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RESUMO

A familia Myrtaceae compreende mais de 3.100 espécies, que estdo amplamente
distribuidas na América e na Australia. O género Myrcia DC., inclui 300 espécies em
todo o territério brasileiro, e aproximadamente, 52 espécies habitam no estado da
Bahia. Este trabalho descreve a variacdo sazonal da composi¢do quimica dos 6leos
essenciais das folhas de Myrcia alagoensis O. Berg, Myrcia guianensis (Aubl.) DC. e
Myrcia rostrata DC. coletadas num remanescente de floresta no municipio de
Alagoinhas, estado da Bahia, regido nordeste do Brasil, em quatro diferentes
estacfes durante os anos 2008 e 2009. Os Oleos essenciais foram obtidos por
hidrodestilacdo das folhas frescas ap0s trés horas, em um aparelho de Clevenger.
Os Oleos foram analisados por CG-DIC e CG-EM. Foram identificados diferentes
compostos, com predominancia de sesquiterpenos, a exemplo do Carotol, B-
Farneseno (E), Cariofileno, Germacreno D e Farnesoato de metila (2E, 6E), os quais
foram predominantes na maioria das amostras analisadas. A composi¢cado quimica
dos constituintes de todas as amostras de 6leo essencial exibiu uma significativa
variacdo sazonal. Todas as amostras de 6leo, com excecdo da Myrcia guianensis
(Aubl.) DC., tiveram suas propriedades antimicrobianas testadas contra sete
bactérias (Staphylococcus aureus resistente a novobiocina, Staphylococcus aureus
resistente a estreptomicina e a diidroestreptomicina, Bacillus cereus, Escherichia
coli, Escherichia coli sensivel a trimetoprima e resistente a sulfonamida, Salmonella
choleraesuis e Pseudomonas aeruginosa) e duas leveduras (Candida albicans e
Candida parapsilosis) pelo método da microdiluicdo em caldo. A Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) foi determinada e os Oleos essenciais foram ativos contra
todos 0s microrganismos avaliados.

Palavras-chave: Myrtaceae, Myrcia, 0Oleo essencial, sesquiterpenos, atividade
antimicrobiana, Concentragao Inibitoria Minina (CIM).



ABSTRACT

The family Myrtaceae comprise more than 3.100 species, wich are widely distributed
in America and Australia. The genus Myrcia DC., include 300 species in all Brazilian
territory and approximate 52 species reside in Bahia state. This work reports the
seasonal variation of the composition of leaf essential oils of Myrcia alagoensis O.
Berg, Myrcia guianensis (Aubl.) DC. and Myrcia rostrata DC. harvested in the
remainder of forest in the municipal district of Alagoinhas, Bahia, northeastern region
of Brazil in four different season during the years 2008 and 2009. The essential oils
were obtained by hydro-distillation from fresh leaves after three hours in a Clevenger
apparatus. The oils were analyzed by GC-FID and GC-MS. Different compounds
were identified with predominancy of the sesquiterpenes, for example Carotol, [3-
Farnesene (E), Caryophyllene, Germacrene D and Methyl Farnesoate (2E, 6E),
which were predominant in most of the analyzed samples. The chemical composition
from all essential oil samples showed meaningful seasonal variation. All the sample
oils, with exception of Myrcia guianensis (Aubl.)) DC., had their antimicrobial
properties tested against seven bacteria (Staphylococcus aureus resistant a
novobiocine,  Staphylococcus  aureus resistant a  streptomycin  and
dihidrostreptomycin, Bacillus cereus, Escherichia coli, Escherichia coli sensitive a
trimetoprime and resistant a sulphonamide, Salmonella choleraesuis and
Pseudomonas aeruginosa) and two yeasts (Candida albicans and Candida
parapsilosis) by the broth microdilution method. The Minimal Inhibitory Concentration
(MIC) was determinate and the essential oils were active against all microorganisms
evaluated.

Keywords : Myrtaceae, Myrcia, essential oil, sesquiterpenes, antimicrobial activity,
Minimal Inhibitory Concentration (MIC).
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1 INTRODUCAO

O continuo aparecimento de novos mecanismos microbianos de resisténcia a
terapéutica disponivel nos dias em curso tem gerado uma corrida dos laboratérios
de pesquisa e da industria farmacéutica para a producdo e o langcamento de um
namero crescente de novos agentes antimicrobianos, mais eficazes e com menores
riscos de toxicidade e de ocorréncia de efeitos colaterais adversos.

A literatura aponta os compostos fendlicos presentes nos 6leos essenciais,
como 0s principais componentes responsaveis pela atividade antimicrobiana destes
produtos do metabolismo secundario de plantas, e sinaliza a possibilidade dos
mesmos serem utilizados, na industria, para a conservacao de alimentos (POIANA et
al., 2008), principalmente, pelo fato de existir uma forte discussao a respeito dos
aspectos relativos a seguranca no uso de preservantes quimicos na industria
alimenticia.

Assim, surge um grande interesse ndo apenas da industria farmacéutica por
novos agentes antimicrobianos, mas também do setor industrial no ramo de
alimentos e cosméticos, em substituir os atuais compostos sintéticos, por similares
oriundos de fontes naturais. Neste sentido, os Oleos essenciais aparecem como
potenciais candidatos, uma vez que amostras derivadas de diferentes espécies de
plantas tém mostrado pronunciada atividade antimicrobiana frente a uma ampla
gama de microrganismos.

E notdrio que o estudo da composicdo quimica, bem como da atividade
biologica dos 6leos essenciais € 0 primeiro passo para a descoberta de compostos
com potenciais usos na industria de alimentos, como preservantes; na agricultura,
como herbicidas naturais e na protecdo de grdos e sementes estocados; assim
como, na industria farmacéutica, potencializando os efeitos dos antibibticos ja
disponiveis.

A familia Myrtaceae ocorre nas regides tropicais e subtropicais do globo,
compreendendo entre 3.100 e 4.600 espécies, que se encontram distribuidas em
144 géneros (SOBRAL, 2003). Uma das caracteristicas mais marcantes dos
representantes deste grupo € a presenca de glandulas oleiferas evidentes nas
folhas, flores e frutos sob a forma de pontos translicidos, isto explica a significativa

producdo de Oleos essenciais por algumas de suas espécies.
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A literatura retne pesquisas que indicam as propriedades antiinflamatoria,
antidiarréica (RUSSO et al.,, 1990 apud CERQUEIRA et al., 2007) e antidiabética
(MATSUDA et al., 2002), além das atividades antimicrobiana (CERQUEIRA et al.,
2007), moluscicida e larvicida (OLIVEIRA, et al., 2006) dos O6leos e extratos
provenientes de diferentes espécies de Myrtaceae. O género Myrcia DC., apesar da
sua riqueza em numero de espécies tanto no Brasil quanto na Bahia, ainda é pouco
estudado, seja do ponto de vista quimico como botanico e bioldgico. Estudos
realizados no Rio Grande do Sul envolvendo a composicdo quimica de algumas
espécies de Myrcia DC. apontaram a predominancia de sesquiterpenos ciclicos,
principalmente aqueles derivados das vias de ciclizagdo do cadinano, germacrano e
cariofilano (LIMBERGER et al., 2004).

A riqueza de espécies da familia Myrtaceae do género Myrcia DC. na regido
do Litoral Norte do estado da Bahia, e a pressdo antropica que estas vém sofrendo
nos ultimos anos atreladas a escassez de estudos envolvendo a composi¢ao
quimica e a atividade biologica dos representantes deste grupo taxondmico

motivaram a consecucao da presente pesquisa.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar a composicdo quimica e a atividade antimicrobiana in vitro dos
Oleos essenciais de espécies da familia Myrtaceae pertencentes ao género Myrcia
De Candolle., oriundas de um remanescente de Floresta Ombrofila Densa em
estagio secundario de regeneracdo, no municipio de Alagoinhas, no estado da
Bahia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar quimicamente 0s Oleos essenciais obtidos das espécies
Myrcia alagoensis O.Berg, Myrcia rostrata DC. e Myrcia guianensis (Aubl.) DC.

2. Comparar a composicdo quimica qualitativa e quantitativa dos Oleos
essenciais produzidos em diferentes estagios sazonais.

3. Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos éleos essenciais frente a
alguns microrganismos, pelo método da microdiluicdo em caldo com determianacao

da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM).
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPIA

3.1.1 Perspectiva Historica

Desde tempos imemoraveis, 0 homem busca nos recursos naturais meios
para melhorar suas proprias condigcdes de vida, ampliando consideravelmente as
suas chances de sobrevivéncia. As civilizagcbes primitivas, de modo perspicaz,
notaram a existéncia, ao lado das plantas utilizadas na alimentagdo, de outras,
dotadas de maior ou menor toxicidade que, ao serem experimentadas no combate
as doencas, revelaram o seu potencial curativo, ainda que empiricamente. Toda
essa informacéo foi sendo, de inicio, transmitida oralmente as geracdes posteriores,
para depois, com o aparecimento da escrita, passar a ser compilada e guardada
como um tesouro precioso (CUNHA, 2007).

A preocupacao com a cura de doencas sempre se fez presente ao longo da
historia da humanidade. Bem antes da existéncia de caracteres ou sinais graficos
que permitissem a comunicacdo entre individuos e povos, 0s vegetais ja eram
utilizados para fins medicinais. Ao buscar as espécies mais apropriadas para a cura
de seus males, aos poucos, o ser humano foi selecionando as que serviam como
medicamento, as que eram venenosas e as que causavam efeitos alucinégenos.

A simples observacdo das variacdes sazonais evidenciadas pelas plantas,
certamente, deslumbrou os primeiros observadores da natureza. E provavel que eles
tenham percebido nestas uma “sabedoria” intrinseca em antecipar as estacdes do
ano, assim como, uma for¢ca admiravel em ressurgir do lodo ou do solo apés as
vicissitudes climaticas. Tal admiracao, deve ter criado um respeito mistico, que pode
ter contribuido para o uso terapéutico das ervas com propriedades medicinais nos
primérdios da civilizagdo humana (LORENZI, 2002).

As mais antigas obras sobre a relacdo entre medicina e vegetais surgiram na
China, india e Egito. Um tratado médico datado de 3700 a.C, escrito pelo imperador

chinés Shen Wung, é um dos mais antigos documentos conhecidos sobre as
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propriedades curativas das plantas (CUNHA, 2007). No livro de Pen Tsao-Ching
(2700 a.C), nos Papiros (1500 a.C), bem como na Biblia, sdo encontradas milhares
de citacdes sobre o emprego de ervas medicinais e preparacdes a base de produtos
do Reino Vegetal (CARVALHO, 2004). Deste modo, a utilizacdo de recursos da
natureza na arte de curar possui raizes muito antigas, relacionadas aos primérdios
da pratica médica, nas mais diferentes sociedades.

No famoso papiro decifrado em 1873 pelo egiptdlogo alemao Georg Ebers,
existe a seguinte afirmacao introdutéria: “Aqui comeca o livro relativo a preparacéo
dos remédios para todas as partes do corpo humano” (CUNHA, 2007). A partir desta

informagéo, pode-se assegurar que o Papiro de Ebers (Figura 01) representa o

D~

primeiro tratado médico egipcio conhecido, onde uma parte do seu texto,
destinada ao tratamento das doencas e, a restante, da indicacbes sobre a

constituicdo dos medicamentos a serem empregados.
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Figura 01: Fragmento do Papiro de Ebers
Fonte: CUNHA, 2007.

No ambito da cultura ocidental, pode-se demarcar como decisiva a influéncia
da medicina grega. Um dos primeiros testemunhos da pratica dos médicos helénicos
pode ser encontrado nos versos da lliada, o poema mais antigo de Homero
(CORREA, 2003). Hipbcrates (460-361 a.C.) catalogou e empregou centenas de
drogas vegetais. Teofrasto (225 a.C.), inicialmente e, Dioscorides (20 d.C.), mais
tarde, a partir da “evolucdo” da medicina empirica, foram autores de um significativo
e valioso conjunto de volumes sobre ervas usadas na cura de doencas, o qual
influenciou a Farmécia por mais de 1.500 anos. (CARVALHO, 2004).
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A propensdo desenvolvida pelo médico grego Pedanios Dioscorides, de
catalogar varias plantas, apoés identifica-las e ilustra-las em xilogravuras, bem como
de compilar um acervo de tratamentos disponiveis para diferentes moléstias, foi
elaborada a partir de métodos populares de cura, praticados pelos povos da regido
do Mediterrdaneo e do Oriente e, culminou no famoso trabalho Materia Medica,
publicado no primeiro século apés Cristo, no qual as caracteristicas e propriedades
de diversos medicamentos s&o descritas (CORREA, 2003).

De um modo geral, os médicos hipocraticos acreditavam no poder curativo da
propria natureza e, por conta disto, muitas vezes evitavam intervencdes na historia
natural das enfermidades. Isto justifica o fato de serem prescritos, quando
estritamente necessario: ar puro, banhos de sol, uma dieta adequada, purgativos
suaves, sangrias moderadas, ginasticas e massagens. Por outro lado, nos casos
mais sérios, alguns produtos de origem vegetal eram empregados, sendo 0s mais
comuns: beladona, salsa, louro, aipo, azeite, linho, cebola silvestre, manjericéo,
farinha de trigo, entre outros (CORREA, 2003).

Durante a Idade Média, ocorre uma estagnacao da terapéutica, e até mesmo
um retrocesso na evolugédo da Arte de Curar. Tal conjuntura pode, de certo modo,
ser compensada pelas escolas arabes, responséveis pela preservacao de parte dos
antigos textos sobre a utilizagcdo de plantas medicinais. Esta iniciativa permitiu que
0s conteudos a respeito da fitoterapia desenvolvida até o momento fossem
passados para o ocidente (CARVALHO, 2004). Mais tarde, com o Renascimento, o
charlatanismo e o empirismo da medicina e da farmacia medievais, cedem lugar,
pouco a pouco, a experimentacdo. O estudo das plantas entra no periodo cientifico
ao adotar a classificacao e a descricao taxonémica das espécies. (CUNHA, 2007).

A partir de uma perspectiva historica, a producdo de medicamentos e 0
tratamento farmacoldgico de doengas comecaram com 0 uso de vegetais. Antes de
1800, a medicina tradicional, que se utilizava das plantas, era considerada como a
base inquestionavel para todos os livros-texto classicos da farmacologia. S6 com o
advento da chamada “ciéncia medica” € que a fitoterapia foi relegada ao plano de
uma modalidade alternativa.

Tendo em vista que a utlizacdo das ervas, no tratamento e cura de
enfermidades, atravessa mais de 2.000 anos, dos tempos antigos aos modernos, é
razoavel assumir que muitas das “receitas” usadas durante aquele periodo, nao

apenas tém acles especificas, como também parecem ser livres de efeitos
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colaterais perigosos. Caso contrério, elas ndo teriam sido passadas adiante com
tamanha confianga atraveés de tantas épocas e culturas. Entrementes, seria leviano
considerar a experiéncia coletiva de mais de 50 geracdes de meédicos e pacientes
como um “efeito placebo” (BENEDUM, 1998 apud SCHULZ; HANSEL; TYLER,
2002).

As informac¢des supracitadas sinalizam que a relacdo do homem com as
substancias encontradas na natureza é bastante antiga, podendo-se até dizer que
se confunde, na linha do tempo, com a existéncia da propria humanidade. Tal
relacdo ndo envolve apenas o uso medicinal, terapéutico e cientifico das plantas,
mas também, magico, religioso, cultural e festivo. Em muitos casos, a ciéncia
moderna vem comprovando as virtudes magico-curativas do passado, indicando que
0s antigos possuiam, de fato, sérios conhecimentos a respeito das propriedades
terapéuticas das ervas-remédio que utilizavam (DUNIAU, 2003).

Inmeros vegetais usados em rituais religiosos com fins medicinais tiveram
sua composicado quimica decodificada pela farmacologia, a qual comprovou sua
eficacia e os incluiu no arsenal de tratamentos disponiveis para 0 uso médico. Nesta
perspectiva, uma quantidade expressiva de medicamentos foi elaborada a partir de
elementos da flora e da fauna. Farmacéuticos e quimicos, ja no século XIX,
empenharam-se no isolamento de constituintes ativos a partir de produtos naturais.
Inicia-se neste contexto, uma nova fase na utilizacédo cientifica das plantas, com a
substituicdo progressiva destas e dos seus extratos, pelos compostos reconhecidos
como responsaveis pela sua acao farmacologica (CUNHA, 2007).

Um dos primeiros exemplos desta abordagem foi o desenvolvimento do &cido
acetilsalicilico a partir da salicina obtida da casca do salgueiro, um vegetal
pertencente ao género Salix L. (SALICACEAE) (SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002).
Assim como, a utilizacdo dos glicosideos digitoxina e digoxina, de plantas do género
Digitalis L. (SCROPHULARIACEAE), no tratamento da fibrilacao atrial; da reserpina,
proveniente da espécie Rauvolfia serpentina Benth. ex Kurz (APOCYNACEAE),
como anti-hipertensiva; da pilocarpina, oriunda de Pilocarpus jaborandi Holmes
(RUTACEAE), no tratamento do glaucoma; dos alcaldides vincristina e vimblastina,
oriundos da Catharanthus roseus (L.) G. Don (APOCYNACEAE), por sua atividade
antineoplasica, na leucemia infantil e na doenca de Hodkin’s; da efedrina, a partir da
Ephedra sinica Stapf. (EPHEDRACEAE), como anti-histaminico (DUNIAU, 2003); e

da quinina, extraida da casca de espécies de Cinchona L. (RUBIACEAE), como
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antimalérica (SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002).

Nota-se que do inicio do século XX até o presente momento, as correlacdes
entre a estrutura quimica dos constituintes ativos e a sua respectiva acao fisioldgica
permitiram a descoberta de novas moléculas naturais de elevada atividade
farmacoldgica. O desenvolvimento da quimica analitica através dos modernos
métodos cromatograficos, espectrométricos, e radioimunoldgicos, atrelado ao
advento de equipamentos cada vez mais sofisticados, tém permitido um melhor
conhecimento da composi¢cdo quimica dos farmacos vegetais e da estrutura dos
seus componentes ativos (CUNHA, 2007).

Assim, a busca da saude e do bem estar impulsionou o homem, através dos
tempos, a procurar na natureza o alivio para os seus males. Desta maneira, a
fitoterapia tradicional evoluiu para o atual método cientifico de prospeccdo de novos
farmacos, onde, a partir de plantas com propriedades medicinais, constituintes ativos
muito potentes podem ser transformados em produtos medicinais seguros, com uma
composi¢cdo quimica definida e uniforme, permitindo tanto um incremento das
propriedades desejadas como a minimizacdo dos efeitos colaterais adversos
(SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002).

A partir do exposto, depreende-se que o emprego das ervas na recuperagao
da saude humana tem evoluido, paulatinamente, desde as formas mais simples de
tratamento local e popular, até os meétodos tecnologicamente avancados da
fabricacdo industrial vigente nos dias em curso. Ndo obstante, ainda que as
disparidades entre as duas maneiras de uso sejam significativas, ha um consenso:
em ambos 0s casos, a humanidade percebeu, empiricamente ou néo, a presenca de
algo nos vegetais capaz de provocar reacdes benéficas no organismo, resultando na
recuperacdo da saude. Assim, em todas as épocas e em todas as culturas, o
homem aprendeu a tirar proveito dos recursos advindos da natureza. (LORENZI,
2002).
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3.1.2 A Fitoterapia no Brasil: as contribuicdes ind  igena, européia e

africana.

No Brasil, as primeiras referéncias escritas sobre a utilizagdo de ervas com
propriedades terapéuticas sdo atribuidas aos jesuitas. No entanto, o grande legado
historico sobre o0 uso das plantas medicinais, se deve preponderantemente, as
culturas indigena e africana, que apesar de seus componentes essencialmente
empiricos, manifestaram significativas contribuicbes com a selecdo de espécies
vegetais reconhecidamente eficazes (BERTOLUCCI; CAPPELLE e PINHEIRO,
2001).

Ha milhares de anos, os indios brasileiros ja faziam uso das plantas
medicinais e aromaticas em seus rituais e no processo de cura de suas
enfermidades (VIEIRA, 2002). Isso corrobora o fato de neste pais, o conhecimento
sobre as propriedades curativas dos vegetais ser uma das maiores riquezas
herdadas da cultura indigena. Uma civilizacdo detentora de uma sabedoria
tradicional passada oralmente de geracdo em geracao desde épocas remotas até os
dias em curso.

Ao longo do tempo, os autéctones desenvolveram um conhecimento profundo
sobre a flora medicinal, ao retirar dela, através da constante experimentacdo, os
mais diversos remeédios, usados das mais diferentes formas. Assim, o legado
indigena atravessou 0s séculos e chegou até a atualidade por intermédio dos
Jesuitas ou dos colonos do interior. Em ambos os casos, 0 uso dos vegetais
empregados pelos nativos foi apartado do seu contexto religioso original e colocado
dentro dos principios terapéuticos em vigor no mundo civilizado. Perdeu-se, assim, o
uso original de muitas plantas brasileiras nativas, prevalecendo aquilo que melhor se
adaptava aos principios fisioldgicos e farmacoldgicos da cultura oficial.

Ao analisar-se a contribuicdo da cultura européia para o desenvolvimento da
fitoterapia brasileira, € notdrio que, quando os primeiros colonos portugueses se
estabeleceram no Brasil, tanto os conhecimentos médicos como as ervas
comumente empregadas na Europa da Renascenca foram sendo, paulatinamente,
introduzidos na cultura local. A medicina do século XVI era um somatoério de saberes
vindos da Grécia, de Roma e da cultura arabe, as plantas nativas do continente

europeu agregavam-se os vegetais vindos do Oriente. Desse modo, 0 movimento
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renascentista, emergindo da sombria Idade Média, abriu espaco para que as
pessoas e nacdes expandissem seus interesses: pelo conhecimento do corpo
humano, pela alquimia, pelas descobertas de terras longinquas bem como, das suas
riquezas naturais (DUNIAU, 2003).

Os primeiros europeus ao chegarem no Brasil depararam-se com uma
numerosa quantidade de plantas medicinais em uso pelas diversas tribos que aqui
habitavam. Por intermédio dos pajés, os saberes populares a respeito das ervas
locais e dos seus usos puderam ser transmitidos e aprimorados, tais informacdes
foram prontamente absorvidas pelos colonizadores que passaram a residir no pais.
A necessidade de viver do que a natureza tinha a oferecer localmente, assim como o
contato com indios, frequentemente, usados como “guias” terminaram por ampliar a
conexao dos estrangeiros com a flora medicinal brasileira (LORENZI, 2002).

Assim, 0s novos conhecimentos sobre as plantas locais acabaram sendo
atrelados aqueles trazidos da Europa, usualmente, de uso popular bastante
difundido. Além disso, diversos vegetais empregados no Velho Mundo, por suas
propriedades medicinais, induziram 0s europeus a testar usos similares para as
espécies nativas, proximamente relacionadas. Muitas vezes, 0 mesmo principio
podia ser encontrado nos vegetais endémicos, de modo ocasional em maior
guantidade ou qualidade.

Os escravos africanos também deram sua contribuicdo com o uso de plantas
trazidas do seu continente, muitas delas originalmente utilizadas em rituais
religiosos, mas também, por suas propriedades farmacoldgicas descobertas por
intermédio da experimentacdo e perpassadas oralmente ao longo das geragdes.
Neste sentido, pode-se inferir que com as contribuicbes indigena, européia e
africana, os principais alicerces de toda a tradicdo no uso de plantas medicinais no
Brasil puderam ser fundados e estabelecidos (LORENZI, 2002).

Segundo Duniau (2003), esse mosaico cultural, que permeia o uso das
plantas com propriedades medicinais no Brasil, faz com que aos olhos de um
observador estrangeiro, a medicina atualmente praticada no pais pareca uma colcha
de retalhos, em que o todo € ormado pela jungcédo de varias partes bem diferentes.
Destarte, do conhecimento milenar dos indios ao descobrimento do Brasil e da
introducdo dos escravos africanos a chegada dos imigrantes no século XIX,
inUmeras espécies de plantas de outras regides foram introduzidas e incorporadas a

cultura brasileira, tornando a fitoterapia nos dias atuais uma realidade para 80% da
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populacdo deste pais (VIEIRA, 2002).

Portanto, faz-se mister a presenca de olhares da Ciéncia voltados tanto para
a andlise quanto para a conservacao e reproducdo do objeto deste saber popular,
resultante da relacdo direta de tantas racas, épocas e culturas, as quais
promoveram o arsenal botanico, que representa 0 maior recurso terapéutico natural
da relacdo homem-natureza (ANDRADE, 1989 apud MIGUEL; MIGUEL, 2004).

3.1.3 A Fitoterapia e a Pesquisa Fitoquimica naco ntemporaneidade

A utilizacdo de vegetais na promocao da saude humana constitui-se numa
constante busca tanto do alivio como da cura de diversos males. Tendo em vista a
tradicdo milenar do uso terapéutico das plantas e a quantidade de espécies que
podem constituir valiosos recursos no combate e no tratamento de doencas, torna-
se imprescindivel o estudo sistematico da flora com propriedades medicinais
(CASTRO; GAVILANES, 2000). Mesmo porque, 0s vegetais sdao uma fonte
importante de substancias biologicamente ativas, muitas das quais utilizadas em
modelos para a sintese de um grande numero de farmacos (GUERRA; NODARI,
2004).

No Brasil e em todo o mundo, a fitoterapia foi a peca indispensavel do arsenal
terapéutico até meados do século XIX. Desde entdo, ela foi cedendo lugar a
produtos biolégicos de origem animal e a preparados feitos com moléculas puras de
elementos ativos, isolados de plantas medicinais dotadas de acédo farmacologica
mais especifica (CARVALHO, 2004).

Com o inicio da industrializacdo brasileira e sua subsequente urbanizagéo, o
conhecimento tradicional passou a ser posto em segundo plano. O acesso a
medicamentos sintéticos e o pouco cuidado com a comprovacao das propriedades
farmacoldgicas dos vegetais tornaram o conhecimento da flora medicinal sinbnimo
de atraso tecnoldgico e muitas vezes de charlatanismo. Isso contribuiu para manter
a fitoterapia em um periodo de obscurantismo, aproximando-a mais do misticismo do
que da ciéncia. Essa propensao seguiu 0 que ja acontecera em outros paises em
processo de urbanizacdo (LORENZI, 2002).
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A posteriori, com o desenvolvimento da ciéncia, e especialmente, a partir dos
avancgos da quimica organica e da sintese de compostos, comecaram a surgir as
drogas sintéticas, que praticamente dominaram o comeércio de medicamentos no
mundo. O advento de sucessivas descobertas na area farmacéutica, ocasionou uma
crescente expectativa em sanar a maior parte das doencas que afligiam a
humanidade. Todavia, isto n&o se confirmou, devido aos efeitos colaterais e contra-
indicagcbes causados pelos medicamentos sintéticos, além dos altos custos
envolvidos na producdo dos mesmos. Outro agravante, foi o surgimento de
microrganismos resistentes as terapias convencionais, em especial, apdés 0 uso
excessivo e indiscriminado de antimicrobianos pela populacdo (FRANCO et al.,
2005).

O presente cenario influenciou o retorno ao uso de plantas como alternativa
aos métodos de tratamento e cura preconizados pela clinica médica e o uso de
vegetais sob a forma de extratos e fitoterapicos, ganhou importancia na terapéutica
atual. Tal fato pode ser corroborado tanto devido a recomendacao da Organizacao
Mundial de Saude para o uso terapéutico de plantas (PINTO et al., 2001), quanto
devido as aprovagdes em 2005, pelo Conselho Nacional de Saude, da Politica
Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Saude, e
em 2006, da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Tais medidas
tém como principal objetivo a ampliacdo das opc¢les terapéuticas aos usuarios do
SUS. Com garantia de acesso as plantas medicinais, fitoterapicos e servigos
relacionados a fitoterapia, com seguranca, eficdcia e qualidade, na perspectiva da
integralidade da atencdo e promoc¢ao a saude (RODRIGUES; SANTOS, 2007).

Entdo, conforme supracitado, foi a partir do aparecimento de novas doencas e
do ressurgimento de outras, que sobreveio a necessidade do desenvolvimento de
novos farmacos, mais potentes e com efeitos adversos minimizados. Por isso, a
cada ano tém surgido grupos de pesquisadores na area da Fitoquimica,
empenhados no isolamento, na caracterizacdo ou mesmo na sintese de produtos
naturais que apresentem algum tipo de a¢édo farmacolégica (ABELSON, 1990 apud
LUCCHESE et al., 2006).

Neste sentido, a Fitoquimica, reconhecida como quimica de vegetais ou
quimica de produtos naturais, € a area do conhecimento que trata do isolamento e
identificacdo, determinacdo e modificacdo estrutural de substancias organicas

presentes em plantas. Assim, ela se preocupa em estudar formas adequadas de
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obtencado de derivados dos compostos previamente isolados e identificados, com o
intuito de obter substancias puras, com maior atividade farmacolégica e menor
toxicidade, contribuindo na producdo de novos farmacos naturais que junto aos
sintéticos, podem oferecer uma terapéutica mais segura, eficaz e preventiva
(MIGUEL; MIGUEL, 2004).

E notdrio que farmacos derivados de plantas apresentam uma importancia
global nas economias dos diferentes paises industrializados. Atualmente, na
medicina sdo utilizadas aproximadamente 120 substancias quimicas puras extraidas
de plantas superiores. Por outro lado, dos 25 medicamentos mais comercializados
nos Estados Unidos, doze deles sédo derivados de produtos naturais. Isto demonstra
a importancia econbmica dos produtos naturais derivados de plantas no
desenvolvimento de novos farmacos (LUCCHESE et al., 2006).

E relevante levar em consideracdo que o Brasil inclui-se entre os paises de
maior biodiversidade mundial, abrigando cerca de 50 mil espécies de plantas
superiores, distribuidas em grandes biomas: a Amazonia com 25 a 30 mil espécies
(IUCN, 1986 apud VIEIRA et al., 2002), a Mata Atlantica com 16 mil, o Cerrado com
7 mil (MENDONCA et al., 1997 apud VIEIRA et al., 2002) e as demais espécies
distribuidas na Caatinga e na Floresta Subtropical (SKORUPA; VIEIRA, 2002 apud
VIEIRA et al., 2002), e que paralelamente a sua diversidade de recursos genéticos,
existe uma diversidade de etnias, com forte influéncia nos habitos alimentares e
culturais, em especial, no que diz respeito ao uso de plantas medicinais e
aromaticas.

Assim, torna-se evidente que a ampla sociobiodiversidade brasileira figura
como condicao altamente favoravel para o desenvolvimento das diversas formas de
aproveitamento das plantas medicinais, desde aquelas vinculadas ao conhecimento
tradicional até as empresariais com grande envolvimento tecnoldgico para valida-las
cientificamente (MATTOS et al., 2007).

As novas tendéncias globais de uma preocupacao com a biodiversidade e as
idéias de desenvolvimento sustentavel trouxeram novos ares ao estudo das plantas
medicinais brasileiras, que acabaram despertando novamente um interesse geral na
fitoterapia. Novas linhas de pesquisa foram estabelecidas em Universidades
brasileiras, algumas delas buscando bases mais solidas para a validacao cientifica
do uso de vegetais com propriedades medicinais.

A busca por novos fitoterapicos também acabou retroalimentando a pesquisa
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Botanica brasileira, que vislumbrou na prospeccédo de potenciais produtos naturais
de uso farmacoldgico uma 6étima justificativa para intensificar seus trabalhos. Como
ja ocorrera nos primérdios das duas ciéncias, a Fitoterapia e a Botanica voltaram a
ser vistas como aliadas a cooperar para a melhoria da qualidade de vida do povo
brasileiro (LORENZZI, 2002).

Nota-se que o Brasil tem uma tradicdo de muitos anos dedicados ao estudo
da quimica de produtos naturais. Entretanto, dado ao tamanho e a riqueza da sua
biodiversidade, esta pesquisa € ilimitada. Mesmo porque, 0s avancos significativos
nesse ramo da ciéncia, bem como o grande volume de trabalhos publicados na
literatura ainda ndo foram suficientes para abranger tamanho manancial biol4gico.
Além disso, estudos envolvendo a composicdo quimica atrelada a atividade
biolégica de compostos isolados de plantas ainda sdo pouco explorados,
acarretando num desconhecimento do potencial destes compostos bioativos para a
elaboracdo de novos farmacos (LUCCHESE et al., 2006).

Outrossim, o potencial de recursos genéticos vegetais, no Brasil, encontra-se
ameacado pela destruicdo acelerada da vegetacdo natural, por meio da expanséao
agricola, das queimadas, da exploracdo madeireira, da construcdo de estradas e
hidrelétricas, do turismo, além do extrativismo predatdrio a que sdo submetidas
algumas espécies. Neste sentido, € premente e necessaria a realizacdo de estudos
cientificos envolvendo as espécies medicinais e aromaticas nativas das matas
brasileiras (VIEIRA et al., 2002).

Doravante, considerando a amplitude da biodiversidade do Brasil, com
apenas 15 a 17% das plantas estudadas até o momento quanto ao seu potencial
medicinal, se faz mister tanto o incentivo ao estudo sistematico das propriedades
quimicas da flora brasileira, quanto a formacdo e a capacitacdo de recursos
humanos para o de desenvolvimento da pesquisa fitoquimica (BRASIL, 2006), a fim
de institui-la de forma integrada, multiprofissional e aliada a farmacologia clinica,
com a possibilidade de apontar caminhos elucidativos, eficazes, seguros e
economicamente viaveis e, desse modo, promover o desenvolvimento tecnoldgico
da terapéutica natural neste pais (MIGUEL; MIGUEL, 2004).
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3.2 METABOLISMO VEGETAL

As plantas, apesar de auferirem a vantagem do autotrofismo, sdo imoveis e
desprovidas de garras, ndo podendo, por isso, defender-se do atague dos seus
inimigos. E, pois, compreensivel que com a escassez de outras alternativas, utilizem,
com maior intensidade do que 0s animais, a estratégia dos produtos quimicos
naturais para sua protecdo (CARVALHO, 2004).

Os constituintes quimicos encontrados no Reino Vegetal sdo sintetizados e
degradados por inimeras reagBes anabdlicas e catabdlicas. A producdo de
compostos essenciais para a sobrevivéncia das espécies vegetais, tais como:
acucares, aminoacidos, acidos graxos, nucleotideos e seus polimeros derivados, faz
parte do seu metabolismo primario. Por outro lado, os compostos elaborados por
outras vias e, que aparentam ndo ter grande utilidade na sobrevivéncia das
espécies, fazem parte do metabolismo secundario (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2001).

Assim, os produtos resultantes do metabolismo vegetal estdo divididos em
dois grandes grupos: o dos metabdlitos primarios ou macromoléculas, provenientes
dos processos fotossintéticos e com fungdes vitais bem definidas; e o dos
metabdlitos secundarios ou micromoléculas, originados a custa de energia, através
de rotas biossintéticas diversas e, frequentemente desconhecidas. Estes ultimos,
além de apresentarem estrutura complexa, baixo peso molecular e marcantes
atividades bioldgicas sédo, diferentemente daqueles do metabolismo primario,
encontrados em concentragdes relativamente baixas e em determinados grupos de
plantas (VON POSER, 2004).

No passado, alguns autores conjeturavam que o0s metabolitos secundarios
nada mais eram do que subprodutos do metabolismo primério. Entretanto, o fato de
0 vegetal utilizar rotas biossintéticas elaboradas, com elevados gastos energéticos,
conduziu a hipotese, mais aceita atualmente, de que as plantas consomem tamanha
energia com a finalidade de sintetizar compostos necessarios para a sua
sobrevivéncia, preservacao e reproducao.

Tal suposicdo pode ser corroborada inclusive pelas interacfes existentes
entre plantas e herbivoros. Esta acéo reciproca se estabeleceu paulatinamente, no

decurso da evolucdo, dentro do grupo das Faner6gamas, ou seja, as relacdes



32

existentes entre as plantas com flores e seus visitantes (polinizagéo), e entre os
frutos e seus dispersores (dispersdo). Tais interacdes tém levado, no decorrer do
tempo, ao desenvolvimento, pelos vegetais, de uma grande variedade de defesas
quimicas e de mecanismos de atracdo na forma de metabdlitos secundarios.
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Na natureza, alguns produtos do metabolismo secundario parecem ter um
papel importante, restringindo a palatabilidade dos vegetais onde eles ocorrem, ou
fazendo com que o0s animais evitem a planta completamente. Tais compostos
podem atuar tanto na defesa quanto na preservacdo de érgaos importantes, agindo
como dissuasoérios alimentares. Constituintes como os taninos, presentes em frutos
verdes, possuem acao adstringente e permitem a preservacéo do fruto até o pleno
desenvolvimento da semente, quando entdo desaparecem. Substancias de outras
classes tais como alcaldides, saponinas, cumarinas, limondides, quassindides,
lactonas sesquiterpénicas e iridéides, devido ao sabor amargo e desagradavel que
freqientemente apresentam, também podem atuar como desestimulantes de
herbivoros (VON POSER, 2004).

Da mesma maneira que uma planta produz constituintes para a sua defesa,
ela o faz para favorecer a polinizacdo e/ou a disperséo de suas sementes. Dentre 0s
metabdlitos que atuam atraindo insetos, passaros, morcegos e até mesmo ratos,
incluem-se os pigmentos (flavondides, antocianinas e betalainas) e os 6leos volateis
(mono e sesquiterpenos, além dos fenilpropanoides) (HARBONE e WILLIAMS, 1995
apud VON POSER; MENTZ, 2004).

Quando determinada familia botanica é caracterizada por uma classe
especifica de metabolitos secundarios, suas espécies sdo usadas como alimento
somente por insetos pertencentes a grupos bem limitados. As mesmas substancias
gue funcionam como barreiras para a maioria das familias de insetos herbivoros
podem atuar como estimulantes alimentares para fitofagos de dieta restrita. Estas
relacbes bioguimicas parecem ter desempenhado um papel-chave para o sucesso
das Angiospermas, as quais apresentam um conjunto de produtos do metabolismo
secundéario muito mais diversificado do que o dos demais organismos do Reino
Vegetal (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Para Carvalho (2004), a maioria, se ndo todas as espécies botanicas, parece
ter um sistema imunoldgico rudimentar capaz de defendé-la quimicamente contra o

ataque de patdgenos e de herbivoros que possam utiliza-la como pasto. Estes
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produtos apresentam atividade biologica sobre os outros seres vivos e estdo
armazenados em vacuolos a fim de evitar a auto-toxicidade do vegetal, sendo as
principais formas de liberacdo no ambiente: a volatilizacdo, a exsudacdo (pelas
raizes) e a lixiviacao.

Alguns autores acreditam que a sobrevivéncia de uma determinada espécie
ndo estd assegurada unicamente pelo fato dela garantir sua reproducdo e se
defender de predadores, da radiacdo solar e das demais intempéries climaticas.
Podem ocorrer também interacfes planta-planta, ou seja, uma alelopatia, na qual
um vegetal compete com outro, provavelmente, para assegurar o fornecimento de
agua, luz e nutrientes. Esses efeitos alelopaticos podem acontecer até mesmo entre
individuos da mesma espécie, principalmente quando a indisponibilidade de
elementos nutritivos limita o crescimento. Nesse caso, o fenbmeno é denominado
autotoxicidade ou autopatia. Durante tal processo, varios metabdlitos secundarios
estdo envolvidos, especialmente mono e sesquiterpenos (VON POSER et al., 1996
apud VON POSER; MENTZ, 2004).

Diante das informacdes supracitadas, depreende-se que o0s metabdlitos
secundarios, considerados em certa ocasido como produtos de dejeto, séo
importantes para a sobrevivéncia e a propagacao das plantas que os produzem,
bem como, sdo uma fonte incomensuravel de substancias de extrema importancia

para a industria farmacéutica.

3.2.1 Metabdlitos Secundarios em Plantas

Em contraste com as vias que dao origem aos produtos do metabolismo primario,
as quais sintetizam, degradam e convertem compostos comumente encontrados em
todos os seres vivos, existem vias metabdlicas direcionadas para a producdo de
constituintes que tém uma distribuicdo mais limitada na natureza. Tais compostos,
chamados de metabdlitos secundarios, sdo encontrados apenas em organismos
especificos e sdo uma expressao da individualidade das espécies (DEWICK, 2002).

E sabido que os metabdlitos secundarios estdo diretamente envolvidos nos
mecanismos que permitem a adequacao do produtor ao meio ambiente. Assim, as

rotas metabdlicas que os origina, provavelmente, sé sao ativadas durante alguns



estagios particulares de crescimento e desenvolvimento, ou em periodos de
estresse causados por limitagdes nutricionais ou ainda, pelo ataque de herbivoros
Oou microrganismos patogénicos. Isto explica o fato de os metabdlitos secundarios
nao estarem uniformemente distribuidos pela planta (MANN, 1987 apud SANTOS,
2004). Além disso, a composicdo quimica e a concentracdo destes compostos
podem variar a depender dos fatores ambientais e ecoldgicos, das condicfes
edafoclimaticas, da sazonalidade e até mesmo por interferéncia do ritmo circadiano
(Figura 02) (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

A origem de todos 0s constituintes secundarios presentes em plantas pode ser
resumida a partir do metabolismo da glicose, por intermédio de dois precursores
principais, o acido chiquimico e o acetato (SANTOS, 2004). De acordo com Mann
(1987) apud Di Stasi (1996), ha trés pontos de origem e producdo de metabdlitos

secundarios (Figura 03), diferenciados mediante seus precursores:

e Aacido chiquimico, como precursor de inUmeros compostos aromaticos;

e aminoacidos, fonte de alcaldides e peptideos;

e acetato, que através de duas rotas biossintéticas origina: poliacetilenos,
terpenos, esterdides e outros.

Ritmo c dicamo
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Figura 02: Principais fatores que podem influenciar o acimulo de metabdlitos secundarios em
plantas
Fonte: GOBBO-NETO, 2007.

Para Dewick (2002), os mais importantes blocos construtores empregados na

biossintese de compostos secundarios sdo derivados dos intermediarios: acetil
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coenzima A (acetil-CoA), acido chiquimico, acido mevalénico e 1-deoxixilulose 5-
fosfato. Os quais séo utilizados respectivamente nas vias do: acetato, chiquimato,

mevalonato e deoxixilulose fosfato.
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Figura 03: Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios
Fonte: SIMOES, 2004.

s

Nota-se que o metabolismo secundario vegetal € constituido por uma
imbricada rede de reacdes, sendo coordenado por uma série de enzimas e co-
enzimas responsaveis pelos processos de sintese e degradacdo das substancias
que estardo, diferentemente, distribuidas nas diversas espécies de plantas (DI
STASI, 1996).

O numero de substancias existentes na natureza é extremamente grande e
praticamente desconhecido. N&o se sabe, com exatiddao, como elas sdo formadas na
célula. Conhece-se, atualmente, cerca de 10.000 produtos secundarios e supde-se
que este numero ultrapasse 100.000. Segundo Carvalho (2004) os trés principais

grupos de compostos secundarios sdo os terpenos, os fendis e os alcaldides. Ja Di
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Stasi (1996), aponta os alcaléides e os terpenos como as classes quimicas com
maiores potencialidades de fornecer constituintes com atividade farmacoldgica,
seguidos das lignanas, flavondides e cumarinas.

E notdrio que a composicdo quimica das espécies vegetais, especialmente
daquelas encontradas nas florestas tropicais, esta longe de ser descrita em sua
totalidade, principalmente, quando se leva em conta o enorme arsenal de
constituintes naturais que sequer foram estudados. Por outro lado, uma grande
quantidade de compostos oriundos do metabolismo secundario de plantas, ja
isolados e com estrutura quimica determinada, ainda ndo foram analisados quanto
as suas atividades biol6gicas. Tal auséncia de estudos refere-se tanto as funcdes
que estas substancias desempenham na préopria espécie vegetal, quanto as
potencialidades de uso para outras finalidades, especialmente, no que concerne as
utilizacdes industrial e farmacéutica (DI STASI, 1996).

Cerca de um quarto das receitas médicas prescritas nos Estados Unidos
contém pelo menos um produto que foi obtido de uma planta. Uma das razdes pelas
quais 0s vegetais continuardo a ser importantes como fonte de farmacos, apesar da
facilidade com que muitas substancias podem ser sintetizadas em laboratério, é que
eles produzem os farmacos de modo nao-dispendioso, sem o fornecimento adicional
de energia. Além disso, a estrutura de algumas moléculas — tais como os esteroides,
incluindo a cortisona e os horménios usados nas pilulas anticoncepcionais — é tao
complexa que, embora as moléculas possam ser sintetizadas quimicamente, os
métodos de producdo tornam-nas proibitivamente caras (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2001).

Em vista disso, no que concerne a busca de novos farmacos € indispensavel
levar-se em consideracdo tanto os elevados custos envolvidos na producdo de
medicamentos sintéticos; como a imensa variedade de substancias que as plantas
produzem, uma vez que o Reino Vegetal é detentor de uma importante fonte de
novos produtos, potencialmente Uteis do ponto de vista farmacoldgico, muito mais
barata e praticamente inesgotavel.

E importante destacar que o conhecimento que o homem tem das plantas,
especialmente daquelas oriundas de florestas tropicais, é extremamente rudimentar.
Para Raven et al. (2001), a humanidade esta diante da perspectiva de perder muitas
delas antes mesmo de inteirar-se de sua existéncia e, obviamente, sem a minima

possibilidade de examina-las para verificar se as mesmas teriam alguma utilidade.
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3.3 OLEOS ESSENCIAIS

3.3.1 Caracteristicas gerais

Os oOleos essenciais, também conhecidos como 6leos volateis, 6leos etéreos
ou esséncias, podem ser definidos, quimicamente, como uma mistura complexa de
substancias com tensdes de vapor elevadas, ou seja, volateis; lipofilicas; geralmente
odoriferas e liquidas; constituidas basicamente de fenilpropandides, monoterpenos e
sesquiterpenos. Apresentam solubilidade limitada em agua, mas suficiente para
aromatizar as solucbes aquosas, as quais sao denominadas hidrolatos. Por outro
lado, sdo solluveis em solventes organicos como o éter, o alcool, o cloroférmio e o
benzeno. S&o instaveis na presenca da luz, umidade, calor e metais, além de serem
aptos a sofrer polimerizacdes, ciclizacdes, dimerizacdes e oxidacdes (CARDOSO;
SHAN; SOUZA, 2001).

Justamente por isso, devem ser guardados dessecados (secos com sulfato de
sédio anidro — Na,SO,;) e livres de impurezas insoliveis. A reducdo das
degradacgbes pode ser conseguida pelo emprego de frascos de pequenos volumes,
feitos de materiais como o aluminio, aco inoxidavel ou vidro ambar, completamente
cheios e hermeticamente fechados, os quais devem ser armazenados a baixa
temperatura (SIMOES; SPITZER, 2004).

As esséncias sao definiveis por um conjunto de propriedades dentre as quais
se destacam o cheiro e o sabor ja revelados nas plantas donde provém e, apenas
exaltados pela elevada concentracdo. Apresentam-se, entdo, geralmente, sob a
forma de liquidos oleosos, de aroma agradavel e intenso, todavia existem alguns
mal-cheirosos (como o de quenopddio e mostarda) ou até inodoros (isolados de
cogumelos); lancados sobre papel produzem manchas translicidas de aspecto
gorduroso, mas que desaparecem rapidamente por exposicdo ao ar (COSTA,
2002a).

Sao segregadas em aparelhos glandulares particulares de cada grupo
taxondmico vegetal: células secretoras epidérmicas e subepidérmicas, ou
localizadas nos tecidos parenquimatosos, bolsas e canais de origem esquizogénica

ou esquizolisigénica e glandulas externas, também conhecidas como pélos
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secretores. Sao encontradas quase que exclusivamente, no grande grupo das
Espermatdfitas (plantas vasculares com sementes). Os géneros capazes de elaborar
estes principios volateis se agrupam em um numero bastante restrito de familias das
Angiospermas, pertencentes as ordens: Magnoliales, Laurales, Rutales, Lamiales,
Myrtales, Asterales entre outras (COSTA, 1975).

Os oOleos volateis podem ser encontrados em todos os 0rgdos vegetais: nas
flores, folhas, menos freqientemente nas raizes (vetiver), rizomas (gengibre), lenho
(sadndalo), cascas (canela), frutos (anis) e sementes (noz moscada). Ainda que todos
0s orgdos de um vegetal possam conter 6leos essenciais, a composi¢cdo quimica
destes pode variar de acordo com a sua localizagcdo. Assim, uma esséncia obtida
das folhas pode ser diferente daquela obtida das flores, ainda que seja proveniente
de uma mesma planta. Quantitativamente, os redimentos dos 6leos essenciais sao
muito baixos, percentagens elevadas, como nos botdes florais de cravo (15%) séo
excecOes (BRUNETON, 1991). Para Schulz et al. (2002), a proporcao de planta para
o produto concentrado (proporgcao planta-extrato) geralmente esta na faixa de 50:1 a
100:1 (peso/volume), correspondente a um conteudo de Oleo de 1 a 2% em plantas

gue os contém.

3.3.2 Obtencéo

O termo 6leo essencial é empregado para designar liquidos oleosos volateis,
dotados de aroma forte, quase sempre agradavel, extraidos de plantas por alguns
processos especificos. No método conhecido como enfleurage ou enfloracéo,
pétalas de flores sdo depositadas sobre uma camada de gordura, até a saturacao
total desta. Em seguida, a gordura é tratada com alcool, que ao ser destilado a baixa
temperatura permite a obtencéo dos volateis. Esta metodologia foi muito utilizada no
passado, mas restringe-se, atualmente, a algumas industrias de perfumes. Outros
métodos sdo a extragdo com solventes organicos; a expressdo ou prensagem,
utilizada na obtencéo de 0Oleos voléateis de frutos citricos; e, a extragdo por dioxido de
carbono supercritico, o qual € o método de escolha para a obtencéo industrial de
Oleos volateis, uma vez que nenhum traco de solvente permanece no produto final,
tornando-o extremamente puro (SIMOES; SPITZER, 2004).
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Entretanto, o método mais frequentemente utilizado para a obtencédo de 6leos
essenciais é a destilagcdo por arraste a vapor de agua. Para Faria (2003), a
destilacdo, num sentido mais amplo, € um método de separacdo de liquidos
misturados com solidos ou com outros liquidos, baseado na diferenca dos pontos de
ebulicdo dos diversos componentes da mistura. O processo consiste no
aquecimento de um liquido até seu ponto de ebulicdo, fazendo-o passar para o
estado gasoso e, em seguida, favorecendo o retorno deste a forma liquida
(condensacédo) por meio da refrigeracdo do vapor. Assim, o liquido obtido da
condensacao do vapor € chamado de destilado.

Mais especificamente, no processo de destilagdo por arraste a vapor, a agua
e um ou mais liquidos imisciveis nesta sao destilados conjuntamente. Tal
metodologia se caracteriza pela sua extrema simplicidade: o material a ser extraido,
geralmente moido ou triturado, é colocado em um recipiente através do qual se faz
passar uma corrente de vapor de agua, com ou sem pressdo. O vapor arrasta 0s
produtos volateis existentes no material vegetal e a mistura de vapores é conduzida
a um condensador. O 0Oleo essencial, que € uma mistura de substancias organicas
imisciveis em &gua, desta se separa formando um sistema de duas fases.
Dependendo do tipo de planta aroméatica, as condi¢cdes de extragdo podem variar
quanto a duracdo do processo e quanto a pressdo ou temperatura do vapor de agua
utilizado (CRAVEIRO et al., 1981).

Muitas substancias organicas se decompdem quando em temperaturas
proximas a do seu ponto de ebuli¢cdo, portanto a co-destilagdo com a agua previne
tal decomposicéo, uma vez que o composto a ser destilado entra em ebulicdo a uma
temperatura inferior a do ponto de ebulicio da mesma. Dessa maneira, a
temperatura de destilacdo por arraste a vapor de agua de uma substancia
razoavelmente volatil sera sempre inferior a 100°C, ponto de ebulicdo da agua a
pressao normal (FARIA, 2003).

Neste sentido, como os 0leos volateis possuem tenséo de vapor mais elevada
do que a da agua sao, por isso, arrastados pelo vapor da mesma. Em pequena
escala, no processo de hidrodestilacdo, emprega-se o aparelho de Clevenger
(Figura 04) com algumas modificagbes, o qual funciona de acordo com o sistema de
destilacdo por arraste a vapor em consonancia com 0 preconizado pela quarta
edicdo da Farmacopéia Brasileira (SIMOES; SPITZER, 2004).
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Figura 04: Esquema do aparelho de Clevenger
Fonte: Santos, 2004.

TV — Tubo de transferéncia de vapor
EO - Extrator de 6leo essencial

C — Condensador

SE — Suspiro de equilibrio da pressao
TS — Tubo separador

EV — Escala volumétrica

SO - Saida de dleo

TR — Tubo de retorno

3.3.3 Métodos para analise e identificacdo dos cons tituintes quimicos

A separacdo e a purificacdo dos constituintes quimicos de plantas sao
efetuadas mediante a utilizacgdo de uma ou mais técnicas cromatograficas.
Cromatografia € o nome geral dado a metodologia, na qual dois ou mais compostos
em mistura sao separados fisicamente pelas suas distribuicbes entre duas fases:
uma estacionaria, que pode ser um solido ou um liquido; e uma fase movel, um gas
ou um liquido, que flui continuamente pela fase estacionaria. A separacao dos
componentes depende primariamente das diferentes afinidades com a fase
estacionaria, resultando em migracdes diferenciais dos componentes individuais
(FERRI, 1996).

De acordo com Simdes e Spitzer (2004), os métodos cromatograficos de

analise de 6leos essenciais incluem:
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e a cromatografia em camada delgada (CCD), uma técnica bastante utilizada,
uma vez que permite obter varias informacdes sobre um 6leo em curto
espaco de tempo, com uma quantidade pequena de amostra (menos que
1ul) e com poucos custos, sendo o perfil cromatografico caracteristico para
cada Oleo;

» a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a qual € empregada na
avaliacdo qualitativa e quantitativa de 6leos volateis desde a década de 70;

« a andlise por ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN *3C) que é
muito utilizada na elucidacédo estrutural de compostos organicos, e é um
método extremamente Util quando aplicado em conjunto com dados de

retencdo da andlise paralela por cromatografia gasosa.

Entretanto, a analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas, mesmo sendo menos recente do que a CLAE, é o método de escolha para
separar, identificar e quantificar os diferentes componentes encontrados em 6leos
essenciais. Como estes compostos sao, suficientemente, volateis, a amostra é
apenas solubilizada em solventes antes de ser injetada no cromatoégrafo.

Neste sentido, as técnicas cromatograficas tém aplicacdes qualitativas e
quantitativas, cujos resultados sao obtidos analisando-se o cromatograma apos o
desenvolvimento do método, seja diretamente na superficie planar, seja pelos sinais
obtidos por um registrador grafico apés a passagem do eluato por um detector
(CHRISTIAN; O'REILLY, 1986 apud FERRI, 1996). No caso de sinais registrados por
um detector, uma pré-identificacdo é quase sempre conseguida através de um
processo automatico, o qual usa um computador e um banco de dados que contém
informacdes existentes na literatura para um grande numero de substancias ja
conhecidas (CRAVEIRO, 1987).

Diante do exposto, é relevante levar em consideracdo que ndo existe uma
técnica universal capaz de solucionar todos os problemas envolvidos durante a
separacdo dos componentes de uma mistura, e, normalmente, os melhores
resultados decorrem da utilizagdo combinada de uma ou mais técnicas
cromatograficas (FERRI, 1996).
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3.3.3.1 Cromatografia Gasosa

A cromatografia, em seu sentido mais amplo, pode ser definida como um
método fisico de separacdo no qual os componentes a serem separados sao
distribuidos entre duas fases, uma das quais € estacionaria e de grande area, e a
outra, um fluido que percola através da primeira (CIOLA, 1973). Assim, a
cromatografia gasosa favorece a separacdo dos componentes de uma mistura
através do emprego de uma fase movel, constituida por um gas quimicamente inerte
em relacdo a fase estacionaria e em relagdo aos constituintes da amostra analisada.
E uma técnica bastante utilizada na separacéo de compostos volatilizaveis, ou seja,
0s analitos a serem separados devem apresentar uma razoavel pressdo de vapor a
temperatura de separacdo (AQUINO NETO; NUNES, 2003).

A cromatografia gasosa (Figura 05) consiste num processo de elui¢ao, o qual
envolve a passagem de um gas de arraste, de forma continua, através de uma
coluna cromatografica. A amostra gasosa ou liquida volatilizada é introduzida
rapidamente na corrente do gas carreador que a leva sobre o adsorvente contido na
coluna. Para que as substancias sélidas ou liquidas possam ser submetidas ao
processo de partilha, é indispensavel a sua passagem ao estado gasoso — 0 que se
consegue, em geral, por aguecimento, mas de tal modo que estas nao se alterem,

nem, sequer, isomerizem (COSTA, 2002b).

1. Reservatério de Gis e Controles de Vazio /
Pressio.

Injetor (Vaporizador) de Amostra.

Coluna Cromatogrifica ¢ Forno da Coluna.
Detector.

Eletronica de Tratamento (Amplificagiio) de Sinal.
6. Registro de Sinal (Registrador ou Computador).

o L b

Figura 05; Esquema basico de um cromatdgrafo a gas
Fonte: AUGUSTO, 2000.
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Cada constituinte da amostra distribui-se de um modo caracteristico, de
acordo com suas propriedades fisicas, entre a fase gasosa e a fase fixa estavel
(filme) acondicionada num tubo apropriado (coluna), movendo-se a por¢cao que esta
na fase de vapor com a corrente do gas. Em casos favoraveis, os componentes da
amostra sdo separados e saem da coluna no fluido efluente em tempos diversos,
caracteristicos da coluna e das condi¢cfes experimentais.

Os diferentes constituintes da mistura em analise, mediante o aquecimento da
coluna, sao isolados a velocidades diversas, logo, em tempos distintos (tempos de
reteng&o). Por definicdo, chama-se tempo de retencdo de uma substancia, ao tempo
decorrido desde o instante em que a amostra € introduzida no injetor ao instante de
maximo pico. A area sob o pico, dependendo do sistema de deteccdo usado na
saida da coluna, é proporcional a massa ou a concentracdo do material. Nos casos
ideais, cada substancia produz um pico separado, porém, na pratica, podem ocorrer
superposi¢cdes parciais, ou mesmo totais, dos picos (AQUINO NETO; NUNES,
2003).

Na extremidade final da coluna coloca-se o aparelho detector, capaz de
acusar a saida de cada um dos constituintes eluidos — porém, ainda inadequado por
si sO a identificagdo direta (COSTA, 2002). Assim, um detector funciona como um
transdutor, isto é, transforma as moléculas que chegam a camara de detec¢do em

sinal elétrico, o qual é enviado a um registrador ou sistema de dados (CIOLA, 1973).

=

Figura 06: Esquema basico da cela de um detector por ionizagdo em chama (DIC)
Fonte: AUGUSTO, 2000.

Para Aquino Neto e Nunes (2003), o detector por ionizagdo em chama (DIC)
apresenta grande aplicabilidade, sendo um instrumento quase universal na

cromatografia gasosa de compostos organicos (Figura 06). Tal universalidade,



acoplada a sua elevada sensibilidade, alta estabilidade e resposta rapida, faz com
que o DIC seja o detector de maior uso corrente. A deteccdo por ele produzida é

alicercada no principio de que:

o gas efluente da coluna, misturado com o hidrogénio e queimado
numa atmosfera de ar ou oxigénio, produzem uma chama (2.100 °C)
qgue tem energia suficiente para ionizar as moléculas do soluto que
tenham potenciais de ionizacdo baixos, formando um plasma. As
espécies idnicas entdo produzidas sdo coletadas por eletrodos e a
corrente (ibnica) elétrica resultante é amplificada e enviada para o
sistema de registro (AQUINO NETO; NUNES, 2003).

De acordo com Ciola (1973), os detectores de ionizacdo em chama baseiam-
se na propriedade de ser a condutibilidade elétrica de um gas diretamente
proporcional a concentracdo das particulas com carga, dentro do gas. Quando os
componentes do analito passam entre os eletrodos, suas moléculas sao ionizadas,
acarretando a passagem de corrente, que produz um sinal elétrico, detectado pelo
eletrdbmetro e concomitantemente registrado sob a forma de um cromatograma. Para
este autor, a espécie responsavel pelo sinal foi sugerida como sendo o CH”, levando
a suposicao de que a presenca da ligacédo carbono-hidrogénio seria necessaria para
gue a molécula fosse adequadamente detectada.

Apés serem detectados, a identificacdo dos compostos individuais pode ser
realizada através da comparacdo do tempo de retencéo relativo da amostra com
padrées. Segundo Simdes e Spitzer (2004), o indice de Kovats (IK), o qual relaciona
o tempo de retencdo do analito ao tempo de retencdo de uma série homéloga de n-
alcanos (Cs a C24) (Equacgao 01), foi introduzido a fim de que a determinacédo da
identidade de um composto pudesse ser mais independente das variacdes do tempo
de retencdo, tdo comuns, tendo em vista que os cromatdgrafos podem operar sob
condicdes distintas. Neste interim, o advento da utilizacdo do indice permitiu uma
melhor comparacédo dos dados obtidos por diferentes laboratérios.

Para aumentar a seguranca na identificacdo dos picos individuais de um
cromatograma e controlar a pureza de um pico cromatografico, € recomendavel
realizar a analise quimica de um 6leo essencial também por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Isto porque esse método permite a

separacao dos constituintes da amostra, e ainda, fornece um espectro de massas
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para cada pico, o qual geralmente indica a massa molecular do composto, bem
como, o seu padrdo de fragmentacéo (SIMOES; SPITZER, 2004).

IKn =100N + | 100 log RT(s) —log RTy

log RTn+1)—log RTy

Onde:

IKa : Indice de retengéo do pico a ser calculado “A” (a  mostra)

N: Ndmero de atomos de carbono do padrdo com eluicd o anterior a “A”
RT : Tempo de retengdo do pico a ser calculado “A” (amos tra)

RTy: Tempo de retengéo do pico do alcano com eluicdo a  nterior ao pico “A”

RTn +1): Tempo de retencéo do pico do alcano com eluicdo p  osterior ao pico “A”

Equacdo 01: Calculo do indice de Kovats (IK)

3.3.3.2 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (EM) é uma técnica usada para o estudo das
massas de atomos, moléculas ou fragmentos de moléculas. Para se obter um
espectro de massa, as moléculas no estado gasoso ou as espécies dessorvidas a
partir de fases condensadas sao ionizadas. Os ions obtidos sdo acelerados por um
campo elétrico, separados de acordo com a razdo entre sua massa € sua carga
elétrica (m/z) e o numero de ions que corresponde a cada unidade de massa/carga
€ entdo registrado na forma de um espectro (HARRIS, 2001). Os espectrémetros de
massa sao muito Uteis tanto na analise de compostos cujo espectro de massas é
conhecido quanto na analise de compostos de estrutura completamente
desconhecida (SILVERSTEIN; BASSLER, 1979).

No caso de compostos conhecidos, a partir do padrédo de fragmentacao do
constituinte a ser analisado, o equipamento realiza uma busca computadorizada e
compara o espectro de massas do composto em questdo com aqueles contidos
numa biblioteca de espectro de massas. Assim, 0 espectro da amostra € comparado
com o0s das substancias da biblioteca, e o computador faz propostas de
probabilidade quanto & identidade do constituinte sob andlise (SIMOES; SPITZER,
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2004). Entretanto, para compostos desconhecidos, o ion molecular, a sequéncia de
fragmentacdes e evidéncias de outros tipos de espectrometria, por exemplo,
Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), podem levar a
identificacdo de novos compostos.

De acordo com Silverstein e Bassler (1979), o método do impacto de elétrons
(El) é a técnica mais usada na geracao de ions para a espectrometria de massas.
As moléculas da amostra sdo bombardeadas por um feixe de elétrons de alta
energia (geralmente 70 eV), o qual remove um elétron da molécula da amostra para
produzir um céation-radical, conhecido como ion molecular. Para os referidos autores,
a unicidade de um espectro de massas, obtido por impacto de elétrons, de um dado
composto organico, até mesmo para estereoisomeros, € quase uma certeza. Essa
unicidade, acoplada a grande sensibilidade do método, € o que torna a CG-EM um
método analitico poderoso e bastante utilizado.

Neste sentido, a espectrometria de massas é, atualmente, a melhor técnica
de deteccdo para a cromatografia, pois o espectrometro € sensivel a pequenas
quantidades de analito, fornece informacdes qualitativas e quantitativas sobre os
compostos que sao eluidos a partir de uma coluna, e pode distinguir substancias
diferentes com o mesmo tempo de retencéo (HARRIS, 2001).

3.3.4 Ocorréncia, funcdes biologicas e importancia econdémica

Os Oleos essenciais sdo raramente encontrados em Gimnospermas (com
excecdo das coniferas). Em Angiospermas monocotiledéneas, a ocorréncia é
relativamente rara, com excecao das gramineas (géneros Cymbopogon e Vetiveria)
e zingiberaceas (espécies de Alpinia e Curcuma). Entretanto, plantas ricas em o6leos
volateis sdo abundantes em Angiospermas dicotiledéneas, principalmente nas
familias: Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Myristicaceae,
Piperaceae, Rutaceae entre outras. Dependendo do grupo taxondmico, os 6leos
podem ocorrer em estruturas secretoras especializadas, tais como: pélos e tricomas
glandulares, células parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos, em bolsas
lisigenas ou esquizolisigenas (SIMOES; SPITZER, 2004).
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Durante muito tempo, as substancias odoriferas produzidas pelos vegetais
foram consideradas como “desperdicio fisiol6gico”, ou ainda, como produtos de
desintoxicacdo. Todavia, nos dias em curso, considera-se que estes compostos do
metabolismo secundario exibem func¢des ecoldgicas especificas: podem atuar como
inibidores da germinagcdo; na preservagao contra predadores; na atragdo de
polinizadores; na protecdo contra a perda de 4gua e o aumento da temperatura;
além de apresentar efeitos alelopaticos.

Os fisiologistas julgam as esséncias necessarias em certos fenbmenos
quimicos celulares, como moderadores dos fendémenos de oxidagdo e como
modificadores da permeabilidade celular, influenciando os fen6menos de osmose;
podendo ainda, atuar nos processos de polinizacdo entomofila, pelo atrativo do seu
aroma. Atribuiram-lhes também o papel de protecdo da planta produtora dos
ataques produzidos por microrganismos, além de evitar a herbivoria (COSTA,
2002a).

Assim, a literatura aponta a existéncia de fungdes diversificadas para os 6leos
essenciais, sendo muitas delas determinadas pelas relacées do vegetal com o meio
ambiente, com 0s animais e com outras plantas.

Do ponto de vista econdmico, os 6leos essenciais sdo usados para conferir
aroma e odores especiais em inameros produtos tais como perfumes, cosméticos,
sabonetes, desodorantes, condimentos, doces, entre outros. Sdo empregados
também como solventes e insumos em produtos das industrias de plasticos, tintas,
borracha e inseticidas. Muitos fornecem produtos de partida para a sintese de outras
substancias Uteis nas industrias quimica e farmacéutica. Alguns componentes tém
propriedades farmacoldgicas como: antibacterianos, analgésicos sedativos,
expectorantes e estimulantes, e por isso, sédo integrantes da composicéo de diversos
medicamentos (CRAVEIRO, 1981).

Diferentes aplicagfes sdo dadas aos 0Oleos volateis: na medicina, na culinéria,
na cosmetica, e mais recentemente, na agricultura. O conhecimento de que alguns
dos compostos que fazem parte dos Oleos essenciais podem atuar como
antimicrobianos, e outros, como repelentes ou tdxicos para herbivoros, tem
estimulado pesquisas com o objetivo de fazer uso das plantas aromaticas para
proteger culturas e produtos agricolas armazenados, sem contaminar os alimentos
com pesticidas sintéticos (SAITO; SCRAMIN, 2000 apud MATTOS, 2007).
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A industria, em diferentes setores, sempre foi a maior consumidora de boa
parte dos 6leos essenciais. Em primeiro lugar, absorvendo mais da metade de uma
producdo calculada em milhares de toneladas, coloca-se o grupo da perfumaria e
cosmeética, em virtude de constituir a sua principal matéria-prima. Logo em seguida,
encontram-se as industrias de alimentos em geral (conservas, molhos, salsicharia,
massas, biscoitos, pastelaria e confeitaria), de bebidas alcodlicas (vinhos, licores) e
nao-alcodlicas (refrigerantes, vinagres). Por fim, a induUstria farmacéutica e a
terapéutica utilizam a parte remanescente, quer pelas propriedades medicinais
reveladas (estimulantes, anti-sépticas, sedativas, diaforéticas, abortivas,
vermifugas), quer como corretivos do sabor e do aroma de medicamentos (COSTA,
1975).

Atualmente, as substancias aromaticas de plantas estdo sendo testadas no
combate a insetos que afetam a atividade agropecuaria e a saude humana. Isto
pode levar, no futuro, a substituicdo dos atuais compostos sintéticos utilizados, por
similares oriundos de fontes naturais. Tal iniciativa poderia garantir a producdo de
alimentos mais seguros, com menores riscos de toxicidade para os consumidores e
de impactos ao meio ambiente. Doravante, o controle biol6gico de pragas e o0 uso de
produtos quimicos naturais sao alternativas possiveis e potenciais que devem
merecer cada vez mais a atencdo da comunidade cientifica e dos defensores do
desenvolvimento sustentavel (MATTOS, 2007).

3.3.5 Terpendides e Fenilpropandides: precursores biossintéticos dos

Oleos essenciais.

Quimicamente, a grande maioria dos 6leos volateis é constituida de derivados
de fenilpropandides ou de terpendides, sendo preponderante a presenca dos
altimos. Os fenilpropandides sdo formados a partir do acido chiquimico, ja& os
terpendides, constituem uma grande variedade de substancias vegetais. O termo
terpendide € empregado para designar todas as substancias originadas
biossinteticamente de unidades do isopreno (Figura 07), as quais, por sua vez sao
oriundas do acido mevalénico (SIMOES; SPITZER, 2004).
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C; isoprens unit isoprene

Figura 07: Estrutura do isopreno
Fonte: DEWICK, 2002.

Os terpenos ocorrem em todas as plantas e sdo de longe a maior classe de
metabdlitos secundarios, havendo mais de 22.000 compostos terpendides descritos.
O mais simples dos terpendides é o hidrocarboneto isopreno (CsHg). Estes
compostos estdo subdivididos de acordo com o nimero de unidades isoprénicas
(Figura 08) e de acordo com as varias formas de ciclizacdo, em monoterpenos (10
unidades de carbono), sesquiterpernos (15 unidades de carbono), diterpenos (20
unidades de carbono), sesterterpenos (25 unidades de carbono), triterpenos (30
unidades de carbono) e tetraterpenos (40 unidades de carbono) (DI STASI, 1996).
Uma unica planta pode sintetizar muitos terpenoides diferentes, em distintos 6rgaos,
para uma grande variedade de propdésitos e em épocas diferentes, ao longo de seu
desenvolvimento (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Os monoterpenos representam uma subclasse que inclui compostos muito
comuns como o citral, linalol, canfora, terpinen-4-ol, carvacrol, p-cimeno e outros. O
carvacrol, por exemplo, além de seu grande emprego como germicida, antifangico e
na preparacdo de sabonetes e esséncias artificiais, teve sua acao antibiotica e
antiespasmaodica recentemente determinada. IniUmeros outros metabolitos desta
classe reunem diversas atividades farmacoldgicas e usos distintos na industria
farmacéutica e de cosméticos. Quanto aos sesquiterpenos verifica-se que
aumentando-se o numero de carbonos ocorre um aumento no numero de ciclizacdes
e modificacbes nas moléculas, levando a uma grande variedade de compostos.
Poucos sesquiterpenos lineares sdo conhecidos em comparagdo com o numero de
sesquiterpenos ciclicos. Alguns compostos antitumorais, como vernolepina, fenolina
e elefantina, também s&o exemplos de sesquiterpenos (DI STASI, 1996).

Muitos dos monoterpendides e sesquiterpendides sdo componentes dos 6leos
essenciais. Por serem altamente volateis, contribuem para a fragrancia ou esséncia

das plantas que os produzem. Agem inibindo a acdo dos herbivoros; alguns
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protegem contra o ataque de fungos ou bactérias; outros sdo conhecidos por serem
alelopéticos, e além disso, por atuarem na atragdo de insetos polinizadores. Nota-se
que os terpenoides desempenham uma multiplicidade de papéis nas plantas
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Ja os fenilpropandides sao formados a partir do acido chiguimico, o qual
forma as unidades basicas dos acidos cinamico e p-cumarico. Os acidos cinamicos
por sua vez, sdo o0s precursores da maioria dos fenilpropandides, que sao
compostos aromaticos caracterizados por apresentarem uma cadeia lateral de trés
atomos de carbono ligada ao anel aromatico. A reducdo da cadeia lateral dos acidos
cindmicos conduz a formacdo de compostos importantes nos 6leos essenciais, a
exemplo do eugenol presente no cravo-da-india — Syzygium aromaticum (L.) Merr. et
L. M. Perry (MYRTACEAE) — o qual é empregado em produtos de higiene oral, por
sua reconhecida atividade antimicrobiana. Nos vegetais, os fenilpropandides
desempenham um papel preponderante na defesa contra insetos herbivoros e
contra fungos (SIMOES; SPITZER, 2004).

Mevalonic acid Deoxyxylulose
\ / phosphate
)\/\DI'I‘ e )\/\OI‘I‘ Hemiterpenes (Cg)
dimethylallyl FP isopentenyl PP

(DMAFP) (Cs) Y (IPP) (Cs)

Cia Monoterpenes (C5)

Iridoids
IFP -

Sesquiterpenes (Cs)
[PP —|
x2
Con Diterpenes (Cap)
[FP |
x2
Cag —_—— Sesterterpenes (Cas)
Can Triterpencids (Caq)
Steroids (Cyg—Canl
Cuo Tetraterpenes (Cy)

Carotenoids

Figura 08: Formacdao dos terpendides a partir de unidades isoprénicas.
Fonte: DEWICK, 2002.
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3.3.6 A interferéncia dos fatores genéticos, mesol  0Ogicos e sazonais no

teor e na variabilidade quimica de Gleos essenciais

A composi¢do quimica do Oleo volatil produzido por uma planta € preé-
determinada evolutivamente, sendo na maioria das vezes especifica para um érgéo
e caracteristica para o seu estagio de desenvolvimento. Contudo, as condi¢des
ambientais, sdo capazes de causar variacdes bastante significativas (TEUSCHER,
1990 apud SIMOES; SPITZER, 2004).

A complexidade da composicdo dos 6leos essenciais e a concentracdo dos
seus constituintes sdo o resultado dos diferentes processos metabdlicos que
ocorrem nos vegetais, cuja biossintese é afetada por fatores como o clima, o solo,
localizacdo geogréfica, duragdo do dia e da noite, idade da planta, érgdo onde se
localiza, além de estresses (MATTOS, 2007).

Uma vez que o0s caracteres de cada espécie sdo determinados
geneticamente, num certo nivel, a composi¢cao quimica dos metabdlitos secundarios
por ela produzidos também o sdo (SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002). Entretanto, as
plantas, individual ou coletivamente consideradas, devem ser encaradas como
organismos vivos que reagem as forgcas ambientais de modos variados, justamente
pelo fato de o fendtipo ser o produto da interacdo do gendétipo com o ambiente.

Os seres vivos, em suma, sdo flexiveis em suas respostas aos fatores
ambientais. Dai derivam: a plasticidade fenotipica de inUmeros vegetais, de acordo
com a natureza e a intensidade de forcas mesolégicas. Embora haja para cada ser
vivo um padrdo de desenvolvimento estabelecido e comandado pelo seu patriménio
genético, o complexo ambiental ou mesoldgico (distribuido em quatro fatores:
climaticos, edaficos, fisiograficos ou topograficos, e bibticos) atua de modo
poderoso. Pode-se inferir que a rede de interacdes estabelecida entre o bibtico e o
abidtico provoca alteracbes em varios sentidos, por forca da selecdo natural ao
longo do processo evolutivo (RIZZINI, 1996). Isto explicaria a ocorréncia de
quimiotipos ou racas quimicas, muito frequente em plantas ricas em 0leos volateis;
Ou seja, vegetais botanicamente idénticos, mas que diferem quimicamente
(SIMOES; SPITZER, 2004).

Nota-se que variagées no conteudo total, bem como nas proporcdes relativas

de metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas ocorrem em diferentes niveis
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(sazonais e diarios; intraplanta, inter e intraespecifica), e apesar da existéncia de um
controle genético, a expressao pode sofrer modificacdes resultantes da interacdo de
processos bioquimicos, fisiologicos, ecoldgicos e evolutivos. De fato, os metabdlitos
secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente
circundante, portanto, sua sintese frequentemente é afetada por condi¢cdes
ambientais (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Neste sentido, é evidente que a composi¢cdo de um 6leo essencial ocorre em
funcdo da espécie produtora. Entretanto, em algumas delas é muito frequente a
existéncia de racas quimicas. Por exemplo, no tomilho (Thymus vulgaris) uma
espécie vegetal botanicamente homogénea e geneticamente estavel, se pode
distinguir apenas no sul da Franca, sete quimiotipos como timol, carvacrol, geraniol,
linalol, a-terpineol, 4-trans-tujanol e 8-cis-mirceno; na Espanha € encontrado mais
um guimiotipo para esta mesma espécie com eucaliptol (BRUNETON, 2001).

Para uma dada espécie, a propor¢cdo dos diferentes constituintes do 6leo
essencial, pode variar de maneira importante ao longo do seu desenvolvimento. Por
este motivo, se compreende facilmente que € necessario escolher racionalmente a
data de coleta. Para Costa (2002a), as folhas jovens sdo mais ricas em esséncias;
assim como, no periodo da floracdo estas se concentram de forma mais acentuada
nas inflorescéncias, onde predominam; na frutificacdo, pelo contrario, h4 uma
diminuicdo em resultado do seu consumo parcial, mas observa-se um novo
enriguecimento nas partes verdes das plantas.

Conforme Gobbo-Neto e Lopes (2007), a idade e o desenvolvimento da
planta, bem como dos diferentes 6rgaos vegetais, também sdo de consideravel
importancia e podem influenciar ndo s6 a quantidade total de metabdlitos
produzidos, mas também as proporcdes relativas dos componentes da mistura.
Sabe-se também que tecidos mais novos geralmente possuem maior taxa
biossintética de metabdlitos, tais como 6leos essenciais, lactonas sesquiterpénicas,
acidos fendlicos, alcaldides e flavondides.

De maneira semelhante, fatores do entorno como as condi¢des climaticas e a
natureza do solo influenciam diretamente no teor e nos constituintes quimicos de um
Oleo essencial. De acordo com Bruneton (2001), até o procedimento de obtencdo
interfere na composicdo quimica dos Oleos volateis e o produto obtido por
hidrodestilacdo, raramente sera idéntico aquele que resulta da extragdo com

solventes. Isto depende da instabilidade e da importante reatividade das moléculas
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constituintes destas misturas naturais que facilmente se isomerizam, rancemizam,
recombinam e oxidam.

Portanto, é relevante considerar que as variaveis ambientais incluindo a
temperatura, o regime de chuvas, a duracéao e a hora do dia, o tempo de exposicao
e a intensidade de luz, a estacdo do ano e a altitude, além de fatores edaficos,
ecoldgicos e ontogenéticos, podem fazer com que a composi¢céo quimica bem como,
a quantidade de principios ativos produzidos pelas plantas sofram alteracdes

(DUNIAU, 2003).

3.3.7. Acao Farmacoldgica

Para Costa (2002a), o niumero e a diversidade de constituintes dos o6leos
essenciais conduzem a uma atividade farmacoldgica que se manifesta de modos
diferentes no organismo humano. As acbes simultaneas dos diversos compostos
sobre as mucosas, secre¢des, musculos lisos e sistema nervoso, determinam efeitos
benéficos utilizados na terapéutica, como: anestésico local, carminativo,
antiespasmaodico, antiinflamatorio, expectorante, diurético e digestivo. A atividade
especifica sobre a musculatura lisa explica também o seu emprego na dismenorréia
(canela, acafrdo) e em doses elevadas, como abortivo (arruda, losna e salsa).

Sobre o sistema nervoso central atuam de modos diversos e determinam
efeitos diferentes: analépticos, sedativos, excitante, narcético e até convulsivo a
depender da dose administrada; no sistema cardiovascular provocam o aumento do
ritmo cardiaco e da presséao arterial (SIMOES; SPITZER, 2004).

Suas propriedades bactericidas e causticas sao associadas aos seus
constituintes fendlicos (a exemplo da esséncia de cravinho e do eugenol), o que
justifica 0 emprego nas caries dentarias. Os farmacos aromaticos, de maneira geral,
sao utilizados com maior freqiéncia, para destruir os agentes causadores de
infec¢des: bactérias e fungos patogénicos, vermes e insetos parasitas. Numerosos
trabalhos foram publicados a respeito dos poderes bactericidas e bacterioestaticos
das esséncias, 0 que justifica seu uso na profilaxia e terapéutica de varias doencas
causadas microrganismos patogénicos (COSTA, 2002a).

Além dos compostos fendlicos, a presenca de aldeidos e alcodis parece esta
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envolvida na inibicdo do crescimento de bactérias e fungos. Compostos como o
citral, geraniol, linalol e o timol tém alto poder antisséptico frente a bactérias
patogénicas variadas, inclusive certas cepas antibidtico-resistentes, estes
compostos sdo até vinte vezes mais potentes do que o fenol. Alguns Oleos
essenciais, também sdo ativos frente a fungos, responsaveis por micoses, a
exemplo das leveduras do género Candida. As doses ativas, em geral sdo baixas,
sendo as esséncias com maior poder antisséptico aquelas oriundas de espécies de
canela, tomilho, cravo, lavanda e eucalipto (BRUNETON, 2001).

Ha relatos de que alguns Gleos essenciais foram utilizados externamente, na
desinfeccado de feridas, durante a Primeira Guerra Mundial. A esséncia de niauli, por
exemplo, serviu como antisséptico dos ferimentos produzidos em combate. Notavel
também € a atividade anti-helmintica manifestada por varias esséncias e seus
constituintes (quenopddio, eucalipto, tomilho, alho, ascaridol, timol), na expulsédo de
vermes parasitas dos intestinos do homem e de animais domésticos. Mais
recentemente, foi reconhecida uma nova propriedade farmacologica dos Oleos
volateis, a acdo sinérgica sobre certos medicamentos, a exemplo dos antibiéticos
(COSTA, 2002a).

3.4 O MUNICIPIO DE ALAGOINHAS E A AREA DE COLETA

O municipio de Alagoinhas encontra-se situado na &rea situada entre o
Agreste e o Litoral Norte do estado da Bahia, estando geograficamente delimitado
pelas coordenadas 12° 08" — 12° 10' S e 38° 26" — 3 8° 30' W, distando
aproximadamente 119 Km da capital Salvador (Figura 09).

A regido caracteriza-se por apresentar um clima de carater transicional,
exibindo elementos tanto do tipo umido quanto do sub-umido, de acordo com a
classificacdo de Thornthwaite. Precipitacdo média anual de aproximadamente 1.234
mm, com periodos de maior pluviosidade concentrados entre os meses de abril a
junho e deficiéncia hidrica nos meses de setembro a janeiro. Temperatura média de
23,9 T e umidade relativa com valores proximos a 8 0,4% (IGEO/UFBA, 1999).
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Altitude do ponto de visdo 2047

Figura 09: Localizacao geografica do municipio de Alagoinhas-BA.
Fonte: Image Digital Globe Google Earth, 2008

Entretanto, de acordo com dados recentes obtidos do Instituto Nacional de
Meteorologia/INMET, referentes ao periodo de janeiro de 2007 a maio de 2009, a
precipitacdo média anual ndo ultrapassou os 1.187,3 mm; a temperatura meédia
anual atingiu 30,33 C e a disponibilidade média d e agua no solo foi de 20,64 mm.

O relevo apresenta configuracdo plana, suavemente ondulada, com altitude
em torno de 207 m, compreendendo os Tabuleiros Interioranos do Recdncavo, de
idade Cretacea Inferior, e os Tabuleiros Costeiros, de Idade Tércio-Quaternaria. Do
ponto de vista pedoldgico, ocorrem de maneira predominante, os solos Podzolicos
Acinzentados seguidos de Areias Quartzosas (Figura 10), normalmente alicas ou
distréficas. Ambos apresentando baixa permeabilidade, fertilidade quimica reduzida
tanto em macro quanto em micronutrientes, baixos teores em fésforo, caélcio,
magnesio e potassio, porém altos em aluminio. A drenagem varia de moderada a
imperfeita, com reduzida capacidade de retencéo hidrica (IGEO/UFBA, 1999).

As informacdes relacionadas a topografia desta localidade estdo em
consonancia com as referéncias feitas por Rizzini (1996), a respeito da existéncia no
Brasil, da Floresta dos Tabuleiros, um dos corpos florestais que ocorre de
Pernambuco até o Rio de Janeiro. Segundo este autor, trata-se de uma faixa
litordnea, por dentro das areias quaternarias, que suporta a restinga em algumas
localidades. Essa faixa, quase plana ou suavemente ondulada, eleva-se de 20 a 200

m acima do nivel do mar e é formada por depdsitos terciarios (pliocénicos). O nome
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tabuleiro, que se lhe fornece, prende-se a configuracdo do relevo, com solos
usualmente pobres, em conformidade com a sua identidade geoldgica.

Figura 10: Aspecto geral do solo na Area de coleta.
Foto: SILVA, 2009.

Com relacdo a rede hidrogréafica, a regido de Alagoinhas é composta pela
bacia do Rio Pojuca, a qual engloba os rios: Sauipe, Catu, Aramari e Subauma.
Além disso, este territdrio apresenta elevado potencial de recursos hidricos de
subsuperficie, representado pelo aqiifero de Sdo Sebastido. E importante ressaltar,
a presenca na area de coleta de um dos afluentes do Rio Catu, o Riacho do Mel
(Figura 11).

A flora apresenta uma grande variedade de ecossistemas, entretanto,
caracteriza-se pela presenca de diversos fragmentos em regeneracdo da Floresta
Ombrofila Densa Submonta, reunindo elementos tipicos do Dominio Mata Atlantica.
A familia Myrtaceae destaca-se na regido pela riqueza e abundancia no conjunto
das populacdes que compdem a vegetacdo secundaria, com formas arbustivas e
arboreas constituindo a estrutura inicial, média e avancada da cobertura vegetal
(SILVA et al., 2004).

A area na qual a coleta do material vegetal foi realizada (Figura 11) pertence
ao Governo do Estado da Bahia. A principio, a vegetagdo ocupava uma extensdo de
aproximadamente 400 hectares, sendo boa parte explorada, ao longo do tempo,
para o cultivo de coco e a citricultura. A posteriori, foram realizadas doacdes para a
construcdo do Parque de Exposi¢cdes Agropecuarias Miguel Santos Fontes e para as
implantagdes do Campus Il da Universidade do Estado da Bahia/UNEB e da sede no



57

municipio da Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola/EBDA. Em virtude
disso, a cobertura vegetal remanescente, encontra-se restrita, no presente

momento, em uma area 140 hectares.

Figura 11: Visdo geral da Area de Coleta
Fonte: Image Digital Globe Google Earth, 2009.

Levando-se em consideracdo as caracteristicas edafo-climaticas bem como,
0s aspectos fitofisiondmicos, pode-se inferir que a cobertura vegetal desta localidade
se enquadra no Dominio Mata Atlantica. Para Rizzini (1996), a expressdo Floresta
Atlantica designa um complexo vegetacional que, embora dominado pela Floresta
Pluvial Montana, engloba tipos de cobertura vegetal muito dispares. Isto porque, sua
ampla distribuicdo geografica, sobre solos distintos, aliada a uma série de formacdes
montanhosas com altitudes variadas, favorecem o estabelecimento de uma
infinidade de condi¢cdes ambientais: diferentes graus de temperatura, umidade,
insolacdo, nichos especificos e adaptacdes decorrentes de sucessivas eras
geoldgicas. Estes elementos do biétopo, permitem tamanha diferenciacdo que faz
deste bioma, um dos maiores detentores de diversidade biolégica de todo o planeta
(VIEIRA, 2002).

Entretanto, esta € uma area que sofre uma pressao antropica historica, tanto
devido aos varios ciclos econdmicos que nela se estabeleceram, a exemplo do pau-
brasil, da cana-de-acucar e do café, como devido a propria ocupacdo humana, uma
vez que 62% da populacédo brasileira, cerca de 110 milhdes de pessoas, estdo
concentradas nesta extenséo de terra (PORTAL SOS MATA ATLANTICA, 2009).
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Atualmente, restam da Mata Atlantica cerca de 4% de sua formac&o primaria
e outros 4% de formacdes secundarias, os quais sdo de grande importancia para a
protecdo da sua biodiversidade. Esses escassos remanescentes de sua area
original estdo, na sua maior parte, fragmentados em pequenas ilhas, exceto, ao
longo das serras do Sudeste e do Sul onde ainda persistem importantes corredores
ecolégicos. Por isso, a Mata Atlantica € considerada como uma das principais
florestas tropicais passiveis de extincdo do planeta e um dos principais hot-spots do
Brasil, ou seja, uma area prioritaria para conservacao, pelo fato de ser rica em

biodiversidade e ameacada no mais alto grau (VIEIRA, 2002).

3.5 ASPECTOS BOTANICOS

Uma das principais vantagens da nomenclatura definida por Carolus
Linnaeus, em 1753, é que cada espécie vegetal tem apenas um nome botanico. E
de extrema importancia que qualquer estudo envolvendo plantas medicinais seja
iniciado pela amostragem botanica. Para tanto, um material testemunha ou voucher
deve ser preparado. Este material consiste em um ramo da planta, de preferéncia
fértil, que é prensado, seco e acondicionado em colecédo cientifica denominada
herbario. Num sentido mais estrito, um herbario é uma colecdo botanica
reconhecida, um museu de plantas, que armazena e cataloga iniUmeros espécimes
secos. Esses espécimes servem de comparacado para determinacdo taxondémica de
outros espécimes, ou como documentacdo da existéncia de uma planta em um
determinado lugar (LORENZI, 2002).

Um dos aspectos mais delicados no ambito da Fitoterapia e nos estudos
cientificos envolvendo plantas refere-se a correta identificagdo do vegetal. Por ser
fortemente baseada em nomes vernaculares, a identidade de uma planta pode variar
enormemente de regido para regido. Assim como plantas completamente distintas
podem ter o mesmo nome popular, algumas plantas acumulam um grande numero
deles para a mesma espécie. Portanto, a uniformizagdo da nomenclatura botanica
se faz necessaria para evitar ambiglidades, uma vez que interpretacdes
taxondmicas errbneas podem nao soO induzir o usuario a utilizar uma planta sem o

principio ativo desejado, como também induzi-lo a fazer uso de uma planta perigosa.
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3.5.1 A Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae caracteriza-se por apresentar glandulas oleiferas
translicidas presentes nas folhas, flores e frutos, o que justifica a producéo
relativamente alta de 6leos essenciais pelos seus representantes. Compreende
entre 3.100 e 4.600 espécies agrupadas, tradicionalmente, em duas subfamilias:
Leptospermiodeae e Myrtoideae, distintas pela morfologia das folhas e dos frutos
(JUDD et al., 1999 apud SOBRAL, 2003). Folhas dispostas de forma alternada nos
ramos, e frutos secos estdo presentes em Leptospermoideae, e folhas em
disposicéo oposta, e frutos carnosos em Myrtoideae.

A subfamilia Leptospermiodeae tem seu principal centro de radiacdo na
Oceania, sendo o Eucalyptus L'Herit, nativo da Australia, um dos géneros de maior
importancia, por ser cultivado atualmente em larga escala nas regides tropicais do
globo para a obtencdo de matérias-primas como: madeira, celulose, carvao vegetal,
além de Oleos essenciais. O Brasil e alguns paises do continente africano se
destacam por serem detentores dos maiores plantios de espécies de Eucalyptus do
mundo.

Na década de 70, o Brasil apresentava-se como um dos mais importantes
exportadores de 6leos derivados de folhas de Myrtaceae no mundo, porém todas as
espécies exploradas eram de origem australiana (CORREA; GOTTLIEB, 1970).
Atualmente, apenas a producao brasileira de 6leo essencial proveniente de espécies
de Eucalyptus L'Herit € estimada em torno de 1.000 toneladas ao ano, gerando
aproximadamente 10 mil empregos diretos e uma movimentacao financeira de cerca
de 4 milhdes de ddlares, com quase a metade devido as exportacdes (BRITO,
2002).

Por outro lado, as mirtdceas Myrtoideae, possuem espécies dispersas em
todos os continentes, com excecdo da Antartida. Todos os exemplares brasileiros
incluem-se nesta subfamilia (SOBRAL, 2003), que mesmo ndo apresentando
espécies produtoras de madeiras valiosas, apresentam numerosas plantas frutiferas,
algumas cultivadas e exploradas comercialmente como a goiabeira, Psidium guajava
L.; a jabuticabeira, Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg.; e a pitangueira, Eugenia
uniflora L. (GRESSLER, PIZO e MORELLATO, 2006).

Em geral, as mirtdceas figuram entre as familias mais representativas em
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florestas tropicais e sub-tropicais. Varios estudos floristicos e fitossociolégicos
comprovam a riqueza e/ou abundancia das espécies de Myrtaceae nestes
ambientes. O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2005) realizou um
inventario da Flora da regido do Litoral Norte da Bahia, objetivando disponibilizar
informacdes sobre a composicao floristica desta localidade. A regido foi escolhida
como prioritaria para ser estudada, pois nos ultimos anos vem sendo submetida a
diversos impactos ambientais. Principalmente, com a recente instalacdo de
complexos hoteleiros, ocupacédo desordenada e forte influéncia antropica, as quais
tém modificado caracteristicas naturais locais. Neste estudo foram catalogadas 105
familias, e dentre as dez melhor representadas em nimero de espécies, a familia
Myrtaceae ocupou a quinta posicao.

Em 2003, pesquisadores do Departamento de Ciéncias Exatas e da Terra do
Campus Il da Universidade do Estado da Bahia, realizaram um levantamento
floristico da familia Myrtaceae no mesmo remanescente de floresta utilizado como
area de coleta para a consecucdo da presente pesquisa. Foram catalogadas
preliminarmente 19 espécies (SILVA et al., 2004). As particularidades apresentadas
tanto no inventario do IBGE quanto no estudo desenvolvido no Campus Il da UNEB
corroboram o fato de que no Dominio Mata Atlantica, a referida familia apresenta-se
como uma das mais numerosas em termos de espécies.

Do ponto de vista boténico, Sobral (2003) descreve a familia Myrtaceae da

seguinte maneira:

Arvores ou arbustivos. Tricomas, quando presentes, simples e
unicelulares. Folhas opostas, inteiras, com glandulas translicidas
evidentes. Inflorescéncias terminais ou axilares, ocasionalmente
unifloras (flores solitarias, axilares). Flores bissexuais, radiais, com
hipanto desenvolvido ou n&o; lébulos do cdlice 4-5 ou soldados,
abrindo-se em lobos irregulares ou sob a forma de caliptra; pétalas
(1-)4-5 ou ausentes; estames geralmente numerosos, raro oito,
desenvolvendo-se centripetamente, as anteras as vezes com
glandulas; pélen tricolpado; carpelos 2-5(-10), soldados; ovario infero;
placentacdo axilar, ocasionalmente apresentando intrusdo da
placenta no loculo; évulos (1-)2-20 por l6culo. Frutos uni a
multisseminados, carnosos; embrides com cotilédones menores que
o hipocétilo, ou de tamanho equivalente ao do hipocétilo e dobrados
sobre si mesmo, ou com hipocoétilo vestigial ou ausente, neste caso,
as vezes soldados; endosperma escasso ou ausente (SOBRAL,
2003).

De acordo com o exposto, é importante atentar para o fato de que mesmo
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sendo uma familia bastante representativa em ambientes de Floresta Atlantica, €
notorio que as espécies de Myrtaceae foram, desde o descobrimento do Brasil, e
ainda sdo submetidas a uma forte influéncia antropica extrativista e predatoria. E,
por isso, necessitam com urgéncia de estudos que permitam tanto a identificacdo
desta incomensuravel diversidade molecular constituida no decorrer de milhdes de
anos, no curso da evolugcdo; como a descoberta dos usos biolégicos, ecoldgicos,
industriais e farmacologicos em potencial advindos da pesquisa fitoquimica.

No entanto, tal tarefa somente se concretizara se estiver atrelada a
identificacdo taxonémica das espécies, principalmente em se tratando de um grupo
de vegetais onde os caracteres morfo-anatomicos isoladamente ndo sao capazes de
solucionar seus tipicos problemas nomenclaturais. Neste sentido, a prépria
investigacdo quimica pode auxiliar na distincdo taxondmica das espécies atraves da
descoberta de metabdlitos secundarios que possam ser usados como marcadores
guimiotaxondmicos (GALLO et al., 2006).

3.5.1.2 Aspectos Botanicos do género Myrcia DC.

No Brasil, todos os representantes nativos da familia Myrtaceae, pertencem a
subfamilia Myrtoideae. O género Myrcia DC. apresenta mais de 300 espécies
distribuidas do México até o sul do Brasil, seus representantes caracterizam-se pela
presenca de individuos subarbustivos a arbdreos, com folhas geralmente
evidenciando nervura marginal e pontos translicidos no limbo, devido a presenca de
glandulas oleiferas (SOBRAL, 2003).

Dominio — Eucariota
Reino — Plantae
Divisdo — Magnoliophyta
Classe — Magnoliopsida
Subclasse — Rosidae

Ordem — Myrtales
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Familia — Myrtaceae
Subfamilia — Myrtoideae
Tribo — Myrteae
Subtribo — Myrciinae

Género — Myrcia

3.5.1.2.1 Aspectos Botanicos de Myrcia alagoensis O.Berg

Na area de coleta, a espécie € comum. Os individuos sao arbdreos;
apresentam caule com coloracao acizentada, as vezes descamando-se em laminas
finas (ritidoma); folhas discolores, com consisténcia coriacea e portando
pubescéncia ferrugineo esbranquicada em ambas as faces, nas folhas jovens.
Entretanto, nas folhas mais senis, os pelos sdo mais evidentes na face abaxial e
concentram-se na nervura principal. As nervuras sao impressas na face adaxial e
sobressalentes na abaxial. Presenca marcante de nervura submarginal e glandulas
oleiferas.

Os botbes florais sado abertos, levemente pilosos, com colaragdo amarelada,
agrupados em dicasios compostos, 0Ss quais se reunem para formar uma
inflorescéncia paniculada. Os lobos do célice sédo regulares (5). Peétalas (5),
presenca de numerosos estames (Figura 12), estigma presente, mesmo apos a
antese. Frutos pilosos, baciformes, ovais, com lobos do célice persistentes, o0s
imaturos com coloracdo amarelada e os maduros em tons que variam do vinaceo ao

negro (Figura 13).

3.5.1.2.2 Aspectos Botanicos de Myrcia guianensis (Aubl.) DC.

Na area de coleta, a espécie é rara. Os individuos sdo arbustivos; apresentam
caule com manchas liquénicas, descamando-se em laminas fibrosas (ritidoma); &
frequente a presenca de casulos de insetos; as folhas sé&o glabras (sem pelos),

porém € notodria a presenca de pubescéncia ferruginea na nervura principal da face
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abaxial. Presenca de nervura submarginal e glandulas oleiferas. Flores reunidas em
inflorescéncias paniculadas. Frutos redondos, coroados pelos lobos do calice, os

imaturos em tons rosados e os maduros, variando de vinaceos a negros (Figura 14).

Figura 12: Floracdo de Myrcia alagoensis O. Berg  Figura 13: Frutos de Myrcia alagoensis O. Berg
Foto: SILVA, 2009. Foto: SILVA, 2009.

Figura 14: Frutos de Myrcia guianensis (Aubl.) DC.
Foto: SILVA, 2009.

Figura 15: Folhas rostradas de Myrcia rostrata DC. Figura 16: Frutos de Myrcia rostrata DC.
Foto: SILVA, 2009. Foto: SILVA, 20009.
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3.5.1.2.3 Aspectos Botanicos de Myrcia rostrata DC.

Na area de coleta, a espécie € comum nas bordas da mata e nas trilhas. Os
individuos sédo arbustivos; as folhas sao glabras (sem pelos), com apice
evidentemente acuminado (rostrado). Presenca de nervura submarginal e glandulas
oleiferas. Botdes florais abertos em tons rosados (Figura 15). Flores reunidas em
inflorescéncias paniculadas. Frutos ovais, coroados pelos lobos do célice, os

imaturos em tons rosados e os maduros em tons vinaceos (Figura 16).

3.6. OLEOS ESSENCIAIS DE REPRESENTANTES DA FAMILIA MYRTACEAE:
COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA.

Myrtaceae € uma familia de plantas que produz compostos secundarios,
geralmente aromaticos, os quais sdo armazenados em pontuagfes translicidas
(glandulas) existentes na lamina foliar. Destacam-se o Oleo de mirto (Myrtus
comunis) produzido na Ilha de Cérsega, de pimenta (Pimenta officinalis) da América
Central, usados na preparacdo de condimentos. O Oleo de cravo (Eugenia
caryophyllata) produzido principalmente na Africa e os Oleos procedentes das
diversas espécies de Eucalyptus dentre os quais se destacam os tipos de uso
medicinal (E. globulus), aromatizante domeéstico (E. citriodora), desinfetante (E.
dives) e outros como fontes de compostos de interesse na industria quimica
(CRAVEIRO et al., 1981).

O Eucalyptus citriodora Hook., conhecido como eucalipto lim&o apresenta nas
suas folhas um teor de 6leo essencial que varia de 3 a 5%, com até 80% da sua
composicado constituida por citronelal, componente responsavel pelo seu aroma
caracteristico e por sua atividade desinfetante e repelente de insetos. O Eucalyptus
tereticornis Smith., de nome popular, eucalipto medicinal contém de 3 a 5% de 0Oleo
essencial com 60% ou mais de cineol ou eucaliptol, principal responsavel por sua
atividade antigripal, balsamica e adstringente (MATOS, 1997).

De acordo o referido autor, a goiabeira vermelha (Psidium guajava L.),

apresenta os brotos jovens (vulgarmente conhecidos como olho da goiabeira) ricos
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em tanino, 6leo essencial e rutina e, embora seu principio ativo ndo esteja bem
definido sabe-se que sua acgéo antidiarréica parece esta relacionada a trés fatores:
uma acao adstringente devida ao tanino, uma ac¢ao inibidora da transferéncia de
agua dos tecidos para o Iintestino, devida aos flavondides, e uma acao
antimicrobiana especialmente contra bactérias dos géneros Salmonella e Shighella.
Além de ser usada popularmente no combate a diarréias, essa espécie parece
também ser Gtil nas inflamacdes da boca e da garganta.

Corréa (2003), aponta as folhas e a raiz da pedra-ume-cad (Myrcia
sphaerocarpa) como coadjuvante no tratamento do Diabetes Mellitus e da
hipertenséo arterial. Assim como, nos quadros de diarréia, gastroenterites e aftas,
além de apresentar acdo diurética. Em sua composicdo quimica encontram-se
taninos e glicoproteinas.

Na década de 70, Corréa e colaboradores (1972) constataram que:

o Brasil inclui-se entre os maiores exportadores de 6leos essenciais
de folhas de mirtaceas em todo o mundo. Paradoxalmente, todas as
espécies aqui exploradas sdo de origem australiana (Eucalyptus
citriodora Hook., E. maideni F.v.M., E. smithii Baker e E. staigeriana
F.v.M.). Nao é por falta de mirtaceas na flora brasileira que inexiste
exploracdo industrial de espécies nativas. Pelo contrario, € no Brasil
onde esta familia encontra-se melhor representada quanto ao nimero
de géneros e de espécies. Quer nos parecer, por isto que a razdo do
fato possa residir no desconhecimento da composicao quimica de
6leos essenciais de nossas mirtaceas (CORREA et al., 1972).

E evidente que a literatura especializada reine uma série de estudos
envolvendo a composicao quimica dos 6leos essenciais produzidos por espécies de
Myrtaceae, todavia, dada a grandiosa diversidade biolégica desta familia botanica,
ainda ha muito por ser descoberto. Numa breve andlise de artigos publicados nos
altimos anos, somente uma pequena monta de trabalhos possui a analise da
atividade biologica atrelada ao estudo fitoquimico das suas espécies. E mais
especificamente, sobre os 6leos essenciais obtidos de exemplares do género Myrcia
DC. nota-se que a escassez € extremamente pronunciada.

Até o presente momento, existem em torno de 700 espécies diferentes de
Eucalyptus catalogadas. Destas, aproximadamente, 500 produzem 6leos essenciais,

usados das mais diferentes formas: doencas respiratdrias, como bronquite e asma;
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condicdes febris, em casos de malaria, tifo e colera; problemas de pele, como
gueimaduras e Ulceras. No tocante a um dos seus principais constituintes, o 1,8-
cineol, ha relatos de efeitos antiinflamatérios, antioxidantes, além do uso
farmacéutico no preparo de ungientos, inalantes e xaropes para tosse (SEFIDKON;
BAHMANZADEGAN; ASSAREH, 2008).

Pesquisadores nigerianos estudaram os 6leos volateis obtidos de diferentes
espécies cultivadas naquele pais, os constituintes majoritarios foram: 1,8-cineol, a-
pineno e B-pineno, em diferentes propor¢cdes nas trés espécies analisadas. Esses
autores relataram que espécies deste género tém sido utilizadas por suas
propriedades carminativas, inseticidas e antimicrobianas frente a varios
microrganismos (OGUNWANDE et al., 2003).

Da mesma maneira, das seis espécies de Eucalyptus coletadas no sudeste
do Ird, cinco apresentaram o 1,8-cineol como constituinte majoritario (ASSAREH,;
JAIMAND; REZAEE, 2007). Um estudo realizado na Alemanha comparou a
composicdo quimica dos O6leos essenciais de Eucalyptus dives Schau. Type
extraidos de folhas frescas e de folhas secas, apesar de o constituinte majoritario ter
sido o mesmo (a-felandreno), foram notadas algumas diferengas nas duas amostras
(WEBER et al., 2006).

No Brasil, Franco e colaboradores (2005), analisaram as diferencas quimicas
que os Oleos de Eucalyptus cinerea F. Mull. Ex Benth. apresentaram ao ser
coletados do aparelho de Clevenger em diferentes tempos (Fracdo 1 — nos primeiros
quinze minutos, Fracdo 2 — entre quinze minutos e uma hora, Fragdo 3 — entre uma
e duas horas e Fracdo 4 — entre a segunda e a terceira hora). O 1,8-cineol foi
detectado como majoritario nas trés primeiras fracdes, sendo o ocimeno, o principal
composto da ultima fracdo. Neste trabalho, os pesquisadores concluiram que a
maior parte do Oleo essencial é obtida na primeira hora de hidrodestilagdo e que
existem diferencas na composi¢cdo quimica dos O6leos obtidos em diferentes
intervalos de tempo.

Melaleuca é um género de Myrtaceae originado da Australia e de regides do
Pacifico, as suas espécies sdo conhecidas naquela regido como niaouli. Seus 6leos
afetam o crescimento de microrganismos e, por isso, sao utilizados por suas
propriedades antimicrobianas (BEYLIER, 1979; VALNET, 1984 apud GBENOU et
al., 2007).
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Gbenou e colaboradores (2007) avaliaram a composi¢do quimica dos 0leos
essenciais de uma populacdo de Melaleuca quinquenervia (Cav.) S.T. Blake
coletada em diferentes estacdes do ano, na regido sul de Benin (Africa). O maior
rendimento obtido correspondeu a estacdo mais chuvosa (teor de 4,2%). A
composicdo quimica dos Oleos revelou a presenca de trés diferentes quimiotipos
(1,8-cineol; 1,8-cineol/viridiflorol e viridiflorol).

Além disso, a variacdo quantitativa de alguns constituintes foi extremamente
ampla: a-pineno (1,5 a 12,5%), a-terpineol (1,1 a 15%), 1,8-cineol (2,6 a 60%) e
viridiflorol (10,5 a 62,7%), indicando que as condi¢Bes climaticas podem atuar
modificando a composicdo quimica de uma espécie, bem como dos seus
quimiotipos (GBENOU et al., 2007). J& Ramanoelina et al. (2007) estudaram os
Oleos obtidos de M. quinquenervia coletada entre os anos de 1992 — 2001, na regiao
de Madagascar. Os autores identificaram naquela regido quatro quimiotipos: 1,8-
cineol (37%); 1,8-cineol (23%)/viridiflorol (20%); viridiflorol (48%) e (E)-nerolidol
(87%).

Outras espécies australianas de Myrtaceae tiveram a composicdo quimica
dos seus Oleos essenciais estudada por Brophy e Goldsack em diferentes anos
(2003), (2005) e (2007). Os diversos géneros bem como, as percentagens dos seus
respectivos constituintes majoritarios foram: Decaspermum com 37,5% de a-pineno;
Backhousia com 42% de B-pineno; Barongia (58% de a-pineno), Mitrantia (29% de
B-cariofileno), Sphaerantia (19% de biciclogermacreno) e Ristantia (48% de a-
pineno).

Com relacdo a algumas espécies do género Campomanesia, os estudos da
composicao quimica dos 6leos essenciais revelaram a presenca de uma diversidade
de constituintes majoritarios. Geraniol (18,1%) no estudo de Stefanello et al. (2008a)
e ledol (20,9%) no estudo de Coutinho e colaboradores (2007) para a espécie
Campomanesia adamantium (Camb.) O. Berg.

Cariofileno e linalol (11,7% e 11,1%, respectivamente) em C. phaea (O. Berg)
Landrum (ADATI; FERRO, 2006) e a-pineno, limoneno, (Z)-B-ocimeno e B-cariofileno
nas concentragdes de 10,61%; 10,09%; 9,22 e 7,04% para o 6leo extraido dos frutos
em diferentes estagios de amadurecimento, da espécie Campomanesia adamantium
(Camb.) O. Berg (VALLILO et al., 2006).

Neste mesmo estudo de Vallilo e colaboradores (2006), sdo citados trabalhos

gue enfatizam resultados positivos no tratamento de tumores malignos em modelo
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animal para o cancer de mama, de pancreas e de préstata pela administracdo do
limoneno, na sua forma enantibmera D-limoneno. Assim como, o0s efeitos
antiinflamataorio, anestésico local e espasmolitico do B-cariofileno.

A respeito das espécies de Psidium, a analise da composi¢cdo quimica das
suas esséncias, evidenciou a presencga preponderante do epi-a-muurolol (21,9%)
para P. cattleianum Sabine e do viridiflorol (31,9%) para P. parvifolium Griseb., do T-
cadinol (46,6%) para P. cymosum Urb., do limoneno (43%) e do a-pineno (39,5%)
para P. sartorianum Niedz. todas provenientes de Cuba e estudadas por Pino e
colaboradores (2003a) e (2004). Ja para espécie P. guajava L. oriunda de Taiwan os
compostos majoritarios foram 1,8-cineol (12,%), a-pineno (14,7%) e [B-cariofileno
(27,7%) (CHEN et al., 2007).

Um género bastante estudado no Brasil e no mundo é o Eugenia. Stefanello
et al. (2006) estudaram a composi¢cao quimica e a atividade antimicrobiana contra
vinte linhagens de bactérias, pelo método da difusdo em poco, dos 6leos obtidos das
folhas e das flores de Eugenia chlorophylla. Houve predominancia de
sesquiterpenos e o0s constituintes majoritarios foram: B-cariofileno, globulol, 1-epi-
cubenol, epi-a-muurolol, e a-cadinol. A composi¢do do 6leo proveniente das flores
mostrou-se mais complexa quimicamente do que aquela apresentada pelo 6leo das
folhas. Todos os 6leos exibiram efeitos antimicrobianos frente as bactérias Gram
positivas, entretanto foram inativos contra as Gram negativas.

Os estudos desenvolvidos por pesquisadores brasileiros com esséncias
produzidas por espécies de Eugenia apresentaram o0s seguintes resultados: Eugenia
mattosii, com 6leo rico em sesquiterpenos como o B-elemeno (16,1%), B-cariofileno
(12,4%) e biciclogermacreno (17,5%) (APEL et al.,, 2005); Eugenia florida
(germacreno D e biciclogermacreno) e Eugenia mansoi com viridifloreno (12,5%),
E,E-farnesol (14,5%) e E,Z-farnesol (17,3%) (APEL et al., 2004a); Eugenia uniflora
composto majoritariamente por furanodieno (50,2%) (MELO et al., 2007); Eugenia
brasiliensis com uma riqueza preponderante em sesquiterpenos como [(3-cariofileno
(12,6%), B-selineno (12,6%) e a-selineno (14,8%) (FISCHER et al, 2005); Eugenia
brasiliensis com a-tujeno, trans-a-bergamoteno, espatulenol e cubenol em diferentes
proporcdes a depender da época da coleta (LIMA et al., 2007).

Eugenia punicifolia coletada em diferentes localidades de Pernambuco
apresentou altas concentracdes de linalol e B-cariofileno em todas as amostras

(OLIVEIRA et al., 2005); Eugenia hyemalis proveniente da regido Sul do Brasil
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produziu um 6leo rico em biciclogermacreno (37,7%) e Eugenia stigmatosa do
sudeste com Oleo rico em acido fisetérico (90,5%) (APEL et al., 2004b). Por fim, o
estudo realizado por Ferri et al. (2008) com o 6leo obtido dos frutos de Eugenia
dysenterica em diferentes estagios de amadurecimento, evidenciou que o teor de
Oleo decresce a medida que os frutos amadurecem, e que a maturacdo dos frutos
intensifica a sintese de sesquiterpenos em detrimento dos monoterpenos, sendo o 3-
cariofileno, a-humuleno e o y-muuroleno os constituintes majoritarios do 6leo oriundo
dos frutos maduros.

Alguns trabalhos correlacionam o estudo da composi¢cdo quimica dos Oleos
volateis com testes de atividade biolégica, como o de Medeiros et al. (2003) onde
Oleos obtidos de Eugenia stipitata McVaugh ssp. sororia foram testados contra
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Listeria monocytogenes, pelo
método da difusdo em disco. Os resultados apontaram Oleos ricos em constituintes
como o B-cariofileno, exibindo uma significativa atividade antimicrobiana.

Alguns estudos ja demonstraram a eficacia das espécies de Myrtaceae ou de
seus 6leos, como moluscicida, por combater caramujos do género Biomphalaria,
hospedeiros intermediarios do Schistosoma mansoni (OLIVEIRA et al.,, 2006),
leishmanicida in vitro (BEZERRA et al., 2006), inseticida (LIMA, 2006),
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus ATCC 6.538, Escherichia coli ATCC
8.739, S. epidermidis ATCC 12.228, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9.027 e
Candida albicans ATCC 10.231 (FRANCO et al., 2005) e acaricida (CHAGAS et al.,
2002).

De acordo com Apel et al. (1998), as espécies desta familia sdo ricas em
sesquiterpenos que apresentam um amplo espectro de efeitos biolégicos, como
atividade antineoplasica, antimalaria, antiviral e antimicrobiana. Investigacoes vém
sendo feitas com Myrcia guianensis (Aubl.) DC. quanto ao seu poder alelopatico, ou
seja, a capacidade de inibir o crescimento e o desenvolvimento de outras plantas
localizadas no seu entorno; isto implicaria na producdo de herbicidas naturais, em
substituico ao uso de similares sintéticos (SOUZA FILHO et al., 2006). Oleos
essenciais de Myrcia rostrata DC., provenientes do Rio Grande do Sul, foram
estudados por Limberger et al. (2004) e a analise quimica também revelou
predominéncia de sesquiterpenos (93,3%), principalmente dos grupos cadinanos e
germacranos. Quanto a Myrcia alagoensis O. Berg, até o presente momento néo

foram registradas publicacdes de estudos fitoquimicos, envolvendo esta espécie.
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Espécies de diferentes géneros da familia Myrtaceae tiveram seus Oleos
essenciais, testados pelo método da microdiluigdo em placa quanto ao potencial
antimicrobiano frente aos microrganismos Escherichia coli (ATCC 8739) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538). Os Oleos testados inibiram quase que
totalmente o crescimento de S. aureus. Particularmente, com relacéo as espécies do
género Myrcia DC., os potenciais de inibicdo foram significativos: Myrcia detergens,
Myrcia tomentosa e Myrcia brasiliensis apresentaram valores respectivamente iguais
a 96,1%; 89,7% e 76,4%. Porém, os mesmos Oleos, quando testados frente ao
crescimento de E. coli, revelaram atividade antimicrobiana apenas em M. tomentosa,
com um valor de 54,7%. Estes resultados indicam o potencial antibacteriano contra
microrganismos Gram positivos dos 6leos essenciais de espécies de Myrtaceae
(LIMA et al., 2005).

Nesse mesmo estudo, Lima et al. (2005) constataram que os 6leos essenciais
obtidos de diferentes espécies de Myrtaceae, coletadas no estado de S&o Paulo,
exibiram uma composicdo quimica variada, sendo constituidos de substancias com
reconhecida atividade antimicrobiana e anestésica, a exemplo do eugenol.

Nota-se que apesar da significativa representatividade de géneros e espécies
da familia Myrtaceae, a quantidade de estudos envolvendo os individuos deste
grupo, assim como, 0s Oleos por eles produzidos € ainda, nos dias em curso,
incipiente.

No concernente a pesquisa quimica dos representantes da familia Myrtaceae
atrelado ou ndo a testes de atividade antimicrobiana, e mais precisamente, aos
estudos dos 0leos essenciais produzidos pelas espécies do género Myrcia DC., a
caréncia de trabalhos publicados revela que ainda ha muito a ser estudado. E
provavel que a escassez de dados sobre mirtdceas esteja mais relacionada a
dificuldade encontrada pelos especialistas na identificagdo taxonémica das espécies,
do que na falta de interesse por parte dos pesquisadores em investigar a quimica e

a potencial utilizacao biologica e ecoldgica apresentada pelos representantes deste

grupo.
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3.7 AGENTES ANTIMICROBIANOS

3.7.1 Historico

A coalhada de soja embolorada parece ter sido o primeiro antibiético natural,
utilizado pelos chineses, por volta do ano 500 a.C., para tratar furdnculos e outras
infeccdes semelhantes. Quase tdo antigo e presente em Varias civilizacdes € 0 uso
de pdo mofado e teias de aranha em ferimentos infectados. Embora os médicos
tenham procurado nos anos seguintes uma espécie de medicamento que pudesse
combater infeccbes causadas por bactérias, nenhum pesquisador pensou em
investigar cientificamente o uso medicinal popular dos bolores (ROBBERS;
SPEEDIE; TYLER, 1997).

A palavra “antibiético” deriva do termo antibiosis, que literalmente significa
“contra a vida” (anti = contra; bios = vida). O conceito mais aceito define o antibiético
como uma substancia quimica de origem sintética ou natural (ou seja, produzida por
um microrganismo) e que, em baixa concentracdo, tem a capacidade de inibir ou
matar, seletivamente, microrganismos, sem causar danos ao hospedeiro (por
exemplo, o ser humano).

Tal definicdo exclui compostos como o0 etanol, que s&o ativos em
concentracbes maiores e tendem a exercer acdo principalmente fisica sobre os
microrganismos, esses compostos, geralmente, sdo conhecidos como antissépticos
(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).

Os agentes antimicrobianos podem ser classificados segundo o tipo
especifico de microrganismo inibido, desta maneira tém-se substancias:
antifingicas, antibacterianas, antiparasitarias e antivirais. Para Eldin e Dunford
(2001), o termo “antimicrobiano” foi usado pela primeira vez para descrever as
plantas medicinais que destruiam diretamente o organismo causador da doenca, ou
agiam no sentido de aumentar a capacidade de o corpo combater a infeccéo
fortalecendo o sistema imunoldgico. Portanto, as plantas desta categoria passaram a
ser subdivididas em antifingicas, antivirais, antibacterianas, antiparasitarias e
grupos estimulantes do sistema imunolégico.

O desenvolvimento dos antibidticos teve inicio em 1928, com a constatagéo
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do bacteriologista escocés, Alexander Fleming, de que colénias do fungo Penicillium
que haviam contaminado uma cultura de Staphylococcus, tinham impedido o
crescimento bacteriano. Embora ndo tenha sido o primeiro a observar este
fendbmeno, Fleming reconheceu o seu potencial para conter infecgdes. Assim, a
penicilina tornou-se disponivel como um agente quimioterapico versatil e seguro
para ser usado em seres humanos (BLACK, 2002). Neste sentido, os antibiéticos
podem ser definidos como produtos do metabolismo secundario de microrganismos,
dotados da capacidade de inibir o processo de crescimento de outros
microrganismos, inclusive quando utilizado em baixas concentragcdes (SATO, 2001).

Ao longo do tempo, a busca por novos antibidticos se processou por
intermédio de métodos relativamente simples e rapidos para selecionar previamente
0S microrganismos com capacidade de producdo de medicamentos com acéo
antibacteriana. Nessa tarefa, geralmente foram empregadas amostras de solo, por
sua riqueza nesse tipo de organismos. A maioria deles pertencente a um grupo de
seres vivos procaridticos ramificados, portadores de caracteristicas morfolégicas que
ocupam uma posicao intermediaria entre o grupo dos fungos e o grupo das
bactérias. Conforme Robbers et al. (1997), estes organismos situam-se na ordem
taxondmica dos actinomicetaceos e recebem o nome comum de actinomicetos ou
actinobactérias.

Uma compilacdo das fontes microbianas de antibidticos descobertas nos
Estados Unidos e no Japao entre 1953 e 1970 revelou que aproximadamente 85%
destes medicamentos eram produzidos por actinobactérias,11% por fungos e 4% por
bactérias. Mais recentemente, os antibiéticos usados na terapéutica sao produzidos
por grupos pequenos e restritos de organismos entre 0s quais, existe um parentesco
distante (ROBBERS; SPEENDIE; TYLER, 1997).

E notdério que o numero de antibidticos descritos continua aumentando,
principalmente devido aos programas intensivos de busca em todos os paises
industrializados. Em 1961, eram conhecidos 513 antibioticos, 4.076 em 1972, 7.650
em 1985, e atualmente, ao redor de 8.000. Alem disso, tém sido detectadas em
liguens, algas, animais superiores e plantas, em torno de 3.000 novas substancias
com atividade antibittica (SATO, 2001).

Nestes termos, 0s antibidticos provavelmente representam o maior avango da
farmacoterapia nos ultimos anos. Fundamentalmente, porque os mesmos, desde a

sua descoberta, permitiram o controle efetivo de microrganismos patogénicos que
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provocavam a incapacitagdo prolongada ou a morte de seres humanos,

independente da idade, situacéo financeira ou higidez da pessoa atingida.

3.7.2 Aplicagbes

Os antibidticos sdo usados principalmente como agentes terapéuticos nas
infeccbes causadas por microrganismos sensiveis a eles. Assim, a maior parte
desses farmacos € destinada a quimioterapia, mas alguns tém outras aplicacdes
como na agricultura, contra doencas de plantas sejam de origem bacteriana ou
fangica, uma vez que podem ser mais Uteis que os produtos quimicos sintéticos. E
bastante difundida também a pratica de desinfeccdo de sementes com antibioticos.
Além disso, podem ser utilizados como preservantes de alimentos e cosméticos,
como estimuladores do crescimento animal e do aumento de peso e na medicina
veterinaria, tendo em vista que as racfes animais Sd0 processadas mais
eficientemente no sistema digestério do animal. (LIMA; AQUARONE; BORZANI,
2001).

Tal gama de aplicacdes faz da industria de antibiéticos um ramo altamente
lucrativo em todo o mundo. De acordo com Sato (2001), a producdo mundial de
antibioticos esta por volta das 100.000 toneladas ao ano e as vendas brutas anuais,
s6 nos EUA eram de US$ 1 bilhdo em 2000. Acredita-se que os antibiéticos como

aditivos de alimentos tenham um mercado mundial de US$ 100 milhdes.

3.7.3 Mecanismos de acéo

Compreender o modo de acdo dos farmacos antimicrobianos (Figura 17) €
importante para determinar a sua utilidade clinica, uma vez que tal procedimento
aumenta enormemente o potencial para a sofisticacdo da terapia (ROBBERS;
SPEENDIE; TYLER, 1997).
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Figura 17: Principais mecanismos de agdo dos agentes antimicrobianos: em A, inibicao da sintese do
peptideoglicano; em B, alteracao da estrutura da membrana celular; em C, inibicdo da sintese de
metabdlitos essenciais; em D, interferéncia do metabolismo dos acidos nucléicos; e em E, inibicdo da
biossintese protéica.

Fonte: LULLMANN et al., 1996.

De acordo com LEVINSON e JAWETZ (2006), foram identificados cinco

mecanismos gerais de agao:

» inibicdo da sintese do peptideoglicano da parede celular do microrganismo;

» alteracdo da funcdo normal da membrana celular, pela inibicdo de algumas
enzimas citoplasmaticas;

e inibicAo da sintese de alguns metabodlitos essenciais como o0 acido
tetraidrofélico que funciona como doador do grupamento metila na sintese de
nucleotideos, precursores do acido nucléico;

» interferéncia no metabolismo do acido nucléico pela alteracdo da sintese e
replicacdo do DNA ou inibicdo da enzima RNA-polimerase;

» inibicdo da biossintese protéica.

Para que haja inibicdo da formacéo da parede celular bacteriana € necessario
gue a sintese dos mucopeptideos que a constituem seja interrompida. As bactérias
Gram positivas sdo particularmente suscetiveis aos antibioticos que inibem a

formacdo de mucopeptideos porque sua parede celular contétm uma camada
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relativamente espessa destes constituintes, conhecida como peptidoglicano, a qual
favorece uma maior sustentacdo estrutural do citoplasma devido a sua natureza e

estrutura quimicas (Figura 18).
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Figura 18: Representagdo esquematica da estrutura das paredes celulares de bactérias Gram
negativas e Gram positivas.
Fonte: TORTORA et al., 2005.

Segundo ROBBERS e colaboradores (1997), h& a necessidade de uma maior
sustentacdo nas bactérias Gram positivas, porque as mesmas concentram
metabdlitos de baixo peso molecular, como aminoéacidos, que |Ihe conferem alta
pressdo osmotica interna. Por outro lado, as Gram negativas tém uma pressao
osmotica interna relativamente baixa, sendo suficiente uma camada muito mais
delgada de mucopeptideo.

A formacéo de uma proteina essencial pode ser bloqueada em qualquer um
dos estagios basicos de sua biossintese. O antibidtico poderia exercer influéncia
deletéria sobre a replicacdo da sintese do DNA, sobre a transcricdo do codigo
genético e da sintese sequencial especifica do RNAmM ou sobre a sintese e a
organizacdo dos ribossomos. Todos esses processos biolégicos sdo fundamentais
para a sintese final de uma proteina, porém muitos dos componentes que atuam
nesses niveis tendem a ser relativamente toxicos. A toxicidade seletiva dos
inibidores da sintese de proteinas resulta do fato de que as células do hospedeiro
humano tém ribossomos 80S (com subunidades 40S e 60S), e ndo 70S (com
subunidades 30S e 50S) como as bactérias, e os antibidticos usados sao seletivos
para ribossomos 70S (TRABULSI; TOLEDO, 2004).

Entretanto, as células humanas tém ribossomos 70S em suas mitocondrias, e
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alguns antibioticos muito lipofilicos provocam intoxicagcdo quando administrados em
altas doses. Isto decorre da capacidade destes agentes antimicrobianos em penetrar
através da membrana mitocondrial, inibindo a sintese de proteinas destas
estruturas. No que se refere ao metabolismo do DNA ha muita coisa em comum
entre procariontes e organismos superiores, por isso, a maioria dos antibiéticos que
interferem no metabolismo do DNA é muito toxica, sendo esses farmacos utilizados
preponderantemente como agentes antitumorais (JAWETZ et al., 2000).

Outros antibioticos afetam a permeabilidade da membrana celular de um
modo que provoca o0 vazamento dos solutos citoplasmaticos. Os dois grupos mais
importantes sdo o0s antibioticos poliénicos (anfotericina B e nistatina) e o0s
antibioticos peptidicos, tais como as polimixinas. A seletividade para fungos baseia-
se em ligacdes seletivas ao ergosterol, esterol encontrado nos fungos, mas ndo em
células humanas. A seletividade ndo é completa, e 0s polienos sdo agentes
relativamente toxicos (ROBBERS; SPEENDIE; TYLER, 1997).

A partir do exposto, nota-se que uma das limitagdes para o uso terapéutico de
um antibidtico é a sua toxicidade em mamiferos. Teoricamente, o antibiético mais
seguro € aquele que inibe um processo essencial (tal como a formacdo da parede
celular), e exclusivo do microrganismo sendo, portanto, in6cuo ao hospedeiro.
Nestes termos, a toxicidade seletiva € um dos aspectos mais relevantes da terapia
antimicrobiana, isto é, a inibicdo seletiva do crescimento do microrganismo, sem
dano ao hospedeiro. Tal seletividade é obtida pela exploracdo das diferencas
existentes entre o metabolismo e a estrutura do microrganismo e as caracteristicas
correspondentes nas células hospedeiras (LEVINSON; JAWETZ, 2006).

Assim, quanto mais seletivo um antimicrobiano para o metabolismo do agente
patogénico, menor a possibilidade do aparecimento de reacdes adversas para o
hospedeiro. Por exemplo, as células humanas nao tém paredes, e os antibioticos
gue inibem paredes celulares, como as penicilinas, costumam ser muito seguros e
com amplo espectro terapéutico. Em contrapartida, tanto as células dos procariontes
quanto as humanas tém membranas, e os antibiéticos que rompem membranas
celulares tendem a ser muito téxicos (ROBBERS; SPEENDIE; TYLER, 1997).

Além disso, o0 mecanismo de acdo determinard se o antibiético € bactericida
(quando causa a morte dos microrganismos na fase de crescimento logaritmico;
periodo no qual ha um aumento da atividade metabdlica, acarretando numa

acentuacdo da suscetibilidade ao antimicrobiano); ou bacteriostatico (quando inibe o
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crescimento exponencial dos microrganismos). Na maioria das vezes, os inibidores
da sintese das paredes celulares sdo bactericidas, visto que as células sofrem lise
na auséncia de paredes intactas. Por outro lado, em sua maioria, os inibidores da
sintese protéica tém acao reversivel e sdo bacteriostaticos porque as células

continuam proliferando depois da retirada do antibiético (JAWETZ et al., 2000).

3.7.4 Mecanismos de resisténcia aos agentes antimic  robianos

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tem aumentado muito nos
altimos anos e representam um problema global, sendo uma das principais causas
de complicagdes terapéuticas da clinica médica na atualidade (ROSSI; ANDREAZZI,
2005). Os mecanismos de resisténcia aos antibidticos podem advir de mutacdo
genética espontanea ou induzida. No entanto, muitos dos problemas praticos
ocorreram através do processo de selecédo artificial. Em outras palavras, o uso
indiscriminado de antibidticos, favoreceu paulatinamente, a exacerbagdo da
frequéncia de microrganismos do genaétipo resistente que naturalmente existiam na
populacdo natural sensivel.

Um dos principais mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos
microrganismos sdo a inativacdo enzimatica do antibidtico e a alteracdo da
permeabilidade do agente patogénico ao antibiotico. Um exemplo de alteracdo da
permeabilidade encontra-se em espécies de Pseudomonas, cuja resisténcia a
antibioticos se deve em parte a sua capacidade de interferir na estrutura das porinas
(poros das membranas externas que se abrem e fecham segundo controle exercido
por proteinas), através das quais os antibioticos devem passar. Conjetura-se a
possibilidade de que algumas das sequéncias que codificam a resisténcia aos
antibioticos teriam surgido devido a transferéncia de genes dos organismos
naturalmente produtores do antibidtico, os quais seriam detentores de “habilidades”
para resistir aos agentes antimicrobianos que eles mesmos produzissem, com 0
intuito de evitar a autotoxicidade (ROBBERS; SPEENDIE; TYLER, 1997).

Analisando a emergéncia de cepas resistentes aos agentes antimicrobianos
atualmente disponiveis, conclui-se que o fato de muitos antibioticos ja terem sido

descobertos ndo faz cessar a pesquisa por novos. De acordo com Black (2002),
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enquanto existirem doencas infecciosas sem tratamento, a pesquisa continuara.
Mesmo quando um tratamento eficaz estiver disponivel, serd sempre possivel e

necessario que outro melhor, menos toxico ou mais barato seja encontrado.

3.7.5 Alguns agentes antimicrobianos

3.7.5.1 Cloranfenicol

O cloranfenicol (Figura 19) foi obtido inicialmente numa cultura de
Streptomyces venezuelae, microrganismo isolado em 1947 de uma amostra de solo
colhida nas proximidades de Caracas, Venezuela. Esse antibiético despertou muito
interesse por ser o0 primeiro a apresentar um espectro realmente amplo, por
abranger bactérias Gram negativas e Gram positivas, alguns organismos rickettsia e
um pequeno numero de virus. Atua através da inibicdo da sintese protéica nos
ribossomos. Liga-se reversivelmente & subunidade 50S e rompe a
peptidiltransferase, enzima que catalisa a formacdo de ligacbes peptidicas
Apresenta pouca afinidade pelos ribossomos 80S (dos mamiferos), embora, devido
a sua lipofilidade, é provavel que ele penetre nas mitocondrias e iniba seus

ribossomos 70S acarretando a supressao da medula 6ssea (DEWICK, 2002).

CH,OH
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MHCOCHCL,

NO,
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Figura 19: Estrutura quimica do Cloranfenicol
Fonte: DEWICK, 2002.
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Do ponto de vista quimico, o cloranfenicol é bastante simples. Seu esqueleto
molecular indica que ele se origina através do metabolismo dos fenilpropandides.
Estudos experimentais feitos com precursores radioativos confirmaram a presenca
de uma sequéncia constituida por acido chiquimico e fenilpropanéide na biossintese
biolégica deste agente antimicrobiano (ROBBERS; SPEENDIE; TYLER, 1997).

3.7.5.2 Estreptomicina

A estreptomicina (Figura 20) foi o primeiro antibidtico aminoglicosidico
descoberto. Este agente antimicrobiano foi isolado em 1944 de uma cepa de
Streptomyces griseus, depois de ter sido notado o efeito inibitério de seus
metabalitos sobre bactérias Gram negativas in vitro. Age interferindo na biossintese
de proteinas por atuacédo na subunidade 30S dos ribossomos bacterianos. O estudo
de sua biossintese mostrou que os trés componentes (estreptidina, L-estreptose e

N—metil-L—glicosamina) s&o derivados da D-glicose (DEWICK, 2002).

HO I
(8] methvloT - ~osamine
HO - NHMe . A. l.'.llulh}l L.glu\_n mine e
Ho (2-deox y-2-methylamino-L-glucose)

streptomycin

Figura 20: Estrutura quimica da Estreptomicina.
Fonte: DEWICK, 2002.

O uso difundido de antibiéticos aminoglicosideos € limitado devido a sua
nefrotoxicidade. Assim, eles sdo restritos ao tratamento de infec¢des sérias, a
exemplo da tuberculose, contra linhagens resistentes de Mycobacterium
tuberculosis, quando os agentes menos toxicos tém se mostrado ineficazes. A

resisténcia bacteriana a estes agentes contribuiu para seu crescente desuso.
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Diversos mecanismos tém sido identificados, dentre eles a produgcdo de enzimas

gue inativam o antibidtico.

3.7.5.3 Novobiocina

A novobiocina é produzida por Streptomyces niveus e Streptomyces
spheroides. Sua estrutura leva a crer que ela tem origem numa biossintese biolégica
pouco comum, de que parecem participar partes derivadas de vias metabdlicas de
aminoacidos, acetatos e carboidratos. Seu espectro de atividade ¢é
predominantemente Gram positivo. E um inibidor especifico da DNA girase,
acarretando numa alteracdo na sintese do &cido desoxirribonucléico. Os
estafilococos costumam ser muito sensiveis a este composto, mas a resisténcia se
desenvolve rapidamente (ROBBERS; SPEENDIE; TYLER, 1997).

3.7.5.4 Sulfonamida

Também conhecidas como sulfas, as sulfonamidas constituem um grande
grupo de agentes bacteriostaticos inteiramente sintéticos. A maioria é derivada da
sulfanilamida (Figura 21), que atua como um antimetabdlito do &cido p-

aminobenzoico (PABA), um dos precursores do acido félico (DEWICK, 2002).

H,N
: ™~ S0,NH,

sulphanilamide

Figura 21: Estrutura quimica da Sulfanilamida.
Fonte: DEWICK, 2002.

Neste sentido, 0 mecanismo de acdo das sulfonamidas baseia-se no bloqueio

da sintese do &cido fdlico, o qual é necessario para a elaboracdo das bases
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nitrogenadas do DNA. As sulfonamidas tém sido substituidas por antibidticos, uma
vez que estes ultimos sdo mais especificos em seus mecanismos de acdo e menos
toxicos do que as primeiras. Sdo usadas para tratar alguns casos de meningite
porque penetram no fluido cerebroespinhal com maior facilidade do que o fazem os
antibiéticos (BLACK, 2002).

3.7.5.5 Polienos: Anfotericina B e Nistatina

Os polienos sdo um grupo de lactonas macrociclicas que atuam destruindo a
integridade da membrana celular dos organismos suscetiveis. Esta acdo pode estar
relacionada com sua ligacdo a esteréides na membrana e com a formagéo de poros
aguosos. Tal mecanismo explicaria a auséncia de atividade antibacteriana, ja que a

membrana das bactérias ndo apresenta componentes esteroidais (DEWICK, 2002).

D-mycosamine

o D-mycosamine
amphotericin B mystatin A

Figura 22: Estruturas quimicas da Anfotericina B e da Nistatina.
Fonte: DEWICK, 2002.

Nos fungos, a anfotericina B liga-se firmemente ao ergosterol presente na
membrana celular. Esta interacdo resulta em alteracdes na fluidez da membrana
acarretando a perda de moléculas e ions da célula fungica, e eventualmente, morte
celular. As células de mamiferos séo relativamente resistentes a estas acdes, devido
a auséncia do ergosterol, entretanto a ligacdo ao colesterol apesar de fraca €&
suficiente para ocasionar os efeitos colaterais toxicos do farmaco. A anfotericina B é
produzida por Streptomyces nodosus e a nistatina € produzida por Streptomyces

noursei, ambos 0s compostos (Figura 22) sao utilizados no tratamento de infeccbes
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gue tém como agentes etiolégicos fungos, a exemplo das leveduras do género
Candida (JAWETZ et al., 2000).

3.8 MICRORGANISMOS UTILIZADOS NOS TESTES DE ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

3.8.1 Staphylococcus aureus

Abrange cocos Gram positivos, aer6bios ou anaerdbios facultativos. E
considerado um patégeno humano oportunista e frequentemente esta associado a
infecgcbes adquiridas na comunidade e no ambiente hospitalar. Embora faga parte da
microbiota da pele e mucosas humanas, esta espécie € uma das mais importantes
entre os estafilococos, pois pode produzir infeccbes que apresentam alto indice de
mortalidade, principalmente, em individuos imunocomprometidos. O S. aureus €
relativamente resistente, seu estado vegetativo resiste a até 60 °C, radiacao,
dessecacdo e locais de elevada pressdo osmotica. Produz toxinas termoestaveis,
capazes de resistir a ebulicdo por 30 minutos. Estas toxinas contribuem para a
patogenicidade da bactéria, uma vez que podem exacerbar a sua capacidade em
invadir e danificar tecidos (TRABULSI; TOLEDO, 2004).

3.8.2 Bacillus cereus

O género Bacillus inclui bastonetes Gram positivos aerébios, que ocorrem em
cadeias. O Bacillus cereus pode desenvolver-se em alimentos e produzir uma
enterotoxina termoestavel que causa intoxicacao alimentar. Algumas vezes estes
microrganismos podem produzir doengas como meningite, endocardite, endoftalmite,
conjuntivite ou gastroenterite aguda, em seres humanos imunocomprometidos
(JAWETZ et al., 2004).
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3.8.3 Escherichia coli

Séao bacilos Gram negativos, aerobios ou anaerobios facultativos, comumente
encontrados no trato intestinal de seres humanos e animais. Podem provocar
complicacBes clinicas como diarréia, disenteria, colite hemorrgica, septicemias,
gastroenterites, infeccdes urinarias e pneumonia em pacientes
imunocomprometidos, além de meningites em neonatos. Sua presenca na agua e
alimentos é indicativa de contaminacéo fecal. Apresentam diferentes mecanismos de

resisténcia, entre eles a producéo de B-lactamases (TORTORA, 2005).

3.8.4 Pseudomonas aeruginosa

O grupo Pseudomonas consiste em bastonetes Gram negativos, aerébios e
moveis. A Pseudomonas aeruginosa € quase sempre encontrada em pequeno
namero na microbiota intestinal e cutdnea de humanos, constituindo o principal
patdgeno do grupo. Distribui-se amplamente na natureza, sendo encontrada em
ambientes umidos dos hospitais. Pode provocar doencas em individuos com defesas
organicas anormais. Cresce facilmente em diversos meios de cultura, produzindo as
vezes, odor adocicado. Forma colbnias de coloracdo esverdeada, proveniente de
pigmentos hidrossoluveis (JAWETZ et al., 2000).

Sua importancia clinica esta baseada na resisténcia natural e adquirida aos
diversos antibacterianos de uso habitual. Os principais mecanismos de resisténcia
sdo: a sintese de B-lactamase, a impermeabilidade da membrana, a presenca de
sistemas de efluxo e a aquisicdo de plasmidios de resisténcia. Esta envolvida em
doencas humanas, principalmente em casos de queimaduras, didlises, transplantes,
diabetes, imunodeficiéncia ou uso prolongado de cateter (TRABULSI; TOLEDO,
2004).
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3.8.5 Salmonella choleraesuis

Sé&o bacilos Gram negativos, aerobios ou anaerdbios facultativos. Nao sao
hospedeiros normais do trato gastrointestinal, e em caso de infec¢do, indicam a
ingestdo de alimentos, agua ou leite contaminado por fezes humanas ou de animais.
Frequentemente causa gastroenterites, infeccdo aguda da mucosa intestinal. A taxa
de mortalidade € baixa, menor que 1% (TORTORA, 2005)

3.8.6 Candida albicans

E uma levedura de forma oval, que produz pseudo-hifas tanto em cultura
guanto em tecidos e exsudados. Trata-se de um membro da microbiota normal das
mucosas dos tratos respiratorio, gastrintestinal e genital feminino. Nesses locais,
pode predominar e estar associada a condi¢cdes patoldgicas. Algumas vezes,
provoca doenga sSistémica progressiva, em pacientes debilitados ou
iImunossuprimidos, sobretudo se houver comprometimento da imunidade celular.
Candida pode produzir invasdo da corrente sanguinea, tromboflebite, endocardite ou
infeccdo dos olhos e de praticamente qualquer 6rgédo ou tecido quando introduzida
por via intravenosa. A taxa de mortalidade em caso de candidiase sistémica esta
acima de 70%, mesmo em pacientes com inicio de terapia antifingica. Devido ao
desenvolvimento rapido de resisténcia a antifingicos, este tem sido o microrganismo

que tem causado sérios problemas no ambiente hospitalar (JAWETZ et al., 2004).

3.8.7 Candida parapsilosis

E considerada um dos principais fatores de infeccbes da musculatura
cardiaca, vaginites, lesbes de mucosas e da pele, aflingindo principalmente,
pacientes imunodeprimidos. Ha indicios de que esta espécie € produtora de um

biofilme marcador capaz de aumentar a incidéncia de bactérias. De acordo com a
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literatura, infeccbes fungicas causadas pela Candida parapsilosis esta,
epidemiologicamente, associada a implantes, a exemplo do marcapasso, e a
cateteres venosos (TITTON et al., 2009).

3.9 METODOS ANTIMICROBIANOS

A partir da sua descoberta, a penicilina passou a ser produzida em
guantidades cada vez maiores nos anos subsegentes. Seu poder e disponibilidade
deram origem a “era dos antibioticos”, uma das maiores revolucdes na saude publica
e na medicina. Entretanto, em 1959, Sawada e colaboradores estudando a
transferéncia horizontal de genes, demonstram que a resisténcia aos antibiéticos
poderia ser adquirida por intermédio de plasmideos, inclusive entre linhagens
diferentes. No mesmo ano, eram feitos comentéarios de que o desenvolvimento da
resisténcia aos antibioticos ocorria como uma reposta a introducdo de agentes
antimicrobianos (ROSSI; ANDREAZZI, 2005).

Diante da emergéncia de cepas resistentes a terapéutica vigente, 0s
laborat6rios de microbiologia foram impulsionados a elaborar metodologias para
avaliar a sensibilidade dos microrganismos aos antibiéticos. Em 2003, o National
Committee for Clinical Laboratory (NCCLS), indica a realizacdo de testes de
sensibilidade para qualquer organismo causador de um processo infeccioso que
justifique a terapéutica medicamentosa e que apresente resisténcia aos agentes
farmacoldgicos geralmente usados. Nota-se que tais testes podem ser importantes
também nos estudos epidemioldgicos de resisténcia, e na busca de novos agentes
antimicrobianos.

Assim, ao longo do tempo, diversos testes foram desenvolvidos para medir a
sensibilidade in vitro dos microrganismos aos agentes antimicrobianos: difusdo em
disco, difusdo em poco, macrodiluicdo e microdiluicdo em caldo, entre outros. Os
laboratérios clinicos e de pesquisa tém utilizado, preferencialmente, a microdiluicao
em caldo com posterior determinacéo da Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM). Este
tem sido o método de escolha, porque além de permitir a avaliacdo qualitativa do

agente antimicrobiano (pela presenca ou auséncia de atividade), mede
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guantitativamente a concentracdo minima do composto capaz de inibir in vitro o
crescimento de determinado microrganismo (NCCLS, 2003).

Varios comités internacionais de padronizacdo (cada um com particularidades
que refletem as caracteristicas das cepas estudadas em seus respectivos paises de
origem) disponibilizam protocolos de referéncia, a exemplo do National Committee
for Clinical Laboratory Standards atual Clinical and Laboratory Standards Institute
(NCCLS/CLSI — EUA). O Brasil, até 0 momento, ndo possui normas definidas para a
sua realidade. A maioria dos laboratérios adota 0 NCCLS, porém de forma né&o
oficial (ROSSI; ANDREAZZI, 2005).

O NCCLS pode ser definido como uma organizagdo internacional
interdisciplinar e sem fins lucrativos, que promove o desenvolvimento de normas e
diretrizes voltadas para a resolucdo de questdes relacionadas com a atencédo a
saude (NCCLS, 2003). Suas recomendac¢fes sdo publicadas anualmente através de
documentos que definem os critérios de interpretacdo dos resultados, as técnicas, a
forma de preparacédo dos testes, o tamanho do inéculo microbiano, além do tempo e
da temperatura de incubacéo.

E de se esperar que o resultado final dos testes de sensibilidade a agentes
antimicrobianos, seja influenciado de maneira significativa pela metodologia. Por
isso, os métodos devem ser cuidadosamente controlados para que possam ser
obtidos dados confiaveis e reprodutiveis intra e interlaboratorios (NCCLS, 2003).
Nota-se que a utilizacdo de protocolos como os disponibilizados pelos comités
internacionais de padronizacdo é de fundamentacdo importancia para garantir e
favorecer o intercambio de informacfes entre os membros da comunidade cientifica.

Para Trabulsi e Toledo (2004), o método da diluicdo em caldo consiste em se
preparar diluicbes sucessivas de um agente antimicrobiano, em meio de cultura
liguido, semear a placa com um inoculo, e apds incubacdo, verificar a menor
concentracéo (maior diluicdo) do agente que inibiu o crescimento do microrganismo.
Esta concentracdo é geralmente chamada de Concentracao Inibitoria Minima (CIM)
ou Minimal Inhibitory Concentration (MIC).

Neste sentido, a determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) pelo
meétodo da microdiluicdo em caldo € um ensaio quali-quantitativo in vitro aplicado na
avaliacdo da poténcia da atividade antimicrobiana de misturas ou de substancias
puras. Este método analisa em meio de cultura liquido, o comportamento de

diferentes microrganismos frente a concentracbes decrescentes do agente
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antimicrobiano. A menor concentragdo capaz de inibir o crescimento dos
microrganismos € denominada, conforme supracitado, Concentracdo Inibitoria
Minima (NCCLS, 2003).

Na metodologia sédo utilizadas placas de microtitulacdo com 96 pocos (Figura
35), nas quais uma série de diluicdes do provavel agente antimicrobiano é realizada
em meio liquido. Os pogos sdo inoculados com uma suspensao do microrganismo e
as placas sao incubadas. Apds o periodo de incubacéo, a CIM é determinada, e o
conteudo dos pocos onde nao foi observado crescimento, é utilizado para semear
placas portando meio sélido. Tal procedimento € feito com o intuito de avaliar se a
atividade do agente é bacteriostatica/fungistatica ou bactericida/fungicida, bem como
determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM), para bactérias, ou a

Concentracao Fungicida Minima (CFM), para leveduras e fungos.
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4. METODOLOGIA

4.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Visando avaliar a provavel interferéncia da sazonalidade na composicao
guimica, bem como na atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais obtidos de
Myrcia alagoensis O. Berg, Myrcia guianensis (Aubl.) DC. e Myrcia rostrata DC., a
coleta das amostras (Figura 23) foi efetuada em quatro momentos diferentes entre
0s anos 2008 e 2009, no periodo entre as 6 e 8h da manha. O local de coleta trata-
se de um remanescente de Floresta Ombrofila (12° 10° S e 38° 24’ W), em estagio
secundério de regeneracdo, localizado no municipio de Alagoinhas, no estado da
Bahia. As datas, bem como as esta¢cbes do ano correspondentes a cada uma delas

estao ilustradas na Tabela 01.

Figura 23: Coleta do material vegetal.
Foto: SILVA, 2009.

ApOs coletado, o material fértil foi devidamente herborizado para a confecgéao
das exsicatas, as quais foram depositadas no Herbéario da Universidade do Estado
da Bahia (HUNEB). Uma exsicata de cada uma das trés espécies foi doada ao
Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS). A identificacao

taxondmica foi realizada com a colaboracéo do Prof. Nilson Gongalves de Jesus, do



89

Departamento de Ciéncias Exatas e da Terra/DCET, do Campus Il da Universidade
do Estado da Bahia (UNEB).

Tabela 01: Data e estacao do ano correspondente a cada coleta de material vegetal.

COLETAS DATA ESTACAO DO ANO
1 15/12/2008 FINAL DA PRIMAVERA
2 21/03/2009 FINAL DO VERAO
3 15/06/2009 FINAL DO OUTONO
4 25/09/2009 PRIMAVERA

A Tabela 02 mostra as espécies de Myrcia DC. utilizadas na presente
pesquisa e 0s respectivos numeros de tombo que as exsicatas receberam tanto no
Herbario da Universidade do Estado da Bahia (HUNEB), quanto no Herbario da
Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS).

Tabela 02: Numeros de Tombo das exsicatas no Herbario da Universidade do Estado da Bahia
(HUNEB) e no Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS).

NUmeros de Tombo

Espécies HUNEB HUEFS
Myrcia alagoensis O. Berg 12.215 155.925
Myrcia guianensis (Aubl.) DC. 12.216 155.924
Myrcia rostrata DC. 12.217 155.923

As folhas de cada exemplar coletado foram acondicionadas em sacos
plasticos e levadas ao Laboratério de Quimica de Produtos Naturais e Bioativos
(LAPRON-UEFS) para a realizacdo do processo de hidrodestilacéo.

Para a espécie Myrcia alagoensis O. Berg, foram feitas duas coletas
preliminares. A primeira ocorreu em 15 de janeiro de 2007. Apos a coleta, o material
vegetal foi separado em dois volumes: uma parte das folhas foi hidrodestilada ainda
fresca, e a outra foi seca em temperatura ambiente. Somente ap0s a secagem, 0
O0leo foi obtido por hidrodestilacdo. O objetivo desta coleta foi avaliar,
preliminarmente, se o periodo de secagem poderia influenciar causando variacdes

quantitativas e/ou qualitativas na composi¢édo quimica dos Oleos essenciais.
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Em 10 de marco de 2008, foi realizada outra coleta preliminar a avaliagéo
sazonal proposta nos objetivos da presente pesquisa. Foi coletado material vegetal
apenas das espécies Myrcia alagoensis O. Berg e Myrcia rostrata DC.

4.2 OBTENGCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais foram obtidos das folhas frescas. O material foi pesado
(Figura 24) e em segquida, triturado em um liquidificador industrial com a frequente
adicdo de agua destilada para facilitar o processo (Figura 25). Apoés triturada, a
biomassa vegetal foi transferida para um baldo de destilacdo com capacidade para 5
L, sendo submetida a hidrodestilacdo, em um aparelho de Clevenger (Figura 26), por
um periodo de trés horas, contadas a partir do inicio do refluxo da agua condensada,
do tubo separador para o baldo de destilacéo.

ApOs este intervalo de tempo, esperou-se o0 sistema estabilizar para que fosse
realizada a leitura do volume de 6leo extraido. Os 6leos obtidos foram retirados do
tubo separador com o auxilio de uma micropipeta do tipo Pasteur, sendo a posteriori
desidratados pela adicdo de sulfato de sodio anidro (Na,SO,), filtrados e
conservados em frascos de vidro. Os quais foram adequadamente vedados e
armazenados sob baixa temperatura, até a realizacdo da analise quimica e dos
testes de atividade antimicrobiana. Cada amostra de 0leo essencial recebeu um
cbdigo, que informava a espécie da qual o mesmo havia sido extraido, bem como a
estacdo do ano na qual a coleta das folhas foi realizada (Apéndice A).

Ao hidrolato (mistura de O6leo essencial e agua) remanescente no tubo
separador, foram adicionadas 5 mL do solvente heptano, visando separar pequenas
porcBes de Oleo dispersas na agua condensada. A mistura hidrolato-heptano foi
transferida para um funil de separacdo (Figura 27). Apds a separacao das duas
fases: apolar (heptano e 6leo) e polar (adgua), a solucdo heptéanica foi removida do
recipiente, desidratada com a adicdo de Na,SOy,, filtrada e acondicionada em frascos
de vidro. Sendo os mesmos mantidos sob condi¢6es semelhantes as das amostras
de oleo essencial.

Solucbes de 6leo em heptano sdo utilizadas, eventualmente, na analise da

composicdo quimica de Oleos volateis, quando o rendimento destes é
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demasiadamente infimo, a ponto de impossibilitar a sua remocéo do equipamento de
hidrodestilacao.

Figura 24: Pesagem do material. Figura 25: Trituragdo do material vegetal.
Foto: SILVA, 2009. Foto: SILVA, 2009.

Figura 26: Hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger. Figura 27: Funil de Separacao
Foto: SILVA, 2009 Foto: SILVA, 2009

O teor de 0leo essencial de cada amostra foi determinado pela relagéo entre o
volume de Oleo obtido e a biomassa vegetal livre de umidade, conforme a Equacgéo
02. Para a obtencao do teor de umidade presente nas folhas, aproximadamente 1 g
do material vegetal fresco foi pesado e submetido a um Determinador de Umidade
Série ID Verséo 1.8 Marte®.

Este equipamento possui como fonte de calor o infravermelho. De acordo com
as informacdes fornecidas pelo fabricante, no modo automatico, o determinador
provoca a desidratacdo de um grama da amostra, num intervalo de tempo de dez
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minutos e sob a temperatura de até 100 °C. O percentual de umidade perdido pela
amostra durante o aquecimento € detectado e fornecido, assim como a massa

vegetal remanescente (Figura 28).
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Figura 28: Teor de umidade presente na amostra detectado pelo Determinador de Umidade Marte®.
Foto: SILVA, 2009.
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Onde:
TO = Teor de 6leo essencial (%)
Vo = Volume de 6leo extraido (mL), lido diretamente n  a escala do tubo separador.

Bm = Biomassa vegetal (g)
U = Teor de umidade presente na biomassa vegetal (% )

Equacéo 02: Calculo do rendimento de éleos essenciais.

4.3 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA

A analise da composicdo quimica dos Oleos essenciais foi realizada pela
combinacdo de duas técnicas: Cromatografia de Fase Gasosa acoplada a um
Detector de lonizacdo em Chama (CG/DIC) e Cromatografia de Fase Gasosa

acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM).
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Figura 29: Cromatografo a Gas Varian®. Figura 30: Cromatografo a Gas Shimadzu®.
Foto: SILVA, 2009. Foto: SILVA, 2009.

Na anélise por Cromatografia Gasosa foi utilizado um Cromatégrafo Varian®
CP-3380 (Figura 29), equipado com detector de ioniza¢do de chama (DIC) e coluna
capilar Chrompack CP-SIL 5 (30 m x 0,5 mm), com espessura do filme de 0.25 ym,
temperatura do injetor de 220 € e do detector de 2 40 C, hélio como gas de arraste
na vazédo de 1 mL/min, com programa de temperatura do forno de: 60 € a 240 T
(3 €/min), mantendo uma isoterma de 240 T durante 20 minutos.

As analises por CG/EM foram realizadas em Cromatégrafo Shimadzu® CG-
2010 acoplado a Espectrometro de Massas CG/MS-QP 2010 Shimadzu® (Figura
30), coluna capilar DB-5ms (30 m x 0,25 mm), com espessura do filme 0.25 ym,
temperatura do injetor 220 C, gas de arraste hélio na vazdo de 1 mL/min,
temperatura da interface de 240 C, temperatura da fonte de ionizacdo de 240 T,
energia de ionizacdo 70 eV, corrente de ionizacdo: 0,7 kV e programa de
temperatura do forno: 60 € a 240 € (3 T/min), ma ntendo uma isoterma de 240 C
por 20 minutos.

Antes da injecao, aproximadamente 0,01 g de cada amostra de 6leo essencial
foi pesada em balanca analitica (Figuras 31 e 32) e diluida em 500 pL do solvente
trimetilpentano. Um volume de 0,2 pL desta solugéo foi injetado, sob as mesmas
condicdes supracitadas, no CG/DIC e duas vezes no CG/EM com razdes de split de
1:100 e 1:30. Para determinacdo do indice de Kovats foi efetuada uma analise no
CG/DIC, onde um volume de 50 pL de uma solucédo a 5% de n-alcanos (Cs a C24) foi
adicionada as amostras de O6leo que haviam sido previamente diluidas em

trimetilpentano.
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Figuras 31 e 32: Preparacdo das amostras para a injecao.
Foto: SILVA, 2009.

A identificacdo dos constituintes foi realizada através do calculo do indice de
Kovats (Equacao 01) e do indice Aritmético (Equacao 03) de cada um dos picos. Os
indices foram calculados com a utilizagdo de cromatogramas obtidos pela co-injecéao

da amostra com uma série homologa de n-alcanos (Cga Coy).

IA=100N + [100 TR — TRy

TRn+1)— TRN

Onde:

Al = indice Aritmético

N = Numero de atomos de carbono do padrao do alcano (Cga Cyy)

TR(A) = tempo de retengdo do pico calculado

TR(N) = tempo de retenc¢éo do alcano correspondente  ao pico calculado

TR(N + 1) = tempo de reten¢do do alcano que elui po steriormente ao pico calculado

Equac&o 03: Calculo do indice Aritmético.

Cada pico do cromatograma foi também identificado pelo seu espectro de
massas, pela comparacdo com a biblioteca do equipamento, pela consulta da
literatura especializada (ADAMS, 2007; JOULAIN; KONIG, 1998) e pela injecéo de
padrées. Ja a quantificacdo do percentual relativo dos constituintes identificados foi
obtida com base nas areas dos picos cromatograficos correspondentes pelo método

da normalizagéo.
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4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS OLEOS ESSENCIAIS

As amostras dos Oleos com rendimento suficiente foram individualmente
testadas contra microrganismos através do método da microdiluicdo em placa, com
posterior determinagéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM).

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e a Concentracdo Fungicida
Minima (CFM) também foram determinadas através do plagueamento de cada um
dos poc¢os, nos quais a inibicdo do crescimento dos microrganismos foi observada.

Os microrganismos utilizados nos testes de atividade antimicrobiana, bem
como suas respectivas resisténcias e/ou sensibilidades, quando presentes,
encontram-se listados na Tabela 03.

Todas as cepas utilizadas pertencem a Colecdo de Culturas de
Microrganismos da Bahia (CCMB) do Laboratdrio de Pesquisas em Microbiologia

(LAPEM) da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS-BA).

Tabela 03: Microrganismos utilizados nos testes de atividade antimicrobiana.

CODIGOS MICRORGANISMOS RESISTENCIAS E/OU SENSIBILIDADES
CCMB 262 Staphylococcus aureus cepa resistente a estreptomicina e diidroestreptomicina
CCMB 263 Staphylococcus aureus cepa resistente a novobiocina

CCMB 282 Bacillus cereus -

CCMB 261 Escherichia coli cepa sensivel a trimetoprima e resistente a sulfonamida
CCMB 284 Escherichia coli -

CCMB 281  Salmonella choleraesuis -
CCMB 268 Pseudomonas aeruginosa -
CCMB 266 Candida albicans -
CCMB 288 Candida parapsilosis -

Para o repique dos microrganismos (Figura 33) e para a determinacdo da
Concentracdo Bactericida Minima e da Concentracdo Fungicida Minima foi utilizado
0 meio de cultura Agar Mueller Hinton. Para o preparo de 1.000 mL de meio foram
utilizados 21 g de Caldo Mueller Hinton (Himedia®) e 25 g de Agar (Himedia®)
diluidos em agua destilada. O meio de cultura foi autoclavado e vertido em placas de

Petri previamente esterilizadas.
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Figura 33: Repique das leveduras
Foto: SILVA, 2009

Para a execucao da microdiluicdo em caldo, foi utilizado o meio de cultura
Caldo Mueller Hinton (Himedia®) em duas concentracdes diferentes (uma e duas
vezes concentrado). Para o preparo deste meio, o fabricante recomenda que 21 g do
Caldo Mueller Hinton (CMH), sejam diluidos em agua destilada até o volume final de
1.000 mL de solucéo, logo, numa concentracdo de 0,021 (m/v). Ja para a obtencéo
do meio duas vezes concentrado (0,042), dobrou-se a massa de CMH utilizada para
o mesmo volume final de solugdo usado no preparo do meio mais diluido, ou
reduziu-se o volume a metade, mantendo-se a mesma quantidade de meio de
cultura. Apos o preparo, ambos os meios foram autoclavados.

No ensaio foram utilizados dois reveladores: a rezasurina (Vetec®) numa
concentracdo de 0,01%, para a revelacdo das placas contendo bactérias e o cloreto
de 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC) (Sigma Aldrich®) na concentracdo de 5 mg/mL, para
revelar as placas contendo leveduras. Ambos os reveladores sdo comercializados
na forma de p6. Assim, a massa de cada revelador, foi inicialmente obtida por
pesagem em balanca analitica e transferida para frascos de vidro previamente
esterilizados, nos quais foram adicionados os volumes correspondentes de agua
destilada estéril para a obtenc&o do volume e concentracdes finais desejadas.

Os reveladores sédo considerados indicadores de reacfes de oxi-reducdo e
mudam de cor mediante alteragées na concentracdo de ions H'. A rezasurina, na
forma oxidada, tem coloracéo azulada e torna-se rosa na forma reduzida, ja o TTC é
incolor na forma oxidada e torna-se rosa quando reduzido. Como o metabolismo dos
carboidratos, realizado pelos microrganismos para a obtencéo de energia, diminui o
pH do meio de cultura, e portanto, altera os niveis de fons H*, os reveladores, ao
serem aplicados, indicam pela alteragcdo de cor, onde houve crescimento ou inibicao

dos microrganismos.
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Para a determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi utilizado o
ensaio de suscetibilidade a agentes antimicrobianos por microdiluicio em caldo
recomendado pelo NCCLS (2003). No desenvolvimento desta metodologia, sao
feitas diluicdbes geométricas do agente a ser testado em placas de microtitulacao de
96 pocos (Figura 34).
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Figura 34: Placas de microtitulacéo
Foto: SILVA, 2009.

O ensaio de atividade antimicrobiana foi iniciado com o repique dos
microrganismos (Figura 33), o qual consiste em transferi-los para um novo meio de
cultura e a posteriori, incuba-los. Neste ensaio, foi utilizado tanto para as bactérias
como para as leveduras o meio de cultura Agar Mueller Hinton Himedia®. Para as
bactérias, a incubacgéo foi feita em estufa (Figura 35), sob a temperatura de 37 °C
por um periodo de 18 a 24 horas. Ja para as leveduras, a incubacdo se processou
em estufa B.O.D. (Figura 36), sob a temperatura de 28 °C por um periodo de 48
horas.

Figura 35: Estufa Figura 36: Estufa B.O.D.
Foto: SILVA, 2009. Foto: SILVA, 2009.
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ApoOs os repiques, foi realizada a adicdo dos meios de cultura. A principio
foram colocados 90 pL do Caldo Mueller Hinton na linha A (colunas 1 a 9). Em
seguida, 90 pL deste mesmo meio de cultura; porém, numa concentracao reduzida a
metade, foram adicionados em cada poco das linhas B a H (colunas 1 a 9) e das
linhas A a C (colunas 10 a 12) para a realizacdo dos controles de viabilidade dos

microrganismos (Figura 37).

- Ap6s a diluicdo em série
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Figura 37: Esquema da metodologia da microdiluicdo em placa
Fonte: SILVA, 2009.

Foram feitos controles dos meios de cultura, para garantir que 0S mesmos
estavam estéreis. Para tanto, adicionou-se em cada um dos poc¢os, um volume de
100 pL do Caldo Mueller Hinton duas vezes concentrado (linha G, colunas 10 a 12) e
100 pL do Caldo Mueller Hinton uma vez concentrado (linha H, colunas 10 a 12)
(Figura 38).

O passo seguinte consistiu em preparar a solucdo do Tween 80 (Merck®),
mediante a sua diluicdo em agua destilada estéril, numa concentragdo de 10% (v/v).
A solucdo do Tween foi utilizada com a finalidade de facilitar a homogeinizagao dos
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Oleos essenciais ao meio de cultura Caldo Mueller Hinton, essencialmente aquoso.

A escolha do Tween foi feita pelo fato de 0 mesmo ser um agente surfactante
amplamente utilizado para minimizar a tenséo superficial de liquidos imisciveis entre
si. E, principalmente, por ter sido confirmada, mediante a realizacdo de testes
preliminares de susceptibilidade, a auséncia de atividade antimicrobiana deste
agente contra os microrganismos utilizados na presente pesquisa.

Assim, cada amostra de oleo essencial foi diluida em Tween a 10%, e as
solucbes dos oleos, no referido agente surfactante, apresentaram concentracdes
variaveis: 1% (com diluicbes de 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,031125; 0,015625;
0,0078125 e 0,003906255); 5% (com dilui¢cdes de 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,15625;
0,078125; 0,0390625 e 0,01953125%); 10% (com diluicbes de 5; 2,5; 1,25; 0,625;
0,3125; 0,15625; 0,078125 e 0,0390625 ) e 30% (com diluicdes de 15; 7,5; 3,75;
1,85; 0,9375; 0,46875; 0,234375 e 0,1171875). As solucdes de Oleo essencial em
Tween foram homogeneizadas em agitador tipo Vortex e em seguida esterilizadas
(Figura 39) por filtracdo em membrana de acetato celulose (Wathmam®), com
espessura dos poros de 0,2 um (Figura 40).

A diluicdo seriada de cada amostra de 6leo essencial foi feita, aplicando-se
um volume de 90 puL em cada poco da linha A (colunas 1 a 9). Apés homogeinizacao
ao meio de cultura, j& acondicionado nos po¢os, 0 mesmo volume de 90 uL foi entdo
retirado e transferido aos pocos da linha B. O procedimento supracitado foi feito
também na linha B, e repetido sucessivamente, até a linha H da placa (Figura 38). A
solucdo de 6leo em Tween quando preparada a 10%, teve sua concentracao inicial
nas placas reduzida para 5% na linha A, diminuindo geometricamente nas linhas
subsequentes a 2,5% (linha B); 1,25% (linha C); 0,625% (linha D); 0,3125% (linha
E); 0,15625% (linha F); 0,078125% (linha G) e 0,0390625% na linha H.

Para garantir que a solucdo do 6leo em Tween havia sido adequadamente
esterilizada, foi feito o controle da mesma mediante a aplicacado de 50 pL desta nos
pocos da linha F (colunas 10 a 12).

O passo seguinte consistiu em preparar a suspensao dos microrganismos. De
acordo com o NCCLS (2003), é imprescindivel diluir adequadamente a suspensao
do inéculo a fim de obter uma concentracéo final de 5.10* Unidades Formadoras de
Colénia por poco para as bactérias e de 0,5 a 2,5.10° UFC/mL por poco para as
leveduras. Como as suspensdes de microrganismos sao, via de regra, ajustadas ao

padrdo McFarland, foi necessério realizar as devidas diluigcbes, para que 0s ensaios
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de atividade antimicrobiana fossem executados em conformidade com a norma
preconizada pelo NCCLS (2003).

Inicialmente, 1.800 pL da solucado salina estéril a 0,45% foram adicionados
em um tubo de ensaio para a realizacdo do ajuste do colorimetro do Vitek
(BioMerieux®). Com a passagem de luz fechada, o equipamento foi calibrado para
0% e com a passagem de luz aberta, foi calibrado para 100% (Figura 41).

Figura 38: Preparo para a adicdo do meio de Cultura C.M.H. nas placas de microdilui¢éo.
Foto: SILVA, 2009.

Figura 39: Esterilizagio da solugdo Oleo/Tween Figura 40: Membrana de acetato celulose
Foto: SILVA, 2009. Foto: SILVA, 2009.

Figura 41: Calibracdo do Colorimetro do Vitek (BioMerieux®)
Foto: SILVA, 2009.
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Em seguida, com uma alca de repique, retirou-se uma aliquota do
microrganismo repicado e transferiu-se para o tubo de ensaio contendo a solucao
salina a 0,45%. A solucdo do microrganismo foi homogeneizada e ajustada para a
faixa vermelha do colorimetro, a qual corresponde a um tamanho de inoculo de
aproximadamente 1,5.10% UFC/mL para bactérias.

Como o tamanho do inGculo para as bactérias, preconizado pelo NCCLS,
deve ser de 5.10* UFC/poco, foi feita uma diluicdo (1:300), pegando-se 10 L da
solucdo inicial ajustada no colorimetro (concentracdo de 1,5.10% UFC/mL), e
acrescentando-se a esta, um volume de 2.990 pL de solugdo salina. ApGs esta
diluicdo, foi obtida uma segunda solu¢cdo de microrganismo, porém com uma
concentracéo de 5.10° UFC/mL.

Portanto, da segunda solucdo (contendo 5.10° UFC/mL), foram retirados 10
UL para serem inseridos nos poc¢os da placa, que ja continham um volume de 90 pL
(da solucdo do 6leo em meio de cultura). Assim, o volume final por poco foi de 100
buL, o que possibilitou uma nova diluicdo do indculo (1:10), mantendo-o na
concentracdo desejada, ou seja, 5.10* UFC/poco.

Ja para as leveduras, a suspensdo foi ajustada para a faixa amarela do
colorimetro, a qual corresponde a um inéculo de aproximadamente 1,5. 10° UFC/mL.
A concentragdo recomendada pelo NCCLS (2003) por poco deve ter de 0,5 a 2,5.
10% UFC. Neste sentido, foi feita uma diluicdo (1:10), pegando-se 100 pL da solucao
ajustada no colorimetro e adicionando-se 900 pL de solucdo salina. Apos esta
diluicdo, foi obtida uma segunda solu¢cdo de microrganismo, porém com uma
concentracdo de 1,5.10* UFC/mL. Enfim, tendo-se um volume final por poco de 100
uL na placa, a segunda diluicdo do inoculo (1:10), permitiu a obtencdo da
concentracdo desejada, ou seja, 1,5.10° UFC/poco.

Feitos os ajustes do tamanho do inéculo, 10 pL da suspensdo dos
microrganismos (nas concentracdes de 5.10° UFC/mL para bactérias e 1,5.10*
UFC/mL para leveduras) foram adicionados aos pocos da placa, das linhas A a H
(colunas 1 a 9), e aos pocos das linhas A a C (colunas 10 a 12). Em cada placa,
foram feitos testes de suscetibilidade, em triplicata, para até trés microrganismos
diferentes. A incubacéo foi feita em estufa a 37 °C por 24 horas para as placas
contendo bactérias e em estufa B.O.D. a 28 °C por 48 horas para as placas
contendo leveduras.

Para a andlise qualitativa do crescimento microbiano nos poc¢os de ensaio,
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bem como para a determinagéo da atividade antimicrobiana relativa de cada diluicdo
das amostras foi feita a aplicacdo dos reveladores, ap6s o periodo de incubacao.
Nas placas contendo bactérias, 30 uL da rezasurina foram aplicados em todos os
pocos (Figuras 42 e 43), inclusive nos poc¢os dos controles dos microrganismos, dos
meios de cultura e do 6leo. As placas foram mantidas na estufa, por um periodo de

trés horas, até a leitura dos resultados.

Figuras 42 e 43: Preparo do Material e Aplicacédo do revelador Rezasurina.
Foto: SILVA, 2009.

A cor azul indicou a auséncia de crescimento microbiano e a rosa, presenca
de crescimento, este parametro foi utilizado para determinar a Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM). A coloracdo azulada, nos controles dos meios de cultura e
da solucédo do 6leo, indicou que os mesmos estavam estéreis. Ja a coloracao résea,
no controle dos microrganismos, evidenciou que 0s mesmos estavam viaveis.

Nas placas contendo leveduras, 50 puL do Cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazdlio
foram aplicados em todos os pocos (Figura 44), inclusive nos poc¢os dos controles
dos microrganismos, dos meios de cultura e do 6leo. As placas foram mantidas na
B.O.D, por um periodo de trés horas, até a leitura dos resultados.

Pocos incolores indicaram auséncia de crescimento microbiano e pogos com
coloracdo rosa, presenca de crescimento, este parametro foi utlizado para
determinar a Concentracao Inibitoria Minima (CIM). Pocos incolores, nos controles
dos meios de cultura e da solu¢do do Oleo, indicaram que 0s mesmos estavam
estéreis. Ja a coloracdo résea, no controle dos microrganismos, sinalizou que 0s

mesmos estavam viaveis.
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Figura 44: Aplicacédo do Cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazélio (TTC)
Foto: SILVA, 2009.

Decorrido o periodo de trés horas da aplicacdo dos reveladores, a
Concentracao Inibitéria Minima foi determinada, e o conteldo dos pocos onde foi
detectada a inibicAo do crescimento dos microrganismos, foi utlizado para a
determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e da Concentracéo
Fungicida Minima (CFM). Para tanto, foram usadas placas de Petri contendo meio
de cultura Agar Mueller Hinton. As placas de Petri foram divididas em pequenos
guadrados, os quais foram identificados com a letra e o nUmero correspondente ao

poco do qual seria feito o plaqueamento (Figuras 45 e 46).

Figuras 45 e 46: ldentificacdo dos pocos nas placas de Petrie Preparo do material para a
determinacéo da CBM e da CFM.
Foto: SILVA, 2009.

Com a alca de repique previamente flambada e esfriada, mergulhou-se a
mesma no pogo onde houve inibi¢cdo e transferiu-se uma aliquota do conteudo deste
para o quadrado correspondente na placa de Petri contendo o Agar Mueller Hinton
(Figuras 47 e 48).
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Figuras 47 e 48: Realizacdo do plaqueamento para a determinacdo da CBM e da CFM.
Foto: SILVA, 2009.

Logo em seguida, as placas foram incubadas nas mesmas condi¢des
supracitadas. A leitura dos resultados foi feita com 24 horas para as bactérias e com
48 horas para as leveduras, visando avaliar a presenca ou a auséncia de
crescimento dos microrganismos.

Diluicbes do antibidtico Cloranfenicol, numa concentracdo inicial de 10
mg/mL, e do antifingico Nistatina, na concentracdo inicial de 2 mg/mL foram feitas e
utilizadas como controle positivo para a avaliacao relativa do nivel de inibicdo das
amostras testadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta

Para cada coleta de material vegetal foram obtidos da Estacdo Climatoldgica
do Municipio de Alagoinhas, vinculada ao Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET/Agritempo®©), os seguintes dados meteorolégicos: Soma da Precipitacdo
(mm), Temperatura média (°C) e Disponibilidade média de agua no solo — DAAS
(mm).

Os dados meteoroldgicos referentes a cada més no qual houve a realizacao
das coletas estao exibidos na Figura 49 e no Apéndice B. Para fins de comparacéo,
sao ilustrados também os dados pertencentes ao més imediatamente anterior a
cada coleta.

A temperatura média praticamente ndo sofreu alteracbes durante todo o
periodo de realizacdo das coletas, isto pode ser observado na Figura 50, a qual
mostra a diferenca entre os valores méaximos e minimos de cada dado
meteoroldgico. Os célculos, bem como o grafico foram elaborados com o auxilio do
Programa Estatistico BioEstat Versao 3.0.

VariacGes mais significativas ocorreram no més de maio, apenas com relagéao
a soma da precipitacdo e a DAAS. O indice de pluviosidade de 222,7 mm registrado
no referido més, ocasionou um aumento no indice de umidade presente no solo no
més de junho. Mesmo tendo sido registrado um indice de precipitacdo de apenas 0,2
mm em junho, o valor de 55 mm da DAAS, repercutiu minimizando sobremaneira o
rendimento dos 6leos essenciais provenientes da coleta 3, conforme dados da
Figura 64.

5.2 Obtencgéo dos Oleos Essenciais

Apesar de ser uma familia que apresenta como um dos caracteres mais

marcantes, a presenca de glandulas oleiferas evidentes nos 06rgdos aéreos, 0



106

rendimento dos 6leos essenciais das trés espécies de Myrtaceae estudadas foi
inferior a 0,6%. Os resultados encontrados, estdo em conformidade com os obtidos
na literatura, rendimentos superiores a 1% nao sao muito comuns em espécies
desta familia. As excecdes sdo alguns 0Oleos provenientes de algumas espécies do
género Eucalyptus. Além daqueles obtidos dos botbes florais do cravo (Syzygium

aromaticum), os quais chegam a alcancar teores de até 15% (CRAVEIRO, 1981).

250.00

200.00 -

150.00 4

100.00 4

50.00 -

Dados meteorolégicos

0.00 -

Meses 2008-2009

‘ —— Soma da Precipitagdo mm —=— Temperatura média DAAS média mm ‘

Figura 49: Dados meteoroldgicos resistrados no municipio de Alagoinhas-BA durante os meses de
coleta entre os anos 2008 e 2009.
Fonte: Agritempo®©, 2009.
Embrapa — Centro de Pesquisas Meteoroldgicas e Climaticas Aplicadas a Agricultura.
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Figura 50: Diferenca entre os valores maximos e minimos dos dados meteorolégicos: Soma da
Precipitagdo (mm), Temperatura média (°C) e DAAS (mm), resistrados no municipio de Alagoinhas-
BA durante os meses de coleta entre os anos 2008 e 2009.

Fonte: Programa Estatistico BioEstat Verséo 3.0.
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A Tabela 04 reune os dados da massa total de folhas frescas utilizada na
obtencdo das amostras de 6leo essencial; assim como, o respectivo volume de 6leo
obtido; exibe também a média aritmética do teor de umidade presente nas folhas e o
rendimento dos Oleos essenciais. O teor de umidade presente nas folhas das trés
espécies foi determinado, usando-se a média aritmética, calculada a partir de um
conjunto de seis repeticdes, em cada uma das quatro coletas. Também foram
calculados, com o auxilio do Programa Estatistico SISVAR, a variancia, o desvio

padrao e o coeficiente de variacdo, 0os quais encontram-se reunidos na Tabela 05.

Tabela 04: Dados referentes a massa vegetal hidrodestilada, volume de 6leo essencial obtido, teor
de umidade presente nas folhas e rendimento dos 6leos essenciais obtidos de trés espécies de
Myrcia DC. em quatro diferentes estacfes do ano.

Massa de Volume de Teor de

Espécies Cddigos  folhas frescas 6leo obtido Umidade Rendimento

(9 (mL) (%) (%)
Myrcia alagoensis MAO1 1255,60 3,00 46,31 0,56
Myrcia guianensis MGO1 894,10 0,25 47,98 0,05
Myrcia rostrata MRO1 621,46 1,40 46,14 0,42
Myrcia alagoensis MAO2 1803,90 3,80 48,75 0,41
Myrcia guianensis MGO02 1500,69 0,50 48,39 0,06
Myrcia rostrata MRO02 1142,34 3,70 36,40 0,51
Myrcia alagoensis MAO3 1654,10 2,70 52,97 0,16
Myrcia guianensis MGO03 1130,68 0,30 60,79 0,02
Myrcia rostrata MRO3 1125,87 2,10 50,21 0,19
Myrcia alagoensis MAO4 1722,94 3,70 45,59 0,21
Myrcia guianensis MGO04 1232,48 0,70 50,73 0,05
Myrcia rostrata MRO04 1176,43 2,70 38,67 0,22

Tabela 05: Estatistica Descritiva do Teor de Umidade presente nas folhas de espécies de Myrcia DC.

Espécies Estatistica Teor de Umidade %
Descritiva Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4

1 49,27 48,87 45,30 49,12
2 48,10 48,90 52,87 42,65
3 46,61 47,76 51,17 44,95
4 42,33 48,60 55,77 45,84
Myrcia alagoensis 5 43,49 50,58 62,26 43,27
6 48,11 47,80 50,45 47,72
Média 46,31 48,75 52,97 45,59

Variancia 7,81 1,05 32,51 6,29

Desvio padrédo 2,79 1,02 5,7 2,5

CV % 6,03 2,11 10,76 55




Tabela 05: Continuacdo
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Espécies Estatistica Teor de Umidade (%)
Descritiva Coleta 01 Coleta 02 Coleta03  Coleta 04

1 45,68 46,94 57,86 52,96
2 42,69 51,32 62,37 49,63
3 48,04 48,34 63,39 49,15
4 48,74 48,16 60,46 50,81
5 51,99 45,39 62,43 50,97
Myrcia guianensis 6 50,74 50,20 58,24 50,88
Média 47,98 48,39 60,79 50,73

Variancia 11,51 4,60 5,42 1,75

Desvio padrédo 3,39 2,14 2,32 1,32

CV % 7,07 4,43 3,83 2,6
1 46,58 37,21 51,30 37,21
2 48,17 38,16 50,20 41,43
3 51,51 35,76 49,70 37,84
4 41,93 33,91 49,10 38,89
5 45,13 37,67 50,30 37,82
Myrcia rostrata 6 43,55 35,71 50,69 38,88
Média 46,14 36,40 50,21 38,67

Variancia 11,72 2,49 0,58 2,25

Desvio padréo 3,42 1,57 0,76 15

CV % 7,41 4,33 1,52 3,87

A dispersdo do dados do teor de umidade das folhas de M. alagoensis O.

Berg., M. guianensis (Aubl.) DC. e M. rostrata DC., em relacdo a média aritmética

estd ilustrada nas Figuras 51 a 62. Tal dispersédo pode ser explicada pelo fato de as

folhnas terem sido coletadas de individuos diferentes, com idades e estagios de

desenvolvimento diferenciados, além de localizarem-se em pontos diferentes da

mata, estando sujeitos a niveis variados de incidéncia solar e sombreamento.
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Figuras 51 a 54: Dispersédo dos dados em relacdo a média para o Teor de Umidade (%)
presente nas folhas de Myrcia alagoensis O. Berg em cada uma das coletas.
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Figuras 55 a 62: Dispersédo dos dados em relacdo a média para o Teor de Umidade (%) presente nas
folhas de Myrcia guianensis (Aubl.) DC. e Myrcia rostrata DC.

O teor de umidade presente nas folhas é um dado importante, pois este dado
€ uma das variaveis usadas no calculo do rendimento dos 6leos essenciais. Existe
uma correlacdo alta entre o teor de umidade e o teor de Gleo essencial. Ou seja,
guanto maior a umidade presente nas folhas, menor o rendimento dos 6leos. Isto
pode ser constatado, com os resultados obtidos na coleta 3, realizada no final do

outono, conforme os dados apresentados nas Figuras 63 e 64.
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Figura 64: Variacdo Sazonal do Rendimento (%) dos Oleos Essenciais obtidos de espécies de
Myrcia DC.

O maior teor de Oleo essencial para a Myrcia alagoensis O. Berg foi registrado
na primavera (0,56%) e o menor (0,19%), no outono, 0 que correspondeu a um
decréscimo de 71,43%. Para a Myrcia guianensis (Aubl.) DC. o maior valor foi
alcancado no verdo (0,06%) e o menor, também no outono (0,02%), acarretando
uma reducdo de 33,33%. Esta foi a espécie com os menores teores de 6leo em

todas as estacdes do ano, e a que obteve a menor variacdo entre 0 maior e 0 menor
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teor (Figura 66).

Isto indica que os fatores ambientais exerceram uma menor influéncia em
termos da producdo de Oleo essencial para a M. guianensis (Aubl.) DC e que a
mesma ndo demonstrou ser uma boa produtora de 6leo, quando comparada as
outras duas espécies.

Para a Myrcia rostrata DC. o maior teor foi obtido no veréo (0,51%) e o0 menor
na coleta do outono (0,19%), indicando uma diminuicdo de 62,74%. Mesmo
ocorrendo reducdes expressivas, o teor médio de Oleo essencial para esta espécie
(0,34%) foi superior aquele encontrado por Limberger et al. (2004), ao estudarem
exemplares de Myrcia rostrata DC. coletados entre os meses de novembro e janeiro,
no Rio Grande do Sul. O rendimento obtido pelos pesquisadores gauchos foi de
0,2%.

E notério que as trés espécies tiveram uma reducdo significativa no
rendimento dos 6leos essenciais na coleta realizada no outono. Nesta estacédo do
ano, foram registrados os maiores indices de pluviosidade e de disponibilidade
média de agua no solo (DAAS), repercutindo no aumento do teor de umidade
presente nas folhas e no decréscimo da producdo de 6leo. Todavia, a espécie que
teve a maior diferenca entre o0 maior e o menor teor de 6leo ao longo do ano foi a
Myrcia alagoensis O. Berg, conforme indica a Figura 65.

E amplamente discutido na literatura que a producdo de 6leos essenciais
pelas plantas pode ser diretamente afetada por fatores ambientais. As condi¢cbes
climéticas e a natureza do solo influenciam diretamente tanto no teor como nos
constituintes quimicos de um 6leo essencial (BRUNETON, 2001).

E relatado também em diversos estudos, uma reducdo no teor de 6leo,
durante os meses mais umidos do ano e um aumento deste, durante os periodos de
estiagem. Entretanto, pesquisadores africanos, avaliando uma populacdo de
Melaleuca quinquenervia (Cav.) S.T. Blake (MYRTACEAE), coletada em diferentes
estacdes do ano na regido sul de Benin (Africa), registrou o maior rendimento de

Oleo essencial na estacdo mais chuvosa (GBENOU et al., 2007).
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Figura 65: Diferenca entre os valores maximo e minimo do Teor de Oleo Essencial (%) para a
Myrcia alagoensis O. Berg.
Fonte: Programa Estatistico BioEstat Verséo 3.0.
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Figuras 66 e 67: Diferenca entre os valor es maximo e minimo do Teor de Oleo Essencial (%) para
as espécies Myrcia guianensis (Aubl.) DC. e Myrcia rostrata DC.
Fonte: Programa Estatistico BioEstat Versédo 3.0.

5.3 Andlise da Composicdo Quimica

A andlise dos constituintes quimicos identificados nos 6leos essenciais de
Myrcia alagoensis O. Berg, Myrcia guianensis (Aubl.) DC. e Myrcia rostrata DC.
revelou a predominancia de sesquiterpenos nas trés espécies estudadas, conforme

os dados ilustrados nas Figuras 68 a 70.
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Existe uma significativa semelhanca entre os resultados obtidos na presente
pesquisa, com a maior parte dos trabalhos descritos na literatura tanto para a familia
Myrtaceae em geral, como especificamente, para as espécies do género Myrcia DC.
Limberger e colaboradores (2004), também registraram a preponderancia de
sesquiterpenos em espécies de Myrcia DC., coletadas no Rio Grande do Sul. Por
outro lado, resultados divergentes foram aqueles encontrados por Cerqueira e
colaboradores (2007), que ao analisarem a variacdo sazonal da composi¢cao quimica
dos Gleos essenciais obtidos das folhas, flores e frutos de Myrcia myrtifolia, coletada
no municipio de Salvador-BA, entre os anos 2002 e 2003, encontraram uma
predominéancia de monoterpenos, principalmente do a-pineno, em concentragbes

que variaram de 61,5 a 90,9%.
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Figura 68: Comparacéao entre o percentual de Hidrocarbonetos oxigenados de cadeia curta,
Monoterpenos e Sesquiterpenos nos constituintes quimicos identificados nos Oleos Essenciais de
Myrcia alagoensis O. Berg. MAFF (indica M. alagoensis folhas frescas), MAFS (indica M. alagoensis
folhas secas), MAP (indica M. alagoensis proveniente da coleta preliminar).
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Figura 69: Comparacéo entre o percentual de Hidrocarbonetos Oxigenados de cadeia curta,
Monoterpenos e Sesquiterpenos nos constituintes quimicos identificados nos Oleos Essenciais de
Myrcia guianensis (Aubl.) DC.
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Figura 70: Comparacao entre o percentual de Hidrocarbonetos Oxigenados de cadeia curta,
Monoterpenos e Sesquiterpenos nos constituintes quimicos identificados nos Oleos Essenciais de
Myrcia rostrata DC. MRP (indica M. rostrata proveniente da coleta preliminar)

A variacdo quantitativa e qualitativa nos constituintes quimicos dos oOleos
essenciais das trés espécies de Myrcia DC., coletadas entre os anos 2008 e 2009,
esta de acordo com o exposto na literatura especializada. E bastante discutido que
alteragbes no clima e no solo; as interacdes com herbivoros, dispersores de
sementes e polinizadores; as interagcées planta-planta; bem como, a idade do
vegetal, seu estagio de desenvolvimento e a fenologia (periodos de floracdo e
frutificacdo) provocam modificacdes metabdlicas que refletem tanto no rendimento
das esséncias como na sua composi¢éo quimica (GOBBO-NETO, 2007).

Modifica¢cdes na composi¢cao quimica também podem ser observadas quando
se altera o método de obtencdo dos Oleos (FRANCO et al., 2005), ou quando se
compara a composicao quimica do oOleo essencial obtido das folhas frescas com
aguele obtido das folhas secas. Isto ficou evidente para a Myrcia alagoensis O. Berg,
os dados sao exibidos na Tabela 06 e na Figura 71.

Variacfes quantitativas foram constatadas para os sesquiterpenos do grupo
Germacreno. Tanto o Germacreno D como o B sofreram uma reducdo de
respectivamente 42,25% e 13,40% no Oleo proveniente das folhas secas (Figura 71).
Esta reducdo pode ser explicada pelo fato dos germacrenos serem conhecidos
como compostos instaveis, podendo ter sofrido rearranjos moleculares ou
degradacéo durante o processo de secagem, originando outros sesquiterpenos tipo
cadinano (DE KRAKER et al., 1998; RADULOVIC et al., 2007). Por outro lado, houve
um aumento de 32,43% e 29,79% para o Eudesma-4(14),11-dieno e o a-Muuroleno.
Do ponto de vista qualitativo, a diferenca refere-se ao constituinte a-Chamigreno que

nao foi detectado no 6leo proveniente das folhas secas (Tabela 06).
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Figura 71: Diferengas Quantitativas e Qualitativas entre alguns constituintes majoritarios identificados
nos Oleos Essenciais obtidos das folhas frescas (MAFF) e das folhas secas (MAFS) de Myrcia
alagoensis O. Berg.

Analisando-se a Figura 72, pode-se observar que o (E)-Cariofileno e o B-
Farneseno (E) foram detectados em todas as amostras, sendo 0s maiores
percentuais (30,6 e 15,32%, respectivamente) encontrados na amostra coletada no
final do verdo. O Germacreno D também foi detectado em todas as amostras, porém
0 maior percentual (11,1%) foi encontrado na amostra coletada em 2007. O Farnesol
(2Z,6E) apesar de também ter sido detectado em todas as amostras, registrou
maiores percentuais na coleta do final do outono e na coleta preliminar (37,15% e
33,68%, respectivamente).

Os dados reunidos na Figura 73, mostram a variagdo sazonal nos
constituintes majoritarios para a Myrcia alagoensis O. Berg. A alteracdo mais
expressiva foi aquela apresentada pelo Farnesol (2Z,6E). Este composto foi
detectado nas coletas do final da primavera e do final do verdo em concentracdes
inferiores a 2%. Todavia, teve seu percentual gradativamente acentuado até a
chegada do outono (37,15%), voltando a reduzir, & medida que o inverno se
aproximou (17,19%).



Tabela 06: Variacéo sazonal na Composicdo Quimica dos Oleos Essenciais de Myrcia alagoensis O. Berg
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Myrcia alagoensis O. Berg

IK IK da Coletas
Composto Calculado Literatura 27/01/2007 10/03/2008 15/12/2008 21/03/2009 15/06/2009 25/09/2009

MAFF MAFS MAP MAO1 MAO2 MAO3 MAOQ4
4-Hidréxi-4-metil-2-pentanona 838 a 843 839 0,02 - 0,29 1,10 0,66 0,96 0,49
2-Hexenal, (E) 850 a 855 855 0,82 0,07 0,66 1,35 1,59 2,73 1,88
3-Hexen-1-ol (Z) 854 859 0,10 - 0,65 - - - 0,38
a-Pineno 938 939 - - 1,52 - - 1,78 0,82
B-Pineno 980 a 981 979 - - 0,87 - - 0,63 0,28
a-Cubebeno 1353 1348 0,56 0,60 t - 0,42 - 0,25
Ylangeno 1374 1375 0,55 0,13 - - - - -
a-Copaeno 1379 1376 0,09 0,61 0,26 0,30 1,06 1,80 0,93
B-Elemeno 1393 a 1394 1390 0,50 0,44 t 0,61 - 0,34 0,22
(E)-Cariofileno 1423 1419 7,90 7,82 6,76 21,13 30,60 8,47 12,33
y-Elemeno 1436 1436 2,23 2,44 - - - - 0,12
B-Farneseno (2) 1440 a 1442 1442 0,09 0,09 0,30 - - 0,52 0,38
B-Farneseno (E) 1459 1456 4,74 4,33 4,93 12,06 15,32 10,20 10,12
a-Cariofileno 1457 1466 1,79 1,62 0,25 0,26 0,22 0,25 0,23
y-Muuroleno 1479 1479 1,45 2,14 0,20 - 0,34 - 0,35
Germacreno D 1484 1485 11,10 6,41 0,85 6,70 3,37 0,60 1,37
Eudesma-4(14),11-dieno 1488 a 1489 1489 1,00 1,48 - 0,45 0,26 0,39 0,59
0-Selineno 1491 1492 0,23 0,33 - - - - 0,08
y-Amorfeno 1496 a 1497 1495 1,37 1,68 - - - - 0,69
a-Muuroleno 1493 a 1509 1500 0,66 0,94 - 1,77 - - 0,73
a-Chamigreno 1496 a 1497 1503 0,80 - - 1,37 - 0,76 -
a-Bulneseno 1510 a 1516 1509 1,16 0,72 - - 1,35 0,32 0,25
0-Amorfeno 1516 a 1517 1512 0,14 1,82 - 0,45 0,42 0,22 -
0-Cadineno 1526 1524 3,44 5,42 0,45 2,42 1,81 1,08 1,06
Selina-3,7(11)-dieno 1545 1546 4,28 5,38 - 0,58 0,36 0,24 0,31
Germacreno B 1561 a 1562 1561 26,65 23,08 0,95 3,10 0,90 0,91 1,32
Espatulenol 1580 1578 0,08 0,14 0,80 - 0,39 1,15 0,32
Oxido cariofileno 1585 a 1586 1583 0,17 1,26 4,37 0,73 1,11 0,88 0,61
Farnesol (2E, 62) 1715 1715 0,39 0,52 1,77 2,92 3,88 2,23 3,87
Farnesol (2Z, 6E) 1719 a 1723 1723 0,12 0,96 33,68 1,59 0,82 37,15 17,19
Farnesal (2E, 6E) 1742 a 1743 1741 0,40 0,20 2,38 3,00 4,32 2,76 4,53
Farnesoato de metila (2E, 6E) 1785 1784 0,16 0,21 23,61 25,48 15,99 12,28 21,28
Acido farneséico (2E, 6E) 1818 1816 7,25 4,91 7,13 2,16 7,86 6,47 7,25
Total 80,24 75,75 92,68 89,53 93,05 95,12 90,23
Nao identificados 19,76 24,25 7,32 10,47 6,95 4,88 9,77

(-) Nao detectado na amostra; (t) quantidade inferior a 0,01% (tracos). MAFF - M. alagoensis folhas frescas; MAFS - M. alagoensis folhas secas; MAP - M.
alagoensis coleta preliminar; MAO1 — coleta do final da primavera; MAO2 - coleta do final do verdo; MAO3 - coleta do final do outono e MAO4 - coleta da

Primavera.
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Figura 72: Variacdo Sazonal dos constituintes majoritarios identificados na fracédo sesquiterpénica dos Oleos Essenciais de Myrcia alagoensis O. Berg.
MAFF (indica M. alagoensis folhas frescas); MAFS (indica M. alagoensis folhas secas) e MAP (indica M. alagoensis proveniente da coleta preliminar).
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A variacdo sazonal na composicdo quimica dos O6leos essenciais de M.
guianensis (Aubl.)) DC., pode ser visualizada na Tabela 07. As diferencas
quantitativas apresentadas pelos 6leos essenciais de M. guianensis (Aubl.) DC.,
provenientes das coletas realizadas no final da primavera e do verdo estdo
relacionadas ao compostos: (E)-Cariofileno, p-Farneseno (E) e B-Bisaboleno, que
sofreram reducbes de 32; 16,48 e 15,42%; respectivamente. Assim como, para o
Eudesma-4(14),11-dieno e o Selina-3,7(11)-dieno, que tiveram um aumento de
45,89% e 39,96%; no mesmo periodo (Figura 74).
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Figura 74: Variacdo sazonal dos constituintes identificados na fracao sesquiterpénica de Myrcia
guianensis (Aubl.) DC.

A variacdo sazonal da composicdo quimica dos O6leos essenciais de M.
guianensis (Aubl.) DC. pode ser visualizada, quando os cromatogramas referentes
as coletas do final da primavera e do verdo sio comparados (Figura 75). E not6rio o

decréscimo na intensidade do pico do constituinte majoritario B-Farneseno (E).
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Figura 75: Cromatogramas dos 6leos essenciais de M. guianensis (Aubl.) DC. provenientes das
coletas realizadas no final da primavera e do verao.



Tabela 07: Variagéo sazonal na Composicdo Quimica dos Oleos Essenciais de M. guianensis (Aubl.) DC.

Myrcia guianensis (Aubl.) DC.

Composto IK IK da Literatura Coletas
Calculado 15/12/2008 21/03/2009 15/06/2009 25/09/2009
MGO01 MG02 MGO03 MG04
4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona 838 a 843 839 0,35 0,18 0,19 0,20
2-Hexenal, (E) 850 a 854 855 2,54 0,12 5,99 5,88
3-Hexen-1-ol (Z) 853 a 866 859 - - 0,26 0,14
1-Hexanol 866 867 - - 0,14 -
a-Pineno 938 939 - - - 0,59
B-Pineno 981 979 - - - 0,34
Limoneno 1032 1024 1,09 0,05 - -
Ylangeno 1375 1375 - - - 0,20
a-Copaeno 1379 1376 - - - 1,25
Di-epi-a-Cedreno 1413 a 1415 1411 - 0,65 0,61 0,38
cis-a-Bergamoteno 1415 a 1418 1415 0,28 0,53 0,38 0,30
(E)-Cariofileno 1421 a 1423 1419 6,50 4,42 5,74 3,98
trans-a-Bergamoteno 1435 1436 - - 1,82 1,36
B-Farneseno (2) 1439 a 1444 1442 2,88 2,34 0,19 0,34
B-Farneseno (E) 1454 a 1459 1456 31,44 26,26 23,58 19,21
B-Santaleno 1457 a 1464 1459 1,64 1,28 0,33 1,06
y-Muuroleno 1477 a 1478 1479 - 0,32 - 0,24
ar-Curcumeno 1481 a 1484 1480 2,11 0,54 0,68 -
Germacreno D 1484 1485 - - - 0,72
Eudesma-4(14),11-dieno 1488 a 1489 1489 2,96 5,47 6,31 2,90
0-selineno 1489 1492 - - - 3,35
a-Selineno 1489 a 1497 1494 2,77 4,84 511 5,14
a-Bisaboleno 1497 a 1503 1498 6,77 6,51 5,47 4,76
B-Bisaboleno 1503 a 1510 1505 17,72 14,98 12,49 9,49
0-Cadineno 1526 1524 0,70 0,34 1,58 3,12
Selina-3,7(11)-dieno 1545 a 1549 1546 6,64 11,06 3,32 3,68
Germacreno B 1561 1561 0,61 0,21 - 0,66
a-Bisabolol 1688 a 1685 1685 1,17 0,56 0,70 0,38
Total 88,17 80,66 74,89 69,67
Nao Identificados 11,83 19,34 25,11 30,33

(-) Nao detectado na amostra. MGOL1 - coleta do final da primavera; MGO02 - coleta do final do verdo; MGO03 - coleta do final do outono e MG04 -

coleta da Primavera.
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Os constituintes quimicos identificados nos o6leos essenciais obtidos da
Myrcia rostrata DC. estdo listados na Tabela 08. Variagcbes quantitativas foram
observadas para o (E)-Cariofileno que registrou uma diferenca entre o maior teor,
atingido na primavera, e o menor, alcancado no verdo de 45,76%, e para 0 a-
Bisabolol, com uma diferenga de 56,43% entre o maior teor, registrado na coleta
preliminar realizada no veréo, e o menor, na coleta realizada na primavera.

O Germacreno D, sofreu variacdes durante todas as estacdes do ano. No final
da primavera este composto foi detectado numa concentracdo de 7,72%, sofrendo
um aumento gradativo até 17,21% a medida que o verdo se aproximou. Entretanto,
uma nova reducdo € detectada com a proximidade das esta¢cdes mais Umidas,
outono e inverno.

Ja o Germacreno B, teve o maior teor resgistrado na amostra proveniente da
coleta realizada no final da primavera, reduzindo sua concentragcdo em 64,82% com
a proximidade do verdo. Para o Carotol, o maior teor (20,98%) foi detectado na
coleta preliminar, realizada em marco de 2008 e o menor (13,16%) na coleta
realizada no final do veréo, conforme os dados exibidos nas Figuras 76 e 77.

Destarte, a partir dos dados encontrados na presente pesquisa, € notdria a
influéncia da sazonalidade na composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais, tanto do
ponto de vista quantitativo como qualitativo.
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Tabela 08: Variagéo sazonal na Composicdo Quimica dos Oleos Essenciais de M. rostrata DC.

Myrcia rostrata DC.

Composto IK IK da Coletas
calculado Literatura 10/03/2008 15/12/2008 21/03/2009 15/06/2009 25/09/2009
MRP MRO1 MRO02 MRO03 MRO04
Hexanal 802 801 - - - 0,24 -
4-hidroxi-4-metil-2-pentanona 838 a 842 839 - 0,34 0,38 0,26 0,09
2-Hexenal, (E) 850 a 851 855 0,16 2,17 0,76 0,82 2,52
3-Hexen-1-ol (2) 854 859 0,21 - 0,24 - 0,09
1-Hexanol 865 867 0,14 - - - -
a-Pineno 938 939 3,99 3,68 2,20 1,76 3,26
B-Pineno 977 a 981 979 2,35 2,17 1,39 0,93 2,11
3-Mirceno 991 990 0,95 1,30 0,59 1,10 1,79
Limoneno 1032 1029 0,62 0,46 0,26 0,22 0,46
a-Terpineol 1190a 1191 1188 0,65 0,43 0,28 0,20 0,46
0-Elemeno 1341 1339 0,09 - 0,28 1,65 0,19
a-Cubebeno 1353 1348 0,33 0,21 - - 0,24
Isoledeno 1376 1376 0,18 0,19 - - 0,10
a-Copaeno 1379 1376 2,22 1,75 1,52 2,73 0,20
B-Elemeno 1394 1390 0,32 0,45 0,43 0,51 2,42
cis-a-Bergamoteno 1417 1412 0,32 0,23 - - 0,18
(E)-Cariofileno 1422 a 1423 1419 4,62 6,84 3,71 4,21 5,18
y-Elemeno 1430 1434 0,40 0,22 0,27 0,27 0,05
Aromadendreno 1443 1439 1,08 0,59 0,61 0,91 0,82
B-Farneseno (2) 1439 1442 3,29 2,15 2,30 2,23 1,99
B-Farneseno (E) 1459 1456 2,16 2,58 2,46 2,37 2,75
allo-Aromadendreno 1464 a 1465 1460 1,05 0,94 0,75 1,14 1,01
y-Muuroleno 1479 1479 1,02 0,91 1,50 1,67 1,59
Germacreno D 1484 1485 3,59 7,72 17,21 12,47 10,30
Eudesma-4(14),11-dieno 1489 1489 0,51 0,28 0,24 0,32 0,30
a-Muuroleno 1497 a 1498 1500 3,51 6,26 6,78 7,09 7,35
B-Bisaboleno 1510 1505 2,78 2,43 2,75 3,11 2,39
y-Cadineno 1516 1513 1,18 1,43 1,86 1,73 1,39
a-Cadineno 1532 1538 2,89 4,95 6,29 6,66 5,18
Germacreno B 1562 1561 4,78 12,11 4,26 4,02 5,76
Espatulenol 1581 1578 4,24 0,35 0,34 0,60 0,85
Globulol 1587 a 1588 1590 4,24 1,61 1,71 2,28 2,07
Carotol 1606 1594 20,98 13,22 13,16 15,31 15,50
a-Bisabolol 1685 a 1687 1685 3,81 3,71 3,36 1,81 1,66
Total 78,75 81,68 77,89 78,62 80,25
N&o identificados 21,25 18,32 22,11 21,38 19,75

(-) Ndo detectado na amostra. MRP - M. rostrata proveniente da coleta preliminar; MRO1 - coleta do final da primavera; MRO2 - coleta do final do verao;
MRO3 - coleta do final do outono e MR04 - coleta da Primavera.
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Figura 77: Variacdo Sazonal dos constituintes majoritarios da fracdo sesquiterpénica identificados nos Oleos Essenciais de Myrcia rostrata DC.
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5.4 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana pelo mét  odo da Microdiluicdo em

Caldo com Determinacdo da Concentracao Inibitoria M inima (CIM)

Antes de serem iniciados os testes de suscetibilidade dos microrganismos as
amostras de 6leo essencial, foi realizado um ensaio preliminar de microdiluicdo em
caldo para o Tween 80 (Merck®) diluido em agua destilada a 10%. O Tween foi
testado contra 0s mesmos microrganismos usados na avaliacdo da atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais, e ndo apresentou qualquer tipo de atividade

inibitéria no crescimento dos mesmos nas concentracdes utilizadas nos testes

(inferiores a 5%) (Figura 78).

&
&
pr
N

v

v

X
« A, X

AN SS
b

: NN
N N Ll r A
SONONANAS A AL

N
D
N

"/(.7
K
(
(
;
4

\»\'\‘a Ny

Figura 78: Avaliacédo da Atividade Antimicrobiana do Tween 80 a 10% contra duas cepas de
S aureus e uma de Bacillus cereus.

A avaliacao da atividade antimicrobiana in vitro dos 6leos essenciais obtidos
das folhas frescas de Myrcia alagoensis O. Berg e Myrcia rostrata DC., revelou que o
conjunto das amostras testadas foi capaz de inibir o crescimento de todos os
microrganismos listados na Tabela 03.

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados apenas com os 0leos
essenciais das espécies Myrcia alagoensis O. Berg e Myrcia rostrata DC, pois para a
espécie Myrcia guianensis (Aubl.) DC o rendimento dos 6leos, em todas as coletas,
foi insuficiente para a realizagdo dos mesmos.

As Tabelas 09 e 10, sumarizam os resultados da Concentragédo Inibitéria Minima
(CIM) e da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), para as amostras de 6leo
essencial obtidas da Myrcia alagoensis O. Berg e da Myrcia rostrata DC. Os 06leos

apresentaram atividade antimicrobiana contra todas as bactérias testadas. A
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concentragdo inicial das solu¢des dos 6leos essenciais usadas nos testes variou de
1 a 10%.

Inicialmente, a solucédo de 6leo essencial foi testada numa concentracdo de
10%. Entretanto, para alguns microrganismos a inibicdo do crescimento foi total
(Figura 79), impossibilitando a determinacdo da CIM. Tendo em vista resultados
semelhantes a este, foram feitas repeticdes com concentrac¢des iniciais menores, até

que a CIM para todas as bactérias fosse determinada.

—~

Oleo testado a 10%

Figura 79: Microdiluicdo em caldo do dleo essencial de Myrcia alagoensis O. Berg

Nos testes de atividade antimicrobiana por microdiluicio em caldo, 0s
melhores resultados referem-se aos menores valores da Concentracdo Inibitoria
Mimina (CIM). Ou seja, quanto menor o valor da CIM, maior € a atividade
antimicrobiana do agente testado, uma vez que, quantidades menores do mesmo,
sdo suficientes para provocar a inibicdo do crescimento dos microrganismos
sensiveis a este agente antimicrobiano.

Para a Staphylococcus aureus (CCMB262), cepa resistente a estreptomicina
e a diidroestreptomicina, os melhores resultados foram aqueles das amostras da
espécie Myrcia alagoensis O. Berg coletadas em marco de 2008 (MAP) e para
aguela coletada no final do outono (MA03), com valores da CIM inferiores a 0,02%.
A espécie Myrcia rostrata DC. também exibiu um bom resultado, CIM equivalente a
0,04%, para a amostra coletada no final do inverno. Ja para a S. aureus (CCMB263),
resistente a novobiocina, os resultados da CIM foram inferiores a 0,02% para as
amostras da Myrcia alagoensis O. Berg obtidas no final do verdao (MAO2) e do
outono (MAO3); e iguais a 0,16% para o0s Oleos essenciais de Myrcia rostrata DC.,
provenientes do final da primavera (MRO1), outono (MRO3) e inverno (MRO04).
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Tabela 09: Valores em (mg/mL) da CIM para o controle positivo Cloranfenicol e em (%) da CIM e da CBM para as amostras de 6leo essencial de M.

alagoensis O. Berg.

Myrcia alagoensis O. Berg

BACTERIAS CODIGOS CONTROLE MAFF MAFS MAP MAO1 MAQ02 MAO3 MAO04
CIM CM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
S. aureus CCMB262 1,25 0,04 063 0,16 0,16 * 0,02 016 031 0,25 0,25 * 0,02 0,04 0,04
S. aureus CCMB263 <0,04 008 125 1008 063 004 004 0,16 0,31 * 0,02 * 0,02 0,04 0,04
Bacillus cereus CCMB282 1,25 008 063 016 0,16 004 004 008 0,08 004 004 002 0,02 004 0,04
E. coli CMBB284 1,25 5 5 - - - - 25 - - - - 2,5 25
E. coli CCMB261 1,25 - - - - - - # 0,47 # 0,12 0,16 047 0,16 047
Salmonella choleraesuis CCMB281 1,25 5 5 5 0 125 125 0,63 1,25 2,5 0 2,5 2,5 2,5 2,5
Pseudomonas aeruginosa CCMB268 0,16 0,63 0 0,08 0 2,5 2,5 125 1,25 5 0 5 0 5 0

(*) Indica CIM inferior a 0,02%; (-) Indica nao testado; (#) Indica CIM inferior a 0,04%; (0) Indica que ndo houve acgdo bactericida, ou seja, 0 6leo teve acéo
bacteriostatica. MAFF - M. alagoensis folhas frescas; MAFS - M. alagoensis folhas secas; MAP - M. alagoensis coleta preliminar; MAOL - coleta do final da
primavera; MAQ2 - coleta do final do verdo; MAQO3 - coleta do final do outono e MAO4 - coleta da Primavera.

Tabela 10: Valores em (mg/mL) da CIM para o controle positivo Cloranfenicol e em (%) da CIM e da CBM para as amostras de 6leo essencial obtidas de M.

rostrata DC.

Myrcia rostrata DC.

BACTERIAS CODIGOS CONTROLE MRO1 MRO02 MRO3 MRO04
CIM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
S. aureus CCMB262 1,25 0,16 0,16 0,31 0 0,16 0,63 0,04 0,31
S. aureus CCMB263 <0,04 0,16 0,31 1,25 2,5 0,16 0,31 0,16 0,63
Bacillus cereus CCMB282 1,25 0,16 1,25 0,16 0,31 0,08 0,31 0,04 0,08
E. coli CCMB284 1,25 1,25 5 0,31 1,25 0,08 1,25 2,5 2,5
E. coli CCMB261 1,25 1,25 1,25 0,63 1,25 0,63 1,25 1,25 25
Salmonella choleraesuis CCMB281 1,25 0,63 1,25 0,16 0,63 0,16 0,63 0,63 1,25
Pseudomonas aeruginosa CCMB268 0,16 25 25 25 2,5 0,63 1,25 2,5 25

(0) Indica que nédo houve atividade bactericida, ou seja, 0 6leo teve acao bacteriostatica. MRO1 - coleta do final da primavera; MRO2 - coleta do final do verao;
MRO3 - coleta do final do outono e MRO04 - coleta da Primavera.
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O Cloranfenicol foi capaz de inibir o crescimento da S. aureus (CCMB263),
em todas as diluicdes da placa, ou seja, a inibicdo ocorreu até uma concentracao de
0,04 mg/mL, sendo a CIM inferior a este valor. O mesmo aconteceu com as
amostras de 0leo essencial da Myrcia alagoensis O. Berg provenientes da coleta
preliminar, realizada em margo de 2008. Assim como, com as amostras do final do
verdo e do outono, quando testadas contra a referida cepa. A inibicdo também
aconteceu em todas as diluicdes e a CIM dos 6leos, provavelmente, equivale a um
valor inferior a 0,02% para MAO2 e MAQO3.

Para o Bacillus cereus (CCMB282), o 6leo da M. alagoensis O. Berg, obtido
no final do outono, inibiu o crescimento do referido microrganismo numa
concentracao de 0,02%, e no final do verdo e inverno numa concentracao de 0,04%.
Jé o oleo obtido da Myrcia rostrata DC. coletada no final do inverno apresentou uma
CIM de 0,04%. Cabe ressaltar que os resultados do antibiotico Cloranfenicol (Figura
80), usado como controle positivo e testado a 10 mg/mL contra as bactérias,
indicaram uma CIM equivalente a 1,25% para o Bacillus cereus (CCMB282).
Entretanto, o referido microrganismo foi inibido por todas as amostras de 6leo
essencial testadas, numa concentracdo inferior a 0,63%. Além disso, os 6leos
exibiram acao bactericida contra este bacilo em concentragdes inferiores a 1,25%.

Figura 80: Resultado da Microdiluicdo em Placa para o antibiético Cloranfenicol testado numa
concentracao de 10 mg/mL contra duas cepas de S. aureus.
Foto: VASCONCELOS NETO, 2010.
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As amostras de 6leo essencial também inibiram o crescimento das bactérias Gram
negativas, embora com valores de CIM superiores aos obtidos para as bactérias
Gram positivas. Para a Escherichia coli (CCMB284), os melhores resultados foram
os da M. alagoensis O. Berg, amostras obtidas no final da primavera (MAO1) e do
inverno (MAO4) e para o 6leo da Myrcia rostrata DC., proveniente da coleta realizada
no final do outono. Os valores da CIM foram respectivamente iguais a 2,5 e 0,08%.
Por outro lado, para a Escherichia coli (CCMB261), resistente a sulfonamida, os
melhores resultados foram de CIM inferior 0,04% para a M. alagoensis O. Berg,
amostras oriundas do final da primavera e verdo e 0,63% para as amostras da
espécie Myrcia rostrata DC. coletadas no final do verdo e outono.

As duas cepas de E. coli ndo tiveram a CIM determinada para algumas
amostras, devido a falta de Oleo essencial ocasionada pela necessidade de
realizagcéo de repetigdes.

A Salmonella choleraesuis (CCMB281) foi inibida nas concentracdes de
0,63% para o Oleo da M. alagoensis O. Berg obtido no final da primavera (MAO1) e
de 0,16% para os Oleos da Myrcia rostrata DC., provenientes das coletas do final do
verdo (MRO02) e do outono (MRO03).

Os melhores resultados para a Pseudomonas aeruginosa (CCMB268) foram
0,08% para o 6leo obtido das folhas secas de M. alagoensis O. Berg e 0,63% para o
Oleo obtido das folhas da Myrcia rostrata DC coletadas no final do outono (MR03).

Os resultados da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) das amostras de 6leo
essencial de Myrcia alagoensis O. Berg e Myrcia rostrata DC., testadas frente as
bactérias supracitadas podem ser melhor visualizados nas Figuras 81 e 82. Nestes
graficos € possivel perceber que os testes com as bactérias Gram negativas
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis foram os que apresentaram as
maiores oscilagdes no periodo sazonal avaliado, com os menores valores de CIM
(0,08% e 0,16%, respectivamente) para a amostra de Myrcia alagoensis O. Berg
obtida no final da primavera, e maximos para as coletas nas demais estacdes (5%
para as duas bactérias). No caso da Myrcia rostrata DC as maiores variagdes
sazonais da atividade antimicrobiana também puderam ser observadas nos testes
frente as duas bactérias Gram negativas, a Escherichia coli resistente a sulfonamida
e a Pseudomonas aeruginosa, com valores minimos de CIM de 0,08% e 0,63%,

respectivamente, e maximos de 2,5%.
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Menores Valores de CIM = Maior Atividade Antimicrob  iana
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Figura 81: Variacdo Sazonal da Atividade Antimicrobiana dos Oleos Essenciais de Myrcia alagoensis O. Berg contra Bactérias (Gram positivas e Gram
negativas) e Leveduras. MAFF - M. alagoensis folhas frescas; MAFS - M. alagoensis folhas secas; MAP - M. alagoensis coleta preliminar; MAO1 — coleta do
final da primavera; MAO2 - coleta do final do verdo; MAO3 - coleta do final do outono e MAO4 - coleta da Primavera.

Fonte: SILVA, 2010.
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Figura 82: Variacdo Sazonal da Atividade Antimicrobiana dos Oleos Essenciais de Myrcia rostrata DC. contra Bactérias (Gram positivas e Gram negativas) e
Leveduras.
Fonte: SILVA, 2010.
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Para as leveduras, o 6leo testado numa concentragdo inicial de 10% néo
inibiu o crescimento das mesmas. Assim, 0s Oleos foram testados numa
concentracao inicial de 30%, para que a CIM fosse determinada. Os dados estédo
expostos nas Tabelas 11 e 12.

As leveduras Candida albicans (CCMB266) e Candida parapsilosis
(CCMB288) foram inibidas em concentracdes inferiores a 0,12% pelos O6leos
essenciais das folhas de M. alagoensis O. Berg coletadas no outono e na primavera.
Para os 6leos de Myrcia rostrata DC., provenientes do material vegetal coletado em
todas as estagbes do ano, com excegcdo do outono, a inibicdo ocorreu na
concentracéo de 0,08%.

O antifangico Nistatina, testado a 2 mg/mL, e usado como controle positivo,
inibiu tanto a Candida albicans (CCMB266) quanto a Candida parapsilosis
(CCMB288) até a ultima diluicdo, a qual foi equivalente a uma concentracdo de
0,008 mg/mL. Na concentracao inicial de 2 mg/mL, a Nistatina teve acéo fungicida
até a linha H, a qual correspondeu a uma concentracao de 0,008 mg/mL.

Para as amostras, nas quais a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi
determinada (Figura 83), foi realizado o plaqueamento dos pog¢os nos quais a
inibicdo do crescimento dos microrganismos foi detectada. A inibicdo foi indicada
pela coloragédo azul dos pocos, ja o crescimento, pela coloragédo rosea.

]

Figura 83: Microdiluigdo em caldo do 6leo essencial de Myrcia rostrata DC. com determinacdo da
Concentrac¢ao Inibitéria Minima.
Foto: SILVA, 2010.
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Tabela 11: Valores em (mg/mL) da CIM para o antifingico Nistatina e em (%) da CIM e da CFM para as amostras de 6leo essencial obtidas de Myrcia
alagoensis O. Berg.

NISTATINA Myrcia alagoensis O. Berg
LEVEDURAS CODIGOS a 2 mg/mL MAO1 MAO02 MAO3 MAO4
CIM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
Candida albicans CCMB266 1 0,47 0,94 <0,12 0,94 0,94 1,88 0,47 3,75
Candida parapsilosis CCMB288 Il 0,31 0,63 <0,04 0,63 0,31 0,63 <0,12 #

(/) Indica CIM e CBM inferiores a 0,008 mg/mL (Ultima concentragéo da diluicdo em série); (#) Indica Fungicida até 0,12%. MAFF - M. alagoensis folhas
frescas; MAFS - M. alagoensis folhas secas; MAP - M. alagoensis coleta preliminar; MAO1 — coleta do final da primavera; MAQO2 - coleta do final do veréo;
MAQO3 - coleta do final do outono e MAO4 - coleta da Primavera.

Tabela 12: Valores em (mg/mL) da CIM para o antifungico Nistatina e em (%) da CIM e da CFM para as amostras de 6leo essencial obtidas de Myrcia
rostrata DC.

NISTATINA Myrcia rostrata DC.
LEVEDURAS CcODIGOS a 2 mg/mL MRO1 MRO02 MRO03 MRO04
CIM CIM CFM CIM CFM CIM CEM CIM CEM
Candida albicans CCMB266 /) 0,08 25 0,23 1,25 0,08 0,63 0,08 1,25
Candida parapsilosis CCMB288 1 0,16 5 0,08 2,5 0,08 5 0,08 1,25

(/) Indica CIM e CBM inferiores a 0,008 mg/mL. MRO1 — coleta do final da primavera; MRO2 - coleta do final do verdo; MRO3 - coleta do final do outono e
MRO4 - coleta da Primavera.
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Os resultados da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e da Concentragéo
Fungicida Minima (CFM) para as amostras dos Oleos essenciais de Myrcia
alagoensis O. Berg e Myrcia rostrata DC., estdo expostos ao lado dos respectivos
valores da CIM, nas Tabelas 09 a 12.

Todas as amostras de 0leo essencial testadas exibiram atividade bactericida
ou fungicida contra os microrganismos testados, em concentragdes que variaram de
0,02% a 5% (Figuras 84 e 85). Exceto as amostras da espécie Myrcia alagoensis O.
Berg coletadas no final do verdo, outono e inverno, assim como a amostra de 6leo
obtida das folhas secas da coleta preliminar realizada em 2007, que apresentaram
apenas atividade bacteriostatica contra as bactérias Salmonella choleraesuis e

Pseudomonas aeruginosa (Tabela 09).

Figura 84: Placa de Determinacao da CBM para o 6leo essencial da Myrcia alagoensis O. Berg,
testado numa concentracao inicial de 5% contra a Staphylococcus aureus (CCMB262), cepa
resistente a estreptomicina e a diidroestreptomicina, evidenciando acéo bactericida em todas as
concentracgdes testadas.

Foto: SILVA, 2010.

Figura 85: Determinacédo da CFM para o 6leo essencial de Myrcia alagoensis O. Berg obtido das
folhas coletas na primavera. Em A, pocos identificados na frente da placa de Petrie em B a
Determinacao da CFM no fundo da mesma placa.

Fotos: SILVA, 2010
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Em resumo, os resultados obtidos nos testes de atividade antimicrobiana revelaram
que todas as amostras de 0Oleos essenciais exibiram um amplo espectro de acéo.
Tendo em vista que, todas as cepas bacterianas, tanto Gram positivas quanto Gram
negativas, tiveram seu crescimento inibido em concentra¢gdes inferiores a 2,5%;
assim como, as duas leveduras do género Candida, que foram inibidas em
concentragdes de 6leo inferiores a 1%.

As bactérias Gram positivas apresentaram os menores valores de CIM, em
um numero maior de amostras. Esta maior sensibilidade observada das bactérias
Gram positivas quando comparada a das Gram negativas frente aos 6leos
essenciais esta de acordo com o descrito na literatura, pois segundo Holley e Patel
(2005) a membrana dual apresentada pelas bactérias Gram negativas forma um
envelope complexo, protegendo-as contra a acdo de agentes antimicrobianos.

Cerqueira e colaboradores (2007) pelo método da microdiluigdo em caldo com
determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) encontraram para a S.
aureus, S. aureus resistente a meticilina e para a C. albicans, valores de CIM
respectivamente iguais a 0,25%; 0,25% e 0,125%, para os 6leos obtidos da Myrcia
myrtifolia, coletada no municipio de Salvador-BA. Comparando-se os valores da CIM
encontrados no trabalho supracitado com aqueles obtidos para algumas amostras
dos Oleos essenciais de Myrcia alagoensis O. Berg e Myrcia rostrata DC., nota-se
que a atividade antimicrobiana de algumas amostras de 6leo essencial utilizadas na
presente pesquisa, supera o resultado do trabalho publicado em 2007, em 92,4%
para a bactéria S. aureus e em 37,6% para a Candida albicans.

Embora o mecanismo de acdo dos compostos terpénicos, constituintes dos
Oleos essenciais, ainda nao esteja totalmente elucidado, a atividade observada pode
ser atribuida a lipofilicidade destas substancias, que por permearem a membrana
celular dos microrganismos, podem desestabilizar a estrutura da célula bacteriana.
Além disso, alguns terpenos sdo conhecidos pela capacidade de captarem oxigénio
e atuarem sobre o caminho metabdlico da fosforilagcdo oxidativa da célula
microbiana, auxiliando assim também na atividade observada (COWAN, 1999;
BREHM-STECHER et al., 2003)
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho propds avaliar a interferéncia da sazonalidade na
composi¢cdo quimica qualitativa e quantitativa dos Oleos essenciais de Myrcia
alagoensis O. Berg, Myrcia guianensis (Aubl.) DC. e Myrcia rostrata DC., bem como
analisar a atividade antimicrobiana destes 0Oleos frente a alguns microrganismos.

Os resultados obtidos reveleram que diferencas no ambiente circundante,
como altera¢Bes no indice de pluviosidade e na disponibilidade média de agua de
solo, propiciadas pela sazonalidade, podem atuar interferindo tanto no rendimento
dos 6leos essenciais como na sua composicao quimica.

Foram notadas diferencas, tanto no conjunto dos constituintes quimicos
presentes em cada amostra de Oleo essencial, como no percentual de cada
constituinte em relacdo ao total de compostos identificados. A andlise quimica
também revelou uma predominancia de sesquiterpenos em todas as amostras das
trés espécies de Myrcia DC. estudadas.

Os dados obtidos na presente pesquisa assemelharam-se aqueles
disponiveis na literatura para a maioria das espécies americanas da familia
Myrtaceae, e para as espécies do género Myrcia DC. ja estudadas até o presente
momento.

Com relacé@o a avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro pelo método da
microdiluicdo em caldo, com determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima, os
resultados foram bastante significativos. Todas as amostras de 6leo essencial foram
capazes de inibir tanto o crescimento de bactérias Gram positivas e negativas, como
o de leveduras, em concentracdes inferiores a 2,5% e 1%, respectivamente. Além
disso, a acdo destes 6leos foi bactericida e fungicida para quase a totalidade das

amostras de 6leo essencial analisadas.
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APENDICE A — CODIGO DAS AMOSTRAS DE OLEO ESSENCIAL.
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DATA DAS COLETAS ESPECIES CODIGO DOS
OLEOS
Myrcia alagoensis (Folhas Frescas) MAFF
15 de janeiro de 2007 Myrcia alagoensis (Folhas Secas) MAFS
Myrcia alagoensis (Preliminar) MAP
10 de marco de 2008 Myrcia rostrata (Preliminar) MRP
Myrcia alagoensis MAO1
15 de dezembro de 2008 Myrcia guianensis MGO01
(Coleta 01) Myrcia rostrata MRO1
Myrcia alagoensis MAO2
21 de margo de 2009 Myrcia guianensis MG02
(Coleta 02) Myrcia rostrata MRO02
Myrcia alagoensis MAO3
15 de junho de 2009 Myrcia guianensis MGO03
(Coleta 03) Myrcia rostrata MRO3
Myrcia alagoensis MAO4
25 de setembro de 2009 Myrcia guianensis MG04
(Coleta 04) Myrcia rostrata MRO4
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APENDICE B — DADOS CLIMATOLOGICOS (COLETAS PRELIMI NARES)
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APENDICE C — TEOR DE UMIDADE PRESENTE NAS FOLHAS (C OLETAS

PRELIMINARES)
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APENDICE D — RENDIMENTO DOS OLEOS (COLETAS PRELIMIN ARES)
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APENDICE E — CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS
FOLHAS FRESCAS DE M. alagoensis O. BERG
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APENDICE F — CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS
FOLHAS SECAS DE M. alagoensis O. BERG
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APENDICE G — CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS
FOLHAS DE M. alagoensis O. BERG PROVENIENTES DA COLETA
PRELIMINAR.
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APENDICE H — CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS
FOLHAS DE M. alagoensis O. BERG PROVENIENTES DA COLETA 01.
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A

APENDICE | - CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS FOLHAS

DE M. alagoensis O. BERG PROVENIENTES DA COLETA 02.
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APENDICE J — CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS
FOLHAS DE M. alagoensis O. BERG PROVENIENTES DA COLETA 03.
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APENDICE K — CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS
FOLHAS DE M. alagoensis O. BERG PROVENIENTES DA COLETA 04.
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APENDICE L - CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS
FOLHAS DE M. guianensis (AUBL.) DC. PROVENIENTES DA COLETA 01.
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APENDICE M — CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS
FOLHAS DE M. guianensis (AUBL.) DC. PROVENIENTES DA COLETA 02.
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APENDICE N — CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS
FOLHAS DE M. guianensis (AUBL.) DC. PROVENIENTES DA COLETA 03.
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APENDICE O — CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS
FOLHAS DE M. guianensis (AUBL.) DC. PROVENIENTES DA COLETA 04.
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APENDICE P — CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS
FOLHAS DE M. rostrata DC. PROVENIENTES DA COLETA PRELIMINAR.
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APENDICE Q — CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS
FOLHAS DE M. rostrata DC. PROVENIENTES DA COLETA 01.
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APENDICE R — CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS
FOLHAS DE M. rostrata DC. PROVENIENTES DA COLETA 02.
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APENDICE S — CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS
FOLHAS DE M. rostrata DC. PROVENIENTES DA COLETA 03.
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APENDICE T - CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS
FOLHAS DE M. rostrata DC. PROVENIENTES DA COLETA 04.
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