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RESUMO

Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de metabdlitos secundarios isolados de
diversas plantas. Devido ao aumento do uso destes compostos aromaticos,
pesquisas vém sendo desenvolvidas, além do desenvolvimento de novos produtos.
O presente trabalho analisou as atividades antimicrobiana, citotéxica e
imunomoduladora, além do perfil fitoquimico de O6leos essenciais de Achyrocline
satureoides e Ageratum conyzoides. Os micro-organismos mais sensiveis aos 6leos
foram Staphylococcus aureus CCMB 262 e Candida kruzei CCMB 287. O oOleo
essencial de A. conyzoides foi considerado atoxico nas condigfes testadas. Em
relacdo a avaliacdo da resposta imune induzida pelos 6leos, apesar de ndo terem
sido encontradas diferencas estatisticamente significantes entre as concentracdes
testadas e o controle, p6de-se observar que os 6leos essenciais inibiram a producgéo
das citocinas IL-8 e IL-12, com excec¢do da espécie A. satureoides na concentracdo
de 100 pg/mL. Este comportamento pode sugerir a capacidade de reducdo da
resposta inflamatéria. As andlises cromatogréficas dos Oleos essenciais de A.
satureoides demonstrou um perfil quimico em concordancia com a literatura onde os
componentes maijoritarios foram a-Pineno, E-Cariofileno, a-Copaeno, a-Humuleno,
d-Cadineno. Ja as analises dos Oleos de A. conyzoides apresentou resultados
divergentes da literatura 0 que nos sugere um novo quimiotipo, uma vez que nao foi
observada a presenca de precocenos nas analises quimicas

Palavras-chave: Oleos volateis. Asteraceae. Atividades Biologicas.



ABSTRACT

Essential oils are complex mixtures of various isolates of plant secondary
metabolites. Due to the increased use of these aromatic compounds, research has
been developed, and the development of new products. This study analyzed the
antimicrobial, cytotoxic and immunomodulatory activities in addition to the
phytochemical profile of essential oils Achyrocline satureoides and Ageratum
conyzoides. The micro-organisms most sensitive to oils were Staphylococcus aureus
CCMB 262 and Candida kruzei CCMB 287. The essential oil of A. conyzoides was
considered non-toxic in the tested conditions. In the assessment of the immune
response induced by oils, although they were not statistically significant differences
between the concentrations tested and control, it was observed that the essential oils
inhibited the production of IL-8 and IL-12 cytokines with exception of the species A.
satureoides at a concentration of 100 mg / mL. This behavior may suggest the
capacity reduction of the inflammatory response. The chromatographic analysis of
essential oils of A. satureoides demonstrated a chemical profile consistent with the
literature where the major components were a-Pinene, E-caryophyllene, a-copaene,
a-humulene, d-cadinene. Since the analysis of oils A. conyzoides showed conflicting
results in the literature which suggests a new chemotype, since the presence of
precocenos the chemical analysis was not observed.

Keywords: volatile oils. Asteraceae. Biological Activity.
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1 INTRODUCAO

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de metabdlitos secundarios
isolados de diversas plantas. Caracterizam-se por possuir odor forte e serem
liquidos volateis, limpidos e raramente coloridos, podendo ser sintetizados por todos
0s 6rgados das plantas. Nestas misturas encontram-se de 20 a 60 componentes em
diferentes concentracdes, geralmente havendo dois a trés constituintes em maior
concentracdo (principais), que em geral determinam as propriedades bioldgicas, e
outros em concentracdes traco (ESCOBAR et al., 2010). Os OEs séao conhecidos por
seu poder antisséptico, bactericida, virucida e fungicida, e sdo muito usados na
preservacido de alimentos. Oleos essenciais, ou seus constituintes, possuem largo
espectro farmacoldgico, sendo utilizados como antimicrobianos, analgésicos,
sedativos, anti-inflamatorios, antiespasmédicos e remédios para anestesia local,
funcionando também como antihelminticos e antiprotozoarios (BASSOLE e
JULIANI., 2012; YORK et al., 2012).

Desde o inicio da sua existéncia, o Homem viu nas plantas o seu meio de
sobrevivéncia, tanto na obtencdo de alimento e vestuario quanto na sua defesa e
cura de enfermidades. Ele utilizou varios recursos da natureza, preparando
formulacbes que amenizassem o0s problemas relacionados com a saude, numa
busca incansavel da cura. Por meio de tentativas, com erros e acertos, foi
descobrindo a acdo biologica das plantas e determinando assim quais seriam
alimentos, venenos e remédios (WALKER, 2013).

O Brasil possui a mais rica flora do mundo, com mais de 56.000 espécies de
plantas o0 que representa quase 19% da flora mundial. Entretanto, mesmo
apresentando a maior diversidade vegetal do mundo, apenas 8% do total de
espécies no pais foi estudado para pesquisas de compostos bioativos e 1.100
tiveram sua propriedade medicinal avaliada (OLIVEIRA et al., 2010).

Devido ao uso destes compostos aromaticos, pesquisas incentivando o
desenvolvimento de novos produtos baseados em plantas aromaticas estdo sendo
cada vez mais difundidas no meio cientifico, comprovando suas propriedades como
moléculas biologicamente ativas. A partir disso, nota-se um aumento na demanda
por matérias-primas produtoras de 6leos essenciais, a garantia de qualidade dos
produtos obtidos, maior disponibilidade comercial dos Oleos essenciais e,

consequentemente, uma sistematizacdo da producdo em larga escala. Observa-se
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que a maioria dos estudos de desenvolvimento de tecnologia relativo a esta area do
conhecimento ainda sao realizados em escala laboratorial (BARROSO, 2011).

Os Oleos essenciais sdo encontrados nas varias estruturas secretoras
especializadas das plantas, tais como: pélos glandulares (Lamiaceae), células
parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae) ou canais oliiferos
(Apiaceae) e sdo especialmente encontrados nas familias: Asteraceae, Laminaceae,
Lauraceae, Myrtaceae, Rutaceae e Apiaceae. Sua funcdo envolve sinais de
comunicacdo quimica no reino vegetal e atuam como armas de defesa quimica
contra o reino animal. Nem todos os vegetais produzem Oleos essenciais, é raro
encontrad-los em Gimnospermas (com excecdo das coniferas) e Angiospermas
monocotiledéneas (FRANCO, COSTA & NAKAJIMA, 2014). Para Vaz (2014),
Asteraceae € uma das familias com maior sucesso na producdo de compostos de
defesa e esse seria um dos motivos de sua distribuicdo cosmopolita. A presenca de
poliacetilenos e lactonas sesquiterpénicas tem proporcionado o estudo da familia
Asteraceae quanto a sua composi¢ao quimica e atividade biologica.

A Regido do semiarido ainda € uma area pouco explorada quanto ao seu
potencial biotecnolégico e, por isso, se constitui em um ambiente de grande
interesse na prospeccao de novas moléculas com atividade biol6gica, em especial
as plantas endémicas. Devido a escassez de trabalhos sobre a atividade
antimicrobiana de espécies da Familia Asteraceae para esta regido, esta pesquisa
contribuiu para ampliar o conhecimento das propriedades antimicrobianas das
espécies Achyrocline satureoides (Lam) DC e Ageratum conyzoides L., endémicas e
potencialmente exploraveis, que poderdo contribuir na descoberta de novos
medicamentos fitoterdpicos, auxiliando para a melhoria da qualidade de vida da
populacdo em termos de saude e contribuir para a descoberta das novas
possibilidades que contribuem para o desenvolvimento de novos farmacos.

O presente estudo foi a continuacdo da pesquisa de mestrado das espécies
gue apresentaram o melhor desempenho de atividade antimicrobiana com os
extratos testados. Entretanto, foi-se ampliado para atividades bioldgicas este estudo
bem como mudada a forma de extracdo, agora Oleo essencial e a identificacao

fitoquimicas das duas espécies estudadas.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o potencial biotecnoldgico dos Oleos essenciais das flores de
Achyrocline satureoides (Lam) DC. e folhas de Ageratum conyzoides L. encontradas
no semiarido baiano, prospectando atividades bioldgicas, tais como a:

antimicrobiana, citotoxica e imunomoduladora, e sua composicdo quimica.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

| — Determinar a composicdo quimica dos 6leos essenciais das amostras das
espécies vegetais selecionadas através da 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).

Il — Analisar in vitro a citotoxidade dos Oleos essenciais extraidos das plantas
estudadas frente a linhagens celulares de adenocarcinoma de cé6lon humano (HT
29).

[Il — Verificar a atividade antimicrobiana de dos éleos essenciais de A. satureoides e
A. conyzoides frente aos micro-organismos: Escherichia coli CCMB 261, Escherichia
coli CCMB 284, Salmonella sp. CCMB 281; Pseudomonas aeruginosa CCMB 268;
Staphylococcus aureus CCMB 262,Staphylococcus aureus CCMB 263; Bacillus
cereus CCMB 282; Candida albicans CCMB 286; Candida krusei CCMB 287 e
Candida parapsilosis CCMB 288, utilizando-se a microdiluicdo em placas para
determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Microbicida
Minima (CMM).

IV - Avaliar a expressao das citocinas ( IL 10, IL 12 e IL 8) aos 6leos essenciais das
espécies em estudo sobre a linhagens celulares de adenocarcinoma de célon

humano.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS: CONTEXTO HISTORICO

Planta medicinal pode ser definida como qualquer espécie vegetal cultivada
ou ndo, utilizada para fins terapéuticos. Enquanto que o fitoterdpico é todo o
medicamento tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se matérias-primas
vegetais com finalidade profilatica, curativa ou para fins de diagndstico, com
beneficio para o usuario. Este € caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos
riscos do seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade
(BRASIL, 2010). Segundo Lorenzi e Matos (2012), as plantas medicinais vém sendo
utilizadas desde os tempos mais remotos da humanidade até os dias atuais para a
prevencdo e recuperacdo da saude sendo, todo o conhecimento propagado de
geracdo em geracdo. As mais diversas doencas tém sido tratadas com chas,
tinturas, cataplasmas e unguentos originados a partir das plantas.

O uso terapéutico da flora pelo homem é anterior a histéria escrita, sendo
oralmente transmitido e acumulado na tradicdo dos povos antigos. O primeiro
registro arqueoldgico do uso de plantas culturalmente importantes data de 60.000
anos, tendo sido encontrado em sepultamento humano localizado no Iraque.
Descobertas arqueoldgicas apontam o0 uso de espécies psicoativas no Timor
(Indonésia), datando em cerca de 11.000 anos A.C (ALLEN, 2012).

Parte do conhecimento médico dos egipcios antigos estd registrada nos
papiros denominados “Edwin Smith”, “Kahun” e “Ebers”. O papiro de Ebers (1550
A.C.), inicia-se com a afirmacdo “aqui comega o livro relativo a preparagdo dos
remédios para todas as partes do corpo humano” (SAAD, 2013). Segundo
Aboelsoud (2010), o documento € considerado como o primeiro tratado egipcio
sobre o0 uso de plantas medicinais, descrevendo as aplicacdes médicas do 6pio (P.
somniferum L.), maconha (Cannabis sativa L.), mirra (Commiphora myrrha (T. Nees)
Engl.), incenso (Boswellia serrata Roxb. ex Colebr.), sena (Sena alexandrina Mill.),
hena (Lawsonia inermis L.) e babosa (Aloe vera (L.) Burm. f.).

A partir do Século VIl a medicina Arabe inicialmente simples, passa a
incorporar 0s conhecimentos meédicos (gregos e indianos tornando-se
progressivamente mais complexa e passando a exercer grande influéncia nos
séculos posteriores. A incorporagdo dos recursos terapéuticos gregos atingiu o seu

auge no Seéculo X, ponto no qual os principais textos de autoria de Galeno,
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Hipdcrates e Dioscérides dentre outros, ja haviam sido traduzidos para o arabe. Em
seu auge (Sec. VIl e VIII), o Império Islamico foi responséavel pela transferéncia bem
sucedida de vegetais entre o Sudeste da Asia, Oriente Médio, Norte da Africa e
Europa, enriquecendo a Materia Medica do mundo mugulmano com dezenas de
espécies, incluindo o cominho negro, cedro, limao, berinjela, figo, alho, hena, cebola,
arroz e melancia (SAAD, 2013).

No Brasil, a utilizacdo de espécies vegetais bioativas é anterior ao Periodo
Colonial, integrando as praticas tradicionais das diversas nacdes indigenas. Os
relatos acerca da flora brasileira iniciaram-se logo apds a descoberta. Na carta de
Caminha, por exemplo, séo citadas espécies vegetais e seus usos, dentre estas o
urucum - Bixa orelana L.. Pedro Alvares Cabral observou entre os povos indigenas o
uso de produtos de origem vegetal para alimentacdo, tratamento de doencas e
finalidades cosméticas. Posteriormente, Gabriel Soares de Souza em seu “Tratado
Descritivo do Brasil” de 1587, denomina os produtos empregados na medicina
indigena como “arvores e ervas da virtude” (WALKER, 2013).

Um marco importante no registro das espécies medicinais brasileiras é a
chegada dos jesuitas ao Pais. Por forca do seu isolamento, as atividades da
Companhia de Jesus nao se limitavam apenas a catequese, atuando também no
tratamento e cura de doencas. Os missionarios dedicaram-se a elaboracdo de
registros e tratados médicos e atuaram como boticarios, médicos e enfermeiros.
Desse modo, os jesuitas podem ser considerados como pioneiros na elaboracéo de
uma Farmacopeia brasileira (POLLETO; WELTER, 2011).

A assimilacao da medicina indigena pelos jesuitas ndo foi imediata. Diante de
um sistema social que incluia praticas tidas como tabu na Europa, encararam 0s
povos indigenas como barbaros e, em uma visdo demonoldgica, equipararam rituais
e crencas Tupi a feiticaria Europeia. Contudo, forcados pela escassez de médicos e
medicamentos, foram gradualmente absorvendo o uso da flora nativa a medida que
passaram a condenar ndo a terapéutica nela baseada, mas sim o seu emprego
ritual. No Século XVII, tal assimilacdo cultural é expressa nos trabalhos do Irméo
Pedro de Montenegro e do Padre Sigismundo Asperger, responsaveis pela
catalogacdo das espécies vegetais e seus usos. A “Materia Medica Misionera”, de
Pedro de Montenegro teve influéncia marcante sobre os Jesuitas, que ndo apenas
produziram cépias do trabalho, mas também escreveram novos tratados e
receituarios sobre o mesmo tema (POLLETO; WELTER, 2011).
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Ao longo do Sec. XVI, na medida em que a colonizagdo adentrava sobre as
regibes do Reconcavo Baiano, floresta Amazonica e zonas costeiras, informagdes
acerca das espécies de plantas medicinais disponiveis, suas indicacdes e posologia
eram sistematicamente observadas pelos missionarios. Uma vez registrado, o
conhecimento original era apropriado e adaptado pelos Padres jesuitas, de modo
que pudessem elaborar suas préprias prescricdes (WALKER, 2013).

O Brasil possui a mais rica flora do mundo, com mais de 56.000 espécies de
plantas 0 que representa quase 19% da flora mundial. Entretanto, mesmo
apresentando a maior diversidade vegetal do mundo, apenas 8% do total de
espécies no pais foi estudado para pesquisas de compostos bioativos e 1.100
tiveram sua propriedade medicinal avaliada (OLIVEIRA et al., 2010). Dentro da
biodiversidade brasileira, alguns exemplos importantes de plantas medicinais séo:
llex paraguariensis (mate), Myroxylon balsamum (balsamo de Tolu), Paullinia cupana
(guarana), Psidium guajava (guava), Spilanthes acmella (jambu), Tabebuia sp.
(lapacho), Copaifera sp. (copaiba), Arnica montana (arnica), Stryphnodendron
barbatiman (barbatim&o), Peumus boldus (boldo), Curcuma longa (agafréo, Zingiber
zingiber (gengibre), (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

As plantas Spiranthera odoratissima (manaca), Achyrocline satureioides
(marcela), Myracrodruon urundeuva (aroeira-do-sertdo), apresentam compostos que
Ihes conferem atividade anti-inflamatoria (BATISTA et al., 2012). As plantas
Baccharis trimera (carqueja), Bidens pilosa (picdo), Matricaria recutita (camomila) e
Calendula officinalis (caléndula) sdo reconhecidas e amplamente utilizadas no
tratamento de Ulceras e feridas. O efeito cicatrizante ja foi detectado nas espécies
Jatropha multifida (flor-decoral), Caryocar coriaceum (pequi), Caesalpinia ferrea
(jucd) e Mauritia flexuosa (buriti) (BATISTA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010;
BATISTA et al., 2012). Também, a atividade antimicrobiana ja foi descrita nas
espécies Syzygium Cumini (jamboldo), Eucalyptus citriodora e grandis (eucalipto) e,
Cymbopogon citratus (capim-cidreira).

Entretanto, mesmo diante de inUmeras pesquisas, as plantas medicinais
brasileiras sdo consumidas por usuarios e comerciantes, em sua maioria, com a
existéncia de pouca ou nenhuma evidéncia cientifica sobre suas propriedades
farmacoldgicas. Além disso, a toxicidade destas plantas é considerada um problema
de saude publica. Os efeitos colaterais dos fitoterapicos, possiveis adulteracdes e

acao sinérgica sao comuns. Outro fator a ser ressaltado € o de que as pesquisas
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realizadas para avaliar o uso seguro de plantas e fitoterapicos sdo principiantes,
bem como o controle de érgaos oficiais em relacdo a comercializacdo nas feiras,
mercado e lojas de produtos naturais. Ainda assim, dados do Instituto Brasileiro de
Plantas Medicinais (IBPM) indicam que, no Brasil, o mercado de fitoterapicos
movimenta cerca de 500 milhdes de délares anualmente. Cerca de apenas 37% dos
alopaticos disponiveis sdo consumidos pela populacdo brasileira uma vez que a
maioria depende quase que somente de fitoterapicos (BANDEIRA et al., 2011).

O surgimento da “era verde” e a valorizagao pelo natural, fizeram com que
aumentasse o uso das plantas medicinais nas Ultimas décadas. A utilizacdo de
produtos de origem vegetal tem se tornado uma nova opc¢ao terapéutica no combate
a diversas doencas por apresentar maior seguranca, eficacia e serem
ambientalmente corretos, em comparacdo com produtos quimicos sintéticos (LEE et
al., 2011).

As plantas medicinais sdo consideradas importantes recursos terapéuticos
para o tratamento da salde humana, apresentando como vantagem o seu baixo
custo, quando comparado ao desenvolvimento de novos farmacos sintéticos ou
durante o uso tradicional, pois, essas muitas vezes sao utilizadas como a Unica
forma tratamento pela populacdo carente. Neste sentido, o Ministério da Saude
Brasileiro, nos ultimos anos, tem buscado estimular a insercdo das praticas
complementares de cuidado no sistema oficial de saude. A implementacdo da
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2013a) e
a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) (BRASIL,
2013b). Essas publicacbes tém como objetivo estimular o acesso as terapias
complementares utilizando plantas medicinais, para o cuidado em saude, de forma
eficaz e segura. Outras publicacdes importantes sdo a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de interesse ao Sistema Unico de Satde (SUS), do ano de 2010,
contendo 71 plantas medicinais que devem ser objeto de pesquisa e implementacéo
dos setores e servicos de saude publicos brasileiros (BRASIL, 2011). Ja a
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°® 10, do ano de 2010, lista 66 plantas
medicinais com comprovadas a¢fes na saude humana, que podem ser utilizadas e
distribuidas pelos servi¢cos de saude, elucidando aspectos como dose, preparacéo e
contraindicacdes. Desta forma, pode-se verificar o importante papel da fitoterapia na
assisténcia a saude da populacdo, o que torna cada vez mais necessario, estudos

gue possam avaliar suas acoes terapéuticas (PINTO et al., 2012).
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O uso de plantas medicinais tem sido significativo nos ultimos tempos. Dados
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostram que 80% da populagdo mundial
faz uso da medicina popular para a amenizacédo ou cura de doencas. Assim, tem-se
verificado um grande avanco cientifico no entendimento do mecanismo de acéo de
compostos quimicos presentes nas plantas com a¢fes medicinais, bem como seus
potenciais toxicos, como por exemplo, os flavondides, alcaloides, terpenos, taninos e
esterdis, sendo isto claramente observado pelo niumero de trabalhos cientificos
publicados nesta area em congressos e em periodicos nacionais e internacionais
(LOPES et al. 2010).

Outra caracteristica importante é o0 potencial terapéutico de seus
representantes, onde, diferentemente de outras familias de plantas, a Familia
Asteraceae possui espécies, que além da utilizacdo na medicina popular, possuem
grupos quimicos com acao terapéutica e tdxica ja comprovadas por estudos
laboratoriais (SILVA et al. 2010).

Atualmente had uma variedade de medicamentos fitoterdpicos com diversas
finalidades, podendo ndo ser considerada terapéutica, devido ao uso irregular. As
pesquisas com plantas medicinais estdo sendo realizadas com maior intensidade,
devido ao desenvolvimento da tecnologia e o interesse em confirmar 0 uso empirico
desses medicamentos fitoterapicos (MARTINS et al., 2009).

O estudo de plantas medicinais raras ou pouco conhecidas esta sendo
novamente considerado de alta relevancia, devido a redescoberta de que o elo
existente entre plantas e saude humana tem sido responséavel pelo lancamento de
uma nova geracao de produtos terapéuticos baseados no uso de insumos vegetais,
0 gue inclui medicamentos fitoterapicos, drogas botanicas baseadas em sistemas
multicomponentes, suplementos dietéticos e alimentos funcionais (BRASIL, 2013).

A producdo de drogas vegetais preconiza a observacdo de uma série de
cuidados durante o processamento e entre eles incluem-se a secagem, o tipo de
fragmentacdo mecéanica e as condicbes de armazenamento. Na maioria dos casos,
a secagem deve ser realizada imediatamente apés a colheita, minimizando com isso
as perdas de substancias farmacologicas ativas que ocorrem devido a degradacgao
enzimatica associada a presenca de agua. Alem disso, teores de agua elevados
favorecem o desenvolvimento de micro-organismos, comprometendo a qualidade do

produto. A secagem permite também o armazenamento do produto por periodos
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prolongados e facilita seu transporte, contribuindo para regular a oferta e
comercializacao de plantas (DE OLIVEIRA et al., 2011)

Para De Carvalho (2012), o crescente interesse ao uso de plantas medicinais
estd relacionado a varios fatores, entre eles o alto custo dos medicamentos
industrializados, a crise econémica, a falta de acesso da populagdo a assisténcia
médica e farmacéutica e uma tendéncia dos consumidores em utilizar produtos de

origem natural.

2.2 OLEOS ESSENCIAIS: CONCEITO, OCORRENCIAS, ATIVIDADES
BIOLOGICAS E IMPORTANCIA ECONOMICA.

Oleos essenciais (OEs) s&o misturas complexas de metabdlitos secundéarios
isolados de diversas plantas. Caracterizam-se por possuir odor forte e serem
liquidos volateis, limpidos e raramente coloridos, podendo ser sintetizados por todos
0s Orgaos das plantas (ESCOBAR et al., 2010). Designam-se aromaticas as plantas
gue apresentam aroma ou perfume, geralmente agradavel, que é proporcionado
pelos Oleos essenciais biosintetizados pela planta e armazenados em estruturas
especificas (CUNHA et al., 2012). Nestas misturas encontram-se de 20 a 60
componentes em diferentes concentracdes, geralmente havendo dois a trés
constituintes em maior concentracdo (principais), que em geral determinam as
propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais, e outros em concentracdes traco. Os
constituintes séo distribuidos em dois grandes grupos de origem biologica distintas:
(a) terpenos e terpendides, e (b) constituintes aromaticos e alifaticos, ambos
caracterizados por baixo peso molecular. As vias biossintéticas relativas a terpenos
e compostos aromaticos geralmente sdo separadas nas plantas, mas podem
coexistir em algumas, com uma delas sendo a principal (BALDWIN, 2010).

Segundo Alviano e colaboradores (2012) o registro mais antigo que se
conhece sobre a utilizagdo de plantas aromaticas foi encontrado num timulo do
Neolitico (entre 5000 e 2500 anos A.C.) no qual se encontraram vestigios de um
homem envolvido em plantas aromaticas, identificadas por restos de graos de polen.
O autor cita que ha cerca de quatro mil anos, os aborigenes do continente
Australiano perceberam a utilidade das plantas aromaticas ricas em cineol, tais
como os eucaliptos e as melaleucas, em particular a Melaleuca alternifolia, utilizada

até hoje na terapéutica moderna.
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No Paquistdo foi descoberto um alambique em terra cozida em que
possivelmente se destilavam plantas aromaticas, datado de 5.000 anos. O nome
“‘Perfume”, que esta associado as plantas aromaticas, deriva da palavra latina “per
fumum” ou “pro fumum?”, que significa “pelo fumo”, o que vem demonstrar o0 modo
mais antigo de aplicagdo das plantas aromaticas, feito pela combustdo desses
materiais que criavam um ambiente apropriado para uma dada ceriménia. Com este
objetivo eram utilizadas, entre outras plantas, o sandalo (Santalum &album L.), a
casca de canela (Cinnamomum zeylanicum J. Presl), as raizes de cidlamo (Acorus
calamus L.), o cedro do Libano (Cedrus libani A. Rich), bem como substancias
resinosas como a mirra (Commiphora myrra (Nees) Engl.), o olibano (Boswellia
carteri Birdw.) e o benjoim (Styrax benjoin Dryand). Com o passar dos anos as
plantas aromaticas passaram a fazer parte de técnicas de prevencdo e de
tratamento das doencas, principalmente de feridas e contusbes, como mostram
documentos chineses e indianos com mais de 5.000 anos (SANTANA, 2013).

Os OEs sao conhecidos por seu poder antisséptico, bactericida, virucida e
fungicida, e sdo muito usados na preservacéo de alimentos. Oleos essenciais, ou
seus constituintes, possuem largo espectro farmacolégico, sendo utilizados como
antimicrobianos, analgésicos, sedativos, anti-inflamatorios, antiespasmaodicos e
remédios para anestesia local, funcionando também como antihelminticos e
antiprotozoarios (BASSOLE e JULIANI., 2012; YORK et al., 2012).

A atividade dos OEs esta associada a caracteristica lipofilica das moléculas
que os constituem. Estas moléculas atravessam a membrana celular e rompem a
estrutura da camada de fosfolipidios que constituem as membranas, podendo levar
a um extravasamento de moléculas e a lise celular (YORK et al., 2012). A habilidade
de difusdo através de membranas da a estas moléculas vantagens em agir sobre
componentes celulares, estabelecendo uma opc¢ado valiosa na procura por
componentes bioativos (ALVIANO et al., 2012).

Devido ao uso destes compostos aromaticos, pesquisas incentivando o
desenvolvimento de novos produtos baseados em plantas aroméaticas estdo sendo
cada vez mais difundidas no meio cientifico, comprovando suas propriedades como
moléculas biologicamente ativas. A partir disso, nota-se um aumento na demanda
por matérias-primas produtoras de 6leos essenciais, a garantia de qualidade dos
produtos obtidos, maior disponibilidade comercial dos Oleos essenciais e,

consequentemente, uma sistematizacdo da producdo em larga escala. Observa-se
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que a maioria dos estudos de desenvolvimento de tecnologia relativo a esta area do
conhecimento ainda sao realizados em escala laboratorial (BARROSO, 2011).

O oleo essencial tem dois grandes mercados. O primeiro € definido pelas
suas caracteristicas organolépticas, utilizado primordialmente pela industria de
sabores e fragrancias. O segundo é o que se nutre de seus distintos componentes,
isolados ou ndo. Na industria cosmética, principalmente para elaboracdo de
perfumes, a importancia comercial do 6leo essencial € singularmente relevante, pois
muitos cosmeéticos tém um posicionamento no mercado devido quase
exclusivamente a fragrancia que contém. E de forma especial merece destague o
mercado de fragrancias: perfumes, aguas-de-colonia, colénias e extratos. Outros
produtos importantes sdo os dentifricios, por seu grande consumo de derivados de
menta. Ja na industria alimenticia, serve para elaboracdo de sabores, aditivos e
bebidas (ALVIANO et al., 2012).

A industria de 6leos essenciais no Brasil, apesar da forte participacdo no
mercado mundial, ainda esta em processo de desenvolvimento. Varias tentativas de
uma melhor organizacédo das destilarias de 6leos essenciais, através da criacdo de
cooperativas e redes de cooperacdo entre universidades e produtores, estdo sendo
implementadas. Estes projetos tém como objetivo fornecer maior visibilidade a
cadeia produtora de Oleos essenciais e tornar o processo de producdo mais
eficiente, o controle de qualidade mais efetivo e a comercializacdo mais rapida
(RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

Os O6leos essenciais sdo extraidos geralmente por processos fisicos de
destilacdo e apresentam uma composi¢cdo complexa de metabolitos secundarios
lipéfilos que se caracterizam pela sua elevada volatilidade, sendo muitas vezes
designados de oOleos volateis. Estes compostos sdo insollveis em agua, mas
soluveis em 6leos e solventes organicos (ABDELKADER E LOCKWOOD, 2011).

Como jé referido, atualmente sabe-se que os 6leos essenciais, tal como 0s
outros metabolitos secundarios, ndo Ss80 apenas necessarios, mas sim
imprescindiveis para a defesa e manutencao/propagacgao das populagcfes de plantas
aromaticas. Os seus aromas tém funcao ativa, principalmente em dois aspetos que
beneficiam a planta. Atraem agentes polinizadores, como abelhas, borboletas,
passaros, tragas entre outros. Muitas vezes, a emissdo destes compostos volateis é

maxima quando o pdlen estd maduro, pronto para ser dispersado. Por outro lado,
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afastam animais herbivoros, fazendo com que estes percam o apetite pela planta
(CUNHA e ROQUE, 2013).

2.2.1 FATORES QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS
A) FATORES INTRINSECOS

= VARIABILIDADE GENETICA

A variedade genética e a transmissao hereditaria sdo determinantes no tipo
de genes expressos pela planta e consequentemente no tipo de metabolitos
secundarios produzidos. A dinadmica exibida no conteddo e composicdo dos 0Oleos
essenciais esta associada a expressao de diferentes genes em diferentes fases da
vida da planta aromatica. Devido a essa variacdo intra-espécie introduziu-se o
conceito de quimiétipo que se define como populacdes com fendtipos idénticos, mas
genotipos distintos (CUNHA et al., 2012).

= ORGAO DA PLANTA

Oleos essenciais extraidos de diferentes partes da planta podem apresentar
composi¢cdes muito distintas consoantes o 6rgdo de onde se esta a extrair. Tais
variagbes decorrem da existéncia de diversas estruturas secretoras que estdo
distribuidas pela planta de forma heterogénea. No caso de espécies entomdfilas, os
Oleos essenciais da flor sdo ricos em compostos que atraem 0S animais
polinizadores sendo, normalmente, muito distintos dos 06leos essenciais presentes
nos outros 6rgaos (VERMA et al., 2013).

= FASE ONTOGENICA

O ciclo de vida da planta é constituido por diferentes estadios e em cada um
deles a planta pode produzir diferentes 6leos essenciais conforme as necessidades
dessa fase, por exemplo, a floracdo e frutificacdo sdo fases de elevada atividade
metabdlica onde a composicdo dos 6leos essenciais pode variar significativamente,

comparativamente com as outras fases (YAPI et al., 2014).
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e IDADE DA PLANTA AROMATICA

A idade representa outro fator preponderante que afeta a composi¢cédo qualitativa
e quantitativa dos 6leos essenciais produzidos. Um exemplo 6leos essenciais como
agentes terapéuticos oito de situacdes em que isso se verifica é no 6leo essencial da
horteld-pimenta que a medida que a planta vai envelhecendo o seu teor de pulegona
vai sendo substituido por mentona e mentol (CUNHA et al., 2012). Schmidt (2010)
na sua investigacdo acerca do Origanum vulgare ssp. Hirtum, detectaram contetudos
em y-terpineno maiores em plantas jovens quando comparado com plantas mais

antigas.

B) FATORES EXTRINSECOS
= LOCALIZACAO GEOGRAFICA E TIPO DE SOLO

Os Oleos essenciais obtidos da mesma espécie de planta aromatica provenientes
de diferentes zonas geogréficas e diferentes tipos de solo, em geral, apresentam
frequentemente a mesma composicao qualitativa, no entanto, 0s seus componentes
encontram-se em concentragdes muito variaveis (SCHMIDT, 2010). Yapi et al.
(2014), na andlise dos 0leos essenciais de folhas de Xylopia quintasii de trés zonas
da Costa do Marfim (Agboville e Azaguié com solo argiloso e Adippodoumé com solo
arenoso), pdéde comprovar que nas zonas de solo argiloso, os Oleos essenciais
apresentavam composic¢des tanto qualitativas quanto quantitativas mais préximas,
com predominio de (E)-B-cariofileno e isomeros B-pineno e a-pineno, enquanto que,
os 6leos da zona de Adippodoumé apresentavam (Z)-B-ocimeno e furanoguaia-1,4-

dieno como componentes majoritarios, sendo este ultimo exclusivo desta zona.
e MESES DE COLHEITA E ALTURA DO DIA

Cada planta tem ciclos de vida especificos da sua espécie, enquanto umas
florescem no verao, outras florescem no outono ou inverno. Assim, também os 6leos
essenciais produzidos variam em quantidade durante o ano e em certas plantas a
composicdo dos Oleos esséncias variam, também durante o dia, onde, por exemplo,
0 seu teor € maior nas primeiras horas da manhd (CUNHA et al., 2012). No seu
artigo acerca de Aegle marmelos, Verma et al. (2013) verificou que ao longo do ano

as quantidades de 6leo essencial variavam entre 0,37 e 0,82%, que correspondem,



29

aos meses de maio e setembro, respectivamente. Além disso, também as
concentragbes dos seus constituintes ndo eram constantes ao longo do ano. Este
estudo permitiu relacionar a temporada de colheita com a quantidade e qualidade do
oleo essencial produzido.

Estudos como estes sao de elevada importancia, uma vez que permitem
saber qual a melhor altura de colheita para obter maior quantidade do componente
de interesse resultando numa extracdo mais rentavel. Também a hora do dia tem um
papel relevante na composicdo dos 6leos essenciais. Salgueiro e colaboradores
(2010) investigaram a interferéncia do horario da colheita na quantidade de Oleo
essencial de Andropogon sp. e no seu teor de citral, componente majoritario deste
Oleo. Assim, péde concluir que o maior rendimento deste 6leo foi obtido as 7h (5,06

mL/Kg de matéria seca) e que a maior quantidade de citral foi obtida as 13h (91,7%).

e PRECIPITACAO E QUANTIDADE DE AGUA DISPONIBILIZADA A PLANTA

E bem conhecido que tanto a deficiente quantidade de agua quanto o seu
excesso podem resultar em danos para a planta e em Ultima instancia até a sua
prépria morte. Para as plantas aromaticas de uma maneira geral, o déficit de agua
disponibilizada é um dos fatores abidticos que mais influencia positivamente a
producdo de 6leos volateis, no entanto, é desfavoravel ao rendimento de massa
vegetal total. Assim, é de suma importancia procurar um local de cultivo com a

precipitacdo tolerada pela planta que se pretende cultivar (SCHMIDT, 2010).

= INTERACOES BIOTICAS

Neste grupo encontram-se fatores como a competitividade entre plantas e
alelopatia, que se manifestam em situacdes em que uma planta tem o potencial de
inibir 0 crescimento da outra, tanto por uso dos mesmos nutrientes quanto por
processos bioquimicos. Também é necessario observar a atuacdo de parasitas das
plantas aromaticas que podem desencadear a producdo de determinados
compostos quimicos que ndo sdo apresentados em plantas saudaveis (CUNHA et
al., 2012).



30

= |RRADIACAO LUMINOSA

A radiacdo solar tem uma grande influéncia no crescimento e metabolismo
das plantas aromaticas e consequentemente a producdo de Oleos essenciais.
Geralmente, as plantas aromaticas requerem grandes quantidades de luz solar, no
entanto, ndo se pode relacionar proporcionalmente com um maior rendimento em
Oleos essenciais (SALGUEIRO et al.,, 2010). Msaada e colaboradores (2012)
estudaram a interferéncia da luz solar na producédo de 6leos essenciais de salva e
tomilho. Colocando-as sob influéncia de diferentes percentagens de luz solar (15,
27, 45, 100%) verificaram que, no caso da salva, a percentagem ideal para o maior
rendimento em 6leo essencial foi a de 45% de radiacéo solar, enquanto, no tomilho
(Thymus vulgaris) a maior concentragdo ocorreu nas plantas sujeitas a total radiagéo

solar.

= TEMPERATURA

A temperatura tem também um profundo papel na composi¢cao quantitativa e
qualitativa dos 6leos essenciais. Um exemplo do grande impacto deste fator ocorreu
em Provenca, regido de Franca (conhecida pela capital da lavanda), em 2009.
Aquele comecou muito frio e foi seguido de um periodo extremamente quente e
seco, Oleos essenciais como agentes terapéuticos 10 que resultou numa perda de
rendimento do 6leo essencial de lavanda ai produzido que rendeu 1/3 do habitual.
Também, longos periodos com temperaturas abaixo dos 0°C resultam, normalmente,
em danos graves has plantas e consequente baixos rendimentos em 6leos
essenciais (PERINO-ISSARTIER et al., 2013).

e TRATAMENTO POS-COLHEITA

Apés a colheita do material vegetal existem varios parametros a serem
levados em conta, nomeadamente o tipo de transporte, local de armazenamento,
tipo de secagem e limpeza, para que qualquer tipo de degradacéo ou perda seja
evitada. Todas as superficies onde as matérias-primas contatam tém que se
apresentar limpas e isentas de microrganismos e deve evitar-se o contacto com o
solo (WHO, 2013). O transporte é crucial para alguns 6leos essenciais. Por exemplo,
0 poder terapéutico da valeriana € resultante do seu conteido em acido valerénico.

Se o transporte dos seus rizomas for violento pode haver danos nas células
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secretoras e de armazenamento e este composto pode ficar exposto a oxidacao
diminuindo assim o rendimento do 6leo essencial extraido (SALGUEIRO et al.,
2010). As matérias vegetais s6 devem ser expostas a luz solar direta em situacdes
especificas de secagem e quando a fotossensibilidade ndo € um problema. (CUNHA
et al., 2012).

e TECNICA DE EXTRACAO UTILIZADA

A técnica escolhida para o isolamento/extracdo do 6leo essencial do material
vegetal tem, também, grande influéncia na quantidade e qualidade do produto final
(MARTINS et al., 2011).

2.2.2 COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A composicdo quimica é talvez a mais complexa variavel nos trabalhos com
os Oleos essenciais. Embora a pequena quantidade comumente obtida nas
extragOes de plantas (os rendimentos médios descritos na literatura estdo em torno
de 0,2 a 0,7%), quando comparados a massa inicial imida, os 6leos apresentam
diversidade muito grande de constituintes. Sdo comuns Oleos nos quais sao
identificados mais de 60 compostos distintos (DEL MENEZZI e RESCK, 2010). As
classes mais encontradas sao os fenilpropanoides, terpenos (monoterpenos e
sesquiterpenos) e seus derivados oxigenados (ISMAN et al, 2011). Uma
caracteristica comum entre essas moléculas € o baixo peso molecular e a pouca
variedade de atomos (basicamente hidrogénio, carbono e oxigénio). Também sao
conhecidos alguns compostos contendo atomos de nitrogénio ou enxofre que
conferem aos 6Oleos odores caracteristicos e geralmente desagradaveis ao homem
(CARSON e HAMMER, 2011).

Os terpenoides, entendidos como os terpenos e seus analogos oxigenados,
representam uma classe bastante variada e extensa de compostos. Eles séo
formados por varias unidades de isoprenos (C5H8) unidas, isso implica que os
terpenoides seguem a razado de cinco atomos de carbono para oito, de hidrogénio
gquando ndo ha insaturacdes (duplas ligacbes ou anéis). Esses compostos sdo
subdivididos em algumas classes de acordo com o niumero de unidades de isopreno

existentes. Os monoterpenos, espécie mais comum nos 0Oleos essenciais, sao
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isbmeros compostos por duas unidades de isopreno, isto é, possuem 10 4tomos de
carbono. Os sesquiterpenos, por sua vez, sao formados por trés unidades, ou seja,
15 carbonos, enquanto, os diterpenos, 0s triterpenos e 0s tetraterpenos
(carotenoides) sdo formados, respectivamente, por quatro, seis e oito unidades
(CARSON e HAMMER, 2011). Existem ainda os norterpenos que sao oriundos de
uma clivagem especifica de carotenos, resultando em compostos de 13 carbonos,
mas que nao sdo muito comuns nos oleos (ISMAN et al., 2011).

Tanto os triterpenos como o0s carotenoides sdo compostos muito pesados
(elevado peso molecular) e, por essa razdo, ndo sdo encontrados em Oleos
essenciais. Apesar de ndo fazerem parte do escopo dos 6leos essenciais, 0S
triterpenos tém funcdo relevante no metabolismo das plantas, pois fazem parte
dessa classe os esteroides (CARSON e HAMMER, 2011).

2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS E A ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Historicamente, os compostos produzidos pelas plantas tém sido separados
em metabdlitos ou produtos primarios e secundarios. Os metabdlitos primérios, por
definicdo, sdo moléculas que se encontram em todas as células vegetais e séo
necessarios para a vida da planta. S&o os acUcares, aminoacidos, proteinas e os
acidos nucléicos. Os metabolitos secundarios, ao contrario, sdo restritos em sua
distribuicdo, tanto dentro da planta quanto entre diferentes espécies de plantas. Séo
importantes para a sobrevivéncia e a propagacéo das plantas que os produzem, sao
eles: compostos fendlicos, terpendides, 6leos essenciais e alcal6ides entre outros.
Sd0 esses compostos 0s responsaveis pelos efeitos medicinais, ou toxicos, das
plantas, e eles apresentam grande importancia ecolégica, uma vez que podem atuar
na atracdo de polinizadores, ou representar uma defesa quimica contra estresse
ambiental (RAVEN et al.,, 2012). Esses compostos possuem importantes funcdes
nos vegetais, ja que sdo constituidos de substancias que agem na preservacgéo da
integridade das plantas. Por outro lado, esses compostos, ao serem incorporados ao
organismo animal, produzem variados efeitos e, quando benéficos, caracterizam as
plantas que o0s possuem. Muitos desses compostos ou grupos deles podem
provocar reacfes nos organismos, esses Sao 0s principios ativos. Algumas dessas
substancias podem ou nao ser téxicas, isto depende muito da dosagem em que

venham a ser utilizadas. Assim, planta medicinal é aquela que contém um ou mais
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de um principio ativo que lhe confere atividade terapéutica (LORENZI E MATOS,
2011).

Metabolitos secundarios sdo produzidos por plantas, fungos, bactérias,
protozoarios, algas, insetos, animais marinhos, e outros seres. Nas plantas o
conjunto de compostos secundérios é resultado do balanco entre a formacao e
eliminacdo desses compostos durante o crescimento da planta, sendo que esse
equilibrio é influenciado por fatores genéticos (que sao fixos) e ambientais como luz,
temperatura, tipo de solo, agua, além de outros, que sdo variaveis. Entre as
explicagbes sobre a origem de metabdlitos secundarios produzidos pelos
organismos, esta a pressdo seletiva natural que inclui resposta a interacdes de
competicdo, parasitismo, e modificacbes ambientais que alterem a disponibilidade
de recursos (FIGURA 1). Como exemplos destes metabdlitos, podemos citar as
micotoxinas, toxinas produzidas por fungos, cuja agdo pode impedir 0s insetos
predadores, a acdo dos antibiéticos na defesa territorial e o odor usado para atrair
insetos para disperséo de esporos (RAVEN et al., 2012).
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FIGURA 1 - Principais fatores que podem influenciar o acumulo de metabdlitos secundérios em
plantas. Fonte: GOBBO-NETO, 2007.

Nem sempre 0s principios ativos de uma planta sdo conhecidos, mas mesmo
assim ela pode apresentar atividade medicinal satisfatéria e ser usada desde que
nao apresente efeito toxico. Existem varios grupos de principios ativos, alguns de

maior importancia sdo abordados na Tabela 1.
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TABELA 1. Caracteristicas de alguns grupos de principios ativos em plantas medicinais.

PRINCIPIO ATIVO PROPRIEDADES MEDICINAIS OU TOXICAS

Alcaldides Atuam no sistema nervoso central (calmante, sedativo,
estimulante, anestésico, analgésico). Alguns podem ser
cancerigenos e outros antitumorais.

Mucilagens Cicatrizante, anti-inflamatério, laxativo, expectorante e
antiespasmadico.

Flavonéides  Anti-inflamatorio, fortalece 0S vasos capilares,
antiesclerético, antidematoso, dilatador de coronarias,
espasmolitico, antihepatotdxico, colerético e antimicrobiano.

Taninos Adstringentes e antimicrobianos (antidiarréico). Precipitam
proteinas.
Oleos Bactericida, antivirético, cicatrizante, analgésico, relaxante,
essenciais expectorante e antiespasmadico.

Fonte: Adaptada de Lorenzi E Matos (2012).

Embora uma planta possa conter centenas de metabdlitos secundarios,
apenas 0S compostos presentes em maior concentracdo sao geralmente isolados e
estudados pela fitoquimica classica. A analise de substancias ativas € muito mais
complexa e longa, ja que geralmente os compostos presentes em menor propor¢cao
na planta sdo os que apresentam melhores efeitos biologicos. Por isto a
necessidade de um trabalho em colaboracdo mais ampla entre quimicos e
farmacologos para a andlise de extratos, onde se obtém extratos semi-puros,
fragOes e finalmente, os compostos puros (FALCAO, 2012).

Neste sentido, torna-se indispensavel a analise da poténcia das fracdes e das
substancias puras em relacdo a sua concentracdo. Esta avaliacdo permite predizer
se 0 principal componente quimico responsavel pela atividade biologica foi
realmente determinado. Desta forma, para se obter substancias puras dotadas de
efeitos biologicos, sao requeridos, além da dedicacdo e da determinacdo dos
pesquisadores, uma ampla colaboracdo multidisciplinar. A figura 2 ilustra algumas
etapas basicas que podem ser seguidas quando se procura obter principios ativos
de plantas. O fundamento béasico deste procedimento consiste no fato de que toda
substéancia, independente de sua proporcdo na planta, e de ser conhecida ou nao,
pode ser um principio ativo (FALCAO, 2012).
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FIGURA 2 - Procedimentos gerais para a obtengdo de compostos biologicamente ativos. Fonte:
Adaptado de FALCAO (2012)

As plantas possuem varias vias metabdlicas secundarias que dao origem a
diversos compostos como alcaldides, flavondides, isoflavondides, taninos,
cumarinas, glicosideos terpenos, poliacetilenos, que por vezes, sdo especificos de
determinadas familias, géneros ou espécies, e cujas funcdes, até pouco tempo,
eram desconhecidas (SALLES, 2010). Com o avango das pesquisas, foram
atribuidas as referidas substancias importancias relevantes no mecanismo de defesa
das plantas contra seus predadores, sejam fungos, bactérias, virus, parasitas,
insetos, moluscos ou animais superiores (SANTOS, 2010). Além disso, em
determinadas circunstancias, algumas plantas superiores podem formar substancias
de natureza antimicrobiana, denominadas fitoalexinas. Estas sao produzidas como
resposta imediata a agressdes por fungos, bactérias, virus ou nematbides ou em
funcdo de determinados estimulos, como radiacbes, agentes quimicos e outras
injurias (PUEYOA et al., 2011).

As plantas que contém compostos aromaticos sdo usadas tradicionalmente

na medicina popular, na indastria farmacéutica, na induUstria de alimentos
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aumentando a vida util dos alimentos, mostrando inibicdo de bactérias, fungos
filamentosos e leveduras, na medicina alternativa e na de terapias naturais. O uso
de vegetais e fitoquimicos com finalidade medicinal € uma das mais antigas formas
de aplicacdo medicinal na humanidade. A OMS estima que mais de 65% da
populacdo dos paises desenvolvidos utilizem plantas medicinais para cuidados
basicos com a saude. Gracas a atividade metabdlica secundaria dos vegetais
superiores, estes produzem substancias antibidticas como mecanismo de defesa
contra predacao por micro-organismos, insetos e herbivoros (TANG et al., 2011).

Os Oleos essenciais e 0s extratos de diversas espécies de plantas podem
controlar o crescimento dos micro-organismos relacionados a pele, a céarie dental,
incluindo as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (ADWAN et al., 2010).
Imatomi e colaboradores (2013) demonstraram a atividade antimicrobiana de
extratos de 29 espécies, comercializadas ou coletadas em diferentes locais da
Finlandia, ricos em flavondides, frente a nove micro-organismos, sendo esses
efetivos contra Gram-positivos, como Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus subtilis; e Gram-negativos como Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa; e também fungos filamentosos, como Aspergillus niger, e
leveduras tais como Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae.

Existe um numero significativo de familias e espécies de plantas que foram
estudadas recentemente. Entretanto, se levarmos em conta a existéncia das cerca
de 300.000 espécies de plantas conhecidas. Para a maioria das plantas, somente
uma das partes, como folha, raiz ou caule, ou somente um tipo de preparagdo como
Oleo essencial ou extrato foram estudados. A atividade antimicrobiana tem sido
atribuida a pequenos terpendides e compostos fendlicos como timol, carvona,
carvacrol, mentol e muroleno, que também na forma pura exibem atividade
antibacteriana ou antifangica. Apesar dos mecanismos de acdo estarem
incipientemente caracterizados, estes parecem estar associados ao carater lipofilico
dos compostos, havendo um acumulo em membranas e perda de energia pelas
células. As diferencas com respeito as técnicas empregadas para investigacdo da
acao de compostos de plantas e uma grande variagdo encontrada na composi¢cao
quimica de algumas preparacdes vegetais podem resultar em dados de dificil
comparacao entre as pesquisas. Nao existe também um consenso sobre 0s niveis
de inibicdo aceitdveis para compostos de plantas, quando comparados com
antibioticos padroes (DUARTE et al., 2011).
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Muitas plantas dos biomas brasileiros, tais como o cerrado, a floresta
amazobnica e a mata atlantica tém sido utilizadas como farmacos naturais pelas
populacdes locais no tratamento de varias doencas tropicais, incluindo
esquistossomose, leishmaniose, malaria e infec¢des fungicas e bacterianas. Além
disso, muitas plantas exoticas foram introduzidas no Brasil desde a colonizagéo e
incorporadas na medicina popular (MORAIS-BRAGA et al., 2013).

No Brasil, a investigacdo sobre produtos naturais com atividade
antimicrobiana também aumentou significativamente nos ultimos anos. Entretanto,
apesar da rica biodiversidade, somente estao disponiveis dados sobre 44 espécies
de plantas pertencentes a 20 familias, com atividade positiva, incluindo espécies
nativas e exoticas. Em virtude da biodiversidade presente nos diferentes biomas
brasileiros, existe uma crescente demanda para produtos naturais por industrias
farmacéuticas nacionais e internacionais, que impulsiona as investigacdes cientificas
e a busca por drogas naturais. Esta sequéncia de eventos resultou em uma
legislagcao “sui generis” a respeito da biodiversidade e conhecimento tradicionais

associados, agora colocados em préatica (RODRIGUES et al., 2011).

2.4 A FAMILIA ASTERACEAE NA MEDICINA TRADICIONAL

Asteraceae € considerada a maior familia dentre as Angiospermas, com mais
de 1.600 géneros distribuidos em todo o mundo, exceto para a Antartida, e
aproximadamente 24.000 espécies com estimativa de um numero total 30.000
espécies (FUNK et al.,, 2009). Estas estdo distribuidas em regides tropicais,
subtropicais e temperadas montanhosas, sendo mais abundantes nas regifes
abertas e aridas do que nas florestas tropicais imidas (QUARESMA, 2013).

Estudos moleculares e morfolégicos reconhecem para a familia 12
subfamilias e 43 tribos. Asteroideae € a maior subfamilia e compreende
aproximadamente 15.500 espécies (mais de 60% das espécies da familia), 1229
géneros (mais de 70%) e 20 tribos (aproximadamente 60%) (FUNK et al., 2009). No
Brasil as Asteraceae sao representadas por 14 tribos, 275 géneros e 2034 espécies.
Destas, 1302 espécies sdo endémicas e distribuidas em todos os dominios
fitogeograficos do pais. E representada, predominantemente, por espécies
herbaceas, arbustivas e subarbustivas, embora o habito arboreo e trepador também

estejam presentes, exibindo uma variagdo continua da condicdo de herbacea a
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lenhosa e as vezes plantas latescentes e resiniferas. As folhas sé@o alternas e
espiraladas, opostas ou verticiladas, simples, mas as vezes profundamente lobadas
ou partidas, inteiras a diversamente denteadas, com venacdo peninérvea ou
palmada e estipulas ausentes (NAKAJIMA et al., 2014).

Uma caracteristica tipica de todos os seus membros € a inflorescéncia em
capitulo. Este se encontra rodeado por um invélucro de uma ou mais séries de
bracteas livres ou fundidas e flores que podem ser actinomorficas ou zigomorficas,
monoicas ou didicas, sendo o ovario infero e bicarpelar. Além destas caracteristicas,
a familia possui uma apresentagcdo secundéria de pdlen, ou seja, os graos de pdlen
sdo depositados sobre os ramos do estilete, nas flores durante a pré-antese e o fruto
caracteristico é a cipsela, que juntamente com 0 papus, caracteriza a unidade de
dispersdo. A grande plasticidade evidenciada pela ocupacédo de diferentes habitats,
leva ao surgimento de padrbes anatdbmicos muito variados no que concerne a
anatomia dos 6rgaos vegetativos (MARTINELLI E MORAES, 2013).

As espécies de Asteraceae podem ser encontradas em diferentes condicfes
climaticas e nos mais variados habitats, desde regifes tropicais, subtropicais até
temperadas, com excecdo do ambiente aquatico, pois poucas espécies sdo
verdadeiramente aquaticas. A ampla distribuicdo dessa familia ocorre em fungéo ao
seu extraordinario potencial de adaptacdo e de algumas caracteristicas como a
facilidade de dispersdao das sementes pelo vento, 20 além de estruturas de
aderéncia do papus modificados em espinhos com bérbulas retorcidas e ganchos
(FUNK et al., 2005; JUDD et al., 2009). Algumas caracteristicas anatbmicas sao
constantes para a familia, como feixes colaterais acompanhados por fibras, folhas
anfiestomaticas, endoderme com grdos de amido e estrias de Caspary, além de
estruturas secretoras que secretam compostos provindos do metabolismo
secundario que conferem protecdo contra herbivoria e condicdes ambientais
adversas (TELES e STEHMANN, 2011).

2.4.1 METABOLITOS SECUNDARIOS EM ASTERACEAE

Em Asteraceae, o0s principais produtos do metabolismo secundario séo
poliacetilenos, sesquiterpendides, diterpendides, triterpendides, flavondides,
cumarinas, benzofuranos e benzopiranos (SOUZA et al.; 2013). Os 6leos essenciais

ou Oleos volateis sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
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geralmente odoriferas e liquidas. A composi¢cdo quimica destes 6leos essenciais
pode variar amplamente desde hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, Oxidos, peroxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas, cumarinas, até compostos com nitrogénio e enxofre (HEIDEN;
SCHINNEIDER, 2014). Toda essa diversidade funcional, no entanto, pode ser
agrupada em duas séries principais: a série aromatica e a serie terpénica. Na série
aromatica sdo classificados como derivados do &cido cindmico, oriundos do
metabolismo do acido chiquimico. Os derivados mais comuns em 06leos essenciais
sdo as cumarinas e alguns aldeidos aromaticos (PEREIRA et al., 2014). Na série
terpénica, quantitativamente a mais numerosa e qualitativamente a mais variada
encontram-se 0s terpenos. Os terpenos sdo sintetizados a partir do acido
mevaldnico (no citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto).

As classes de moléculas mais investigadas nessa familia sdo os terpenodides
e 0s compostos fendlicos que, além da diversidade estrutural, apresentam potencial
farmacoldgico. Dentre os terpendides, os diterpenos e as lactonas sesquiterpénicas
sdo os mais estudados e, dentre os fendis, destacam-se os flavonoides e, mais
recentemente, os acidos clorogénicos. As espécies da Asteraceae possuem aspecto
extremamente variado, incluindo principalmente pequenas ervas ou arbustos e
raramente arvores. Possuem como caracteristicas gerais as inflorescéncias
tipicamente em capitulos, flores cercadas por bracteas dispostas em uma ou mais
séries. As flores sao individuais, 9 andrégenas ou unissexuais, ovario infero
bicarpelar, unilocular e uniovulado e os frutos sédo do tipo aquénio (GOTT et al.,
2010).

A grande maioria das lactonas sesquiterpénicas ocorre em Asteraceae
(exceto a tribo Tagetae), sendo componentes caracteristicos da familia. Diferencas
estruturais das lactonas sesquiterpénicas tém sido utilizadas em estudos
quimiotaxondémicos em diferentes géneros e espécies desta familia (SOUZA et al;
2013). A relacdo de lactonas sesquiterpénicas com tricomas glandulares foi
evidenciada por Bobek (2015), ao qual verificou-se a presencga de vinte e quatro
tipos de lactonas sesquiterpénicas e quatro benzofuranos isoladas a partir de
tricomas glandulares da superficie foliar e partes da inflorescéncia de trés espécies
de Pappobolus sp. Em Helianthus annuus L. também foi verificada a presenca
tricomas glandulares contendo seis tipos de lactonas sesquiterpénicas (SOUZA et al;
2013).
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Os compostos secundérios de Asteraceae variam em suas atividades
biolégicas e farmacologicas conferindo a esta familia um estatus importante no que
se refere a procura de compostos bioativos. Os efeitos terapéuticos obtidos com o0s
Oleos essenciais sdo dependentes dos compostos predominantes, como a acao anti-
séptica em bactérias, fungos e leveduras, sedativa, digestiva e expectorante
(NAKAJIMA et al 2013). O estudo das lactonas sesquiterpénicas presentes em 6leos
essenciais tem recebido mais atencdo nos ultimos tempos devido ao seu potencial
biolégico com fins terapéuticos como propriedade antibacteriana, antifingica,
antiplasmadica e citotoxica. Em Baccharis dracunculifolia D.C. e B. uncinella D.C. os
Oleos essenciais produzidos apresentam atividade antimicrobiana sobre as bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, Melampodium
divaricatum Rich D.C. sobre as espécies Gram-positivas Staphylococcus aureus e
Bacillus subtilis, e por fim quatro espécies de Tagetes L. possuem propriedade
inseticidas sobre Ceratitis capitata e Triatoma infestans. Uma caracteristica quimica
importante de Eupatorieae € a presenca de benzofuranos em seus 6leos essenciais,
estes sao responsaveis por muitas das espécies desta tribo serem venenosas
(SOUZA et al; 2013). Além disto, varias espécies destacam-se por serem
importantes economicamente como: Ageratum fastigiatum (Gardner) R.M.King &
H.Rob utilizadas como cicatrizante, analgésico e anti-inflamatorio, Eupatorium
cannabinum L. usada no tratamento de Ulceras; espécies de Mikania usadas no
tratamento de mordidas de serpentes; Oleos essenciais de Trilisa odoratissima
(J.F.Gmel.) Cass como agente fixador em perfumes e o uso das folhas secas para
adicionar sabor ao tabaco; Koanophyllon tinctorium Arruda e K. albicaule (Sch. Bip.
ex Klatt) R. M. King & H. Rob. como corantes e Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni
como adocante. No que concerne o perfil fitoquimico de Trichogonia, Bohlmann et
al. (1981), encontraram em cinco espécies: (Trichogonia grazielae R.M.King &
H.Rob, T. pracci G. M. Barroso, T. salviaefolia Gardner, T. scottmorii R.M.King &
H.Rob e T. viilosa (Spreng.) Sch.Bip. ex Baker) sesquiterpenos lactonas, derivados
da acetofenoma, esteroides e triterpenos (LOPEZ et al., 2011)..

Muitas plantas da familia possuem importancia econémica e biologica, sendo
empregadas na terapéutica (fitoterapicos), na medicina popular e na alimentacao.
Como exemplos de espécies da familia economicamente importantes pode-se citar a
arnica (Arnica montana), a alface (Lactuca sativa), a chicérea (Cichorium intybus), a

camomila (Matricaria chamomilla), o guaco (Mikania glomerata) e o falso boldo
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(Vernonia condansata). A tribo Heliantheae é a segunda maior da familia
Asteraceae, com mais de 2.500 espécies. Dentre as espécies mais importantes,
pode-se citar o girassol (Helianthus anuus), que possui terpendides com atividades
bioldgicas e € empregado na produgédo de oleo comestivel, o margaridao (Tithonia
diversifolia) que € uma planta infestante cujas substancias possuem atividade anti--
inflamatdria e alelopatica; a equinacea (Echinacea augustifolia), cujo fitoterapico &
um dos mais vendidos imunoestimulantes do mundo. O género Xanthium faz parte
desta tribo (BUDEL et al., 2003b).

Diversos trabalhos cientificos tém demonstrado a importancia de espécies da
familia Asteraceae para a medicina, no tratamento e prevencao de varias doencas.
A Calea divaricata Benth., por exemplo, é utilizada na Venezuela como remédio para
febre. Espécies de Acmella, da América do Sul, e Salmea scandens (L.) DC., da
América Central, sao utilizadas para aliviar dores de dentes. Na medicina popular e
no comércio de fitoterapicos, varios remeédios sao extraidos de espécies de Arnica
montana L., Calendula officinalis L. e Echinacea purpurea. O Guaco (Mikania
glomerata Spreng.), por exemplo, € um fitoterpico brasileiro utilizado para
problemas respiratorios e outras espécies de Mikania sdo utilizadas também como
remédios para picada de cobra. Com relagdo a industria alimenticia, importantes
alimentos séo derivados das Asteraceae. Dentre eles estdo a alface (Lactuca sativa
L.), o girassol (Helianthus annuus L.), a chicéria (Cichorium intybus L.) e a alcachofra
(Cynara scolymus L.), entre outras (BUDEL et al., 2012).

Entre as espécies de Asteraceae mais conhecidas do Cerrado brasileiro
podemos citar: Achyrocline satureoides (Lam) DC., usada na medicina popular e no
artesanato regional, e como enchimento de travesseiros e estofados de méveis com
os capitulos; Lychnophora ericoides Mart. (arnica), usada na medicina popular
principalmente como anti-inflamatorio; Piptocarpha rotundifolia (Less.) Baker, que
fornece madeira, além do uso no artesanato e medicinal e Vernonia ferruginea Less
[= Vernonanthura ferruginea (Less.) H. Rob.], planta melifera cujas folhas séo tidas
como diuréticas e cujas flores podem ser usadas em perfumarias (GOTT et al.,
2010).

Inimeras plantas desta familia s&o produtoras de Oleo essencial de
importancia comercial sendo usados, em sua maioria, nas industrias de perfumes e
licores. Destaque é dado a candeia Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish],

uma espécie produtora de 6leo essencial com grande importancia para o mercado
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brasileiro. Existem cinco industrias de 6leo essencial bruto de candeia natural no
Brasil, com uma producdo anual estimada em cerca de 170 mil quilos de o6leo
essencial, sendo grande parte exportada, principalmente para paises europeus. O
alfabisabolol, composto quimico isolado do 6leo essencial bruto da candeia, é
produzido por apenas trés industrias brasileiras, que o vendem para distribuidores e
industrias de cosméticos e de farmacos, como componente em formulagcbes para
cosmeéticos, 10 protetores solares, cremes dentais, locbes pos-barba, cremes para
barbear e produtos para depilacéo, entre outros (OLIVEIRA et al., 2011).

As espécies da familia Asteraceae sdo ricas em estruturas secretoras e
apresentam uma grande variedade de atividades biolégicas e farmacoldgicas que
Ihes conferem um estatuto importante no que se refere a procura de compostos
bioativos (GOTT et al., 2010). As estruturas secretoras sdo formadas por células
glandulares, células especializadas que ocorrem isoladas num tecido ou agrupadas
constituindo um tecido glandular. Assim as estruturas secretoras variam quanto a
morfologia, funcéo, posicéo e tipo de compostos que biossintetizam e acumulam. Os
produtos de secrecdo produzidos por espécies da familia Asteraceae séao
acumulados, de um modo geral, em idioblastos e tricomas glandulares, podendo
ainda em alguns géneros estarem também depositados em canais secretores e
laticiferos (NAKAJIMA et al, 2013). Os tricomas glandulares caracteristicos das
Asteraceae sao pluricelulares e bisseriados, em que o secretado acumulado no
espaco subcuticular é eliminado para o exterior por ruptura da cuticula. Os canais
resiniferos sdo em geral nas Asteraceae de origem esquizogénica, contendo
oleoresinas ricas em poliacetilienos e lactonas sesquiterpénicas e os laticiferos
maioritariamente do tipo articulado anastomosado, contém latices ricos em agucares
e lactonas sesquiterpénicas (KARAM et al., 2013).

Nas Asteraceaes a morfologia e distribuicdo das estruturas secretoras tém
sido utilizadas para delimitar alguns géneros. A presenca de estruturas secretoras
responsaveis pela sintese de uma grande variedade de compostos que estdo
envolvidos na defesa quimica das plantas justifica o sucesso adaptativo das
Asteraceae, refletido no elevado nimero de espécies e ampla distribuicdo geografica
(BOBEK, 2015).
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2.4.2 ASPECTOS BOTANICOS E ATIVIDADES BIOLOGICAS: Achyrocline
satureoides (Lam.) DC e Ageratum conyzoides L

A) Achyrocline satureoides (Lam.) DC.

E conhecida popularmente como marcela do campo (FIGURA 3), marcela-
amarela e é utilizada na medicina popular em infusbes como um agente digestivo,
antiespasmadico, antiinflamatério e hipoglicémico, para tratar desordens
gastrintestinais e reduzir os niveis de colesterol sanguineo. Estudos experimentais
tém demonstrado atividades anti-HIV, anti-proliferativa, além de a¢cfes antioxidantes,
anti-herpéticas, analgésicas, constipativa e sedativa, imunomodulatéria, antiviral,
colerética e hepatoprotetora, anti-inflamatéria e antimicrobiana (DUARTE et al.,
2011). Esta planta também demonstrou in vitro atividade mutagénica contra
Salmonella e Escherichia coli e mutagénico e genotdxico, in vitro sobre Salmonella o
gue pode explicar seu uso popular na disenteria, diarréia e infec¢des intestinais
(NOOL, 2011). Foi verificada atividade anti-hiperglicémica em ratos (MARTINELLI,
MORAES, 2013), antioxidativa, in vitro, citotdéxica contra carcinoma hepatico humano
in vitro, hepatoprotetor em ratos, antispasmaodico, anti-inflamatério (BARROSO,
2011).

Figura 3 — Fotos da inflorescéncia da espécie Achyrocline satureoides. Fonte: a autora (2013)

A importancia desta planta levou sua inclusdo na primeira edicdo da
Farmacopéia Brasileira (BRANDAO et al., 2006).

As flores da A. satureioides sdo amarelo pdlidas e se apresentam em
capitulos agrupados em glomérulos paniculados, sendo protegidas por oito a nove

bracteas de forma navicular, promovidas de apice acuminado e base truncada. As
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externas sao mais curtas, medindo cerca de 3 mm de comprimento por 1 mm de
largura. Ja as bracteas mais internas medem 3,5 mm de comprimento por 1 mm de
largura. Suas flores mais externas do capitulo sdo femininas e de aspecto filiforme,
sendo menos frequentes e alcancam 3 mm de comprimento. Ja as flores centrais,
geralmente em numero de um a trés, sdo tubulosas, hermafroditas e alcancam até 3
mm de comprimento (SEELIG E GRAZZIOTIN, 2014) (FIGURA 4).



45

FIGURA 4 - Achyrocline satureoides (Lam.) DC. A: Planta; B:Folha; C: Capitulo; D: Flor Marginal; E: Flor

do Disco; F: Bréacteas Involucrais, G: Aquenio. Fonte: Adaptado de DEBLLE (2007)
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A. satureioides € a espécie mais estudada do ponto de vista quimico. Foram
encontrados flavondides (GUGLIUCCI et al.,, 2002; KADARIAN et al., 2002),
terpendides, carotendides, cumarinas e esteroides (GUGLIUCCI et al.,, 2002),
sesquiterpenos e monoterpenos, dibenzofurano (CARNEY et al., 2002),
componentes derivados de fenilpirona, componentes derivados de tiofeno. e &cido
cafeico, clorogénico e isoclorogénico (MEIRELES et al. , 2009).

A marcela é uma herbacea perene, ereta ou de ramos decumbentes, muito
ramificadas, de 60-120 cm de altura, nativa de campos e areas abertas do sul do
Brasil. Suas folhas s&o simples com revestimento alvo-tomentoso na face inferior. As
flores de marcela possuem cheiro particular e sabor amargo e aromético
(BARROSO, 2011). E uma erva anual, possui ramificacbes de até 1,5 m de altura
coberta de pilosidades brancas. As folhas sdo alternadas, sésseis, as flores sao
amarelo-dourado, fruto é do tipo aquénio, glabro e pardo. E nativa da América do
Sul, sendo muito comum no Peru, Bolivia, Brasil, Uruguai e Argentina, tanto em
vegetacdo de campos de altitude quanto em restinga (PEREIRA et al., 2006). Esta
planta € comum no Brasil, ocorrendo de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul.
Achyrocline apresenta em torno de 32 espécies distribuidas na Africa, Madagascar e
América do Sul (DE SOUZA et al., 2002).

A. satureioides do ponto de vista farmacoldgico, apresenta atividades anti-
inflamatoria e analgésica e efeito sedativo, prestando-se também ao tratamento de
disfuncbes gastrintestinais, devido a suas atividades hepatoprotetora e
antiespasmadica (Kadarian et al., 2002). Lorenzi e Matos (2002), relatam que suas
inflorescéncias secas séo utilizadas em muitas regides para o preenchimento de
travesseiros e acolchoados. No entanto, na medicina caseira, seu uso € maior, tanto
no Brasil como em outros paises da América do Sul. O cha é utilizado na proporcéo
de 5 gramas por litro de agua fervente, sendo utilizado suas flores, folhas e ramos
secos. No Brasil € usada no tratamento de problemas géstricos, epilepsia e célicas
de origem nervosa, intestinais e menstruais (NOOL, 2011). Também empregado
como anti-inflamatorio, antiespasmaddico e analgésico, para diarreia e disenteria,
como sedativa e emenagoga (LORENZI E MATOS, 2002). Mencionada tambéem
contra angustia, azia, para baixar o colesterol, em congestdes, crises de figado,
desanimo, como diuréticas e nas dores de barriga (VENDRUSCOLO; SIMOES;
MENTZ, 2005). E empregada sob a forma de cataplasmas ou banhos de imers&o

como anti-inflamatério contra reumatismos, nevralgias (NOOL, 2011).
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A. satureioides € uma espécie de planta nativa no Rio Grande do Sul,
distribuida em todo o Estado, usada tradicionalmente como medicinal, sua colheita
ocorre entre marco e abril, época em que os capitulos estdo maduros (PEREIRA et
al., 2006). No Rio Grande do Sul h4 a tradicdo de colheita da macela na sexta-feira
Santa, antes do nascer do sol, pois h4 a crendice que a colheita, nesse dia, traga
mais eficiéncia ao cha das flores. Comprovada a importancia que A. satureioides
(“macela”) tem no costume popular, através da Lei 11.858, de 05 de dezembro de
2002, ela foi “instituida como Planta Medicinal Simbolo do Estado do Rio Grande do
Sul”, sendo considerada a planta mais utilizada na medicina popular do estado
(CONY, 2005). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) droga
vegetal € a planta ou suas partes, que apds processo de coleta, secagem,
estabilizacdo e conservacdo, justiicam seu emprego na preparacdo de
medicamento (BRASIL, 2013). Fica instituida a notificacdo de drogas no ambito da
ANVISA, assim consideradas as plantas medicinais ou suas partes, que contenham
as substancias, ou classes de substancias, responsaveis pela acao terapéutica,
apos processos de coleta ou colheita, estabilizacdo e secagem, integras, rasuradas,
trituradas ou pulverizadas (BRASIL, 2010).

A droga vegetal consiste das sumidades floridas secas de A. satureioides. E
permitida a presenca de pedunculos e pedicelos das inflorescéncias, em um
comprimento de até 3 cm e correspondendo a um valor ndo maior que 1% do peso
do conjunto. Deve ser constituida pelos ramos com inflorescéncias, acompanhada
de alguns ramos superiores ndo alados, para comprovar a identidade da espécie
(LISTA DE ESPECIES DA FLORA DO BRASIL, 2013).

B) Ageratum conyzoides L.

Conhecida popularmente como mentrasto, maria-preta, picdo-branco, picéo-
roxo, erva de S&o Jodo, erva de Sao José, erva de Santa Lucia (LORENZI &
MATOS, 2012) é utilizada na medicina popular como laxante, antipirético, tratamento
de ulceras e curativo, além de cicatrizacdo de feridas cutanea. Suas folhas também
foram relatadas em tratamentos de infeccdo por parasitas, reumatismo, cefaléia e
célicas. As propriedades antipiréticas e antientéricas também foram relatadas em

uma resenha sobre “Plantas medicinais do Senegal”’. A planta teve seu consumo
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aumentado desde a inclusdo na lista da Central de Medicamentos, com
propriedades analgésicas e anti-inflamatérias (KAUR et al., 2012) (FIGURA 5).

Figura 5 — Fotos da inflorescéncia da espécie Ageratum conyzoides. Fonte: A autora.

No Brasil, o cha é utilizado como anti-inflamatorio, analgésico e anti-diarréico.
Outras solugdes sao utilizadas contra coceiras, doenca do sono, elixires para dor de
dente, tosse, vermifugo, tbnica e para matar piolhos (flores). As folhas séo utilizadas
para aplicacdo em cortes, feridas (LORENZI E MATOS, 2012); hemostéatico; como
um inseticida; nas dores de cabeca; em furinculos doencas de pele, micose, em
febre tiféide, como antidoto ao veneno; febre amarela; para problemas uterinos,
prolapso anal, infeccdo de garganta; na cicatrizacdo de feridas e leucorréia
(PRAJAPATI et al, 2014).

E uma erva ereta, folhas opostas, flores brancas a lilases, espécie nativa das
Américas Central e do Sul, atualmente com distribuicdo pantropical, ocorrendo
desde o nivel do mar até 2.500 m de altitude (CHAUHAN E TRIVEDI, 2013). No
Brasil € encontrada em praticamente todos os estados, principalmente em areas
antropizadas e em lavouras, ja que € considerada invasora de culturas e de areas
nao cultivadas. O género Ageratum é composto por cerca de 30 espécies, mas
apenas algumas espécies tém sido investigadas fitoquimicamente (JOSHI et al,
2014).

E uma planta herbacea anual, ereta, pilosa e aromatica com até 1 m de altura.
O caule (talos) e folhas sdo cobertos com pélos brancos, sendo que as folhas séo
opostas, longo-pecioladas, ovoides e asperas, com até 7,5 cm de comprimento.
Possuem inflorescéncia tipo capitulo com cerca de 30-50 flores de cor lilas a branca.

Fruto aquénio, muito pequeno, preto e anemocorico, sendo facilmente espalhados;
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as sementes séo fotoblasticas e perdem sua viabilidade para germinacdo dentro de

12 meses (PERES, 2012). (FIGURA 6).

FIGURA 6 — Ageratum conyzoides. Fonte: Adaptado de Flora Brasiliensis (2012)
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Ageratum conyzoides tem importancia pelo uso medicinal difundido pela
populacdo no Brasil e em outros paises e tem tido seu consumo aumentado, a partir
de sua inclusédo na lista da Central de Medicamentos e subsequente verificacdo de
sua eficacia como analgésico e anti-inflamatoério (ESPER, 2011).

Ageratum conyzoides tem sido utilizada em varias partes da Africa, Asia e
Ameérica do Sul, por ter efeitos terapéuticos diversos. Githen, em sua reviséo, listou o
uso desta planta como remédio popular de acdo purgativa, antitérmica, para
tratamento de oftalmia, colicas, Ulceras e feridas. As propriedades antialérgica e
antipirética da planta também foram indicadas em uma reviséo: “Plantas Medicinais
O Senegal’. Em alguns paises da Africa, a planta tem sido indicada para o
tratamento de doencas mentais e infecciosas, como também cefaléia e dispnéia
(BAYALA et al, 2014).

Em Camardes, o extrato aquoso obtido pela maceracéo das folhas é utilizado
como emético, e também € aplicado intravaginalmente para colicas menstruais. Sao
usadas no tratamento de pneumonia, esfregando-se a planta no peito do paciente.
Além do seu uso popular no tratamento de doencas de pele e feridas na Nigéria, a
decoccao da planta é usada internamente para o tratamento de diarreia em criancas.
Na Africa Central A. conyzoides é usada particularmente em feridas causadas por
queimaduras, enquanto que no Quéenia (Africa Oriental), é usada na medicina
tradicional como antiasmatica, antiespasmaodica e hemostatica. Na india, é utilizada
no tratamento da hanseniase, e a lo¢cdo do seu 6leo para oftalmia purulenta. Na
medicina popular brasileira, chds sdo usados como anti-inflamatério, analgésico e
anti-diarreico, e no Vietnan a planta é particularmente usada para o tratamento de
doencas ginecoldgicas. Esta espécie também é utilizada para prurido, distlrbios do
sono, higiene bucal, dor de dente, como antireumatica, antitussigena, vermifuga e
ténica. Atividade nematocida também tem sido reportada (DESTA et al, 2014).

O dleo essencial de A. conyzoides tem sido testado como anti-inflamatorio,
analgésico e antipirético em camundongos e ratos. Nas doses de 3 e 4mL/kg o 6leo
mostrou ter significante atividade anti-inflamatéria. Na dose de 3mL/kg efeito
antipirético foi comparavel com um composto de referéncia (acetil salicilato 50
mg/kg), considerando que atividade analgésica foi mostrada nas doses de 2, 3 e
4ml/kg. A administracdo diaria por 7 dias ndo mostrou toxicidade géstrica
(OSTROSKY, 2008). A atividade antimicrobiana do 6leo foi sujeita a investigacao. As
propriedades antibacteriana e antifungica contra 22 bactérias e 12 fungos,
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mostraram que o0 Oleo inibiu bactérias e 4 fungos (Candida albicans SP-14,
Cryptococcus neoformas SP-16, Sclerolium rolfsii SP-5 e Trichophyton
mentagrophytes SP-12) (HILLEN et al., 2012).

Atividades farmacologicas dos mais importantes metabolitos, além do 6leo
essencial do mentrasto, responsaveis por propriedades medicinais tém sido
identificadas. Existe, entretanto, um amplo espectro de atividades farmacolégicas a
partir das classes dos compostos obtidos desta planta. Por exemplo, simples
cromenos e cromanos, especialmente os derivados 6-amino e 6-acetamido foram
avaliados como tendo propriedade antidepressiva, analgésica e antipirética. Alguns
deles tém atividade contra cestdédeos da ordem dos trematdédeos. Outros cromenos
simples, como os derivados 6-(1-hidroxietil)-7,8-dimetoxi- 2,2dimetilcromeno e 6-
hidroxi-7,8-dimetoxi-2,2 dimetilcromeno, tém mostrado atividades antimicrobianas
BOSI et al, 2013) (Tabela 2).

TABELA 2- Triagem fitoquimica de extratos aquosos e etandlicos das espécies Gossypium hirsutum (algod&o);
Polygonum hydropiperoides (erva de bicho); Ageratum conyzoides L. (mentrasto) e Phyllanthus tenellus (quebra

pedra).
Amostras

Classe de compostos Algodéo Erva de Bicho  Mentrasto Quebra Pedra

Ext.aqg. Ext.et. Ext.aq. Ext.et. Ext.aq. Ext.et. Ext.aq. Ext.et.
Acucares redutores +4 ++ ++ o ++ ++ ++ -
Compostos Fendlicos L2 ++ ++ L2 ++ ++ ++ -
Alcaloides ++ ++ — — ++ ++ ++ ++
Cumarinas ++ ++ ++ ++ — ++ — —
Compostos Antracénicos — — — — — — — —
Flavonoides += ++ ++ += ++ ++ ++ e
Heterosideo Cardioténicos — — —_ — — —_ — —
Naftoquinonas — — — — — — — —
Saponinas += ++ ++ - ++ ++ —_ —
Taninos += ++ ++ += ++ ++ ++ e
Triterpenos e Esteroides — ++ — et — ++ — ++
Ext.aq. - extrato aquoso; Ext.et. - Extrato etandlico; (+) - Resultado positivo; (-) - Resultado negativo; * - Resultados em duplicata

Fonte: Adaptacéo MIRANDA et al. (2013).

Os esterdis, especialmente o stigmasterol, mostraram atividade anti-
inflamatoria. Os flavonodides possuem uma gama extensiva de atividades bioldgicas.
A lista inclui efeitos no sistema vascular central, propriedades diuréticas,
espasmolitica, antiviral e anti-inflamatdria. Embora as atividades biol6gicas dos

flavonédes de A. conyzoides ndo foram bem investigadas, é importante destacar
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quatro polimetoxiflavonas isoladas de sucos citricos que tém se mostrado
importantes candidatos para prevencdo de cancer. Duas dessas polimetoxiflavonas
sdo as mesmas isoladas de A. conyzoides (PERES, 2012).

Os compostos predominantes do 6leo essencial de Ageratum conyzoides sdo
0S cromenos, principalmente precoceno | e precoceno Il, que causam metamorfose
prematura em diversas espécies de insetos, levando a formacao de adultos estéreis.
Estudos realizados com o Oleo essencial em ratos mostraram que ele possui
significativa atividade analgésica, anti-inflamatoria e antipirética, ndo sendo
observada toxicidade gastrica. O mentrasto € planta nativa da América com
adaptacao a diversas condi¢cdes ambientais, estabelecendo-se em vérias regides de
clima tropical e subtropical do mundo. Planta considerada invasora em cerca de 50
paises, tem valor ornamental e, na Malasia, € usada como forrageira para cabras,
bovinos e muares. Ageratum conyzoides apresenta uso medicinal difundido pela
populacdo no Brasil e em outros paises. A droga vegetal denominada mentrasto
(Ageratum conyzoides) tem tido seu consumo aumentado, a partir de sua incluséo
na lista da Central de Medicamentos e subsequente verificacdo de sua eficacia
como analgésico e anti-inflamatério. Embora comprovada sua atividade, o vegetal
nao se acha ainda em fase de cultivo racional. A droga que abastece o mercado de
Sao Paulo e Rio de Janeiro e, por extensdo, todo o Brasil é proveniente do
extrativismo (MIRANDA et al. 2013).

2.5 SISTEMA IMUNOLOGICO

Todo organismo vivo encontra-se em intima interacdo com os mais distintos
componentes do ambiente. Tal € o caso do H. sapiens sapiens, o qual possui
sistema imune “equipado” com uma rede de mecanismos que protegem de
infeccdes por micro-organismos e metazoarios, os quais poderiam de alguma
maneira, estabelecer-se no organismo, no intuito de garantir a sobrevivéncia
(KINOSHITA, 2014).

O Sistema imune (SI) é, entdo, o principal mecanismo de resposta biologica,
especialmente nos vertebrados (RYMKIEWICZ, et al., 2012). E um sistema muito
complexo, formado por diversos conjuntos de substancias, células, tecidos e 6rgaos
que compdem o chamado sistema linféide, com alto paralelismo, distribui¢éo,

organizacdo e adaptacdo. Sua principal atribuicio €& responder aos micro-
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organismos e aos metazoarios infecciosos, bem como de substancias estranhas, as
quais possam causar algum dano ao corpo (SOLANA, et al., 2012).

Para cumprir esta tarefa, o SI conta com dois tipos de respostas
imunologicas, ou seja, duas abordagens para manter homeostase: a resposta
imunoldgica inata ou ndo especifica, mediada pelo Sl inato, sendo mais rapida e
efetiva; e a resposta imunolégica adaptativa, mediada pelo S| adaptativo, sendo
mais lenta, mas mais duradoura (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2008). Isso ocorre,
pois, as células do Sl inato estédo disponiveis o tempo todo no organismo, desde o
nascimento do individuo (WOOLDRIDGE, 1999). Trata-se de um sistema constituido
por varios fatores que séo relativamente ndo-especificos, capazes de responder a
uma ampla variedade de agentes, sem exigir prévia exposicdo aos mesmos. Ja a
resposta imune adaptativa € capaz de desenvolver uma memoria imunoldgica,
reconhecendo o mesmo estimulo antigénico em um momento posterior, evitando o
restabelecimento da infec¢do, tornando-a mais branda em sua expressao clinica e
patolégica. Deste modo, a resposta imune adaptativa se aperfeicoa a cada encontro
com um antigeno (WOOLDRIDGE, 1999). Neste dominio se destaca também o
sistema complemento, o qual representa um efetor das imunidades inata e
adquirida. Ele atua em uma grande variedade de reacdes do organismo hospedeiro,

inflamatorias, homeostaticas e imunes (SUNSHINE et al., 2000).

2.5.1 IMUNIDADE INATA

A imunidade inata é a primeira linha de defesa do sistema imunoldgico contra
a maioria dos agentes infecciosos. Nessa fase, ocorre o reconhecimento de
patdgenos (agentes infecciosos) por células imunolégicas resultando em fagocitose,
citotoxicidade e producdo de mediadores inflamatérios, com o intuito de eliminar a
infecgdo. Apesar da maior notoriedade das alteragbes da imunidade adaptativa na
imunossenescéncia, a imunidade inata também é afetada pelo processo de
envelhecimento (KINOSHITA, 2014).
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A)NEUTROFILOS - A PRIMEIRA LINHA DE DEFESA CONTRA PATOGENOS
EXTRACELULARES

Os neutréfilos sdo o primeiro tipo celular a chegar a tecidos infectados ou
lesionados, a partir da circulacédo. O recrutamento dessas células (do sangue para o
tecido) ocorre através da liberacdo de mediadores inflamatorios (como Fator de
Necrose Tumoral-a e Interleucina-1) por macréfagos teciduais, culminando no
processo de adesdo a parede vascular, quimiotaxia (movimento direcionado ao
tecido lesionado) e diapedese (passagem dos vasos para o tecido) dos neutrofilos.
No local de agresséo, os neutréfilos sdo capazes de fagocitar patdgenos e elimina-
los, intracelularmente, através da producéo de radicais livres e enzimas proteoliticas
dentro de vesiculas. Neutréfilos séo células com meia vida muito curta (8 a 12
horas), mas no local da inflamacdo, em resposta a mediadores inflamatorios e a
produtos bacterianos, apresentam uma sobrevida maior, aumentando as chances de
debelar o agente infeccioso. ApGs a destruicdo dos patdgenos, os neutréfilos sofrem
apoptose, um processo de morte celular programada (RYMKIEWICZ, et al., 2012).

B)Mondcitos/macréfagos — fagocitose, recrutamento de neutrofilos e producao

de citocinas

Mondécitos sdo encontrados na circulacdo, e entram nos tecidos, para se
diferenciar em macréfagos, onde adquirem funcdes especializadas. Macréfagos
teciduais sdo as células responsaveis pelo reconhecimento de agentes infecciosos
(através dos receptores de reconhecimento padrao, que incluem uma vasta familia
de receptores) e pelo recrutamento de neutrédfilos da circulacdo para o tecido
infectado. Assim como os neutréfilos, macrofagos participam da fagocitose de
patdgenos e antigenos, destruindo-os através da acdo de enzimas lisossémicas ou
pela secrecdo de espécies reativas de oxigénio, dentro de vesiculas. Além disso,
macrofagos sédo importantes produtores de citocinas e interleucinas responsaveis
por diversas sinalizagbes com outras células imunoldgicas, como o ja relatado
recrutamento de neutrofilos e também a inducdo da proliferacdo de linfécitos T.
Também realizam a ligagdo entre a imunidade inata e adaptativa, servindo como
células apresentadoras de antigenos (APCs) (SOLANA, et al., 2012).
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C)Células NK (“natural killer”) — importantes contra infec¢des virais e tumores

As células NK (do inglés “natural killer’) sdo uma linhagem de linfocitos, que
participam da resposta imune inata, importantes na destruicdo de células tumorais e
de células infectadas por virus. Elas circulam no sangue e possuem grandes

granulos citoplasmaticos (SHAW, et al., 2010).

2.5.2 IMUNIDADE ADAPTATIVA

A resposta imune inata pode ser suficiente para debelar certos tipos de
agentes infecciosos (aqueles que sao reconhecidos pelos receptores de
reconhecimento padrdo). Entretanto, para alguns tipos de bactérias e para 0s virus,
macrofagos e neutrofilos podem néo ser capazes de fagocitar e eliminar o patdégeno.
Nesse cenario, as células dendriticas presentes nos tecidos sao altamente importan-
tes. Elas sdo capazes, como visto anteriormente, de englobar agentes infecciosos e
apresentar antigenos desses agentes a linfécitos (DORRINGTON; BOWDISH,
2014).

O organismo possui uma variedade muito grande de linfécitos capazes de
reconhecer uma variedade de antigenos, através de receptores na membrana
celular. Um linfcito é capaz de reconhecer apenas um tipo de antigeno. Mas como
existe grande diversidade de linfécitos, existe também uma infinidade de antigenos
gue podem ser reconhecidos pelo organismo. Essa grande diversidade, intrinseca a
imunidade adaptativa, é extremamente importante para que o organismo seja capaz
de combater a imensidade de infec¢gbes as quais pode ser submetido (BRUNNER, et
al., 2011).

A célula apresentadora de antigeno € capaz de ativar o linfécito especifico
para aquele antigeno, induzindo a formacéao de clones desse linfécito e sua ativacéo.
Antes dessa ativacdo, o linfocito é dito naive (do inglés, “ingénuo”). Dependendo do
tipo de linfécito ativado, pode ocorrer a produgédo de anticorpos (por linfécitos B), ou
(em se tratando de ativacao de linfécitos T) a destruicdo de células infectadas, ou a
ativacdo de outras células imunologicas. Essas respostas dotadas de especificidade
ao agente infeccioso fazem parte da imunidade adaptativa (RYMKIEWICZ, et al.,
2012).
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Ap0s a destruicdo do agente infeccioso, a maior parte das células efetoras (os
clones do linfécito ativado) € destruida por apoptose. Mas algumas, as células de
memoria, permanecem, e fornecerdo uma resposta mais rapida, caso o organismo
entre em contato com 0 mesmo agente infeccioso. E nesse principio que se baseiam
as imunizacgfes através de vacinas. S&o utilizados antigenos que sabidamente nao
causardo a doenca no individuo, mas que serdo capazes de induzir uma resposta, e
memoria, ao agente infeccioso (SOMMER; WHITE, 2010).

2.5.3 CITOCINAS

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares,
hidrossoluveis, variando entre 8 e 30 kDA. S&o produzidas por diversos tipos de
células no local da lesé@o e por aguelas do sistema imunol6gico através da ativacdo
de proteinoquinases por mitdgenos. Elas atuam especialmente por mecanismos
paracrino (em células vizinhas) e autdcrino (nas préprias células produtoras).
Algumas citocinas podem ter acdes pro- (Thl) ou anti-inflamatérias (Th2), de acordo
com o microambiente no qual sdo produzidas (SOMMER; WHITE, 2010). Estudos
recentes em equinos indicam que a expressao de mRNA de citocinas em potros é
muitas vezes quantitativamente menor que a de cavalos adultos, sugerindo que as
células T dos potros ainda ndo estdo totalmente maduras para esta funcéo
(WAGNER et al., 2010). Em bovinos, os neonatos sédo deficientes na resposta Thl,
porém apds a ingestdo do colostro adquirem um perfil imunolégico Thl que se
mantem até completarem 15 dias de vida, quando as citocinas ndo sdo mais
detectaveis (MADUREIRA, 2011). Os antigenos-ativados naturais das células T
CD4+ podem se diferenciar em varias linhagens de células T efetoras, incluindo as
células T helper 1 (Th1), T helper 2 (Th2), T helper folicular (Tfh), T helper 9 (Th9), T
helper 17 (Thl17), assim como varias subpopulacdes de células T regulatérias
incluindo células T regulatérias naturais FOXP3+CD4+CD25+ (nTreg), células T
regulatorias induzidas FOXP3+ ou FOXP3- (iTreg), incluindo as células T
regulatorias tipo 1 (Trl) e células T helper tipo 3 (Th3) (CHEN et al., 2010). Como
nao é possivel classificar as citocinas quanto a célula de origem ou quanto a sua
funcdo biologica, elas foram agrupadas em interleucinas (IL, numeradas

sequencialmente de IL-1 a IL-35), fator de necrose tumoral (TNF), quimiocinas
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(citocinas quimiotaticas), interferons (IFN) e fatores de crescimento mesenquimal
(SOMMER; WHITE, 2010) (FIGURA 7).

A)INTERLEUCINA 8

A interleucina-8 (IL-8), também conhecida como CXCL-8, foi originalmente
purificada a partir de lipopolissacarideo (LPS) estimulados por cultura de mondcitos
humanos e, subsequentemente, mostrou que induzia a quimiotaxia de neutréfilos e
linfécitos-T, ativava os neutréfilos, e aumentava a expressdo e adesdo de dos
mesmos (ASFAHA et.al.,2012).

A interleucina-8 (IL-8) tem propriedades mitogénicas e angiogénicas.
Mondcitos, macrofagos, neutrofilos, linfocitos, fibroblastos dérmicos, queratindcitos,
células endoteliais vasculares, os melandcitos, hepatdcitos e varias linhas de células
tumorais sédo produtoras de IL-8 (Enzo Lifescience Catalog # ADI-900-156). Em
tecidos inflamados, a fonte primaria de secrecdo de IL-8 parece ser de células
mieldides, onde o gene é transcricionalmente-regulado por proteina ativadora-1 e o
fator nuclear kB. Essa interleucina é normalmente indetectavel em tecidos
saudaveis, mas sua expressao é fortemente regulada por citocinas pré-inflamatorias
ou fatores associados a patégenos, através dos receptores do tipo Toll em tecidos
feridos e / ou infectados. (LARA.,2013).

B)INTERLEUCINA 10

A IL-10 é um polipeptideo ndo glicosilado com cerca de 18 kDa, sintetizado
em células imunoldgicas e tecidos neuroenddécrino e neural. Seu receptor (IL-10R)
pertence a familia de receptores de citocina de classe I, semelhante aos receptores
para interferons. A producéo de IL-10 é prejudicada por muitas citocinas, como IL-4,
IL-13 e IFNy, e também pela sua propria autorregulacdo (SOMMER E WHITE,
2010).

Inibe as citocinas pro-inflamatorias, principalmente FNT, IL-1 e IL-6,
produzidas por macrofagos e mondcitos ativados, estimulando a producao endogena
de citocinas anti-inflamatorias. Alem disso, aumenta a proliferacao de mastocitos e

impede a producao de IFNy pelas celulas matadoras naturais. Seus efeitos
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supressivos sobre as celulas Thl podem ser clinicamente uteis em prevenir a
rejeicao de transplantes e tratar doencas autoimunes mediadas por celulas-T, como
Esclerose multipla e diabetes mellitus tipo I. Efeito benéfico tambem pode ser
observado em sepse, artrite reumatoide e psoriase. Por outro lado, antagonismo de
IL-10 pode ter efeito satisfatorio durante a ativacao de celulas-B policlonal e
hiperglobulinemia em pacientes com SIDA (sindrome da imunodeficiencia adquirida)
( OLIVEIRA et al, 2011).

C) INTERLEUCINA 12

A IL-12 é uma citocina heterodimérica de 70 kDa, formada a partir de duas
cadeias ligadas covalentemente (p35 e p40), codificadas por dois genes separados.
A IL-12 promove a diferenciacdo de linfécitos T auxiliares CD4+ em células TH1,
prepara essas células para aumentar a producdo de IFN-y e aumenta a capacidade
citolitica de células NK ativadas e linfocitos T citotoxicos (CTLs) CD8+. A IL-12 é
produzida principalmente pelos mondcitos e macrofagos, células dendriticas e, em
menor grau, por neutrofilos. A producdo da IL-12 é regulada negativamente pela IL-
10 e pelo TGF-[3, e sua sintese é potencializada pelo IFN-y (VIGNALI e KUCHROO,
2012).

Dentre as citocinas produzidas durante a resposta imune inata destaca-se a
interleucina-12 (IL12), que é uma citocina heterodimérica pré-inflamatoria que induz
a producdo de interferon-gama (IFN-y), o qual induzira a producdo de fator de
necrose tumoral (TNF), favorecendo a diferenciacdo dos linfocitos para o perfil T
auxiliar do tipo 1 (Thl), formando um elo entre a imunidade inata e a imunidade
adquirida. As principais fontes de producao de IL-12 séo as células dendriticas e os
macréfagos em resposta a patdégenos durante a infecgdo. O IFN-y € outra citocina
fundamental para a geracao do perfil Thl. Esta citocina pode ser produzida em uma
fase inicial pelas células NK da imunidade inata (GOMES, 2012). De uma maneira
geral, a inducdo de uma resposta imune que favoreca o perfil Thl ira controlar os
patogenos intra-celulares através da ativacdo de macrofagos e a nao geracao desta

resposta imune promove a replicacdo do patdgeno (CASTRO, 2013) .



Nome Fonte Alvo Fungdes biologicas
IL-1 (xe Macroéfagos, células Linfécitos B e Th, outros
B) dendriticas, células tecidos Ativacdo celular
endoteliais e outros tipos
celulares
IL-2 Th1 Linfécitos Tc e Th, Proliferacdo e indugdo da atividade de
células NK linfécitos B e NK
IL-3 Linfécitos Thi e The, Mastdcitos e células Proliferacdo de células progenitoras e
mastacitos, hematopoiéticas diferenciacdo
células NK
IL-4 Linfécito Thz, Linfécitos T e B, Proliferagio celular,
mastécitos, mastocitos e macréfagos  Indugdo da expressido de MHC de classe 11
célula NK
IL-5 Linfécitos Thz, mastocitos Eosindfilos Proliferacdo e diferenciacgao celular
IL-6 Macréfagos, Células plasmaticas, Diferenciagdo e secre¢do de anticorpos
Linfécitos Thz linfocitos B e outros
tipos celulares
IL-8 Medula 6ssea, Neutrafilos Quimioatraente
Timo
IL-9 Linfécitos Thz Linfécitos Th, Induz a resposta inflamatoria
mastocitos e eosinofilos
IL-10 Macrdéfagos, linfocitos Thz, Macrdéfagos, APC Citocina anti-inflamatéria
Mastécitos
IL-11 Progenitores de Diferenciacdo
Medula dssea linfocitos B e outras
células
IL-12 Macréfagos e Linfocitos B Linfécitos Tho, Tc e NK Proliferacdo e diferenciacdo (sinergia com
alL-2)
IL-13 Macroéfagos e linfocitos Inibicdo de citocinas inflamatérias,
Linfécitos Th B regulacdo da inflamag@o e infecgdes
parasitarias
IL-16 Linfocitos Tc Linfocitos Th Quimiotaxia
IL-18 Células de linhagem Linfécitos T, e células Citocina pro-inflamatéria e fator de
hematopoiética e outras NK inducdo de INF-y
INF-a Leucdcitos - Inibidor da replicagédo viral
INF-B Fibrobastos - Inibidor da replicacgdo viral
IFN-y Linfécitos Thi e Vdrias células, incluindo  Inibidor da replicagdo viral e da
Tce células NK os macréfagos proliferagao celular.
TNF-a Macréfagos Citotoxicidade, indugdo de secregdo de
citocinas
TNF-B Linfécitos B Células tumorais, Citotoxicidade e fagocitose

neutrofilos e macrofago

Figura 7 - Principais fun¢Bes das citocinas.Fonte:

Adaptado de SEYFRIED (2014).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Esta pesquisa foi desenvolvida em carater interinstitucional com a
colaboragcdo do Laboratério de Pesquisa em Microbiologia (LAPEM), onde foram
feitos os testes da Determinacéo da Concentracdo inibitéria minima e microbicida
minima e o Laboratério de Produtos Naturais (LAPRON) da Universidade Estadual
de Feira de Santana - UEFS , onde foram extraidos os Oleos essenciais,
Universidade Estadual de Feira de Santana - UEFS, o Laboratério de Quimica da
Universidade Federal do Cearda, onde foram realizados a Cromatografia Gasosa e
Espectrometria de Massa e o Laboratdrio de Biotecnologia e Genética (LBG) e o
Laboratério de Microbiologia Agroindustrial (LMA) onde foram realizados os testes
de Citotoxicidade e dosagem de citocinas (ELISA) da Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC). Para a sua execucao, foi observado o seguinte delineamento

de estudo:
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3.2 CARACTERIZAGCAO DA AREA DE ESTUDO, MATERIAL BOTANICO E
IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

Foram realizadas quatro excursfes a campo para a coleta das espécies
Achyrocline satureoides (Lam.) DC. e Ageratum conyzoides L., nos meses de julho,
agosto, outubro e novembro de 2012, abrangendo duas diferentes localidades do
semiarido da Bahia: Serrinha (11° 36’3,1” S de latitude Sul e 38° 57'18,7” W de
longitude oeste) e Mucugé (13° 810,3” S de latitude Sul e 41° 29'50,9” W de
longitude Oeste) (FIGURA 8 e 9). Vale ressaltar que a regido de Mucugé, na
Chapada Diamantina, neste periodo de outubro e novembro passava por processos

de queimadas naturais na regiéo.
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FIGURA 8 — MAPA DA AREA DE COLETA.
Fonte: IBGE (2014)
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Esta pesquisa, conforme ja descrito anteriormente, foi uma continuacdo do
trabalho de Mestrado, em que as espécies, em estudo, foram as que obtiveram os
melhores resultados da atividade antimicrobiana com os extratos metanolicos
obtidos das suas diferentes partes vegetais, neste caso folhas e flores. Para o
doutorado, foi ampliada a proposta, agora para 6leos essenciais bem como o estudo
das atividades biolégicas.

Inicialmente, foram coletadas, no periodo da manhd, as folhas de Ageratum
conyzoides e as Flores de Achyrocline satureoides e anotadas: a data, altitude,
coordenadas geograficas, dados metereoldgicos, temperatura, pluviosidade e
vegetacdo da area de coleta das espécies (FIGURA 10). O material botanico
coletado foi depositado no Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana
(HUEFS: 146861, 140095, respectivamente), a identificacdo taxondmica foi realizada
com a colaboracao da Profa. Nadia Roque, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal da Bahia, especialista da Familia Asteraceae. Foi adotada a
classificacdo de Bremer (1994) para o tratamento das espécies da familia. Todo o
tratamento convencional de herborizacdo seguiu o descrito por MORI et al. (1989)
(FIGURA 11).
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FIGURA 10 - Fotos das espécies coletadas: A- Ageratum conyzoides, B- Achyrocline satureoides.
Foto: GONCALVES, (2012).
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FIGURA 11 - Técnicas de Herboriza¢éo (MORI, 1989). Foto: GONCALVES (2012).

3.3 OBTENGCAO DO OLEO ESSENCIAL

As flores de A. satureoides e as folhas de A. conyzoides foram coletadas e
acondicionadas em sacos plasticos durante a coleta e posteriormente levadas ao
Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais e Bioativos (LAPRON-UEFS). Em
seguida, suas respectivas partes, flores e folhas, foram separadas (processo de
catacdo) e secas, a temperatura ambiente, aproximadamente 25°C, em estantes
forradas com papel metro. Somente apds a secagem, que demorou em média 30
dias, em virtude do perido chuvoso e grande umidade, o Oleo foi obtido por
hidrodestilacao.

As folhas e flores das espécies selecionadas foram pesadas e em seguida,
trituradas em um liquidificador industrial com a adicdo de agua destilada para facilitar
0 processo, por cerca de 3 min. Apos triturada, a biomassa vegetal foi transferida
para um baldo de destilacdo, com capacidade de 5 L, sendo submetido a
hidrodestilacdo, em um aparelho de Clevenger, por um periodo de trés horas
contadas a partir do inicio do refluxo da agua condensada do tubo separador para o
baldo de destilacdo. Apds este intervalo de tempo, esperou-se o sistema estabilizar
para que fosse realizada a leitura do volume de 6leo extraido.

Os oOleos obtidos foram retirados do tubo separador com o auxilio de uma
micropipeta do tipo Pasteur, sendo a posteriori desidratados (remoc¢édo de agua
residual) pela adicdo de sulfato de sédio anidro (Na2S0a), filtrados, evitando perdas
e conservados em frascos de vidro revestidos com papel aluminio. Os quais foram

adequadamente vedados e armazenados sob a temperatura de - 86°C
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(Ultrafreezer), até a realizagdo da andlise quimica e dos testes de atividades
biolégicas: antimicrobiana (MIC), citotoxica (MTT) e imunomoduladora (ELISA).
Cada amostra de 6leo essencial foi identificada com o nome da respectiva espécie
(FIGURA 12).

A - SECAGEM DO B- SEPARAGAO DO MATERIAL C - PESAGEM DO
MATERIALVEGETAL VEGETAL (CATACAO) MATERIAL VEGETAL

G - OLEO EXTRAIDO H- PROCESSO DE FILTRAGAO | - ACONDICIONAMENTO EM
FRASCOS DE VIDROS

FIGURA 12 — Etapas para a obtencao dos 6leos essenciais.
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Ao hidrolato (mistura de 6leo essencial e agua) remanescente no tubo
separador, foram adicionadas 5 mL do solvente heptano, visando separar pequenas
porcdes de Oleo dispersas na agua condensada. A mistura hidrolato-heptano foi
transferida para um funil de separagcdo. Apos a separacdo das duas fases: apolar
(heptano e 6leo) e polar (agua), a solucdo heptéanica foi removida do recipiente,
desidratada com a adi¢cdo de Na2SOa, filtrada e acondicionada em frascos de vidro.
Sendo os mesmos mantidos sob condicbes semelhantes as das amostras de 0leo
essencial. Solu¢des de 6leo em heptano séo utilizadas, eventualmente, na anélise
da composicdo quimica de Oleos volateis, quando o rendimento destes é
demasiadamente infimo, a ponto de impossibilitar a sua remocéo do equipamento de
hidrodestilacao.

O teor de 0leo essencial de cada amostra foi determinado pela relagdo entre o
volume de 6leo obtido e a biomassa vegetal livre de umidade, conforme a Equacédo
1. 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®, todo o procedimento foi realizado em triplicata.

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
minutos e sob a temperatura de até 100 °C. O percentual de umidade perdido pela
amostra durante o aquecimento é detectado e fornecido, assim como a massa

vegetal remanescente.

EQUAGCAO 1. Célculo do rendimento de 6leos essenciais.

TO = VO X 100
BM|- BM XU
100

Onde:

TO = Teor de 6leo essencial (%)

Vo = Volume de 6leo extraido (mL), lido diretamente na escala do tubo separador.
Bm = Biomassa vegetal (g)

U = Teor de umidade presente na biomassa vegetal (%);
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3.4 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS
3.4.1 CROMATOGRAFIA GASOSA

A analise por Cromatografia de Fase Gasosa acoplada a um Detector de
lonizacdo em Chama (CG/DIC) foi realizada em equipamento Shimadzu, modelo
17A, equipado com detector de ionizacdo de chama de hidrogénio e coluna capilar
SBP — 5 (30 cm de comprimento e 0,25 mm de didametro interno). O gés de arraste
utilizado foi o nitrogénio. A temperatura inicial da coluna foi de 60 °C, sendo
programada para ter acréscimos de 3 °C a cada min, até atingir a temperatura
méaxima de 240°C. As temperaturas do injetor e do detector foram fixadas em 220 e
240°C, respectivamente. Uma quantidade de 10 mg das amostras foi diluida em 1
mL de acetato de etila, sendo injetado 1 yL da mistura pentano + 6leo essencial.
Cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas.

A andlise por Cromatografia de Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG/EM) foi realizada em equipamento Shimadzu, modelo CG 17A, com
detector seletivo de massa, modelo QP 5000 (Shimadzu). A coluna cromatografica
utilizada foi do tipo capilar de silica fundida com fase estacionaria DB — 5, de 30 mm
de comprimento e 0,25 mm de diametro interno, utilizando hélio como gas carreador.
As temperaturas foram de 220 °C no injetor e 300 °C no detector. A temperatura do
forno foi programada de 60 a 240 °C, com acréscimo de 3°C a cada min.

A identificacdo dos constituintes foi realizada através do célculo do indice de
Kovats (EQUACAO 01) e do indice Aritmético (EQUACAO 02) de cada um dos
picos. Os indices foram calculados com a utilizacdo de cromatogramas obtidos pela
co-injecao da amostra com uma série homoéloga de n-alcanos (C8 a C24).

EQUAGCAO 2. Calculo do indice Aritmético.

IA = 100N +{100 [TR() - TRﬂ
TRn+1)—-TR

Onde:

Al = indice Aritmético

N = Numero de atomos de carbono do padrédo do alcano (C8 a C24)
TR(A) = tempo de retencédo do pico calculado

TR(N) = tempo de retencéo do alcano correspondente ao pico calculado
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TR(N + 1) = tempo de retencdo do alcano que elui posteriormente ao pico calculado

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
padrbes. J& a quantificacdo do percentual relativo dos constituintes identificados foi
obtida com base nas areas dos picos cromatograficos correspondentes pelo método
da normalizacdo (EQUACAO 03).

Equacéo 3: Célculo do indice de Kovats (IK)

IKa=100N + 100 log RT(a) —log RTn
log RTn+1)—log RTn

Onde:

IKa: indice de retengado do pico a ser calculado “A” (amostra)

N: Numero de atomos de carbono do padrdo com eluigdo anterior a “A”
RT): Tempo de retengao do pico a ser calculado “A” (amostra)

RTn: Tempo de retencdo do pico do alcano com elui¢do anterior ao pico “A”

RT v+1) : Tempo de retencéo do pico do alcano com eluigado posterior ao pico “A”

3.5 ATIVIDADE CITOTOXICA

A atividade citotoxica foi obtida através do método do MTT que consiste em
uma dosagem colorimétrica baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difenil-2-H-brometo tetrazolio (MTT) de cor amarela a formazan insoltvel, de cor
parpura, que precipita devido a acdo da enzima succinil-desidrogenase presente
somente nas mitocdndrias de células metabolicamente ativas (LIMA, 2013) (FIGURA

13).



71

Desidrogenases

Substrato Substrato
Reduzido Oxidado

Figura 13 - Reducao do sal tetrazélio (MTT) a formazana

3.5.1 CULTURA DE CELULAS E TRATAMENTO

A linhagem celular de adenocarcinoma de co6lon humano (HT-29), foi obtida
do Banco de Células do Rio de Janeiro (Universidade Federal do Rio de Janeiro -
UFRJ, Brasil) (FIGURA 14). As células foram acondicionadas em frascos proprios
para cultura, em 90% de meio DMEN, suplementados com 10 % de soro fetal bovino
(SFB) e 1 % de antibiéticos (Penicilina e Estreptomicina), mantidas em estufa a 37°C
e atmosfera contendo 5% de CO2. As células quando em confluéncia de 100%,
sofriam processo de tripsinizacdo, e eram replaqueadas, cerca de duas vezes por
semana. Para cada experimento, as células foram tripsinizdas, plaqueadas em

placas de de 96 pocos, numa concentracdo de 1 x 10°cel/mL.
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Figura 14 — Imagem microscopica das células HT-29 (adenocarcinoma de célon humano) em
alta densidade (Adaptado de American Type Culture Collection - ATCC).

3.5.2 BIOENSAIO MTT (VIABILIDADE CELULAR)

As amostras dos 6leos essenciais foram diluidas em 870 uL de etanol e 30uL
de metanol (etanol/metanol 30%) e testadas na concentracdo de 2,5 até 100 mg/mL.
Apoés 24 horas de adesdao, cerca de 30% de confluéncia, as células foram tratadas
com 5 diferentes concentragdes (2.5, 12,5, 25, 50 e 100 mg/mL) do 6leo essencial
por 24 horas. Foi utilizado como controle negativo as células ndo tratadas e o
controle positivo as células tratadas com triton a 1% (dissolvido no meio de cultura).
No fim do experimento os sobrenadantes foram retirados e uma solugéo de Mtt a 1
mg/mL foi adicionada aos pocos, sendo que para cada poco foi adicionado 50 uL As
células foram incubadas em atmosfera de CO2 por 4 horas, em placas de 96 pogos,
revestidas com papel aluminio. Os cristais de formazan foram diluidos em DMSO
puro (FIGURA 15).

Posteriormente, as placas foram agitadas durante 5 min e a absorbéancia
correspondente a cada amostra foi medida no leitor de ELISA (Enzyme Linked
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Immunosorbent Assay) a 540 nm. A absorbancia obtida das células controle, nédo
tratadas, foi considerada como 100% de viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

Todo o experimento foi realizado em triplicata.

Figura 15 — Bioensaio do MTT (Viabilidade Celular).

3.6 MICRO-ORGANISMOS TESTES

Os micro-organismos utilizados neste estudo foram obtidos da Colegéo de
Culturas de Micro-organismos da Bahia (CCMB) da Universidade Estadual de Feira
de Santana (UEFS, BA), sdo eles: Escherichia coli CCMB 261, sensivel a
trimetoprima e resistente a sulfonamida; Escherichia coli CCMB 284 Salmonella sp.
CCMB 281; Pseudomonas aeruginosa CCMB 268; Staphylococcus aureus CCMB
262, resistente a estreptomicina e diidrostreptomicina; Staphylococcus aureus CCMB
263; Bacillus cereus CCMB 282; Candida albicans CCMB 286; Candida krusei
CCMB 287 e Candida parapsilosis CCMB 288, resistente a anfotericina-B. Os micro-
organismos foram cultivados em Agar Mueller-Hinton (AMH), sendo que as bactérias
foram incubadas a 37°C por 24 horas, e as leveduras a 28°C por 48 horas.
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3.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As amostras dos Oleos essenciais das diferentes espécies foram
individualmente testadas contra micro-organismos através do método de
microdiluicdo em caldo para a determinagdo da concentracdo inibitdria minima e a

concentragcdo microbicida minima.

3.7.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Foi utilizado o ensaio de susceptibilidade por microdiluicdo em caldo para a
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) recomendada pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute CLSI (2012a) para bactérias e CLSI (2012) para
leveduras. A determinacdo da concentracao inibitéria minima foi realizada utilizando
placas de microtitulacdo, de poliestireno, estéreis, com 96 pocos, proprias para
microdiluicdo (FIGURA 16).

FIGURA 16. Determinacédo da CIM utilizando-se uma pipeta automatica multicanal.Foto:
Vasconcellos- Neto (2009).

Para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) os o6leos
essenciais foram solubilizados em uma solucdo de Tween80 a 10% de modo a obter
uma concentracao inicial de 200 mg.mL1. Os compostos foram esterilizados em filtro
Millipore de 0,22 um. Foi utilizado o ensaio de suscetibilidade por microdiluigdo em
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caldo recomendado pelo CLSI (2012a), com modificacbes, sendo que todos os
testes foram realizados em caldo Mueller Hinton autoclavado, em triplicata.

Foram preparadas diluicbes geométricas na placa, conforme demonstrado na
Figura 14, em que foram colocados 90 uL dos Oleos essenciais diluidos em
Tween80 a 10% nos pogos das linhas Al até A9 da placa de microtitulagdo,
contendo previamente 90 pyL de caldo Mueller-Hinton duas vezes concentrado. Com
isso, 0s primeiros pocos (Al até A9) continham Oleos essenciais diluidos na
concentracdo de 10,00 mg.mL-1 até a de 0,078 mg.mL-1 (H1 até H9) (FIGURA 17).
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Figura 17 - Esquema da placa de 96 pocos para determinagéo da CIM. C1; C2 e C3: Controle dos

micro-organismos; C4: Controle do 6leo; C5 e C6: Controle do meio de cultura 1x e 2x concentrado,

respectivamente M.O.S: Micro-organismos.

As suspensdes de micro-organismos foram obtidas pela adi¢do do in6culo
microbiano a 6,0 mL de solucéo salina a 0,45% esterilizada. A suspensao do micro-
organismo teste foi ajustada, 0,1 mL de 1,5 x 108 células mL* para bactérias e 0,1
mL de 1,5 x 10° células.mL?! para leveduras, utilizando o turbidimetro do
equipamento VITEK da Biomérieux, seguindo as instru¢des do fabricante. Depois de
realizadas as diluigdes em todos os pocos, cada pogo recebeu 10 uL da suspensao
de micro-organismo teste, totalizando um volume de 100 yL em cada pog¢o (90 uL do
CMH + oleo essencial e 10 yuL de micro-organismo). As placas foram incubadas a

28°C por 48 horas para as leveduras e a 37°C por 24 horas para as bactérias. Apos
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o periodo de incubacéao, foram adicionados 50 pL de cloreto 2-3-5 trifenil tetrazélio
na concentracdo final de 1,25 mg.poco™ (leveduras) e 30 puL de Rezasurina na
concentracdo final de 0, 01% (bactérias), para analise quantitativa do crescimento
microbiano nos pocos de ensaio e determinacdo da atividade antimicrobiana relativa

de cada diluicdo das amostras. Todos os testes foram realizados em triplicata.

3.7.2 CONCENTRACAO MICROBICIDA MINIMA (CMM)

Apbs a determinacédo da CIM, realizou-se a concentragdo microbicida minima
(CMM). Para isso, utilizaram-se placas de Petri contendo Agar Mueller Hinton
(AMH). Das amostras que apresentaram resultado positivo no CIM foram retiradas
aliquotas de 5 pL dos pogos e plagueadas sobre AMH. As placas de AMH contendo
as leveduras foram incubadas a 28°C por 48h e bactérias a 37°C por 24h. O
crescimento microbicida minimo no meio de cultura contido na placa de Petri
caracterizou o composto como tendo atividade bacteriostatica e a auséncia de

crescimento, atividade bactericida.

3.8 DOSAGEM DE CITOCINAS

A determinacgédo das Interleucinas (IL 8, IL 10 e IL 12) foram realizadas através
do ensaio ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay) seguindo as
especificacdes do fabricante (R & D System Corporations, Minneapolis, MN) e
utilizando sobrenadantes de culturas de células HT29 estimuladas por 24 horas apés
0 teste de citotoxidade.

Resumidamente, o ensaio foi dividido em dois dias, sendo o primeiro dia de
sensibilizacdo da placa e o segundo de coloracdo da amostra. No primeiro dia, os
anticorpos primarios foram diluidos no tampéao de ligacédo, adicionados 100 pL por
poco de anticorpo na placa de 96 pocos e espalhados uniformemente. A placa foi
revestida com papel aluminio e incubada a 4°C Overnight. No segundo dia, as
placas foram blogueadas com PBS/soro Albumina bovina 4% (SAB, Sigma) e
incubadas por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, apos um ciclo de trés
lavagens de solugdo tampéo PBS 0,05% Tween 20, foram adicionadas 100 pL do
sobrenadante e as diluicdes seriadas da curva padréo. As placas foram incubadas

por duas horas a temperatura ambiente e ap0s o término deste periodo, 0s
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respectivos anticorpos anti-quimiocinas/citocinas conjugados a biotina foram
adicionadas as placas e incubados por uma hora a temperatura ambiente. A seguir,
apos um ciclo de trés lavagens, foi adicionada estreptoavidina peroxidase do kit por
30 min a temperatura ambiente. Apds novas lavagens, substrato 3, 3,5 /%5
tetrametilbenzidina (TMB, Zymed, S&o Francisco, CA, EUA) foi adicionado as placas
e a reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de &cido sulfdrico 1 M. A leitura foi realizada
em leitor de microplacas de ELISA (Molecular Devices, CA, EUA) a 450 nm.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram interpretados por meio de andlise das medidas descritivas
meédias e mediana utilizando-se um nivel de significancia de 5% de probabilidade. A
andlise estatistica foi feita pelo método ndo paramétrico de Kruskall-Wallis para
comparacao entre as diferentes concentracdes uma vez que a normalidade nao foi
verificada, considerando significantes as diferencas com valor p<0,05. Para
comparacao entre os niveis de citocinas das duas espécies foi utilizado o teste ndo

paramétrico Mann-Whitney. Foi utilizada o software livre R verséo 3.10.
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4.RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL

Na extracdo dos Oleos essenciais foram utilizados, em média, 150 g das flores
de A. satureoides e 120 g das folhas de A. conyzoides. A massa total de flores de A.
satureoides (150 g) e folhas de A. conyzoides (120 g) secas das espécies estudadas
apresentaram o rendimento de 0,60+0,50% e 0,47+0,40%, respectivamente. Os
resultados encontrados estdo em conformidade com os obtidos na literatura, pois 0s
rendimentos dos 6leos essenciais da Familia Asteraceae sdo, em geral, inferiores a
1% segundo Verma et al. (2011).

Lima et al. (2014) em estudos com Oleos essenciais de A. conyzoides
obtiveram o rendimento do dleo essencial inferior a 0,46%. Entretanto, em estudos
anteriores, Castro et al. (2004), o rendimento do 6leo essencial dos cinco acessos de
mentrasto apresentou variacdo de rendimento entre 0,49 a 0,70% (p/p). Ja o
rendimento do Oleo essencial de A. satureoides apresentou o teor de 0,60%. Barroso
(2011) em estudos de obtencado de extratos e 6leos essenciais desta espécie obteve
a variacdo de rendimento entre 0,43 a 0,87%, confirmando os dados apresentados.
Em outros trabalhos como Bezerra et al. (2008) o indicativo da época ideal de
colheita de espécies medicinais produtoras de flores é bastante variavel, coletando-
se desde botbes florais, ainda fechados, como em Arnica montana Hook. semi-
abertos, em malva (Malva sylvestris L.), e até flores completamente abertas, como
em Chamomilla recutita (L.) Rauschert. Portanto, deve-se levar em conta os teores
de principios ativos presentes nas estruturas reprodutivas.

A producdo de 6leos essenciais € muitas vezes influenciada por fatores
internos e externos a planta que vao condicionar ndo so o tipo de compostos volateis
a serem produzidos, mas também as quantidades em que estes se encontram,
resultando uma grande variabilidade quimica dentro da mesma espécie (Cunha et
al., 2012).

Além disso, outros trabalhos afirmaram que a constituicdo genética das
plantas influencia a producdo de determinados metabdlitos, e que variedades
diferentes de espécies de plantas medicinais podem conter diferentes teores de 6leo
essencial. Cada planta tem ciclos de vida especificos da sua espécie, enquanto

umas florescem no verao, outras florescem no outono ou inverno. Assim, também os
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Oleos essenciais produzidos variam em quantidade durante o ano e em certas
plantas a composicdo dos 6leos essenciais variam, também durante o dia, onde por
exemplo o seu teor é maior nas primeiras horas da manha (Cunha et al., 2012).
Nesta pesquisa, o periodo de coleta foi preferenciamente pela manha e as estacoes
do ano foram inverno e primavera.

Verma et al. (2013) verificaram que ao longo do ano as quantidades de 6leo
essencial variavam entre 0,37 e 0,82%, que correspondem, aos meses de maio e
setembro, respectivamente. Além disso, também as concentracbes dos seus
constituintes ndo eram constantes ao longo do ano. Este estudo permitiu relacionar
a temporada de colheita com a quantidade e qualidade do 6leo essencial produzido.
Estudos como estes sdo de elevada importancia, uma vez que permitem saber qual
a melhor altura de colheita para obter maior quantidade do componente de interesse
resultando numa extracdo mais rentavel.

A época de coleta € um dos fatores que mais influenciam na atividade
farmacoldgica de drogas vegetais, visto que, a natureza dos constituintes ativos nédo
€ constante durante o ano. Atualmente, sdo relatadas, por exemplo, variacdes
sazonais no contetdo de praticamente todas as classes de metabdlitos secundarios,
tendo como destaque os 6leos essenciais (GIACOMELLI et al, 2014).

Para Bruneton (2001) as condi¢cdes climaticas e a natureza do solo
influenciam diretamente no teor como nos constituintes quimicos de um Oleo
essencial. E relatado também que o horério do dia interfere na producdo de 6leos
essenciais, sendo recomendado que as plantas usadas para a producédo de Oleos
essenciais ou compostos secundarios devam ser colhidas pela manhd, apés a
secagem do orvalho, quando as concentracfes de 0leos essenciais S840 maiores em
relacéo aos compostos primarios (PINTO et al., 2001; SIMOES e SPITZER, 2004).

4.2 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A andlise dos constituintes quimicos identificados nos 0leos essenciais de A.
satureoides (Lam.) DC. e A. conyzoides L. revelou a predominancia de
sesquiterpenos nas espécies estudadas, conforme dados ilustrados nas Tabelas 03
e 04.

Existe uma significativa semelhanca entre os resultados obtidos na presente

pesquisa, com a maior parte dos trabalhos descritos na literatura tanto para a familia
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Asteraceae em geral, como especificamente, para a espécie A. satureoides.
Ekundayo et al., (1988) analisaram o 0leo essencial das flores de A. satureoides por
meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, encontrando
51 componentes, dentre eles: 13 hidrocarbonetos monoterpenoides (5.0%), 7
monoterpenoides oxigenados (1.4%), 16 hidrocarbonetos sesquiterpenoides (4.3%),
4 sesquiterpenoides oxigenados (0.8%), 3 fenilpropanoides e benzenoides (2.33%),
6 cromenos (85.2%), e 2 cromanas (0.9%). Entre os monoterpenos encontram-se 0
sabineno, B-pineno, B-feladreno, 1,8 cineol, terpineno-4-ol e o a-terpineol; nos
sesquiterpenos sao encontrados f-cariofileno, sesquifeladreno, e o epoxi-cariofileno
(LIMA & CARVALHO, 2004). As analises cromatograficas dos 6leos essenciais de A.
satureoides demonstraram que o perfil obtido esta em concordancia com o publicado
na literatura (LORENZO et al., 2000), onde se observa que 0s componentes

majoritarios séo a-Pineno, E-Cariofileno, a-Copaeno, a-Humuleno, d-Cadineno.



TABELA 03 — Composi¢ao quimica quantitativa dos 6leos essenciais de Achyrocline satureoides (Flor).

COMPOSTO IKcaLc IKLir MEDIA DESV[O
PADRAO
a-pineno 940 939 571 3,09
canfeno 954 954 - -
B-pineno 981 979 - -
p-cimeno 1028 1024 - -
limoneno 1032 1029 - -
1,8-cineol 1035 1031 - -
linalol 1099 1096 - -
endo-fenchol 1116 1116 - -
trans-verbenol 1143 1144 - -
borneol 1170 1169 - -
a-terpineol 1193 1188 - -
| a-copaeno | 1376 1376 7,50 1,95
E-cariofileno 1421 1419 50,23 3,17
a-humuleno 1456 1454 2,09 0,13
g-muuroleno 1479 1479 2,98 0,34
a-amorfeno 1482 1484 - -
B-selineno 1489 1490 - -
g-amorfeno 1497 1496 1,08 0,10
a-muuroleno 1503 1500 1,95 0,22
g-cadineno 1518 1513 2,78 0,36
d-cadineno 1528 1523 6,32 0,78
cariofilenil alcool 1577 1572 - -
oxido de cariofileno 1591 1583 3,55 1,42
cariofila-4(12),8(13)-dien-5-ol 1646 1640 2,01 1,02
b-eudemol 1653 1650 - -
7-epi-a-eudesmol 1661 1663 2,25 1,01
% de identificados 89,53 1,61




TABELA 04 — Composi¢ao quimica quantitativa dos 6leos essenciais de Ageratum conyzoides (Folha).

COMPOSTO IKcaLc IKuir MEDIA DESVIO
PADRAO
| a-pineno | 940 939 25,49 9,82
canfeno 954 954 - -
B-pineno 981 979 - -
p-cimeno 1028 1024 - -
limoneno 1032 1029 0,58 0,13
1,8-cineol 1035 1031 0,97 0,24
linalol 1099 1096 - -
endo-fenchol 1116 1116 - -
trans-verbenol 1143 1144 - -
borneol 1170 1169 - -
a-terpineol 1193 1188 - -
m: 1376 1376 3,53 0,33
E-cariofileno 1421 1419 37,19 15,75
a-humuleno 1456 1454 1,37 0,42
g-muuroleno 1479 1479 1,32 0,27
a-amorfeno 1482 1484 - -
B-selineno 1489 1490 - -
g-amorfeno 1497 1496 0,69 0,24
a-muuroleno 1503 1500 0,65 0,21
g-cadineno 1518 1513 1,14 0,17
d-cadineno 1528 1523 1,61 0,82
cariofilenil alcool 1577 1572 1,24 0,33
oxido de cariofileno 1591 1583 10,93 11,46
cariofila-4(12),8(13)-dien-5-ol 1646 1640 2,35 1,03
b-eudemol 1653 1650 - -
7-epi-a-eudesmol 1661 1663 0,92 0,24
% de identificados 90,15 6,00
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Ja para a espécie Ageratum conyzoides dentre os compostos secundarios
caracterizados e presentes em seu Oleo essencial, destacam-se 0s cromenos,
precocenos (I e Il) e o sesquiterpeno trans-cariofileno (Castro et al., 2004). Em
estudos fitoquimicos a partir de folhas e flores de Ageratum conyzoides, Sundufu et
al. (2003) isolaram como componentes dos Oleos essenciais ageratocromeno
(precoceno I, 25,89%), o] sesquiterpeno cariofileno (23,79%);
demetoxiageratocromeno (precoceno |, 14,76%) e alguns hidrocarbonetos
monoterpenos, com percentuais de 2-5,5%. Em estudos de Zoghbi et al. (2007) dos
componentes volateis da espécie A. conyzoides coletados no municipio de
Santarém Novo e Belém, estado do Para, verificaram a ocorréncia de pelo menos
dois tipos quimicos no Pard: o tipo rico em precoceno |, similar aos 6leos de
Cameroon, Ghana e Burkina Faso, e do Sudeste do Brasil, e o tipo rico em a-
pineno/germacreno D. Lima et al. (2010) identificaram e quantificaram o 6leo
essencial da planta e encontraram 87% de precoceno em seu 6leo essencial como
composto majoritario, com atividade inseticida para a lagarta-do-cartucho S.
frugiperda. Assim, o perfil quimico das folhas de A. conyzoides do presente estudo
apresentou resultados divergentes da literatura o que sugere a presenc¢a de um novo
quimiotipo, visto que para a referida espécie ha relatos da presenca marcante de
precocenos o que nao foi observado nestas analises quimicas.

A variacdo quantitativa e qualitativa nos constituintes quimicos dos Oleos
essenciais das duas espécies estudadas em comparacao com a literatura pode estar
relacionada também a alteracdes no clima e no solo; as interacdes com herbivoros,
dispersores de sementes e polinizadores; as interagcdes planta-planta; bem como, a
idade do vegetal, seu estagio de desenvolvimento e a fenologia (periodos de
floracdo e frutificacdo), que provocam modificacbes metabdlicas refletindo tanto no
rendimento das esséncias como na sua composi¢ao quimica (GOBBO-NETO, 2007).

Os terpenos sdo chamados de inseticidas naturais e esta classe integra os
limondides, limoneno e o mirceno, os quais desempenham um papel de protecdo as
plantas contra os insetos. Os terpenos sao formados por unidades béasicas de
pirofosfato de isopentenila ou isopreno ativo, originando o0s triterpenos e 0s
sesquiterpenos ja citados na literatura como substancias dotadas de acéao
bactericida (ARANTES et al., 2005). Segundo Sartori (2005) tem sido demonstrado
gue os terpenos sdo ativos contra diversos microrganismos. Seu mecanismo de

acdo provavel envolve a ruptura da membrana celular por compostos lipofilicos. O -
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cariofileno, por exemplo, € um sesquiterpeno descrito em diversos 6leos essenciais
responsavel pelo aroma forte e por diversas atividades bioldgicas, tais como: anti-
inflamatoria (FERNANDES et al.,, 2007; PASSOS et al., 2007), antialérgica
(GHELARDINI et al., 2001), anestésica local (COSTA et al., 2000), antifangica
(ZHENG et al., 1992) e anticarcinogénica (CHINOU et al., 1996). Neste presente
estudo foi observada a presenca majoritaria destes compostos.

4.3 ATIVIDADE CITOTOXICA

Os resultados da avaliacdo da atividade citotoxica dos 6leos essenciais das
folhas de A. conyzoides e das flores de A. satureoides demonstraram que estes nao
apresentaram alto grau de citotoxicidade sobre as células HT29, quando
comparados com os controles, como ilustrado na figura 18. O 6leo essencial de A.
conyzoides foi considerado atoxico pelo ensaio do MTT nas cinco concentracfes
testadas (2,5; 12,5; 25; 50 e 100 yg.mL?). E apenas as duas primeiras e menores
concentragdes testadas (2,5 e 12,5 uyg.mL') do dleo essencial de A. satureoides ndo

foram considerados toxicas.
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FIGURA 18 Viabilidade celular da linhagem HT 29 apés tratamento com o0s 6leos essencias
das Flores de Achyrocline satureoides (As) e Folhas de Ageratum conyzoides (Ac) nas concentracfes
de 2,5; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL.

Os ensaios de citotoxicidade tém sido os métodos in vitro mais estudados.
Sabe-se que linhagens celulares quando mantidas em cultura dividem-se e
multiplicam-se continuamente. A base dos ensaios de citotoxicidade esté
exatamente na avaliacdo da interferéncia induzida por agentes quimicos (e.g.
tensoativos) nos processos metabdlicos celulares e na investigacao a respeito da
maneira em que esses processos podem vir a intervir no crescimento/multiplicacéo
celular, ou até mesmo culminar na morte celular, reduzindo assim, o nimero de
células viaveis se comparado com o de culturas controles nédo-tratadas. Estes
ensaios tendem a simplificar os eventos quantificados, contudo, por serem métodos
simples, de baixo custo e reprodutiveis sdo extensamente empregados em
processos de triagem (GOMES, 2014).

Apesar destes ensaios apresentarem vantagens como precisdo e serem
sujeitos a automacéo, eles sdo extremamente dependentes de possiveis alteracdes
fisiologicas celulares, como alteragbes nas atividades lisossomal (NRU) e

mitocondrial (MTT). Estes parametros sdo dependentes das condi¢cdes da cultura
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celular, que podem ser modificados por aspectos como densidade celular e secrecao
celular. Consequentemente, somente células crescendo em condi¢cdes similares
podem ser comparadas por estes métodos (TARIKU et al, 2011).

Desta forma, neste trabalho, a atividade celular foi quantificada através da
reducdo do MTT a formazan correspondente (Figura 19), ocasionada indiretamente
pela acdo das enzimas desidrogenases presentes nas células viaveis. Os produtos
formados pela atividade enzimatica, (NADH - NICOTINAMIDA ADENINA
DINUCLEOTIDO HIDRETO) e (NADPH - NICOTINAMIDA ADENINA
DINUCLEOTIDO FOSFATO), sdo responsaveis em reduzir o sal tetrazolio a

formazan na medida em que néo ha perda da viabilidade celular.

L%
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FIGURA 19 — Mtt das Flores de A. satureoides (AS) e Folhas de A. conyzoides (AC).

CP:controle positivo; CN: Controle negativo; CD: Controle do diluente.

Pelo fato dos 6leos essenciais serem produtos advindos dos vegetais, ndo se
exclui a possibilidade deles apresentarem toxicidade. Nesse sentido, a avaliagdo
citotdxica dessas substancias é de suma importancia para assegurar a qualidade e
seguranca desses produtos quando se tratam de compostos promissores a
aplicacfes farmacos, alimentos ou cosméticos.

O teste de citotoxicidade in vitro é classificado na ISSO 10993-1 (Orgéao
Internacional de Padronizagdo) como o primeiro ensaio para avaliar a

biocompatibilidade de qualquer material. Este teste promove resultados preliminares
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relacionados a interacdo do material e o corpo bioldgico, de forma rapida e eficiente,
minimizando a necessidade de testes em animais. Para Jomaa et al. (2012) esses
ensaios consistem em colocar o material direta ou indiretamente em contato com
uma cultura de células de mamiferos, verificando-se as alteracdes celulares por
diferentes mecanismos, entre 0s quais a incorporagdo de corantes vitais ou a
inibicdo de formagéao de colonias celulares.

O produto, para ser viavel no ensaio de citotoxicidade in vitro, ndo deve
ocasionar a morte das ceélulas, nem afetar suas funcdes celulares. Esses testes
podem detectar a ocorréncia de lise de células, a inibicdo de formacdo de coldnias
celulares, deslocamento de tecido, entre outros efeitos que possam ser
desencadeados nelas. Segundo Ferreira (2011) essas alteracdes sao detectadas na
maioria das vezes por meio de mecanismos de coloracdo, que sdo aplicados a
culturas de células apdés um tempo de exposicdo ao material em teste.

A determinagdo da citotoxicidade in vitro tem se tornado cada vez mais
constante em trabalhos para a determinacdo da toxicidade de Oleos essenciais.
Bayala e colaboradores (2014), realizaram pesquisas com 0s 0leos essenciais de
Ocimum americanum, Hyptis spicigera, Lippia multiflora, Ageratum conyzoides,
Eucalyptus camaldulensis e Zingiber officinale onde foram testados para avaliacdo
da possivel atividade antiproliferativa em células cancerigenas, nomeadamente,
células epiteliais derivadas de carcinoma humano da proéstata (cé€lulas sensiveis ao
androgénio com baixo poder metastatico derivadas de um nodulo linfatico
metastatico (LNCaP) e células insensiveis ao androgénio com elevado potencial
metastatico derivadas de metastase em osso (PC-3). No final do estudo, os 6leos
essenciais de Ocimum americanum, Hyptis spicigera e Eucalyptus camadulensis n&o
apresentaram efeitos sob o crescimento das células. J4 os 6leos essenciais de L.
multiflora, A. conyzoides e Z.officinale demonstraram atividade antiproliferativa, anti-
inflamatoria e antioxidante, (CELIA et al. 2013).

44 DETERMINACAO DA  ATIVIDADE  ANTIMICROBIANA  PELA
CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRACAO
MICROBICIDA MiNIMA (CMM).

Considerando que a acdo antimicrobiana dos Oleos depende da sua

composi¢cdo quimica, comparamos 0S compostos majoritarios presentes nas
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amostras de Oleos essenciais testadas segundo analises CG-EM com outros
estudos, bem como a resisténcia intrinseca dos microrganismos testados (CIM 90%)
para a discussao dos resultados obtidos.

Os Oleos essenciais vém sendo amplamente estudados, com atencédo
especial para o uso no controle de processos infecciosos, em virtude disso foram
realizados ensaios para verificagdo da capacidade inibidora dos éleos essenciais
das espécies: A. satureoides (flores) e A. conyzoides (folhas) contra dez micro-
organismos dentre eles: bactérias gram-positivas, gram-negativas e leveduras.

A Tabela 5 apresenta os resultados da atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais de A. satureoides e A. conyzoides frente as cepas bacterianas Gram-
positivas: S. aureus CCMB 262, S. aureus CCMB 263, B. cereus CCMB 282; Gram-
negativas: E. coli CCMB 261, E. coli CCMB 284, P. aeruginosa CCMB 268,
Salmonella sp. CCMB 281 e as leveduras: C. albicans CCMB 286, C. krusei CCMB
287 e C. parapsilosis CCMB 288.

A técnica de diluicdo para determinacdo de concentracdes inibitérias minimas
(CIM) junto com outros sistemas de diluicdo de antibidticos é considerada,
frequentemente, como a melhor metodologia para a avaliacdo de suscetibilidade ou
de resisténcia das bactérias aos antimicrobianos (RIOS; RECIO; VILLAR, 1988;
REIS, 2006). A determinacdo da CIM e Concentracdo Microbicida Minima (CMM)

foram realizadas com os Oleos essenciais das duas espécies de plantas.
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TABELA 05 - Resultados das concentra¢@es inibitérias minimas (CIM) e Concentracdo Microbicida

Minima (CMM), em (ambas em mg.mL™!) dos dleos essenciais de A. conyzoides e A. satureoides.

Cepas testadas C.'lr.L c.TZ.L. A(.FocLo;K)zoides A.(ngtlg)reoides
CIM CMM CMM
S. aureus 262 0,31 N/A 2,5 50 0,31
S. aureus 263* 0,62 N/A 5,0 10 0,31
B. cereus 282* 015 NJ/A 5,0 10 0,31
E. coli 261* 0,15 N/A 5,0 10 5,0 10
E. coli 284* 0,15 N/A 5,0 10 5,0 10
P. aeruginosa 268* 10 N/A 2,5 5,0 5,0 10
Salmonella sp. 281* 0,31 N/A 5,0 10 5,0 10
C. albicans 286* 10 10 2,5 2,5 2,5 5,0
C. kruzei 287* N/A 0,078 0,31 0,078
C. parapsilosis 288* N/A 10 5,0 10 5,0 10

* nimero de identificagdo dos micro-organismos pela Cole¢cdo de Cultura de Micro-organismos da Bahia
(CCMB); B.c.- Bacillus cereus, C.a. — Candida albicans, C.k. — Candida kruzei, C.p. — Candida parapsilosis, E.c.
— Escherichia coli, P.a. — Pseudomonas aeruginosa, S.a. — Staphylococcus aureus e Salmonella sp.- Salmonella
sp. C.T.L 1: Cloranfenicol; C.T.L 2: Nistatina. N/A- N&o se aplica.

Muitas das substancias constituintes de 6leo essencial possuem habilidade de
romper ou penetrar na estrutura lipidica presente na estrutura bacteriana levando ao
processo de morte (KOYAMA et al., 1997). Para se conhecer o modo de acdo dos
constituintes presentes nos 6leos essenciais serd necessario examinar isoladamente
cada constituinte, e a sincronizacdo entre eles, para averiguar as atividades
bacterianas (COSTA et al.,, 2011). Ja a tolerancia relativa aos 0leos essenciais
encontrada nas bactérias Gram negativa tem sido atribuida a presenca de uma
camada hidrofilica externa que pode bloquear a penetracdo de componentes
hidrofobicos através da membrana da célula-alvo (MANN et al., 2000).

Avancini et al. (2006) comprovaram, em estudo in vitro realizado com decocto
da planta A. satureoides, que esta apresenta atividade biologica bacteriostatica e
bactericida contra amostras bacterianas gram-positivas padronizadas. Calvo et al.
(2006) confrontando extratos desta espécie a diferentes cepas de S. aureus relata
atividade antibacteriana dos extratos frente ao S. aureus. Nool (2011) e Oliveira
(2012) verificaram que o decocto de A. satureioides, na mesma concentracao
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utilizada neste experimento (5 g/100 mL) apresentou capacidade antibacteriana
sobre a bactéria S. aureus o que corrobora com a atividade antibacteriana frente ao
S. aureus realizada neste estudo. Mota (2008) relata que os decoctos da A.
satureioides mostraram-se completamente ineficazes frente a algumas bactérias
gramnegativas, a exemplo da E. coli, corroborando com este estudo, o qual mostrou
gue as formas de extragao por infusdo e deccocao foram completamente ineficazes
as bactérias gram-negativas testadas neste estudo. Mota, Carvalho e Wiest (2011)
também mostraram que os decoctos foram completamente ineficazes frente a
algumas bactérias gram-negativas, enquanto que as gram-positivas S. aureus e E.
faecalis foram sensiveis ao decocto. Segundo Fonséca (2005) existem fatores que
podem interferir no processo de extracdo, como o tempo empregado. Na decoccao,
0 vegetal permanece mais tempo em contato com o solvente extrator, assim como a
temperatura que pode influenciar de maneira positiva, aumentando a solubilidade de
determinado principio ativo.

Quanto aos métodos utilizados, segundo Ostrosky (2008) a determinacdo da
CIM, o método de microdiluicdo, vem sendo bastante utilizado, principalmente
devido a sua sensibilidade e quantidade minima de reagentes, o que possibilita um
maior numero de réplicas, aumentando a confiabilidade dos resultados. Segundo
Fennell et al. (2004) as variacdes referentes a determinacdo da CIM dos Oleos
essenciais de plantas podem ser atribuidas a varios fatores. Dentre eles podem-se
citar a metodologia aplicada, o micro-organismo avaliado, a origem da planta, a
época da coleta, se os Oleos essenciais foram preparados a partir de plantas secas e
a quantidade de extrato testada.

A bactéria Gram-positiva S. aureus CCMB 262 foi a mais sensivel aos 6leos
essenciais testados. Porém, em relacdo as bactérias gram-negativas, pelo CIM
apenas de A. conyzoides verificou-se atividade antimicrobiana contra para P.
aeruginosa. Segundo alguns autores (TORTORA et al.,, 2000; BLACK 2002,
LOGUERCIO et al., 2005) a diferenca de atividade contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas parecem derivar da constituicdo da parede celular bacteriana,
composta por peptideoglicano, polimero complexo, além desta estrutura, as
bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana externa que confere a este
grupo de micro-organismos uma efetiva barreira de permeabilidade, restringindo a
penetracdo de alguns compostos. O conhecimento das diferencas entre as paredes

de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas é da mais alta relevancia para o
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estudo do mecanismo de acdo dos quimioterapicos, de patogenicidade e de outros
tantos assuntos relacionados diretamente a composicdo quimica e estrutura da
parede bacteriana (SCHAECHTER et al., 2002) (FIGURA 20).

O dleo essencial da flor de A. satureoides apresentou a menor CIM para a S.
aureus CCMB 262, CCMB 263, B. cereus (0,15 mg.mL?) e também inibicdo para a
levedura C. kruzei CCMB 287 (0,078 mg.mL™?). Fernandez et al. (2003) em seu
estudo de atividade antimicrobiana para a espécie A. satureoides observou o
resultado positivo para inibicdo principalmente da cepa S. aureus. Como também
Schneider e Cezaroto (2009) em estudos sobre o0s Oleos essenciais de A.
satureoides observou a inibicdo de S. aureus, B. cereus. Assim, os resultados deste

presente trabalho confirmam os dados da literatura.
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FIGURA 20 - Avaliacédo da Atividade Antimicrobiana do 6leo essencial de A. satureoides (A) e
A.conyzoides (B) contra duas cepas de S. aureus (CCMB 262 e 263) e uma levedura C. kruzei
(CCMB 287)

Pela técnica de determinacdo da CIM, as duas amostras de 6leos essenciais
inibiu, em extensdes variadas, 0 crescimento de micro-organismos que nao se
demonstraram inicialmente sensiveis pela metodologia. Esta variacdo pode ser
justificada pela presenca de diferentes substancias nas amostras, pois moléculas
mais polares ou de maior massa molecular podem ser mais solUveis e de mais facil
dispersdo em meio liquido (VALGAS et al., 2007). Ha descricdo de varios métodos
para demonstrar a atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais de produtos
naturais, sendo que os diferentes métodos ndo sdo igualmente sensiveis. Os

resultados obtidos no presente estudo corroboram outros trabalhos (VANDEN
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BERGHE; VLIETINCK, 1991, VALGAS et al., 2007), no sentido de que as
metodologias utilizadas para a o estudo de atividade antimicrobiana sé&o
influenciadas pelos micro-organismos usados para realizar o teste, pelo método
selecionado e pelas caracteristicas de solubilidade de cada substancia (RIBEIRO et
al., 2001; HERSCHLER, 1970).

Ainda ndo existe método padronizado para expressar os resultados de testes
antimicrobianos de produtos naturais (FENNEL et al., 2004 ; OSTROSKY et al.,
2008). A técnica de diluicdo para determinacao de concentracdes inibitdrias minimas
(CIM) junto com outros sistemas de diluicAo de antibidticos é considerada,
frequentemente, como a melhor metodologia para a avaliacdo de suscetibilidade ou
de resisténcia das bactérias aos antimicrobianos (ALVES et al., 2008).

Como para outros testes de atividade antimicrobaina, as variacdes referentes
a determinacdo da CIM dos 6leos essenciais de plantas podem ser atribuidas a
varios fatores. Dentre eles podemos citar a técnica aplicada, o micro-organismo e a
cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da coleta, se os 0Oleos foram
preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de 6leo testada.

Considerando-se a atividade das diferentes partes estudadas das plantas A.
satureoides e A. conyzoides (folha e flor, respectivamente), foi possivel notar que, no
geral, os melhores resultados de atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais
foram contra a bactéria S. aureus e as leveduras C. albicans e C. krusei. A.
satureoides foi a que apresentou melhores resultados de atividade antimicrobiana,
confirmando trabalhos na literatura descritos a seguir. Segundo Wiest et al. (2009)
esta espécie apresentou os melhores resultados de atividade anti-estafilocécica que
ele classificou como maxima, dentre as 39 plantas que deram resultados positivos,
como também Mota (2008) estudando a atividade antibacteriana in vitro da
inflorescéncia desta espécie, observou a inibicAo do extrato contra S. aureus
confirmando assim seus melhores resultados para S. aureus no presente trabalho.
Sua atividade antimicrobiana contra Salmonella sp. também foi confirmada por
Bettega et al. (2004) que observaram atividade antibacteriana do extrato vegetal
(decocto) frente a micro-organismos de interesse em medicina veterinaria. Para as
leveduras, A. satureoides demonstrou os melhores resultados do CIM.: 2,5 mg.mL™?
para C. albicans e 0,078 mg.mL* (menor) a 0,625 mg.mL*. (maior) para C. krusei.
Em relacdo a C. parapsilosis somente apresentou atividade com CIM de 1,25

mg.mL~*. Comparando com dados da literatura, segundo Sartoratto (2006) a espécie
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A. satureoides apresentou atividade antimicrobiana contra C. albicans com CIM >2,0
mg.mL1.

Duarte et al. (2005), trabalhando com extratos e Oleos essenciais de
Asteraceae, propds uma classificacdo da atividade antimicrobiana como: forte
atividade (MIC < 0,5 mg/mLt), moderada atividade (MIC 0,51- 1,0 mg/mL™?) e fraca
atividade (MIC > 1,0 mg/mL1). Aplicando esta classificacdo nos resultados do
presente trabalho, pode-se verificar que as duas espécies estudadas obtiveram
atividade forte frente a levedura Candida kruzei, com MIC entre 0,078 mg.mL
(menor) a 0,31 mg.mL ! (maior). Segundo Picoli et al. (2007) sdo poucos estudos
gue relatam a atividade e a CIM dos extratos e 0leos essenciais de A. satureoides e
A. conyzoides frente a leveduras. No presente trabalho, além da C. kruzei as duas
espécies estudadas inibiram a levedura C. albicans, porém apresentaram atividade
fraca segundo Duarte et al. (2005), exibindo CIM de 2,5 mg.mL* .

Os resultados do CIM para a espécie A. conyzoides confirmaram os dados da
literatura. Segundo Kambij et al. (2008) e Batish et al. (2009), avaliando o 6leo
essencial (CIM variando entre 25 mg/mL (menor) a 100 mg/mL-* (maior)) da planta
inteira de A. conyzoides, o mentrasto, observaram que o mesmo apresentou
atividade antimicrobiana contra S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. No presente
estudo, atividade foi confirmada para S. aureus e P. aeruginosa, ambos inibidos com
CIM de 2,5 mg/mL- pelos 6leos essenciais da folha e flor para S. aureus e folha para
P. aeruginosa.

O estudo de agentes antimicrobianos tem grande abrangéncia, sendo ponto
crucial em vérios setores do campo farmacéutico e cosmético. Outro ponto a ser
ressaltado é a utilizacdo desse estudo como primeiro screening na descoberta da
atividade farmacolégica de novos agentes, sendo de extrema importancia,
principalmente em um pais como o Brasil que oferece uma imensa biodiversidade.
Desta forma, tais pesquisas podem contribuir significativamente no desenvolvimento
do campo da saude em nivel mundial, encontrando substancias mais eficazes e
menos téxicas na corrida contra a resisténcia e o surgimento de microrganismos
patogénicos (MENG et al., 2000; HO et al., 2001; MICHELIN et al., 2005; LEITAO et
al., 2006; LIMA et al., 2006b; BARBOSA-FILHO et al., 2007; SAUDE-GUIMARAES E
FARIA, 2007).

Os micro-organismos utilizados (S. aureus e E. coli) para a avaliacao

antibacteriana foram selecionados por serem recomendados como padrdes para
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testes de suscetibilidade antimicrobiana, sendo responsaveis por varias formas de
infecgbes em humanos e adquirirem, com maior frequéncia, resisténcia aos
antimicrobianos (OPLUSTIL et al., 2000).

As variacOes referentes a determinacdo da CIM de extratos e Oleos
essenciais de plantas podem ser atribuidas a varios fatores. Dentre eles podemos
citar a técnica aplicada, o micro-organismo e a cepa utilizada no teste, a origem da
planta, a época da coleta, se os extratos foram preparados a partir de plantas
frescas ou secas e a quantidade testada. Assim, dificulta a comparacédo entre os
resultados de diferentes trabalhos publicados para expressar os resultados de testes
antimicrobianos de produtos naturais (FENNEL et al., 2004; OSTROSKY et al.,
2008).

4.5 DOSAGEM DE CITOCINAS

Em relacdo a avaliacdo da resposta imune induzida pelos 6leos, apesar de
nao terem sido encontradas diferencas estatisticamente significantes entre as
concentracbes e o controle (meio de cultura com o diluente do 6leo), pode-se
observar que ambos inibiram a produgéo das citocinas IL-8 e IL-12 (Figuras 21 e 22),
com excecdo da espécie A. satureoides na concentracdo de 100 pg/mL. Este
comportamento pode sugerir uma capacidade de reducéo da resposta inflamatoria,
ja que a IL-8 é uma citocina quimiotaxica, que atua no recrutamento de neutrofilos e
macrofagos (SEYFRIED, 2014) e a IL-12 é uma citocina da imunidade inata capaz
de induzir a diferenciacdo de linfocitos T CD4* para o perfil Th1 (STRANFORD,
2013). Entretanto, os 6leos estudados ndo foram capazes de induzir a producao de
IL-10, uma citocina imunorreguladora, indicando que esta molécula pode néo ter
uma participacdo na atividade anti-inflamatoria dos 6leos.

As comparacOes entre as concentracdes foram avaliadas por meio do teste
nao-paramétrico de Kruskall-Wallis; seriam consideradas estatisticamente
significantes aquelas diferencas com valor de p<0,05.

Vale ressaltar, que comparando com os dados de citotoxicidade, a melhor
concentracdo quanto a viabilidade celular para a espécie A. satureoides foi a
concentracdo de 2,5ug/mL. Ja para a espécie A. conyzoides o comportamento da

viabilidade e producéo celular perpassa as trés diferentes concentracdes. O controle
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do diluente, utilizado como referéncia em todos os testes, nao apresentou
interferéncia na viabilidade e producao celular.

A comparacéao entre os niveis de IL-8 (figura 21) e IL-12 (FIGURA 22) entre as
duas espécies, foi analisada com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. N&o
foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre as espécies A.
satureoides e A. conyzoides em todas as concentracdes testadas (2,5; 25 e 100

ug/mL).

O Controle
O Espécie As P=0.539
B Espécie Ac

0.30
|

0.25
|

concentragao ((ug/mL)
010 015 0.20
l l l

0.05
|

0.00
|

25 25,0 100,0

dose (ug/mL)

FIGURA 21 Producéo de Interleucina IL 8 por células Adenocarcinoma de célon humano (HT
29) estimuladas por 48 horas, com o0s Oleos essencias das Flores de Achyrocline satureoides e

Folhas de Ageratum conyzoides nas concentra¢des de 2,5; 25 e 100 ug/mL.

A IL 8 é produzida por uma ampla variedade de células, incluindo neutrofilos,
monocitos e macréfagos, fibroblastos e queratindcitos, em resposta a micro-
organismos, mitdbgenos e mediadores enddgenos tais como IL- 1 e TNF. A IL 8 tem
sido implicada como principal participante de muitas doengas; umas das maiores
funcbes da IL 8 é sua capacidade de induzir a migracdo direcional de células
incluindo neutrofilos, mondcitos e células T, tendo um papel chave no acumulo de
leucdcitos no local da inflamacéo (GREGHI, 2011, TRINDADE et al, 2011).
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FIGURA 22 Producéao de Interleucina IL 12 por células Adenocarcinoma de c6lon humano
(HT 29) estimuladas por 48 horas, com os 6leos essencias das Flores de Achyrocline satureoides e

Folhas de Ageratum conyzoides nas concentra¢cdes de 2,5; 25 e 100 ug/mL.

A IL-12 é uma citocina indutora da producéo de IFN-y, produzida por células
dendriticas e macréfagos (MURPHY et al., 2010). Esta citocina atua no controle do
parasitismo do tecido cardiaco, inflamacao e resisténcia do hospedeiro a infeccao
aguda, € essencial na resposta inata do parasitismo por T.cruzi, resposta essa
considerada importante para a ativagdo da resposta imune adaptativa e para a
resisténcia inicial do organismo as infecgfes (CHAMBELA, 2012).

Quanto a producdo de IL-10, ndo foram produzidos niveis detectaveis da
citocina nas condi¢des de cultivo empregadas, mesmo tendo sido realizados quatro
ensaios independentes em triplicata. Como a IL-10 atua na resposta imune como
uma citocina imunorreguladora que atua no feedback negativo (ARCHANA et al.,
2013), isto €, um resposta mais tardia, € possivel que nao tenha havido tempo habil
para a sua inducéo.

A IL-10 é uma citocina produzida por resposta Th2, que tem acéo inibitoria
sobre a resposta Thl, o que reforca sua participacdo na regulacdo da resposta
imune. Além de regular negativamente a secre¢ao de citocinas por células Thl, inibe
também as acdes ativadoras de TNF-a e IFN-y desativando a transcri¢cdo e traducéo

de genes de macrofagos. A IL-10 controla a resposta imune geral, a resposta
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inflamatoria e o dano tecidual (ABRAHAMSOHN, 2011; TRINDADE et al, 2011). E
possivel que outros mecanismos de inibicdo da resposta inflamatéria que néo
envolvam a IL-10 estejam participando na resposta das células de adenocarcinoma

aos oleos estudados.
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5.CONCLUSOES

Os Oleos essenciais das flores e frutos das espécies A. satureoides e A.
conyzoides apresentaram resultados promissores em relacdo so seu potencial
biotecnolégico pois foram observadas as atividades bioldgicas: antimicrobiana,
citotéxica e imunomoduladora, além disso foram identificadas sua composicéo

quimica.

v Considerando as atividades antimicrobianas, através da metodologia da CIM
0S microrganismos testados apresentaram maior sensibilidade, com maior
efeito sobre as duas linhagens de Staphylococcus aureus e da de Bacillus
cereus para a espécie A. satureoides e C. kruzei para a espeécie A.
conyzoides. Os resultados obtidos neste trabalho apontam a CIM como uma
técnica eficiente para avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
de Achyrocline satureoides e Ageratum conyzoides como também se
destacaram pela presenca de potente atividade antimicrobiana frente a todos
0S microrganismos testados e em concentragdes inibitérias minimas muito

baixas.

v' Em relacdo as atividades citotéxicas as espécies se comportaram como
atoxicas, o que contribui para a seguranca e qualidade destes Oleos para
futuros testes de fitoterapicos

v Em relacdo a avaliacdo da resposta imune induzida pelos 6leos, apesar de
nao terem sido encontradas diferencas estatisticamente significantes entre as
concentracdes e o controle, pode-se observar que ambos inibiram a producao
das citocinas IL-8 e IL-12. Este comportamento pode sugerir uma capacidade
de reducdo da resposta inflamatoria, ja que a IL-8 é uma citocina

quimiotaxica, que atua no recrutamento de neutrofilos e macrofagos.

v' A analise quimica para a espécie A. conyzoides sugere um novo quimiotipo
por ndo apresentar em sua constituicAo precocenos como Ccompostos

majoritarios e sim outros compostos o que confirma a questdo da influencia
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de outros fatores ambientais na constituicdo quimica, novos testes poderéo

ser feitos futuramente para elucidar a constituicdo quimica desta espécie.

Este € o primeiro trabalho na literatura sobre atividades biol6gicas in vitro para
a Familia Asteraceae na regido do semiarido baiano e contribui para
ampliacdo do conhecimento cientifico sobre as plantas medicinais brasileiras,

além de agregar valor a produtos da regido do semiarido.
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