mL).
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Na solucdo de DPPH, foi acrescentado alcool metilico até completar o
volume do baldo volumétrico (1000 mL). A solu¢do de DPPH foi armazenada em
frasco ambar.

Para fazer a curva de calibracéo, foram separados os vidros ja etiquetados
em triplicata para cinco concentragdes (10; 20; 30; 40 e 50 pg.mL™Y), para esta
etapa, utilizou-se a solucado de DPPH.

As amostras foram colocadas nas cubetas do espectrofotémetro (UV- 1800
da Shimadzu) para leitura.

Para determinacdo da atividade antioxidante, foram separados os frascos
etiquetados e identificados com os 0Oleos essenciais de T. burserifolia obtidos nos
periodos seco e chuvoso, sendo e as diluicdes realizadas em triplicata. Adicionou-
se 3,9mL de DPPH em todos os frascos e acrescentou-se 0,1mL da solucdo mae e
alcool metilico.

No Laboratério de Quimica Analitica do Programa de Pdés-graduacao em
Quimica da Universidade Federal de Roraima, utilizou-se um espectrofotdmetro
(UV- 1800 da Shimadzu) para fazer a leitura das amostras. Utilizou-se como
controle 3,9mL do DPPH e 0,1mL de metanol (no lugar da amostra), sendo o

branco o metanol.

Para limpeza das cubetas foi utilizada dgua destilada. Com monitoramento
do decréscimo na absorbancia em comprimento de onda (517nm), o célculo da

atividade antioxidante (AA) foi realizado a partir da equacao abaixo.

%AA= 100'[(Absamostra_ Absbranco) x 100/ Abscontrole - Absbranco]

A atividade antioxidante foi avaliada perante o consumo do radical DPPH e
a verificacdo da oxidacdo do 6leo essencial de T. burserifolia obtido nos periodos
seco e chuvoso. Cada ensaio foi realizado trés vezes sendo calculada a média
dos resultados o desvio padrdo. O gréfico de absorbancia pela concentracéo foi

feito através do programa Origin 8.0.
3.9 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As avaliacbes das atividades antimicrobianas do 6leo essencial de T.

burserifolia foram realizadas no laboratério de Microbiologia do Programa de PGs-
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graduacdo em Recursos Naturais (PRONAT), da Universidade Federal de
Roraima (UFRR).

3.9.1 Micro-organismos utilizados

Foram utilizados micro-organismos de referéncia, cepas de origem padrao
ATCC (American Type Culture Collection) e INCQS (Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude/FioCruz) além de um fungo proveniente de contaminagéo
do processo de micropropagacdo de orquideas do Laboratorio de Substancias
Bioativas do PRONAT (figura 5).

Figura 5 - Micro-organismos utilizados para o teste com 6leo essencial.

Micro-organismo Origem Identificagéo Classifica¢éo
Staphilococcus Bactéria
ATCC 25923 N
aureus Gram-positiva (G +)
Streptococcus Bactéria
) INCQS 00440 -
pneumoniae Gra-positiva (G +)
o . Bactéria
Escherichia coli ATCC 25922 )
Gram-negativa (G -)
o Bactéria
Proteus miriabilis INCQS 00557 )
Gram-negativa (G -)
Candida albicans ATCC 18804 Levedura
Penicillium sp. Contaminante - Filamentoso

3.9.2 Preparo dos materiais para realizacao de atividade antimicrobiana

Todo o material utilizado na atividade antimicrobiana foi esterilizado em
autoclave a temperatura de 121°C por 15 minutos (NEDER, 1992).

3.9.3 Reativacdo dos micro-organismos
As bactérias foram reativadas em caldo nutriente da Himedia®, que é um

meio de enriquecimento pela incorporacdo de 10% de sangue ou outros fluidos

bioldgicos (digestao péptica: 5.0; extrato de carne bovina: 1.50; extrato de levedura:
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1.50; cloreto de sodio: 5.0) adequado para o cultivo de micro-organismos mais
exigentes.

Apoés inoculacdo em caldo nutriente, as bactérias foram encubadas em
estufa de crescimento a uma temperatura de 36°C por um periodo de 48 horas.

A reativacdo da levedura foi realizada em caldo GYMP (glicose: 2,0%;
extrato de levedura: 0.5%; extrato de malte: 1,0%; fosfato de sodio monobasico:
0,2%) foi adicionado Cloranfenicol (0,02%) incubadas 48 horas a uma temperatura
de 25°C.

O fungo filamentoso utilizado na pesquisa foi isolado do processo de
contaminacdo de microcultivo de orquideas do Laboratério de Substancias

Bioativas do PRONAT, mantido no meio agar Sabouraud.

3.9.4 Obtencao de cultura pura

Para a obtencao de cultura pura de bactérias e fungos, foi utilizada a técnica
de esgotamento em placa (HENRY, 1995). Com auxilio de alca bacteriol6gica
estéreis 0s micro-organismos foram inoculados em placa de Petri contendo meio
de cultura agar Muller Hinton (MH) para bactérias e agar Sabouraud (SB) para
fungos. Contendo o in6culo, as placas foram colocadas para crescimento dos
micro-organismos em estufa de crescimento (Nova Etica) a uma temperatura de
36°C para bactérias, estufa de crescimento de leveduras (incubadora B.O.D.
Tecnal TE-371) a uma temperatura de 24°C e estufa de crescimento de filamentoso
(incubadora B.O.D. 411D — Nova Etica) a uma temperatura de 25°C no periodo de

24 horas para bactérias e quatro dias para os fungos (OPLUSTIL et al., 2004).

3.9.5 Calculo das concentracdes de 6leo essencial

Para realizacdo dos calculos, foi levada em consideracédo a quantidade do
Tween 80. O teste antimicrobiano do OETb foi realizado em triplicata tanto para o
0leo obtido no periodo seco quanto para o chuvoso. A capacidade de absorcao de
cada disco de papel (DME) é de 10 pL. Foram calculadas as seguintes

concentracoes (tabela 4).
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Tabela 4 - Concentracdes de 6leo essencial para atividade

antimicrobiana.

Concentracéo Oleo essencial Tween 80
100% 180 pL + -
75% 135 L + 45 pL
50% 90 pL + 90 pL
25% 45 pL + 135 pL
10% 18 pL + 162 pL

2% 3,6 L + 176,4 pL

As concentracbes foram preparadas com auxilio de micropipetador
automatico de 100 e 1000uL, acondicionadas em frascos identificadas e protegidas

da luminosidade.

3.9.6 Impregnacéao dos discos

Na camara de fluxo laminar Classe Il, utilizou-se placas de Petri identificadas
com as seis concentragdes (100%; 75%; 50%; 25%; 10% e 2%) de OETb obtido no
periodo seco e chuvoso. Os antimicrobianos Gentamicina (30 mg/mL) e Itraconazol
(30 mg/mL), juntamente com Tween 80 também foram identificados em placa de
Petri. Em cada placa foram colocados os discos para impregnacédo (NCCL, 2003).

Com micropipetador automético de foram inoculados 10 pL das
concentracbes do O6leo essencial de T. burserifolia, dos controles positivos
(antimicrobianos comerciais) e negativo (tween 80) em cada disco. Foram

utilizados discos de papel (DME) estéreis com 6 mm de diametro.

3.9.7 Padronizacao dos in6culos

Para padronizacdo dos inoculos utilizou-se a Escala de MacFarland com
grau de turbidez de 0,5 o que representa aproximadamente 10° UFC/mL (Unidades
Formadoras de Colbnia). Com auxilio de swab foram retiradas aliquotas das

culturas isoladas em placas de Petri, as quais foram introduzidas em solucao salina
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previamente esterilizada e comparada com o grau de turbidez 0,5 da escala de
McFarland.

Ao atingir o grau de turbidez 0,5 na Escala de McFarland (108 UFC/mL) os
micro-organismos suspensos em solucéo salina, por meio de comparacao, foram
inoculados (1mL da solugdo microbiana) em placas de Petri contendo cerca de 15
ml do meio Mueller- Hinton (bactérias) e Agar Sabouraud (fungos), com uma
espessura de aproximadamente 4 mm (SHADOMYS, 1980).

Com auxilio da alca de Drigalsky as solu¢cfes microbianas foram espalhadas
uniformemente pelos meios de cultura nas placas de Petri. Todo o procedimento foi
realizado em triplicata e feitas as identificacdes necessérias nas placas de Petri:
periodo testado, meio de cultura, micro-organismo testado e data.

Cada placa em agar Mueller Hinton e Sabouraud contendo o indculo,
bactérias e fungos respectivamente, recebeu 6 discos de papel (6mm),
impregnados com 0leo essencial em 6 concentra¢des distintas (100%, 75%, 50%,
25%, 10% e 2%), além dos discos de controle positivo (Gentamicina para bactérias
e lItraconazol para fungos) e controle negativo (tween 80). Os discos foram
inoculados com pingas esterilizadas em cada placa previamente identificada como
periodo seco e chuvoso.

3.9.8 Incubacéo dos micro-organismos

Os micro-organismos foram colocados para crescimento nos seus
respectivos meios, MH e SB (bactérias e fungos) e foi realizada observagcédo de
crescimento. As estufas de incubacao foram as mesmas utilizadas no item 3.9.4 A

temperatura para bactérias foi de 36 °C e 25°C para fungos (KONEMAN et al.,
2008).

3.9.9 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (MIC)
Para esta etapa, foi realizado todo o procedimento descrito nos itens (3.9.4;

3.9.5; 3.9.6; 3.9.7; 3.9.8). As concentragbes utilizadas para MIC foram

determinadas conforme os resultados inibitérios mais significativos.
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Para determinacao de MIC, foram testadas as concentragdes 1,5%; 1,0%;
0,5%; 0,25%; 0,1%; 0,05% do Oleo essencial de T. burserifolia do 6leo essencial

obtido no periodo seco e chuvoso.

3.9.10 Preservacao dos micro-organismos

Foram transferidos 800 pL do indéculo para tubo do tipo eppendorf e
acrescidos 200 pL de glicerol. Os tubos foram fechados, identificados e

armazenados em freezer a uma temperatura de -80°C.

3.9.11 Anédlise da atividade antimicrobiana

Para a verificacdo da atividade antimicrobiana através da medi¢do do halo
de inibicAo microbiano, os diametros foram medidos com auxilio de régua
milimetrada e obtida a média e o desvio padréo.

Os resultados foram observados nas triplicatas para cada micro-organismo
testado com 6leo essencial de T. burserifolia do periodo seco e chuvoso. Todos os
resultados foram observados no periodo de vinte e quatro, quarenta e oito e
setenta e duas horas. A observacdo dos resultados para o fungo filamentoso
testado se deu depois de trés dias com os mesmos intervalos de horas que as
bactérias (devido ao tempo necessario para o crescimento).

Os dados obtidos foram utilizados para os célculos estatisticos através do

programa Bioestat versado 5.0 por meio do teste de Tukey (p<0.05).

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A pesquisa sobre os constituintes quimicos e atividade antimicrobiana do

Oleo essencial de T. burserifolia apresentou os seguintes resultados.
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4.1 RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL DE T. burserifolia OBTIDO NOS
PERIODOS SECO E CHUVOSO

Foram obtidos rendimentos crescentes do 0leo essencial retirado da casca
do caule de T. burserifolia. No periodo seco o0 més que apresentou maior
percentual de rendimento foi margo (0,127 p/v) e no periodo chuvoso agosto (0,136
p/v), conforme (gréafico 3).

Embora o periodo seco compreenda um periodo de tempo maior que o
chuvoso (ALMEIDA et al., 2006), observou-se que a média do rendimento do 6leo

essencial de T. burserifolia da serra do Tepequém foi maior no periodo chuvoso.

Gréfico 3 — Rendimento do 6leo essencial de T. burserifolia.
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Para Goncalves, Mancinelli e Morais (2009) o rendimento de 6leo essencial
esta associado ao horario de coleta do material. As coletas das cascas do caule de
T. burserifolia utilizadas nesta pesquisa, em ambos os periodos foram realizadas
pela parte da manha e a tarde, ndo sendo realizadas coletas entre 11 e 15 horas,
horéarios ineficientes para rendimento de Oleo essencial de algumas espécies
(GONCALVES; MANCINELLI; MORAIS, 2009).

O rendimento do 6leo essencial do capim citronela se mostrou suscetivel a
época de corte do material (MARCO et al., 2006). O rendimento de 6leo essencial
de capim-limdo mostrou diferenca estatistica significativa (Tukey 5%) para
diferentes épocas de coleta (FIGUEREDO; DELLACHIAVE; MING, 2006).
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Existem muitos estudos que levam em consideracdo o periodo da coleta do
material, condicbes de secagem e o tempo de extracdo do 6leo essencial a
exemplo Agostini et al. (2005); Corréa et al. (2004); Rodrigues et al. (2011).

4.2 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

Foram identificados 23 constituintes no 6leo essencial de T. burserifolia
obtido no periodo seco e 47 no Oleo essencial obtido no periodo chuvoso. Os
constituintes majoritarios foram e limoneno (seco = 32,70%; chuvos0 = 18,77%),
0-3-careno (seco = 28,85%; chuvoso = 11,23%) e a-pineno (seco= 16,35%;
chuvoso= 12,01%).

Os resultados da identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial
de T. burserifolia por CG-EM, corroboram com a conclusdo de Mardstica e
Pastore (2007) ao afirmarem que para 6leos essenciais o limoneno se apresenta
como constituinte majoritario.

Para o 6leo essencial de T. burserifolia a quantidade de limoneno foi
distinta nos periodos seco (32,70%) e chuvoso (18,77%). O limoneno, 4-isoprenil-
1-metil-ciclo-hexeno, € um monoterpeno antimicrobiano natural em vegetais
podendo ser utilizado em resinas, aplicacdes em borracha, sintese de outros
compostos quimicos e tintas, Maréstica e Pastore (2007).

Para Khalid (1983) a familia Burseraceae acumula grandes quantidades de
triterpenos da série oleano e ursano. Pontes et al. (2007) em um estudo quimico
feito com uma espécie da familia Burseracea verificou acao eficiente de a-
terpineno contra &caros. O a-terpineno (0,27%) no Oleo essencial de T.
burserifolia foi identificado somente no periodo chuvoso.

O constituinte p-cimeno foi identificado nos periodos seco e chuvoso com
percentuais proximos (3,71% e 3,74% para 0s respectivos periodos), este
constituinte quimico, também foi identificado por Marquesi et al. (2010) em uma
espécie estudada da familia Burseraceae.

Do total de constituintes quimicos no periodo seco (tabela 5), 4 constituintes
aparecem como nao identificados. Do total de constituintes no periodo chuvoso
(tabela 6), 7 constituintes quimicos aparecem como nhao identificados. Foram
identificados 10 constituintes comuns entre os periodos seco e chuvoso. No

processo de CG-MS, os cromatogramas do 0leo essencial obtido no periodo seco
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(figura 6). e chuvoso (figura 7).foram construidos a partir do indice de retencéo dos
componentes quimicos analisados do OETb obtidos nos periodos estudados. Os

picos mais altos identificam os constituintes de maior quantidade.

Figura 6 - Cromatograma do Oleo essencial de T. burserifolia - periodo seco.
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Figura 7 - Cromatograma do Oleo essencial de T. burserifolia — periodo chuvoso.
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Tabela 5 - Constituintes quimicos identificados no 6leo essencial de T. burserifolia

no periodo seco.

Pico PS Const quimi PS IK Area %
a-pineno 939 16,35
2 Acido pentanoico 940 0,52
3 N&o identificado 0,58
4 Sabineno 975 0,49
5 B-pineno 979 3,52
6 Mirceno 990 3,2
7 d -3-careno 1011 28,85
8 p-cimeno 1024 3,71
9 Limoneno 1029 32,7
10 B-felandreno 1029 3,26
11 y-terpineno 1059 0,32
12 N&o identificado 0,23
13 Terpiloneno 1088 0,71
14 Terpinen-4-ol 1177 0,7
15 a- terpineol 1188 0,45
16 Guaiacol-p-vinil 1309 0,32
17 Verbanol acetato 1343 0,33
18 N&o identificado 0,35
19 a-copaeno 1376 1,72
20 B-elemeno 1390 0,57
21 B-cariofileno 1419 0,48
22 N&o identificado 0,37
23 Guariol 1600 0,28
Total de picos (%) 100
Total de picos identificados (%) IK 98
Total de picos nédo identificados (%) 1,53

PS: Periodo Seco; Const quim PS: constituintes quimicos do periodo seco; IK: indice de Kovats.

Marques e Ribeiro (1994) verificaram a presenca de triterpenos no género

Trattinnickia enfatizando que ele é bastante utilizado pela populacdo indigena e

ribeirinha da Regido amazbnica porque este género produz o “breu” que tem

aplicacdes na medicina popular (inflamacdes em geral) ou outras aplicagbes como

a calafetagem das embarcacdes e 0 uso como pesticida.

Por este motivo acredita-se que espécies do género Trattinnickia merecem

uma atencéo voltada para desenvolvimento financeiro para auxiliar as populacdes

gue dependem dos recursos naturais como fonte de aquisicdo monetaria.



Tabela 6 - Constituintes quimicos identificados no 6leo essencial de T.

burserifolia no periodo chuvoso.

Pico PC Const quimi PC IK Area %
1 a-pineno 939 12,01
2 Sabineno 975 0,57
3 B-pineno 979 3,3
4 Mirceno 990 0,74
5 ® -3-careno 1011 11,23
6 a — terpineno 1017 0,27
7 p-cimeno 1024 3,74
8 Limoneno 1029 18,77
9 B —ocimeno 1037 1,07
10 a —camfolenol 1126 0,31
11 N&o identificado 1,94
12 Limoneno 6xido- 1136 0,76
13 Limoneno 6xido- 1142 0,58
14 Isocitral 1147 0,61
15 p-metil- 1182 0.39
16 p-cimen-8-ol 1182 7,17
17 N&o identificado 1182 0,7
18 Neo dehidro- 1194 0,91
19 Trans carveol 1216 0,47
20 Isofereno-4- 1217 2,23
21 Carvono 1243 0,79
22 Car-3-em-2-ono 1248 1,23
23 N&o identificado 0,63
24 Thujanol acetato 1295 2,36
25 N&o identificado 15
26 Acetato de 1307 1,89
27 Patchenol 1318 1,58
28 p-menta-1,4-dien- 1327 1,61
29 Linalool 1337 2,07
30 Verbanol acetato 1343 0,85
31 Trans-peripitol 1346 2,6
32 N&o identificado 0,88
33 N&o identificado 1,21
34 Undecenol-10 1363 1,35
35 Undecanol-n 1370 4,3
36 a —copaeno 1376 1,84
37 N&o identificado 0,76
38 B —elemeno 1390 0,74
39 Trans-cardina- 1476 0,12
40 B —selineno 1490 0,3
41 a —muuroleno 1500 0,34
42 y-cadineno 1513 0,2
43 Hedicariol 1548 0,4
44 Oxido de 1582 1,54
45 Epi-cedrol 1619 0,33
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Continuacao da tabela

Pico PC Const quimi PC IK Area %
46 1-epi-cubenol 1628 0,58
47 Allohimachalol 1622 0,24
Total de picos (%) 100
Total de picos identificados (%) 1K 92,39
Total de picos néo identificados (%) 7,62

PC: Periodo Chuvoso; Const. quim PC: Constituintes quimicos do periodo chuvoso; IK:

indece de Kovats.

Mardstica e Pastore (2007) desenvolveram uma pesquisa para mostrar a
biotransformacdo do limoneno para aquisicdo de compostos quimicos nédo
comumente encontrados na natureza, a exemplo a-terpineol e o carvono que foram
identificados no 6leo essencial de T. burserifolia (0,45% e 0,79% respectivamente).
Séao encontradas muitas dificuldades nas metodologias em biologia molecular para
melhorar os resultados alcancados por biocatalise, ressaltando que este € um ramo
promissor na economia, pois 0S compostos produzidos na biotransformagéo
tendem a substituir compostos obtidos sinteticamente.

O 6leo essencial de T. burserifolia, além de possuir 0s compostos pouco
encontrados na natureza (a-terpineol e o carvono) ou tentados a serem produzidos
por biotransformacao, possui ainda como constituinte majoritario o limoneno citado
por Marostica e Pastore (2007) como fonte de biotransformacéo para constituintes
guimicos de alto interesse comercial. O mirceno, encontrado no OETb no periodo
seco e chuvoso possui atividades analgésicas (FERREIRA, FONTELES, 1989).

Alguns monoterpenos sao utilizados para estudos com atividades
farmacoldgicas relacionadas ao Sistema Nervoso Central (SNC). A
hidroxidiidrocarvona é obtida através da hidratacdo da carvona (0,79% presente no
Oleo essencial do periodo chuvoso de T. burserifolia). Através de testes realizados
em camundongos, concluiu-se que a hidroxidiidrocarvona possui atividade no SNC.
(Oliveira, 2007)

Marquesi et al. (2010) em um estudo da composi¢cdo quimica de duas
subespécies do Protium heptaphyllum (Burseraceae), identificaram em uma das
subespécies o constituinte p-cimeno (4,75%), que apresentou valor préximo ao p-
cimeno encontrado no 6leo essencial do periodo seco e chuvoso ( 3,71% e 3,74%)
de T. burserifolia.
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Para a outra subespécie estudada, Marquesi et al. (2010) identificaram um
valor de p-cimeno (39,93%) superior ao encontrado no 6leo essencial de T.
burserifolia. No mesmo estudo também se identificou o limoneno com percentual
inferior (11,87%) ao encontrado no 6leo essencial de T. burserifolia no periodo
seco e chuvoso respectivamente (32,70% e 18,77%). Através do estudo realizado
com T. burserifolia uma mistura de duas espécies do mesmo género, foi isolado um

novo monoterpeno além de triterpenos conhecidos (LIMA et al., 2004).

4.3 TESTE DE TOXICIDADE

Devido a caréncia de informacdes cientificas sobre a espécie T. burserifolia
frente a verificacdo da acao toxica do 6leo essencial, esta pesquisa buscou fazer
comparagdo com outras familias a titulo de mostrar a eficiéncia do método
aplicado.

Os resultados do teste de toxicidade obtidos neste estudo corroboram com a
alta toxicidade de uma espécie da familia Burseraceae estudada por Camargo et
al. (2010), sendo o estudo realizado com extratos da planta.

Silva et al. (2010) utilizaram o mesmo método para testar a acdo toxica de
uma espeécie da familia Lamiaceae sendo considerado o 6leo essencial estudado
como toxico. Outros pesquisadores também podem ser citados como adeptos do
método para o teste de toxicidade (ARAUJO et al., 2009;CERQUEIRA et al.,2007;
GARCIA-RODRIGUES et al., 2004).

Vale esclarecer que a leitura do resultado para o teste de toxicidade
classifica-se como altamente toxico resultados que apresentam valores entre O-
500; toxicidade média entre 500-1000 e baixa toxicidade ou atoxico valores acima
de 1000 para o numero de sobreviventes de A. salina (GARCIA-RODRIGUEZ et
al., 2004).

Domingues et al. (2010) com estudo feito para familia Myrtaceae, obtiveram
valor de DLso= 84,91 pg/mL, inferior ao valor de DLsy, do 6leo essencial de T.

burserifolia (Burseraceae) no periodo chuvoso (tabela 7).
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Tabela 7 - Valores de DLsp para aplicacdo do 6leo essencial dos periodos

seco e chuvoso de T. burserifolia com o micro crustaceo A. salina.

Amostra DLso (Hg/mL)
Periodo seco 86,072
Periodo chuvoso 45,286

O dleo essencial obtido no periodo chuvoso as distintas concentragfes de T.
burserifolia para matar os nauplios de Artemia salina, foi mais eficiente se
comparada ao 6leo essencial obtido no periodo seco, caracterizando portanto o
Oleo essencial obtido no periodo chuvoso como mais toxico que o 6leo essencial

obtido no periodo seco (tabela 8).

Tabela 8 - Mortalidade das larvas de Artemia salina frente a agéo do 6leo

essencial de T. burserifolia.

Concentragéo Periodo seco Periodo chuvoso
(Mg/mL) x S x S
250 73.33 0,057 100 0
125 66,66 15,28 96,66 5,77
62,5 30 10,00 40 0
31,25 26,66 .77 33,33 o, 77
15,62 23,33 .77 26.66 11,55
7.81 16,66 .77 2333 .77

& média; S: Desvio padrao.

Segundo Rodriguez et al. (2009), para o teste de toxicidade utilizando
Artemia salina, quanto menor o valor de DLsy encontrado, maior seré o efeito toxico

da substancia correspondente. No caso do 6leo essencial de T. burserifolia, a
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toxicidade se manifesta conforme as concentracdes do 6leo essencial e exibe
resultados distintos para os periodos seco e chuvoso.

O oOleo essencial de T. burserifolia apresentou valor de Dose Letal para
50% dos nauplios eclodidos (DLsp) mais toxico para o periodo chuvoso (45,28
mg/mL) em relacdo ao periodo seco (86,07 mg/mL). Para o efeito dose-resposta,
houve aumento de mortalidade conforme o aumento da concentracdo do Oleo

essencial de T. burserifolia (gréfico 4).

Gréfico 4 - Efeito Dose-Resposta do Oleo Essencial de T. burserifolia no

periodo seco e chuvoso.

110 -
100
%0
80
70
60 -

50

40 Dose-Resposta
®  Periodo Seco

® Periodo Chuvoso

indice de Mortalidade (%)

30

20

10 I T I T I T I T I T I 1
0 50 100 150 200 250

Concentragéo (ug.mL™)

Vale ressaltar que a leitura do resultado para o teste de toxicidade se
classifica como altamente toxico, média toxicidade e baixa toxicidade ou atoxico.
Quanto menor ECsp, mais toxico sera a substancia correspondente (GARCIA-
RODRIGUEZ et al., 2004).

Observou-se nas curvas de toxicidade do periodo seco e chuvoso (grafico

6), um comportamento sigmoide tipico de curvas “dose-resposta”, o que permitiu o
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ajuste das mesmas com o célculo dos valores de Dose Letal — 50% (DL50) para

ambos os periodos testados frente a acdo do 6leo essencial de T. burserifolia.

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Foram obtidos bons resultados na construgcédo da curva de calibracdo, que
apresentou coeficiente de correlagcdo R= 0,99984 o que possibilitou a verificacdo da
atividade antioxidante de T. burserifolia através do sequestro do radical livre DPPH
(grafico 5).

Grafico 5 - Curva de calibracéo para atividade antioxidante (DPPH).
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Os resultados desta pesquisa foram discutidos em nivel de potencial
antioxidante de Oleos essenciais, pois ainda existe considerada lacuna de
conhecimentos cientificos sobre atividade antioxidante do género Trattinnickia.

A absorbancia do OETb foi aumentando conforme o aumento da

concentracdo do OE do periodo seco e chuvoso (grafico 6)



Grafico 6 - Absorbancia do 6leo essencial de T. burserifolia.
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Souza et al. (2011) ndo observou atividade antioxidante para o Oleo

essencial de Braccharis tridentada. Andrade et al. (2012) em estudo feito com

Cinnamomum zeylanicum, Cymbopogon nerdus e Zingiber officinale observaram

atividade antioxidante para somente para uma das 3 espécies estudadas.

Guimaraes et al. (2011), conseguiram identificar pequena atividade antioxidante do

Oleo essencial de capim-liméo.

O Oleo essencial de T. burserifolia apresentou absorbancia com valores

muito baixos para atividade antioxidante (tabela 9).

Tabela 9 - Reducao do DPPH pelo 6leo essencial de T. burserifolia

% Atividade antioxidante

Concentragdo da amostra (ug.mL™)

©
é 50 100 150 200
<
UA. S AA UA S AA UA S AA UA S AA
x x x x
0OSs 0,51 0,09 13,2 0,54 0,02 8,10 0,56 0,01 4,65 0,58 0,003 1,20
PC 0,54 0,07 8,10 0,55 0,02 6,37 0,57 0,002 2,93 0,59 0,005 0,58

(Absorbancia do controle: 0,586 nm; Adsorbancia do branco: 0,007 nm; A: amostras; PS: periodo

seco; PC: periodo chuvoso; S: desvio padrdo; AA: atividade antioxidante; UA: absorbancia).
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Os periodos seco e chuvoso apresentaram um valor abaixo de 14 pug/mL
(tabela 10) caracterizando a auséncia de atividade antioxidante. Por este motivo
néo foi calculado o ECso.

De um modo geral, os estudos citados entre tantos outros disponiveis,
mostram que 0s Oleos essenciais apresentam baixa ou auséncia de atividade
antioxidante. E claro que a busca incessante de novas substancias que combatam
os radicais livres é fato inacabado e os 6leos essenciais por sofrerem a acdo de
fatores ambientais podendo assim alterar sua constituicdo, estdo presentes na

extensa possibilidade de estudos dos antioxidantes.

4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O dleo essencial obtido no periodo seco, apresentou acdo antimicrobiana
somente para Proteus miriabilis e Penicillium sp., enquanto que o 6leo essencial
obtido no periodo chuvoso inibiu o crescimento de todos 0s micro-organismos
testados (tabela 10).

Na literatura consultada, ndo foram encontrados registros para atividade
antimicrobiana do 06leo essencial da espécie T. burserifolia. Nesse sentido, foi
realizada a discussdo dos resultados mediante Oleo essencial de espécies da
familia Burceraceae e acdo antimicrobiana de 6leos essenciais de outras familias,
considerando resultados para 0s mesmos micro-organismos utilizados nessa
pesquisa. Foram ainda considerados a acao antimicrobiana dos constituintes
quimicos encontrados no OETb obtidos no periodo seco e chuvoso.

Mariotti et al. (2014) testaram o O6leo essencial de Gunera manicata
(Gunneraceae) para atividade antimicrobiana. Entre o0s micro-organismos
utilizados, dois foram o0s mesmos utilizados para os testes antimicrobianos
realizados com o O6leo essencial de T. burserifolia (Burseraceae). Os micro-
organismos S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922 apresentaram 0sS
respectivos didmetros de halos (20 mm e 23mm) para o 6leo essencial de Gunera
manicata e para o Oleo essencial de T. burserifolia (20mm e 10mm), mostrando
assim similaridade nos resultados para S. aureus e um menor para o halo de

inibicdo da espécie E. coli.
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Tabela 10 - Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de T. burserifolia.

Micro-organismo Classificagdo Atividade
» PS PC

Staphilococcus aureus Bactéria _ +
Gram positiva (G +)

Streptococcus pneumoniae Bacteria - +
Gram positiva (G +)

Escherichia coli Bactéria ) +
Gram negativa (G -)

Proteus miriabilis Bacteria + +
Gram negativa (G -)

Candida albicans Levedura - +

Penicillium sp. Filamentoso + +

PS: Periodo Seco; PC: Periodo chuvoso; (+): presenca de atividade antimicrobiana; (-): uséncia
de atividade antimicrobiana.

Para Toigo et al. (2004) a acdo antimicrobiana de OE de uma espécie da
familia Lameaceae mostrou-se eficiente contra micro-organismos dos géneros
Staphylococcus sp. e Candida sp., sendo ineficiente para o género Escherichia sp.
O teor de limoneno encontrado (5,93%) na pesquisa, foi inferior ao teor de
limoneno encontrado neste estudo (32,70% e 18,77%) para Oleo essencial obtido
no periodo seco e chuvoso respectivamente.

O limoneno é o principal constituinte dos 0Oleos essenciais, é responsavel
pela inibicdo do crescimento microbiano em vegetais (MAROSTICA JUNIOR;
PASTORE, 2007). Entre os constituintes quimicos identificados no OETb o
limoneno estd presente em maior quantidade tanto no Oleo essencial obtido no
periodo seco quanto no chuvoso. Nakahara et al. (2003) afirmam que o mirceno,
(encontrado no 6leo essencial do periodo seco e chuvoso) s6 possuiu relato de
atividade antimicrobiana quando em efeito sinergético com outros componentes
principais do OE estudado.

Estudos realizados por Leite et al. (2007), confirmam a ac&o antimicrobiana
de a-pineno e B -pineno. Entre os constituintes quimicos do 6leo essencial de T.
burserifolia, foram identificados a-pineno (16,65% no 6leo essencial obtido no
periodo seco e 12,01% no periodo chuvoso) e B-pineno (3,52% no 6leo essencial
obtido no periodo seco e 3,30% no periodo chuvoso).

As explicagbes para a acdo de Oleos essenciais como antimicrobianos séo
as mais diversas possiveis, a maioria apresenta uma relagdo com o rompimento da
membrana ou da parede celular. Os OE’s possuem a capacidade de coagular o

citoplasma e danificar lipideos e proteinas da membrana. A parede e a membrana



70

celular quando danificadas possibilitam o escape de macromoléculas, o que pode
ocasionar uma lise celular (GUSTAFSON, 1998). A desistabilizagdo da parede e da
membrana celular pela agcdo de OE’s é também aceita como explicagdo da
atividade antimicrobiana por Denyer (1995); esta afirmacdo é confirmada por
Aiemsaad et al. (2011).

Em estudo sobre a acdo do OE de Inala graviolens e Santolina corsica
Guinoiseau et al. (2010) observaram que ocorreu lise celular na atividade
bactericida e que algumas células bacterianas sofreram afinamento da parede,
percebendo-se a perda da homogeneidade do conteudo celular pela formacao de
granulos citoplasmaticos.

Existem componentes dos Oleos essenciais que sao distintos em cada 0Oleo
essencial e apresentam habilidade para romper ou penetrar na estrutura lipidica
presente nas bactérias Gram-positivas (KOYAMA et al., 1997).

Para Kubo et al. (1993), a atividade antimicrobiana pode ser verificada frente
aos terpenos encontrados em algumas plantas. Nesta pesquisa o 6leo essencial
obtido no periodo seco e no chuvoso foram identificados terpenos como
constituintes quimicos do OETD (tabela 11).

Segundo Greay; Hammer (2011), os monoterpenos interferem na integridade
e funcionamento da membrana celular, através da mudanca de potencial de
membrana, perda do material citoplasmatico e inibicdo da cadeia respiratoria.
Genes codificadores de fatores de viruléncia podem sofrer alteracdo frente a
exposicao de terpenos (QUIU et al., 2011).

O OETb apresentou em seus constituintes quimicos hidrocarbonetos volateis
gue para Sikkema; Bont; Poolman (1995) inibem o crescimento de bactérias.

Possivelmente os 6leos essenciais atuam na parede celular de fungos,
causando o vazamento do contetdo celular (AMARAL; BORA, 2005). Essa
informacao é confirmada por Rasooli et al (2006) ao estudar a acdo antimicrobiana
do Oleo essencial de Thymus eriocalyx ao observar através de microscopia
eletrbnica de transmissdo que o 6leo essencial causou danos severos na parede
celular, membrana e organelas celulares de Aspergillus niger.

Para Sikkema; Bont; Poolman (1995), a acumulacdo de compostos lipofilicos
na membrana celular das bactérias pode causar problemas de toxidade, afirmacéo

confirmada por Di Pasqua et al. (2006).
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O oleo essencial de T. burserifolia obtido nos periodos seco e chuvoso foi
caracterizado com alto nivel de toxicidade e este fato pode estar relacionado com a
capacidade de inibicdo do crescimento antimicrobiano. No periodo seco ECsg
(86,07 pg/mL) apresentou um valor maior que o ECsq (45,28 pg/mL) do periodo
chuvoso, confirmando nesse sentido a maior eficacia da agcdo antimicrobiana do
OETb no periodo chuvoso.

Segundo Di Pasqua et al., (2006), a toxicidade pode estar relacionada com a
capacidade de provocar danos a parede celular. Os compostos lipofilicos
existentes nos OE’s passam através da parede e membrana citoplasmatica e
podem afetar a estruturas das diferentes camadas de polissacarideos, fosfolipideos
e acidos graxos, fazendo a permeabilizacdo que nas bactérias esta associada com
a perda de ions, a reducdo do potencial de membrana, ao colapso da bomba de
protons e ao esgotamento de ATP.

O mecanismo de acdo dos monoterpenos envolve principalmente efeitos
toxicos a estrutura e a funcdo da membrana celular (SEIXAS et al., 2011).

O efeito do OETb pode ser potencializado se for combinado com outros
constituintes quimicos a exemplo a pesquisa feita por Garcia-Garcia et al. ( 2011)
gue obtiveram melhores resultados para acao antimicrobiana da associagao entre
cravacol e timol em concentragdes distintas.

Para Alves et al. (2008) a espécie S. aureus ATCC 25923 obteve desvio
padréao igual a 0,57 em suas médias do halo de inibicdo microbiano para o teste
feito com 100% no 6leo essencial estudado, enquanto que o OETb na mesma
concentracdo apresentou um desvio padréo igual a zero frente a mesma cepa. Isto
significa que estatisticamente o resultado das média para o OET foi melhor porque
nao houve variacdo entre suas médias (tabela 11).

O diametro do halo de inibicdo do 6leo essencial puro variou conforme o
micro-organismo testado apresentando maior eficiéncia em numeros de micro-

organismos afetados pelo OETb no periodo chuvoso que no seco.
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Tabela 11 - Média do diametro do halo de inibicdo microbiana [100%)] do 6leo

essencial de T. burserifolia obtido no periodo chuvoso.

Diametro do halo (mm)

Micro-organismos utilizados

- S

x
S. aureus
20 0
G (+)
S. pneumoniae
19,33 1,2
G(+)
E.coli
9,33 1,2
G()
P. miriabilis
7 0
G()
C. albicans 13 0
Penicillium sp. 23,33 57

O desvio padrédo do halo de inibicdo do género Penicillium sp. foi maior com
Oleo essencial do periodo chuvoso que no seco; ndo foi observada atividadede
antimicrobiana para 0s demais micro-organismos no periodo seco com a

concentracédo do 6leo puro (gréafico 7)
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Gréfico 7 — Atividade antimicrobiana do 6leo essencial puro.
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A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de T. burserifolia, na mesma
concentragdo para todos 0s micro-organismos testados, ocorreu com concentracao
de 25% do O6leo essencial obtido no periodo chuvoso apresentando resultados

significativos (tabela 12).

Tabela 12 — Resultado do teste de Tukey (p < 0.05) para concentracéo de 25% do
Oleo essencial de T. burserifolia obtido no periodo chuvoso.

Micro-organismos testados testado (9)]
le2 <0.01
le3 <0.01
le4 <0.01
leb <0.01
leb6 <0.01
2e3 Ns
2e4 Ns
2eb Ns
2eb6 <0.05
3e4d Ns
3eb Ns
3eb Ns
4eb5 Ns
4e6 Ns
5e6 Ns

1- S. aureus; 2- Penicillium sp.; 3- S. pneumoniae; 4- E. coli;5- C. albicans;
6- P. miriabilis; Ns: n&o significativo.
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O micro-organismo E. coli ATCC 25922 também foi testado com o Oleo
essencial de Lantana camara (Verbenaceae) e apresentou resultado significativo
no combate da bactéria (COSTA et al., 2009). Também foi alcancado resultado
significativo para E. coli ATCC 25922 submetida a ag&o antimicrobiana do OETb do
periodo chuvoso.

Para Bispo Junior et al. (2012) a espécie S. aureus ATCC 25923 apresentou
MIC de 0,1% do extratode testado.de uma espécie estudada. Para o OETb o MIC
foi de 0,05% do 6leo no periodo chuvoso, verificou-se neste sentido uma eficacia
melhor com a utilizacdo de OETb do periodo chuvoso para S. aureus ATCC 25923
do que no trabalho realizado por Bispo Junior et al. (2012).

Para determinar o constituinte quimico que de fato inibe a acdo do
crescimento dos micro-organismos testados, faz-se necessario um estudo mais
aprofundado da acdo antimicrobiana do OETb nos periodos seco e chuvoso. O
efeito do 6leo essencial de T. burserifolia obtido em ambos periodos pesquisados,
pode ser potencializado se ele for combinado com outros constituintes quimicos, a
exemplo o trabalho realizado por Garcia-Garcia et al. (2011) que obtiveram
melhores resultados para acao antimicrobiana da combinacdo entre dois
constituintes com concentragdes diferentes.

Segundo Novacosk; Torres (2006), os micro-organismos E. coli ATCC 25922
e S. aureus ATCC 25923 guando submetidos a agdo antimicrobiana do OE de
cedro apresentam mesmo MIC (0,2%). Nesta pesquisa, o MIC para S. aureus foi
em menor concentracéo (0.05%).

Entre os micro-organismos testados com OETb obtido no periodo seco e no
chuvoso, S. aureus apresentou resultado mais significativo frente a acdo de
inibicdo do crescimento microbiano (na concentracdo de 25%), seguido de
Penicillium sp., P. miriabilis foi 0 menos significativo; S. pneumoniae. E. coli e C.

albicans apresentaram médias intermediarias (grafico 8).
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Grafico 8 - Atividade antimicrobiana do Oleo essencial de T. burserifolia obtido no

periodo chuvoso na concentracao de 25%
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Na determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC), foram

observados resultados significativos entre as médias dos halos de inibicdo para P.

miriabilis e Penicillium sp. (grafico 9) através do teste de Tukey (p< 0.05).

Grafico 9 — Resultado das medias dos halos de inibicdo microbiana da
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Outras pesquisas podem ser citadas como colaboragéo para averiguacao e
entendimento de como age o0s 6leos essenciais no combate aos micro-organismos
(ARAUJO et al, 2011; BERTINI, 2005; BURT, 2004; CAL, 2006; COSTA, 2009;
COX; MANN; MARKHAM, 2001; CUNHA et al, 2004; DI PASQUA et al., 2006;
DOMINGUES et al., 2007; NASCIMENTO et al, 2007; OLIVEIRA et al.,, 2011,
PEREIRA et al., 2008; SANTOS, 2005; SILVA et al, 2011; SILVA, 2011; SOUZA, et
al., 2013; TEPE, et al., 2005; VIOLANTE, et al., 2012).

Segundo estudos realizados por Leite et al. (2007); Mardstica Junior;
Pastore (2007), o Oleo essencial de T. burserifolia apresentou em seus
constittuintes quimicos, componentes que agem contra a proliferacdo de micro-
organismos patolégicos a saude humana (B-pineno,a-pineno, limoneno).

Pelo fato de ser uma espécie ainda pouco estudada, a pesquisa sobre a
atividade antimicrobiana do Oleo essencial de T. burserifolia, merece um estudo
mais detalhado, para averiguar a acdo individual ou sinergética de seus
constituintes quimicos nos micro-organismos ou para realizar outros testes como
por exemplo a verificagdo de acgao antitumoral. O OE de T. burserifolia parece ter

um futuro bem promissor se for pesquisado com o auxilio de novas tecnologias.
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5 CONCLUSOES

Os constituintes majoritarios identificados no 6leo essencial de T. burserifolia
foram a-pineno, 6-3-careno e limoneno, os quais sdo considerados importantes
para biotecnologia;

O 6leo essencial de T. burserifolia ndo apresenta atividade antioxidante;

O periodo de obtencdo do Oleo essencial influenciou os resultados do teste
de toxicidade, sendo mais eficiente aqueles obtidos no periodo chuvoso ocorrendo
atividade toxica na ordem direta das concentracgdes;

O Oleo essencial obtido no periodo seco apresentou atividade
antimicrobiana somente para P. miriabilis e Penicillium sp., enquanto que o dleo
essencial obtido no periodo chuvoso apresentou atividade antimicrobiana para
todos os micro-organismos testados;

Os periodos seco e chuvoso do 6leo essencial influenciaram diferentemente
para a MIC frente aos micro-organismos;

O dleo essencial de T. burserifolia possui constituintes quimicos de interesse
biotecnolodgico, e atividade antimicrobiana confirmada para os micro-orgnismos

testados.
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