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RESUMO

Conobea scoparioides (Cham. & Schltdl.) Benth. e Hyptis crenata Pohl s&o espécies
herbaceas aromaticas da regido amazonica. A primeira € conhecida popularmente
como “pataqueira” e pertence a familia Scrophulariaceae. Esta distribuida no Norte
do Brasil com ocorréncia em areas umidas, terras baixas de rios e riachos,
espalhada em manchas e solo arenoso. A segunda é conhecida vulgarmente como
“salva-do-marajo” e pertence a familia Lamiaceae. Sua distribuicdo se estende pelo
estuario do rio Amazonas e arquipélago do Marajo, nos estados do Para e Amapa.
Estas espécies, em mistura com outras plantas aromaticas, sao utilizadas em
banhos aromaticos durante as festividades de S&o Jodo. Foram coletadas trés
amostras de “pataqueira”. uma na localidade de Santa Quitéria, Municipio de Santa
Isabel (PA) e duas na area da Embrapa, no Municipio de Belém (PA). Foram
coletadas trés amostras de “salva-do-marajo”: nas localidades de Deus-me-ajude,
Rio Camara e Sao Pedro, no Municipio de Salvaterra (PA). As plantas foram
selecionadas pelo uso etnobotanico e presengca de compostos fendlicos em seus
6leos essenciais. Os constituintes dos 6leos essenciais foram analisados por CG e
CG-EM, sendo majoritarios na “pataqueira” o éter metilico do timol, timol e a-
felandreno e na “salva-do-marajé” o a-pineno, 1,8-cineol, B-pineno e limoneno. Oleos
essenciais e extratos metandlicos das plantas foram analisados quanto a sua
capacidade antioxidante usando-se o método de sequestro do radical DPPH. A
toxicidade de dleos e extratos também foi obtida usando-se bioensaios com larvas
de camaréo (Artemia salina). Os resultados deste trabalho indicam que “pataqueira”
e “salva-do-marajé” sdo espécies com grande potencial terapéutico, devido as
atividades antioxidante e citotdxica de seus 6leos e extratos, com aplicabilidade nos

mercados de alimentos, fitoterapicos e cosméticos.



ABSTRACT

Conobea scoparioides (Cham. & Schltdl.) Bent. and Hyptis crenata Pohl are
herbaceous and aromatic species from Amazon region. The first one is known as
“pataqueira” and belongs to Scrophulariaceae family. It is distributed in North Brazil
and occurs in humid areas, low lands of rivers and streams, widespread in spots and
sandy soil. The second one is known as “salva-do-maraj6” and belongs to Lamiaceae
family. It is distributed by the Amazon estuary and Marajé Archipelago in the Para
and Amapa states. These species, mixed with other aromatic plants, are used for
aromatic baths along the Saint John's festivities. Three “pataqueira” samples were
collected: one in de locality of Santa Quitéria, in the Municipality of Santa Isabel (PA)
and two in the area of Embrapa, in the Municipality of Belém (PA). Three “salva-do-
marajo” samples were collected in the localities of Deus-me-ajude, Rio Camara e
Sao Pedro, in the Municipality of Salvaterra (PA). The plants were selected by their
ethnobotanical uses and the presence of phenolic compounds in its essential oils.
The constituents of all essential oils were analysed by GC and GC-MS, being thymol
methyl ether, thymol and a-phellandrene the main compounds found in the
‘pataqueira” oil and a-pinene, 1,8-cineole, B-pinene e limonene the major
components identified in the “salva-do-marajé” oil. The essential oils and methanolic
extracts of the sample plants were analyzed for their antioxidant capacities using the
DPPH radical scavenging. The essential oils e methanolic extracts toxicities were
also determined using brine shrimp (Artemia salina) bioassays. This work results
indicated that “pataqueira” and “salva-do-marajé” are species with a high therapeutic
potencial due the antioxidant and citotoxic activities of their essential oils and
methanolic extracts, with aplicabilities in the market of food, phytomedicines, and

cosmetics.



ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Cs-1 Amostra de Conobea scoparioides, coletada na localidade de
Santa Quitéria

Cs-2, Cs-3 Amostras de Conobea scoparioides, coletadas na area da
Embrapa

Hc-1, He-2, He-3  Amostras de Hyptis crenata coletadas nas localidades: Deus-

me-ajude, Rio Camara e S&o Pedro

OCs-1f Amostra de 6leo essencial de C. scoparioides fresca
OCs-1s Amostra de 6leo essencial de C. scoparioides seca
OCs-2s Amostra de 6leo essencial de C. scoparioides seca
OCs-3f Amostra de 6leo essencial de C. scoparioides fresca
OCs-3s Amostra de 6leo essencial de C. scoparioides seca
OHc-1f Amostra de 6leo essencial de H. crenata fresca
OHc-1s Amostra de 6leo essencial de H. crenata seca
OHc-2s Amostra de 6leo essencial de H. crenata seca
OHc-3s Amostra de 6leo essencial de H. crenata seca
ECs-1 Amostra de extrato metandlico de C. scoparioides
ECs-3 Amostra de extrato metandlico de C. scoparioides
EHc-1 Amostra de extrato metandlico de H. crenata
EHc-2 Amostra de extrato metandlico de H. crenata
EHc-3 Amostra de extrato metandlico de H. crenata

BHA Butil-hidroxianisol

BHT Butil-hidroxitolueno

PG Galato de propila

TBHQ Ter-butilidroquinona

NDGA Acido nordidroguaiarético

DPPH- Radical 1,1-difenil-2-picrilidrazila

He Radical hidrogénio

0, Oxigénio singlete

Oy Radical superéxido

OH- Radical hidroxila

NO Oxido nitrico

ONOO Peroxinitrito
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1. INTRODUCAO

IniUmeras sao as espécies vegetais conhecidas na Amazbnia, que
apresentam acentuado aroma, com usos em “sachets”, defumacdes, banhos
aromaticos, vinculadas ou nao a rituais religiosos, cujos estudos encontram-se
incompletos ou desconhecidos. A distribuicdo, o registro e o uso destas plantas
estdo incluidos em bibliografia literaria, com citagcbes em ordem cronoldgica que véao
da época colonial até as mais recentes, sendo raras vezes de aspecto técnico ou
cientifico (MAIA e ZOGHBI, 1998).

O conhecimento da composicdo quimica dos Oleos essenciais e aromas de
espécies da flora odorifera amazbnica se faz necessario a fim de avaliar o valor
comercial de seus constituintes volateis, ou do “bouquet’ oferecido por estas
misturas, as industrias de perfumes, cosméticos, medicamentos e de alimentos. As
plantas aromaticas frescas, secas e 0s seus extratos tém uma longa tradicdo de
aplicagdo no campo alimentar, sendo responsaveis pelo “toque” de muitos pratos
tradicionais. A parte o sabor e o aroma Unicos que conferem, muitas plantas
possuem propriedades antioxidantes, antissépticas ou antimicrobianas (LIEWEN,
1992). Estudos anteriores de plantas aromaticas relataram a presenca de compostos
fendlicos e outros nos 6leos essenciais das folhas e ramos finos, em exemplares
coletados no Estado do Para (MORAIS et al., 1972; MAIA et al., 2000a, 2000b;
MAIA, ZOGHBI e ANDRADE, 2001; ZOGHBI et al., 2002). Nada mais se conhece
com participagdo efetiva na pauta de comércio e de exportacdo da regido
amazoénica, em relagcdo ao aproveitamento da flora odorifera, com excec¢édo do dleo
essencial de pau-rosa (Aniba rosaeodora, Lauraceae), dos Oleos-resinas de copaiba
(Copaifera ssp, Caesalpiniaceae) e de sementes de cumaru (Dipteryx odorata,
Fabaceae). O inventario da flora odorifera da Amazonia, que vem sendo realizado
desde 1980 pelo grupo de Plantas Aromaticas, propicia uma alternativa para o
desenvolvimento sustentado da regido, antes que muitas destas espécies existentes
atinjam pressao ambiental indesejavel e risco de extingao (MAIA e ZOGHBI, 1998).

Nos ultimos anos, a preocupagao constante de proporcionar aos
consumidores produtos de alta qualidade levou a adogao de medidas que permitem
limitar o fendmeno de oxidagao durante as fases de processamento e armazenagem
dos produtos (escolha de processos que limitem as operagdes de arejamento e o

tratamento térmico; utilizacado de matérias-primas refinadas, com baixos teores de
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agua e isentas de pré-oxidantes; armazenamento a baixas temperaturas e em
atmosfera inerte; adicdo de compostos antioxidantes; utilizagdo de embalagens
estanques e opacas a radiagao ultravioleta, etc.). Deste conjunto de a¢des, a adigéo
de compostos antioxidantes €, sem duvida, uma pratica corrente, razdo que justifica
o atual interesse pela pesquisa de novos compostos com capacidade antioxidante.
O baixo custo de obtencao, facilidade de emprego, eficacia, termo-resisténcia,
"neutralidade" organoléptica e auséncia reconhecida de toxicidade s&o premissas
para a sua selecdo e utilizagdo a nivel industrial (CASTERA-ROSSIGNOL e
BOSQUE, 1994).

Muitos antioxidantes sintéticos como o BHA, BHT, PG e TBHQ, apresentam
efetividade na reducdo da oxidacao lipidica em nivel de 200 ppm. Antioxidantes
naturais extraidos de plantas podem ser usados como alternativas aos antioxidantes
sintéticos, devido a seu efeito equivalente ou maior na inibicdo da oxidacao lipidica
(NAMIKI, 1990). Madsen e Bertelsen (1995), indicam algumas especiarias, como
alecrim, salvia e orégano, apresentando atividade antioxidante efetiva.

Segundo Shahidi, Janitha e Wanasundara (1992), o efeito antioxidante de
plantas aromaticas € devido a presenca de compostos fendlicos. A presenca destes
em plantas tem sido muito estudada por apresentarem atividade farmacoldgica, por
inibirem a oxidagado lipidica e a proliferacdo de fungos patogénicos (NAGEM,
ALBUQUERQUE e MIRANDA, 1992; GAMACHE, RYAN e ACWORTH, 1993;
IVANOVA et al.,, 1997; FERNANDEZ, SAENZ e GARCIA, 1998; HOLLMAN e
KATAN, 1998). Sdo também responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma em varios
alimentos (PELEG, BODINE e NOBLE, 1998).
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2. OBJETIVOS

» ldentificar os constituintes volateis dos 6leos essenciais de C. scoparioides e
H. crenata por cromatografia gasosa e cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas;

» Avaliar a capacidade e eficacia antioxidante dos 6leos essenciais e extratos
metandlicos das plantas, utilizando os métodos de descoloracdo do S3-
caroteno em placas de cromatografia em camada delgada e de sequestro do
radical DPPH;

» Avaliar as propriedades toxicolégicas dos O6leos essenciais e extratos

metandlicos das plantas frente as larvas do microcrustaceo Artemia salina.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. CONOBEA SCOPARIOIDES

Conobea scoparioides (Cham. & Schitdl.) Benth. (Figura 1), conhecida
popularmente como pataqueira ou vassourinha-do-brejo € uma erva perene, de até
1,0 m de altura, muito aromatica, com folhas sésseis, opostas, lanceoladas,
serradas, com talo verde, quadrangular, com flores brancas, azuis ou roseas,
pertence a familia Scrophulariaceae, tendo sinonimia com Sphaerotheca
scoparioides Cham. & Schltdl. Encontra-se distribuida no Norte do Brasil e ocorre em
areas semi-inundadas, terras baixas de rios e riachos, solo arenoso, espalhada em
manchas. E utilizada para banhos aromaticos em mistura com outras plantas
aromaticas da Amazonia e no tratamento de “beri-beri” (CAMINHOA, 1877; CRUZ,
1979; RODRIGUES, 1989). O extrato alcodlico de C. scoparioides e a substancia
curcubitacina E, de origem esteroidal, isolada desta planta, sdo descritos na
literatura como inibidores da adesao de células (MUSZA et al., 1994). A composigao
quimica dos 6leos essenciais de espécimens de C. scoparioides estd mostrada na
Tabela 1 (MAIA et al., 2000b).

Figura 1. Conobea scoparioides
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Tabela 1. Composicao quimica dos 6leos essenciais de C. scoparioides (MAIA et al.,

2000b).

Constituintes A B C
a-tujeno - - 0,1
a-pineno - 1,1 0,8
1-octen-3-ol - - 0,1
3-octanona 1,7 1,1 0,4
3-octanol 0,1 - -
n-decano - 0,7 -
a-felandreno 51 9,6 0,2
p-cimeno 0,9 7,3 26,7
limoneno 0,4 1,4 5,7
Pfelandreno - - 1,8
(Z)-p-ocimeno - - 0,1
(E)-p-ocimeno 0,4 - 0,2
»terpineno - 0,9 -
p-cimeneno 0,1 - 0,1
linalol 0,4 - 0,2
n-undecano - 0,9 -
p-cimen-8-ol 0,2 - 0,6
n-dodecano - 1,1 -
p-cimen-9-ol 0,7 - 1,2
timol, éter metilico 36,0 42,4 -
safrol - 4,3 -
timol 52,0 17,9 57,5
n-tridecano - 0,5 -
eugenol 0,7 - 0,2
timol, acetato - - 0,7
S-cariofileno - - 0,4
geranil acetona - - 0,1
viridifloreno - 2,4 -
a-selineno - 0,8 -
n-pentadecano - 1,6 -
(E,E)-a-farneseno - 24 -
(E)-nerolidol 0,1 - 0,2
cariofileno oxido - - 0,1

A, B e C: espécimens de C. scoparioides coletados nos estados do Amapa, Para e Maranhao,
respectivamente.
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3.2. HYPTIS CRENATA

Hyptis crenata (Pohl) ex Benth. (Figura 2), € uma planta pertencente a familia
Lamiaceae e € conhecida vulgarmente como salva-do-marajé, salva, salsa-do-
marajo, hortela-do-campo, etc. E uma erva ereta com haste suculenta e pilosa,
folhas oposto-decussadas, coridceas, sésseis, elipticas, ovadas ou eliptico-oblongas
com 2,0-4,0 cm de comprimento e 1,2-2,0 cm de largura, apice agudo ou
arredondado, base arredondada ou cordiforme, margem serreada, possui
inflorescéncias axilares, capituliformes, multifloras com bracteas lanceoladas e
acuminadas, tem flores com célice tubuloso e apresenta nuculas oblongo-ovéides
com cerca de 1,0 cm de comprimento. Encontra-se distribuida em estuario do rio
Amazonas, arquipélago do Marajd, estados do Para e Amapa. O uso do cha das
folhas serve como sudorifico, ténico, estimulante, para tratar inflamagdes dos olhos e
garganta, constipacao e artrite (BERG, 1993). Nao ha relatos sobre a investigagcao
quimica dos metabdlitos secundarios de H. crenata. Zoghbi et al., (2002) estudaram
a composicao quimica dos 6leos essenciais de espacimens desta planta, que esta

inclusa na Tabela 2.

Figura 2. Hyptis crenata
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Tabela 2. Composi¢cao quimica dos 6leos essenciais de H. crenata (ZOGHBI et al.,

2002).

Constituintes A B C D
a-pineno 6.1 3,5 51,1 14,5
canfeno 0,1 1,0 2,8 3,5
propanoato de pentila 0,1 - - -
sabineno 0,8 - - -
Spineno 0,7 1,2 10,3 7.9
mirceno 1,5 0,9 04 2,0
decano - 04 - -
isobutil 3-metilbutanoato 0,2 - - -
o-felandreno - 0,2 0,1 0,7
3-metilbutil butanoato 0,5 - - -
3-metilbutil 2-metilpropanoato 6,4 - - -
p-cimeno limoneno - - 15,0 -
a-terpineno - 0,4 0,2 0,8
limoneno - 1,0 - -
1,8-cineol - 23,9 16,5 36,7
(Z)-p-ocimeno 0,2 - - -
(E)-p-ocimeno 4,7 - - -
"Y-terpineno 0,1 1,3 0,3 1,5
cis-sabineno hidrato - 0,2 - -
octanol - 0,2 - -
terpinoleno 37,8 0,7 0,2 1,5
linalol - 1,0 - 1,0
isopentil 2-metilbutanoato 1,1 - - -
isopentil isovalerato 2,2 - - -
1,3,8- p-mentatrieno 0,3 - - -
endo-fenchol - - - 0,9
trans-2-pinanol - - - 0,4
trans-pinocarveol - - - 0,2
canfora - 3,0 - 0,3
cis-verbenol 0,2 - - -
canfeno hidrato - 0,6 0,1 0,7
pinocarvona - - - 0,1
borneol - 21,8 0,4 3,0
pinocanfeol 0,4 - - -
4-terpineol - 1,2 0,1 1,1
nafitaleno - - - 0,1
p-cimen-8-ol 1,0 - - -
a-terpineol - 29 1,0 5,2
butil hexanoato 0,3 - - -
mirtenol - 0,2 - 0,2
dodecano - 0,4 - -
decanal 0,1 - - -
cis-3-hexenil 2-metilbutanoato 0,1 - - -
bornil acetato - 0,4 - 0,1
safrol 0,1 - - -
tridecano - 0,4 - -
a-cubebeno - - 0,2 -
a-longipineno - 0,7 - 20
a-ilangeno - 0,5 - 0,4
a-copaeno 0,1 - - 0,1
hexil hexanoato 0,2 - - -
S-elemeno 0,2 - - -
cipereno - - - 0,3
tetradecano - 0,1 - -

a-gurjuneno - 0,4 - -
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Tabela 2. Composi¢cao quimica dos 6leos essenciais de H. crenata (ZOGHBI et al.,
2002). Continuacgao.

Constituintes A B C D
S-cariofileno 9,9 18,8 0,5 3,0
f-gurjuneno - 0,1 - -
aromadendreno 0,2 4,5 0,1 0,6
a-himachaleno - 0,3 0,2 1,6
a-humuleno 0,7 1,0 - 0,1
allo-aromadendreno 0,4 0,6 - 0,1
S-chamigreno - - 0,2 2,3
“Y-muroleno 0,1 - - -
germacreno D 0,8 0,5 - -
Sselineno 0,2 0,2 - 0,1
valenceno - 1,4 - -
a-selineno - - - 0,3
biciclogermacreno 3,8 - - -
Shimachaleno - - 0,2 1,3
germacreno A 0,2 - - -
(E,E)-a-farneseno 0,7 - - -
S-dehidro-ar-himachaleno - - - 0,4
“Y-cadineno 0,6 0,2 - -
o-cadineno 1,2 0,2 - 0,1
"Y-dehidro-ar-himachaleno - - - 0,1
a-calacoreno - - - 0,4
espatulenol 2,3 0,2 - 0,2
cariofileno oxido 4.1 1,3 - 0,6
humuleno epodxido Il 0,5 - - -
Shimachaleno 6xido - - - 0,4
1-epi-cubenol 0,6 - - 0,5
epi-a-murolol 1,2 - - -
a-murolol 0,2 - - -
himachalol - - - 1,3
a-cadinol 0,7 - - -
14-hidroxi-9-epi-f-cariofileno 0,1 - - -

A e B: espécimens de H. crenata coletados nas municipalidades de Porto Nacional e de S&o Sebastido
da Boa Vista, estado do Tocantins em janeiro de 1998 e outubro de 1991 e C e D: coletados em

Melgaco, estado do Para em marco de 1999 e fevereiro de 1997, respectivamente.
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3.3. EXTRATOS

Os extratos sdo produtos obtidos por percolacdo a frio ou a quente de
produtos de origem animal ou vegetal, pelo uso de solventes orgénicos que,
posteriormente sdo eliminados por destilacdo. Os extratos contém os principios

ativos, volateis e fixos, correspondentes ao produto natural (BRASIL, 1999).

3.4. OLEOS ESSENCIAIS

O termo o6leo essencial é designado de liquidos oleosos volateis de origem
vegetal, dotado de forte aroma, em sua maioria agradavel, obtido através de
processo fisico de destilagdo por arraste com vapor de agua, destilagdo a pressao
reduzida ou outros métodos adequados, sendo a hidrodestilagdo o método mais
utilizado. Os 6leos essenciais podem se apresentar isoladamente ou misturados
entre si. Sdo substancias ou misturas de substancias com propriedades odoriferas
capazes de conferir ou intensificar o aroma ou sabor dos alimentos (MAIA, 1982;
BRASIL, 1999).

Do ponto de vista quimico um 6leo essencial € uma mistura heterogénea e
complexa, com cerca de 50 a 300 componentes volateis distribuidos principalmente
entre terpendides (mono e sesquiterpenos), ligndides (alil e propenil derivados),
hidrocarbonetos, fendis, ésteres, éteres, aldeidos, cetonas, alcoois e acidos. Podem
estar presentes em diferentes 6rgaos da planta, difundidos pelas partes aéreas, nas
folhas, nos talos, nas flores, nas raizes, nas cascas, no caule, no lenho, nas
sementes e nos tubérculos. Devido 0 seu aroma e suas caracteristicas
condimentares, os 6leos essenciais tém sido aplicados em industria de alimentos,
em compostos farmacéuticos, em perfumes e em cosméticos. Os 6leos essenciais
tém se tornado mais populares, em composig¢des de diversos sabores, cujo uso € de

mais facil manejo, se comparado ao proprio material da planta (MAIA, 1982).
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3.5. DESTILAGAO DE OLEOS ESSENCIAIS

A destilagdo é um processo de separacdo de misturas liquidas, baseado na
diferenca de composicbes dos constituintes nas fases, liquida e de vapor, em
equilibrio, devido a diferengca de volatilidade entre os componentes do liquido. A
volatilidade com vapor d’agua e a sua existéncia em estruturas anatébmicas bem
definidas sao as principais caracteristicas dos 6leos essenciais, quando comparado
com o odor (MAIA, 1982).

Existem diferentes tipos de destilagdo que ocorrem de acordo com o grau de
contato da matriz e a fonte de calor: destilagdes a vapor seco e umido, hidrodifusdo
e hidrodestilacédo, sendo esta ultima a mais utilizada (MILCHARD, 1992).

A obtencido de dleos essenciais por hidrodestilacdo pode ser efetuada por
dois métodos. Na destilagdo, usando aparelhos de vidro do tipo Clevenger, o
material vegetal € imerso em agua dentro de um baldo, sob aquecimento até
ebulicdo provocando a formagao de vapor que arrasta os compostos mais volateis.
Esta técnica é chamada de hidrodestilagdo. Apés condensacgao, estes compostos
separam-se da agua por decantagao. Na destilagdo por arraste a vapor d’agua, este
atravessa a matriz arrastando os componentes volateis, sendo a separagao
semelhante a da hidrodestilagdo. Na destilagdo o material esta sujeito a
temperaturas acima de 100°C, o que podera levar a transformacdo quimica dos
constituintes termoldbeis do 6leo, provocando indesejaveis alteracbes na
composigao da mistura. Quando o aquecimento é prolongado, o contato com a agua
podera conduzir a hidrélise de ésteres, polimerizacdo de aldeidos ou modificagcao
estrutural de outros compostos (MILCHARD, 1992).

3.6. CROMATOGRAFIA GASOSA

O cromatografo de gas é um instrumento analitico que fornece um método
simples, rapido, sensivel e acurado para separacgao, identificagcao e determinacao de
compostos volateis. Um gas de arraste, inerte, de alta pureza, € enviado via um
controlador de fluxo ao injetor. A amostra seja solida, liquida ou em solugao, é
vaporizada no injetor aquecido e empurrada para a coluna sem qualquer
modificagdo no fluxo do gas de arraste. O processo de separagdo ocorre sob

condigdes controladas da temperatura, frequentemente isotérmica ou em programa



27

linear de temperatura onde o efluente da coluna alcanga um detector termostatizado.
O sinal enviado pelo detector é convertido a uma voltagem analégica através de um
amplificador e é registrado como uma fungdo do tempo por um registrador
potenciométrico (MAIA, 1982).

3.7. RADICAIS LIVRES

O termo radical livre refere-se a atomo e molécula, que contém numero impar
de elétrons em sua Uultima camada eletrbnica (elétrons nao-emparelhados)
(HALLIWELL, 1994). Essa configuracdo faz desses radicais moléculas altamente
instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito reativas. A presenca dos
radicais €& critica para a manutengdo de muitas fungdes fisioldgicas normais
(POMPELLA, 1997). Entre as principais formas reativas de oxigénio: 'O, (oxigénio
singlete), Oz (radical superdxido), OHe (radical hidroxila), NO (6xido nitrico), ONOO"
(peroxinitrito) e Q< (radical semiquinona), o O,* apresenta uma baixa capacidade de
oxidacdo, o OH+ mostra uma pequena capacidade de difusdo e € o mais reativo na
indugao de lesdes nas moléculas celulares. O H,O, (perdoxido de oxigénio) nao é
considerado um radical livre verdadeiro, mas € capaz de atravessar a membrana
nuclear e induzir danos na molécula de DNA por meio de reagdes enzimaticas. Os
radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana
e o seu alvo celular: proteinas, lipideos, carboidratos e DNA esta relacionado com o
seu sitio de formacao (ANDERSON, 1996; YU e ANDERSON, 1997).

3.8. AGENTES ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo compostos que, presentes em baixas concentragdes
quando comparada a do substrato oxidavel, podem retardar ou inibir
significativamente a oxidagdo de lipideos ou outras moléculas de maneira eficaz,
evitando o inicio ou propagacado das reagdes em cadeia (SIES e STAHL, 1995).
Eles sao indispensaveis para a protecao de certos 6leos essenciais, especialmente
0s que contém terpenos, assim como de outras substancias aromaticas (BRASIL,
1999).
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A utilizacdo de constituintes antioxidantes disponiveis na dieta ou mesmo os
sintéticos, € um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres que podem ser
empregados nas industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e na medicina, sendo
que muitas vezes os proprios medicamentos aumentam a geracdo intracelular
desses radicais (DOROSHOW,1983; HALLIWELL et al., 1995; WEIJL, CLETON e
OSANTO, 1997).

Segundo Nawar (1996), existe uma grande quantidade de compostos, tanto
naturais quanto sintéticos, com propriedades antioxidantes, que para seu uso em
alimentos devem cumprir certos requerimentos, sendo um deles a seguranga para a
saude. Estes antioxidantes sdo comumente utilizados em varios alimentos,
especialmente nos que contém O6leos e gorduras. Os tocoferdis naturais, o a-
tocoferol sintético e outros antioxidantes fendlicos (BHA, BHT, PG, TBHQ), séo
antioxidantes efetivos na iniciagdo da oxidagao (PAPAS, 1993).

Os estudos sobre os antioxidantes tém ressaltado, principalmente, o uso de
nutrientes isolados no tratamento e prevencdo de doencas. Entretanto, nos
alimentos sdo encontrados uma grande variedade de substancias que podem atuar
em sinergismo na protecao das células e tecidos (JACOB, 1995; NIKI et al., 1995).

O efeito cooperativo entre as vitaminas C e E ¢é freqientemente mencionado
na literatura, mostrando que a interagdo dessas vitaminas € efetiva na inibicdo da

peroxidagao dos lipideos da membrana e na protecédo do DNA (GEY, 1998).

3.8.1. Mecanismos de defesa antioxidantes

A produgdo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos
levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar
os niveis intracelulares e impedir a indugcao de danos. Esses agentes que protegem
as células contra os efeitos dos radicais livres podem ser classificados em
antioxidantes enzimaticos (superdéxido dismutase, catalase, NADPH-quinona
oxidoredutase, glutationa peroxidase e enzimas de reparo) ou nao-enzimaticos (a-
tocoferol (vitamina E), [B-caroteno, acido ascoérbico (vitamina C), flavondides,
proteinas do plasma, selénio, glutationa, clorofilina, L-cisteina e curcumina) (SIES,
1993).

O sistema de defesa antioxidante do organismo compreende uma variedade

de substancias que atuam em diferentes niveis: o sistema primario constitui-se em
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uma primeira linha de defesa formada por substancias que impedem a geracao de
especies reativas ou através da retirada destas de maneira a impedir sua interagao
com alvos celulares, bloqueando a etapa de iniciacdo da cadeia radicalar. Nesse
grupo encontram-se: enzimas antioxidantes; quelantes e proteinas como a
transferrina e a ceruloplasmina que transportam, respectivamente, ferro e cobre,
impedindo que esses metais sejam liberados e catalizem a formacgao de espécies
oxidantes; substancias ndo-enzimaticas como o ascorbato, albumina e carotendides
que sequestram radicais superoxido e hidroxila, ou suprimem oxigénio singlete. O
sistema de defesa secundario é formado por compostos que bloqueiam a etapa de
propagacao da cadeia radicalar, sequestrando radicais intermediarios como: peroxil
ou alcoxil. Esses antioxidantes geralmente sdo compostos fendlicos ou aminas
aromaticas, entre eles estdo o a-tocoferol, flavondides e varios antioxidantes
sintéticos (ABDALA, 1993). Os produtos mais frequentemente medidos séao,
hidroperéxidos e dienos conjugados, para a oxidagao primaria, e substancias
volateis para a secundaria (MOURE et al., 2001).

A importancia concernente ao desempenho dos antioxidantes in vivo depende
dos fatores: tipos de radicais livres formados; onde e como sdo gerados esses
radicais; analise e métodos para a identificacdo dos danos, e doses ideais para obter
protecdo. Assim, € perfeitamente possivel que um antioxidante atue como protetor
em determinado sistema, mas que falhe na protecdo, ou mesmo que aumente as

lesdes induzidas em outros sistemas, ou tecidos (HALLIWELL et al., 1995).

3.8.2. Antioxidantes sintéticos

A aplicacao de antioxidantes sintéticos como inibidores da oxidacao lipidica é
bem conhecida nas industrias de 6leos e de derivados lipidicos. Os principais
antioxidantes sintéticos utilizados habitualmente nos alimentos sdo os fenodis com
varias substituicdes no anel: Butil-hidroxianisol (BHA), Butil-hidroxitolueno (BHT),
Ter-butilidroquinona (TBHQ), Acido nordidroguaiarético (NDGA) e Galato de propila
(PG), sao bastante efetivos. A eficiéncia de um composto antioxidante se relaciona
com varios fatores, como suas energia de ativagdo, constantes de velocidade e
solubilidade e o seu potencial de 6xido-reducéo. Esses compostos tém a capacidade
de doar elétrons ou atomos de hidrogénio e, além disso, seus radicais intermediarios

sdo relativamente estaveis devido a deslocacdo por ressonancia e a falta de
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posicdes moleculares apropriadas para serem atacados pelo oxigénio molecular.
Dois tipos de sinergismo sao conhecidos: um que implica a agéo de aceptores de
radicais livres misturados e um outro que combina a acdo de um aceptor de radical
livre e um quelante de metais. Esse fenbmeno de sinergismo se produz, quando
uma mistura de compostos antioxidantes tem uma atividade mais elevada do que a
atividade dos antioxidantes separadamente (NAWAR, 1996).

Estudos revelam que os antioxidantes BHA e BHT poderiam apresentar certa
toxicidade e eficiéncia mais baixa que alguns antioxidantes naturais, junto com uma
maior consciéncia dos consumidores com atengdo na seguranca dos aditivos nos
alimentos, surge um grande interesse no estudo dos aditivos naturais com
capacidade antioxidante (WANASUNDARA e SHAHIDI, 1998).

3.8.3. Antioxidantes naturais

Estudos tém demonstrado que o consumo de substancias antioxidantes na
dieta diaria pode produzir uma agao protetora efetiva contra os processos oxidativos
que naturalmente ocorrem no organismo. Os antioxidantes presentes nos vegetais
neutralizam a acao dos radicais livres e o consumo destes pode fortalecer o sistema
imunoldgico, reduzindo o risco de uma série de doengas como cancer,
aterosclerose, diabetes, artrite, malaria, AIDS, doengas do coragao, as quais podem
estar ligadas aos danos causados por formas de oxigénio extremamente reativas
denominadas de “substancias reativas oxigenadas”, que também estao ligadas com
processos responsaveis pelo envelhecimento do corpo (SIES, 1993; MORRISSEY,
SHEEHY e GAYNOR 1994; BRENNA e PAGLIARINI, 2001). Os antioxidantes
naturais tém sido isolados de diferentes partes de plantas tais como sementes,
frutas, folhas e raizes. Bem como, muitos trabalhos tém sido realizados na
determinacdo da sua capacidade antioxidante (CHEVOLLEAU et al.,, 1992;
NAKATANI, 1992; MANCINI-FILHO, et al., 1998; MIRANDA, SATO e MANCINI-
FILHO, 2001).

Nos alimentos, os antioxidantes naturais podem se originar de um ou mais
compostos do préprio alimento por via enddgena, de substancias formadas de
reacdes durante o processamento ou como aditivos isolados de fontes naturais
(PRATT, 1992).
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A vitamina E, que é um componente dos Oleos vegetais encontrada na
natureza em quatro formas diferentes a, B, 6 e &-tocoferol, sendo o a-tocoferol a
forma antioxidante amplamente distribuida nos tecidos e no plasma, tem a
capacidade de impedir a propagacdo das reagdes em cadeia induzidas pelos
radicais livres nas membranas biologicas. Os danos oxidativos podem ser inibidos
pela acdo antioxidante dessa vitamina, juntamente com a glutationa, a vitamina C e
os carotendides, constituindo um dos principais mecanismos da defesa endogena do
organismo (RILEY, 1994). Por outro lado, extratos crus de frutas, ervas, vegetais,
cereais e outros materiais ricos em fendlicos sdo de interesse na industria de
alimentos, pois estes retardam a degradacédo oxidativa de lipideos, melhorando
deste modo a qualidade e o valor nutricional dos alimentos. Por conseguinte, existe
um interesse crescente no isolamento, identificacao e na utilizacdo dos antioxidantes
naturais, os quais podem agir como sequestradores de radicais livres, interrompendo
a reagcao em cadeia provocada por estes, além de funcionar como agentes
redutores, quelantes ou sequestrantes do oxigénio singlete e como desativadores de
metais pré-oxidantes (PRATT, 1992; RICE-EVANS et al.,1995; KAHKONEN et al.,
1999).

Os compostos fendlicos mais estudados sao: o acido caféico, o acido galico e
0 acido elagico. Esses compostos de consideravel importéncia na dieta podem inibir
0 processo de peroxidacéao lipidica em certos sistemas, mas isso néo significa que
eles possam proteger as células e os tecidos de todos os tipos de danos oxidativos.
Esses compostos podem apresentar atividade pro-oxidante em determinadas
condicoes (HARTMAN e SHANKEL, 1990; HALLIWELL et al.,, 1995; DECKER,
1997).

Muitos autores relataram que os extratos de varias sementes oleaginosas
possuem propriedade antioxidante, a qual, em alguns casos exercem melhor efeito
antioxidante que o observado pelos antioxidantes sintéticos nas mesmas
concentracbes (AMAROWICZ et al., 1993; OOMAH, KENASCHU e MAZZA, 1995).
Para Wanasundara, Shahidi e Shukla (1997), muitos sdo os componentes
naturalmente presentes nos alimentos que apresentam atividade antioxidante,
incluem flavonoides, precursores de lignanos, acidos fendlicos, terpenos, tocoferais,

fosfolipideos, etc.
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3.9. OXIDACAO LIPIDICA

As propriedades antioxidantes de muitas ervas e condimentos naturais foram
descritas como sendo efetivas na reducao do processo de peroxidacao de lipideos,
em Oleos e alimentos gordurosos, e tém sido o alvo de muitas pesquisas. A oxidagao
lipidica € uma das principais reacdes deteriorativas que ocorrem durante o
processamento, distribuigdo, armazenamento e preparo final dos alimentos. E
responsavel pelo desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis nos
alimentos, tornando-os impréprios para o consumo. Além disso, provoca outras
alteragdes que irdo afetar a qualidade nutricional, a integridade e a seguranca dos
alimentos, através da formagado de compostos potencialmente téxicos (FRANKEL,
1980; NAWAR, 1985; ARUOMA, 1993; KUBOW, 1993). A oxidacédo lipidica € um
fendbmeno espontaneo e inevitavel, com uma implicacdo direta no valor comercial
quer dos corpos graxos, quer de todos os produtos que a partir deles sao
formulados: alimentos, cosmeéticos, medicamentos (SILVA, BORGES e FERREIRA,
1999).

Os lipideos desempenham um importante papel no que diz respeito a
qualidade de certos produtos alimentares, particularmente em relacdo as
propriedades organolépticas que os tornam desejaveis (sabor, cheiro, cor, textura).
Ao mesmo tempo, conferem valor nutritivo aos alimentos, constituindo uma fonte de
energia metabdlica, de &cidos graxos essenciais (acidos linoléico, linolénico e
araquidoénico) e de vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) (FRANKEL, 1996a; ST.
ANGELO, 1996).
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3.10. AVALIACAO DA CAPACIDADE DE SEQUESTRO DE RADICAIS LIVRES
DPPH “GERADOS” IN VITRO

Ha trabalhos que propéem um tipo de teste que nao recorre a oxidacao de
substratos lipidicos, mas a reduc¢ao de radicais livres estaveis gerados in vitro, como
resultado da atividade de sequestro de compostos antioxidantes. Sequestradores
sdo compostos que impedem a agado catalitica de certos ions metalicos, protegendo
assim o aromatizante do processo de oxidagado (BRASIL, 1999). A atividade
antioxidante pode ser avaliada in vitro com éxito pelo teste do DPPH, um radical livre
estavel a temperatura ambiente, com coloragcédo violeta caracteristica em solugao
alcodlica. O método de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) tem por base a
reducao do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH-) (Figura 3), que apresenta um
maximo de absorcdo em 517 nm. Ao fixar um He, abstraido do antioxidante em
estudo, havera diminuigao do valor da absorbancia, permitindo calcular a quantidade
de antioxidante gasto para reduzir 50% do DPPHe, apds o estabelecimento do
equilibrio da reacédo. Trata-se de um teste rapido, que n&o envolve condicbes
drasticas de temperatura e oxigenagcdo. A atividade antioxidante varia de acordo
com o tipo de composto e sua concentragao (MAILLARD, BERSET, 1995).

SYSINOYE

N . + RH —» NH + R
O,N NO> O,N NO,
NO, NO,
DPPH - forma radicalar DPPH - forma reduzida

Figura 3. Esquema do sequestro do radical DPPH por um antioxidante
(YAMAGUCHI et al., 1998).
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3.11. [ESPECIARIAS E PLANTAS AROMATICAS COM CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE

Por definicdo, condimentos e especiarias sdo produtos aromaticos de origem
vegetal empregados principalmente para conferir sabor aos alimentos. Segundo
Shelef (1983), além dessa utilidade, os condimentos possuem também propriedades
antimicrobianas, antioxidantes e medicinais. Em varios estudos, tem sido
evidenciado que os principios ativos dos condimentos localizam-se na fragéo de 6leo
essencial (PARRY, 1962; FARAG, DAW e ABO-RAYA, 1989; KOKETSU e
GONCALVES, 1991; MAHMOUD, 1994; FURLAN, 1998).

Desde antigamente, especiarias e ervas tém sido usadas ndo somente para
melhorar o sabor e odor em alimentos e estender o tempo de prateleira, mas
também pelas suas propriedades antisépticas e medicinais. O efeito de preservagao
das especiarias e ervas sugere a presenga de constituintes antioxidantes e
antimicrobianos (NAKATANI, 1997), sendo que, segundo Shahidi, Janitha e
Wanasundara (1992) e Madsen e Bertelsen (1995), a atividade antioxidante das
especiarias e plantas aromaticas € devido, principalmente, aos compostos fendlicos.

As propriedades antioxidantes de plantas aromaticas, ervas e especiarias séo
indicadas como efetivas para retardar o processo de peroxidacao lipidica em éleos e
alimentos gordurosos e tém conquistado o interesse de muitos grupos de pesquisa
(BRRACO, LOLIGER e VIRET, 1981; KRAMER, 1985; LAGOURI et al., 1993;
MILOS et al., 2000). Tsimidou e Boskou (1994) concluiram que entre as ervas e
condimentos extensivamente estudados, as plantas pertencentes a familia
Lamiaceae possuem significante atividade antioxidante. Os autores Lagouri e
Boskou (1996) e Milos et al., (2000) trabalharam com a especiaria orégano
(Origanum vulgare L.) para detectar a presenca de antioxidantes e a sua atividade.
Ja, com o alecrim (Rosmarinus officinalis L.), Frankel et al., (1996b) estudaram a sua
propriedade antioxidante e Offord et al. (1997) determinaram a atividade antioxidante
em sistemas lipidicos e néo lipidicos. Lagouri et al. (1993) estudaram a atividade
antioxidante de muitos 6leos essenciais e descobriram que o 6leo essencial do
orégano, rico em timol e carvacrol, tem importante efeito antioxidante no processo de
oxidagao do toucinho. Em estudos mais recentes, Yanishlieva e Marinova (1995) e
Yanishlieva et al. (1999) examinaram a atividade antioxidante de extratos hexanicos

do orégano que cresce na Bulgaria, bem como os mecanismos de acéo do timol e
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carvacrol puros. Milos et al. (2000) fracionaram o 6leo essencial de orégano, de
acordo com a sua acidez e polaridade, no sentido de correlacionar a atividade
antioxidante deste 6leo com a presenca de timol e carvacrol. Somente a fragao
contendo estes dois compostos fendlicos apresentou atividade antioxidante. Por
outro lado, com respeito aos compostos ndo volateis, foi observado que os acidos
carnosico e rosmarinico, sendo este ultimo derivado do acido caféico e muito mais
potente que o BHA e o BHT sdo os responsaveis pela agdo antioxidante dos
extratos etandlicos de alecrim e orégano (BANIAS, OREOPOULOU e
THOMOPOULOS, 1992; CHEVOLLEAU et al., 1992; PRATT 1992). Os acidos
fendlicos carboxilicos sao muito comuns na familia Lamiaceae, apresentando o
orégano os acidos protocatequinico e caféico (NAKATANI, 1997). As folhas secas do
orégano foram sucessivamente extraidas com diclorometano e metanol e seus
compostos antioxidantes foram isolados, sendo o principal composto identificado
como um glicosideo fendlico (KIKUZAKI e NAKATANI, 1989). Estudos dos extratos
de orégano e alecrim, in vivo e in vitro, revelaram efetividade na protegao contra a
oxidagdo (CINTRA e MANCINI FILHO, 2001). Na determinagdo do periodo de
indugdo em banha de porco, apos adigdo de extratos de orégano, alecrim e outras
especiarias, Economou, Oreopoulou e Thomopoulos (1991) indicaram que o alecrim
apresentou o melhor resultado, seguido pelo orégano. Frankel et al. (1996b)
determinaram a atividade antioxidante do extrato do alecrim e dos seus compostos
ativos, na inibicdo da formacdo e decomposicdo de hidroperéxidos em sistemas
oleosos (6leo de milho) e emulsbes 6leo-agua, encontrando resultados significativos
para o alecrim e os acidos carndsico e rosmarinico. Ja no 6éleo emulsificado, os
resultados foram satisfatérios para o carnosol e o acido carnésico.

Apesar da intensa investigagdo da atividade antioxidante de ervas e
condimentos de origem européia ou oriental, pouco se conhece sobre esta atividade
nos Oleos essenciais e plantas aromaticas da Amazénia. Stashenko, Jaramillo e
Martinez (2004) estudaram a atividade antioxidante in vitro do oleo essencial de
Lippia alba, que cresce na Colombia, a nossa “erva-cidreira” usada no Norte do
Brasil como calmante e para males digestivos. Sacchetti et al. (2004) identificaram
no oOleo essencial de Ocimum micranthum, a “alfavaca-do-campo”, que ocorre na
Amazébnia, uma eficacia antioxidante comparavel aquela dos d6leos de Ocimum

basilicum e Thimus vulgaris, dois tradicionais condimentos de origem européia.
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3.12. ATIVIDADE BIOLOGICA FRENTE A ARTEMIA SALINA LEACH

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avango cientifico envolvendo
os estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam obter novos
compostos com propriedades terapéuticas e embora as drogas sintéticas constituam
maioria nas farmacias caseiras, os medicamentos a base de plantas, os
fitoterapicos, vém ganhando um espago cada vez maior no combate e tratamento de
diversas enfermidades, entre elas destacam-se as doencas tropicais como: a
esquistossomose e dengue. Uma forma de agilizar o isolamento e obtencgéo de tais
compostos é pela introdu¢cdo de ensaios biolégicos nas pesquisas fitoquimicas
(FILHO e YUNES, 1998).

A avaliagdo da bioatividade de compostos organicos, sejam eles provenientes
de plantas ou de sintese, tem sido pouco viavel em muitos laboratérios devido nao
estarem equipados para a realizagao de bioensaios de rotina utilizando animais de
sangue quente ou tecidos e o6rgdos isolados. As normas éticas internacionais
recomendam o uso criterioso destes animais. O desenvolvimento de métodos
alternativos e a necessidade de realizar ensaios com procedimentos simples e
rapidos levaram a busca de novos testes (CAVALCANTE et al., 2000).

Um dos animais que tem sido utilizado nestes bioensaios € uma espécie de
crustaceo, Artemia salina Leach da classe Anostracea, que vive em aguas salinas e
salobras de todo o mundo. A letalidade de organismos simples tem sido utilizada
para um rapido e relativamente simples monitoramento da resposta bioloégica, onde
existe apenas um parémetro envolvido: morte ou vida (MEYER et al., 1982). O custo
da implantagdo e manutencao da cultura de Artemia salina € muito baixo, o que faz
desta, um excelente modelo experimental utilizado nas mais diversas areas da
biologia. O ensaio de letalidade permite a avaliacdo da toxicidade geral e, portanto é
considerado essencial como bioensaio preliminar no estudo de compostos com
potencial atividade biolégica (COLEGATE e MOLYNEUX, 1993). Os resultados sao
determinados através da Concentracéo Letal de 50% (CLsp) para os microcrustaceo
como parametro de avaliagdo da atividade biolégica, além de serem facilmente
tratados estatisticamente. E crescente a utilizacdo de produtos naturais pela
populacdo como alternativa no tratamento de diversas enfermidades. O estudo das
possiveis propriedades farmacolégicas e seus efeitos toxicos correspondentes é

imprescindivel. Inumeros artigos tém sido reportados na literatura em estudos
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ambientais (PRICE, WAGGY e CONWAY 1974; SORGELOOS, REMICHE-VAN
DER WIELEN e PERSOONE, 1978), utilizando produtos e toxinas naturais além de
extratos de plantas (HARWIG, HARWIG e SCOTT, 1971; MEYER, 1982). Os
metabdlitos secundarios de plantas tém sido usados como fatores de interagdo com
outros organismos, onde muito deles sdo de interesse bioldégico ou possuem

atividades terapéuticas uteis ao homem (WINK, 1990).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. INSTRUMENTOS E ACESSORIOS

V V V V V VYV VYV V V VYV V V VYV V

Aquario com capacidade para 2 L

Balancga analitica Chyo, modelo JL-200

Baldes de fundo redondo de 250, 500, 1000 e 5000 mL

Banho criostatico de circulacdo Haake

Bomba de oxigénio

Centrifuga Fanem, modelo 206

Condensadores

Cromatdgrafo gasoso HP 5890 série Il, com ionizagdo de chama
Cubetas plasticas de 1cm de caminho optico

Espectrofotdbmetro Ultrospec 2000, UV/Visivel — Pharmacia Biothec (EUA)
Evaporador rotativo Heidorph 400

Medidor de pH, marca DIGIMED

Micropipetas Gilson, eppendorf e Digipet

Tubos de ensaio

4.2. SOLVENTES, REAGENTES, SAIS E OUTROS

YV V.V V V V V V V V V V V

Agua destilada

CaCl,.2H,0 P. A. (74% - 78% de pureza); VETEC
DPPH 85% de pureza, para HPLC, FLUKA

KCI P. A. (99% de pureza); VETEC

MgCl,.6H,0 P. A. (99% - 102% de pureza); VETEC
NaCl P. A. (99% de pureza); VETEC

Na,CO03 P. A. (99,5% de pureza); VETEC

Na,SO4 P. A. (99% de pureza); VETEC

Ovos de Artemia salina, adquiridos da empresa pesqueira MARAMAR
Solventes P. A. e grau HPLC-CARLO ERBA

Solugao 0,02% de B-caroteno, em diclorometano
Silica-gel 60 GF para cromatografia em camada delgada
Trolox 98% de pureza, FLUKA
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4.3. MATERIA-PRIMA

As plantas selecionadas para estudo sdo de porte herbaceo, identificadas
como Conobea scoparioides (Cham. & Schltdl.) Benth. (Scrophulariaceae) e Hyptis
crenata Pohl (Lamiaceae). Trés amostras de C. scoparioides foram coletadas: Cs-1
na localidade de Santa Quitéria, no Municipio de Santa Isabel/PA (margo de 2005), e
Cs-2 e Cs-3 na area da Embrapa, Municipio de Belém/PA (julho e agosto de 2005,
respectivamente). Trés amostras de H. crenata foram coletadas (todas em margo de
2005): Hc-1 na localidade Deus-me-ajude, Hc-2 na localidade Rio Camara e Hc-3 na
localidade Sao Pedro, Municipio de Salvaterra/PA. As amostras foram codificas com
as letras iniciais de seus nomes cientificos e pela ordem de coleta. As plantas foram
selecionadas em funcéo de seus usos etnobotanicos e pela presenga de compostos

fendlicos em seus éleos essenciais.

4.4. METODOS

4.4.1. Coleta e identificacao

O material coletado foi acondicionado em sacos plasticos perfurados (aeragao
permanente), tendo-se o cuidado de ndo amontoa-los e, em seguida, transportados
imediatamente para o Laboratério de Engenharia de Produtos Naturais (LEPRON),
onde foi processado para a obtencdo de seus 6leos essenciais € a preparacao de
extratos metandlicos. Os exemplares foram encaminhados para a Coordenagao de
Botanica do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG) para a preparagdo das
exsicatas, registro e incorporagao no herbario. A identificagdo botanica das espécies
foi feita pela Dra. Lea Carreira, recebendo C. scoparioides o numero MG174901 e H.

crenata o numero MG174699.
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4.4.2. Obtencdo dos 6leos essenciais, armazenamento e teor de umidade

Os Oleos essenciais das plantas frescas e secas foram obtidos por
hidrodestilagao (MAIA, ZOGHBI e ANDRADE, 2001). Para a planta fresca o material
foi reduzido a pequenos pedagos com o auxilio de uma tesoura em aco inoxidavel.
Para o preparo das plantas secas, o material foi colocado e espalhado em bandejas
inoxidaveis para secagem em temperatura ambiente a 30°C, na sombra, em local
seco e arejado, durante 5-7 dias. Em seguida foi pulverizado com o auxilio de um
triturador mecanico. Apds o processo de redugdo, o material foi pesado (100 g) e
submetido a hidrodestilagdo, usando-se aparelho de vidro tipo Clevenger, durante
3h. Neste processo, o material foi colocado em um baldo de fundo redondo, imerso
em agua destilada (dependendo da sua densidade, parte da planta pode sobrenadar
no liquido). A agua foi posta em ebulicdo por aquecimento direto do baldo em
mantas aquecedoras, permitindo o arraste dos componentes volateis pelo vapor
d’agua. A mistura de vapor foi conduzida para um condensador refrigerado (por meio
de um banho termostatico) para condensagao dos liquidos e recolhimento das fases
no Clevenger. O 6leo essencial com sua caracteristica lipofilica (mistura de
substancias organicas de baixa polaridade) separa-se da agua com a formacao de
um sistema bifasico. A operacdo seguinte foi a retirada do oleo essencial pelo
processo de decantagdo, com uso de centrifugas. O 6leo foi removido para frascos
de vidro (cor ambar) com pipetas Pasteur e armazenados em refrigerador a
temperatura média de 5°C. As amostras de 6leos essenciais das plantas frescas e
secas receberam os seguintes codigos: OCs-1f, OCs-1s, OCs-2s, OCs-3f, OCs-3s,
OHc-1f, OHc-1s, OHc-2s e OHc-3s.

O teor de umidade das plantas foi determinado em separador de vidro tipo
Dean & Stark (SANTOS et al.,, 1998). Pesou-se 5 g do material em um baldo de
fundo redondo e adicionou-se cerca de 20 mL de tolueno. Aquecido o baldo em
manta aquecedora o tolueno em ebulicdo arrastou consigo a agua existente nas
plantas. O processo de condensacgao foi 0 mesmo ja descrito acima, com separagao
das fases e medicao do teor de agua. O tolueno em contato com a agua existente
na planta forma uma mistura de vapores azeotrépicos, que depois se separam apos
condensagdo. A agua presente na planta, por ser mais densa que o tolueno,

permanece na camada inferior do separador graduado, quando foi medido o seu



41

volume. Desta forma, o calculo do rendimento em 6leo essencial foi obtido em base

livre de umidade (blu).

4.4.3. Obtencao dos extratos metandlicos

Uma porcao de 60 g de material seco e moido de cada planta foi submetida a
extragdo com metanol em extrator do tipo Soxhlet, durante 3h. Em seguida a solugéo
obtida foi concentrada em evaporador rotativo a vacuo e depois mantida em capela
até a evaporacao total do solvente. Os rendimentos dos extratos de C. scoparioides
(ECs-1, ECs-3) e H. crenata (EHc-1, EHc-2, EHc-3), foram em média 30% e 10%,
respectivamente. Posteriormente, os extratos foram armazenados em frascos de

vidros &mbar e mantidos em dessecador.

4.4.4. Analise quimica dos 6leos essenciais

Os o6leos essenciais foram analisados por cromatografia gas-liquido (CGL) e
cromatografia de gas acoplado a espectrometria de massas (CG-EM). Foram usados
um cromatégrafo de gas HP 5980, com ionizagdo de chamas, e um cromatégrafo de
gas acoplado a espectrometria de massas Finingan Incos XL, equipados com coluna
capilar de silica do tipo DB-5 (30m x O,25mm d.i., espessura do filme 0,25um), gas
de arraste hidrogénio e hélio, respectivamente; temperatura do injetor a 220°C; tipo
de injecao, splitless, 2 yL de uma solugdo de 1 mg da amostra para 1 mL de
n-hexano (1:1000); temperatura programada para 60-240°C, com gradiente de
3°C/min. A identificagcdo dos compostos volateis foi baseada nos indices de retencéo
linear (indice de Kdvats), calculados em relagédo aos tempos de retengdo de uma
série homologa de n-alcanos e na comparagao computadorizada com espectros de
massas das bibliotecas de referéncia do sistema de dados, contendo espectros de
substancias auténticas comumente identificadas em O6leos essenciais e aromas
(MORAIS et al., 1972; MAIA et al., 2000a, 2000b; ADAMS, 2001; MAIA, ZOGHBI e
ANDRADE 2001; ZOGHBI et al., 2002).



42

4.5. AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS OLEOS ESSENCIAIS E
EXTRATOS METANOLICOS DAS PLANTAS

4.5.1. Método de descoloracdo do B-caroteno em placas de cromatografia em
camada delgada (CCD)

O teste preliminar para avaliacdo qualitativa da atividade antioxidante foi
realizado de acordo com experimentos de descoloracdo do B-caroteno em CCD,
segundo Pratt e Miller (1984). Silica para CCD foi homogeneizada em agua destilada
e a solugao espalhada sob um suporte fixo (ldaminas de vidro) para o preparo das
placas cromatograficas, as quais foram posteriormente ativadas em estufa. Apds
esta etapa foram feitas aplicagbes das amostras (6leos essenciais e extratos
metandlicos diluidos em MeOH) sobre as placas, com o uso de capilar. Em seguida
foram feitas as corridas cromatograficas das placas em cubas de vidro apropriadas
contendo variados sistemas de solventes, para a separacdo dos constituintes
quimicos. Para as amostras de 6leos essenciais e extratos metandlicos, os sistemas
de eluicao foram hexano+acetona, 97:3 e 92:8, respectivamente. Apds evaporar o
solvente, as placas foram espargidas com solugdo 0,02% de [-caroteno, em
diclorometano. As placas foram postas a luz natural até descoloracdo das manchas
presentes nas amostras. Manchas amarelas remanescentes séo forte indicativo da
presenca de compostos com capacidade antioxidante (BARATA et al.,, 1995;
BERSET e CUVELIER, 1996).

4.5.2. Método de seqiestro do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazila

A avaliacdo da capacidade e eficacia antioxidante das amostras de 6leos
essenciais e extratos metandlicos das plantas foi realizada pelo método de
sequestro do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH), segundo Brand-
Williams, Cuvelier e Berset (1995) e Hu et al. (2004).
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4.5.2.1. Preparo da amostras

Volumes de 10 uL dos déleos essenciais das plantas frescas e secas foram
pipetados e pesados, correspondentes a quantidade média de 9,25 mg de massa
para cada oleo. Posteriormente, estes volumes foram solubilizados em metanol,
perfazendo concentragdes de 7,5, 3,7 e 1,9 mg/mL para o 6leo de C. scoparioides e
616,7, 231,3 e 123,3 mg/mL para o 6leo de H. crenata. Os extratos, nas
quantidades de 20 mg, foram solubilizados em 5 mL de metanol e, em seguida, com
sucessivas diluicdes, obteve-se as concentragdes de 4,0, 2,3 e 1,6 mg/mL para C.

scoparioides e 1,6, 0,8, 0,4 e 0,3 mg/mL para H. crenata.

4.5.2.2. Preparo da solucéo estoque de DPPH

A solucédo estoque de DPPH (60 uM em metanol) foi preparada diariamente,
antes da obtengdo das medidas. A solugdo foi mantida ao abrigo da luz e a
temperatura entre 25 e 30°C de maneira a se obter uma absorbancia inicial de cerca
de 0,60 a 517 nm. O DPPH ¢é um radical livre estavel, de coloragao violeta escuro,
com maximo de absor¢do em 517 nm, que se reduz na presenca de um doador de

hidrogénio, no caso o antioxidante sequestrador de radicais livres.

4.5.2.3. Medidas da capacidade antioxidante

A mistura reacional foi posta em cubetas plasticas de 1,0 cm de caminho
optico. O volume fixo de 1950 uL da solugdo metandlica de DPPH a 60 uM foi
adicionado a aliquotas de 50 uL de cada uma das diluigbes iniciais de 6leos e
extratos de ambas as plantas. A inibicdo de absorbancia inicial de cada amostra foi
equivalente aquela do branco. Metanol foi usado para zerar o caminho 6tico do
espectrofotdbmetro e a absorbancia do branco foi medida e usada como controle.
Este valor foi 0,60. O branco foi preparado diariamente nas mesmas condigdes,
usando-se metanol em lugar das amostras. Em seguida, com as amostras, o
decréscimo dos valores de absorbancia foi anotado nos tempos t=0, t=1, t=5 e t=10
min e, dai em diante, monitoradas em intervalos continuos de 10 min, durante cerca

de 2 h, até valor constante. O término da reacao foi indicado quando se iniciou o
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aumento do valor de absorbéancia. A reducdo da concentragao do radical DPPH foi
registrada pela mudanga da coloragao violeta para amarelo claro, indicando a
presenca de substancias com capacidade antioxidante e doadoras de H". Na mistura
reacional, as amostras de 6leos essenciais e extratos metandlicos encontravam-se
nas concentragoes de 186,5, 93,25 e 46,63 ug/mL e 100,0, 57,0 e 40,0 ug/mL para
C. scoparioides e de 15.417,0, 5.781,0 e 3.558,0 ug/mL e 40,0, 20,0, 10,0 e 7,0
pMg/mL para H. crenata. Para cada concentragao testada foram feitas avaliagbes em

triplicatas, com obteng¢ao da média.

4.5.2.4. Preparo da solucao do Trolox, o antioxidante de referéncia

Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8,-tetrametilcroman-2-carboxilico), um derivado
do a-tocoferol, foi usado como padrao antioxidante para comparar as atividades de
sequestro de radicais das amostras. Trolox, na concentracdo de 4 mM em metanol
foi diluido neste mesmo solvente para uma concentracdo de 1,6 mM, de onde foi
pipetado 50 pL e misturados com 1950 uL da solugdo metandlica de DPPH 60 uM,
para o teste da sua capacidade antioxidante. A concentragao de 40 uM de Trolox, na
mistura reacional, foi usada como padrao para comparar a capacidade de sequestro
de radicais das amostras. A reacdo foi monitorada nas mesmas condi¢ées daquelas

realizadas para as amostras e o branco. A reacao levou cerca de 30 min.

4.5.2.5. Avaliagao da capacidade e eficacia antioxidante

A capacidade de sequestro de radicais das amostras foi calculada de acordo

com:
a) o percentual de inibi¢do do radical DPPH (SACCHETTI et al., 2004):
% inibicdo de DPPH = [(Ag - Aa) / Ag] x 100,
onde Ag e Ap sdo os valores de absorbéncia do branco e da amostra,
respectivamente, no tempo final da reagdo. O desvio padréo (s), o erro padréo da

meédia (sy) e as médias dos percentuais da capacidade antioxidante (%CAO) das

amostras, em cada uma das concentragdes testadas foram calculados e o grafico da
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%CAOQO versus concentragao foi construido para se obter a concentragao efetiva em
50% de capacidade (CEs), utilizando analise de regresséao linear no programa de

software Excel.

b) o percentual da concentragdo de DPPH remanescente (OSIMORE et al., 2005):
%DPPHgem = [DPPH] ) / [DPPH] ) x 100,

onde [DPPH] € a concentracdo remanescente do radical sem o antioxidante, e

[DPPH]q é a concentragdo remanescente do radical no tempo final da reagdo, que

foi calculada da curva de calibragao de acordo com a equagao abaixo, determinada

por regressao linear (LOHACHOOMPOL, SRZEDNICKI e CRESKE, 2004):

[DPPH] @) = (Abss7 + 2,58 x 10°%) x 12509
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4.6. AVALIAGAO DA TOXIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS E EXTRATOS
METANOLICOS DAS  PLANTAS FRENTE AS LARVAS DO
MICROCRUSTACEO ARTEMIA SALINA

Os Oleos essenciais das plantas frescas e os extratos metandlicos foram
testados quanto a toxicidade geral, utilizando-se o bioensaio de letalidade frente a
Artemia salina Leach (MEYER et al., 1982; PARRA et al., 2001). Os testes foram
realizados no Laboratério de Farmacodinamico, do Departamento de Farmacia, da

UFPA, segundo orientagéao do Prof Dr. Pergentino Sousa.

4.6.1. Preparo do aquario, da solucédo salina artificial e eclosdo dos cistos de

Artemia salina

O meio para o cultivo das larvas de Artemia salina consistiu de solugao salina
artificial (salmora). Foram dissolvidos 46 g de NaCl, 22 g MgCl,.6H,0, 8 g NaySOy,
2,6 g CaCl,.2H,O e 1,4 g KCl em 2 L de agua destilada. Em seguida o pH foi
monitorado e ajustado para 9,0 usando Na,CO; para evitar o risco de mortalidade
dos microcrustaceos devido o decréscimo de pH durante a incubagao (LEWAN,
ANDERSSON e MORALES-GOMES, 1992). Para ecloséo dos cistos utilizou-se um
aquario de vidro recoberto com papel aluminio com capacidade para 2 L, onde foi
adicionada a salmora e 50 mg de ovos de Artemia salina, adquiridos da empresa
pesqueira MARAMAR. Ao sistema foi feita uma diviséria, de maneira que um lado
continha os ovos ao abrigo da luz e o outro lado foi iluminado para permitir a
migragao das larvas. O experimento recebeu oxigénio com o auxilio de uma bomba
de ar e foi realizado a temperatura ambiente entre 25 e 30°C até o periodo de

eclosao das larvas, o qual se completou apos cerca de 48 horas.

4.6.2. Preparo das amostras para o teste de toxicidade

As amostras de 6leos e extratos, em quantidades de 7,5 mg soluveis em 1% e
5% de dimetilsulfoxido, respectivamente, foram diluidas em 6 mL da salmora
(solugdo estoque). O DMSO foi utilizado como veiculo para a solubilizagdo das

amostras no meio aquoso. Posteriormente foram retiradas aliquotas para realizagao
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de sucessivas diluigdes em tubos de ensaio contendo a salmora, nas concentragoes
de 500, 100, 50, 25, 10, 5 e 1 pug/mL.

4.6.3. Bioensaio de toxicidade com Artemia salina

Em cada amostragem foram utilizadas 10 larvas de Artemia salina com 48
horas de eclosao, distribuidas em tubos de ensaio com o auxilio de micropipetas, em
volume final de 5 mL de solugédo, nas concentragdes ja mencionadas. Os tubos com
as larvas foram mantidos a temperatura ambiente entre 25 e 30°C sob iluminagao
artificial por um periodo de 24 horas. Decorrido este, foi realizada a contagem do
numero de larvas sobreviventes nos testes das amostras e no grupo controle.
Utilizou-se um grupo controle (sem amostras) preparado nas mesmas condi¢des que
aquelas da solugcao estoque. Realizaram-se trés réplicas para cada concentragao

das amostras testadas e o controle.

4.6.4. Determinacdo da Concentracdo Letal de 50% (CLsg) para os

microcrustaceos como parametro de atividade biolégica

Os valores estimados da CLsy foram determinados a partir do grafico do
numero probito correspondente ao percentual de microcrustaceos mortos contra as
concentragbes testadas em escala logaritmica, através do ajuste dos pontos
experimentais e das equagdes obtidas pela curva de calibragdo, usando-se o

programa de software Excel (FINNEY, 1991).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. TEOR DE UMIDADE E RENDIMENTO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os valores dos rendimentos em 6leos essenciais calculados em base livre de
umidade e as respectivas umidades das plantas encontram-se expressos nas

Tabelas 3 e 4.

Tabelas 3. Rendimento em dleo essencial (%) das amostras de C. scoparioides.

Amostras Rendimento em 6leo (%) Teor de umidade (%)
OCs-1f 1,8 86,0
OCs-1s 1,7 16,0
OCs-2s 1,9 12,0
OCs-3f 11,0 94,0
OCs-3s 3,3 16,0

Tabela 4. Rendimento em éleo essencial (%) das amostras de H. crenata.

Amostras Rendimento em 6leo (%) Teor de umidade (%)
OHc-1f 1,4 78,0
OHc-1s 0,9 14,0
OHc-2 0,8 22,0
OHc-2s 0,5 16,0
OHc-3 1,3 20,0
OHc-3s 0,8 16,0

Os rendimentos dos oOleos essenciais obtidos de C. scoparioides variaram
entre 1,7 e 11,0 % e para H. crenata a variagao foi de 0,5 a 1,4%. Observa-se que
para a amostra OCs-3f, o rendimento em 6leo € bem superior aqueles de OCs-1f,
OCs-1s, OCs-2s e OCs-3s. Fato este que pode estar relacionado com o local e o
periodo de coleta e também com as umidades das plantas. As amostras OCs-1f e
OCs-1s foram coletadas no inicio do periodo chuvoso (marco de 2005), ou seja,
inicio da sua sazonalidade, ja as amostras OCs-2s, OCs3f e OCs3s foram coletadas
no verdo em julho e agosto de 2005, no término da sazonalidade. Observa-se que
para as amostras OCs-2s e OCs3s, apesar de coletadas na area da EMPRAPA, mas
em meses diferentes, os rendimentos em 6leos essenciais obtidos sdo diferentes:

1,9 e 3,3%. Esses resultados incentivam novas investigagées de C. scoparioides,
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sugerindo estudos da sazonalidade da planta em varios locais de coleta e até
mesmo na area da EMBRAPA, local que se mostrou bastante interessante em
questao de rendimento em 6leo essencial.

Duas amostras do material de H. crenata chegaram ao LEPRON parcialmente
secas (OHc-2 e OHc-3), razdo pela qual possuimos os resultados para as plantas
com teor de umidade em torno de 20% e apds secagem. Os rendimentos em 6leos
para ambas as plantas frescas e com maior teor de agua foram maiores que para as
secas. Os rendimentos em Oleos essenciais de todas as amostras analisadas s&o
considerados expressivos, se comparados com plantas aromaticas tradicionais
(VARDAR-UNLU et al., 2003; SACHETTI et al., 2004; JUKI, MILO, 2005).
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5.2. ANALISE QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Foram identificados 14 e 20 constituintes, que representaram de 93,6 a 94,4%
e de 84,2 a 97,8% do conteudo total dos Oleos essenciais resultantes de C.
scoparioides e H. crenata, respectivamente. A quantidade relativa de cada
constituinte com seus correspondentes indices de retencao (IR) esta mostrada nas
Tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Composicdo quimica e quantidade relativa de cada constituinte dos 6leos

essenciais de C. scoparioides.

Constituintes IR OCs-1f 0OCs-1s 0OCs-2s 0OCs-3f 0OCs-3s
a-tujeno 930 0,3 0,3 0,3 0,2 0,3
sabineno 975 - - - 0,2 -
S-pineno 979 1,9 1,1 1,0 1,8 1,0
a-felandreno 1003 12,1 12,6 14,3 12,1 14,3
p-cimeno 1025 3,5 1,5 1,7 1,5 1,7
limoneno 1028 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1
Pfelandreno 1030 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
(E)-p-ocimeno 1050 0,8 0,6 0,7 0,5 0,7
»terpineno 1060 0,5 0,4 0,3 0,4 0,3
linalol 1097 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2
p-cimen-8-ol 1188 0,3 0,5 0,7 0,4 0,7
éter metilico do timol 1235 43,5 44,7 47,5 39,6 47,7
timol 1290 35,0 37,0 26,3 40,0 26,4
eugenol 1360 - 0,1 0,2 0,2 0,2

Os principais constituintes identificados no 6leo essencial de C. scoparioides
foram o éter metilico do timol (OCs-1f: 43,5%, OCs-1s: 44,7%, OCs-2s: 47,5%, OCs-
3f: 39,6%, OCs-3s 47,7%), timol (OCs-1f: 35,0%, OCs-1s: 37,0%, OCs-2s: 26,3%,
OCs-3f: 40,0%, OCs-3s: 26,4%) e a-felandreno (OCs-1f: 12,1%, OCs-1s: 12,6%,
OCs-2s:  14,3%, OCs-3f: 121%, OCs-3s: 14,3%). Esses constituintes
corresponderam em meédia a 91% do total da composi¢cédo quimica identificada. O

timol e seu éter metilico representaram 78% dessa composicao.
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Tabela 6. Composicao quimica e quantidade relativa de cada constituinte dos 6leos

essenciais de H. crenata.

Constituintes IR OHc-1f OHc-1s OHc-2s OHc-3s
a-tujeno 930 0,6 0,5 - -
a-pineno 939 22,0 19,5 36,1 31,5
canfeno 952 2,7 2,7 4,8 3,3
sabineno 975 0,6 0,1 - -
ppineno 979 17,0 13,8 12,5 16,3
mirceno 990 1,6 1,3 2,2 2,0
a-felandreno 1003 0,2 0,2 0,4 0,4
a-terpineno 1017 1,1 0,8 0,8 0,8
p-cimeno 1025 2,0 1,8 2,1 1,3
limoneno 1028 54 4,4 9,8 6,9
1,8-cineol 1033 17,6 23,2 21,1 25,2
"Y-terpineno 1060 3,5 2,4 1,2 1,1
terpinoleno 1089 1,1 0,8 0,9 0,7
canfora 1142 4,7 11,6 1,9 2,2
borneol 1164 21 53 - -
4-terpineol 1178 1,0 2,7 - -
a-terpineol 1190 - 0,1 0,8 1,0
[cariofileno 1419 1,0 0,6 1,6 1,3
aromadendreno 1441 - 0,1 0,9 0,9
biciclogermagreno 1494 - - 0,7 0,9

Os constitiuintes majoritarios identificados no 6leo essencial de H. crenata
foram o a-pineno (OHc-1f: 22,0%, OHc-1s: 24,2%, OHc-2s: 36,1%, OHc-3s: 31,5%),
1,8-cineol (OHc-1f: 17,6%, OHc-1s: 21,1%, OHc-2s: 21,1%, OHc-3s: 25,2%), (-
pineno (OHc-1f: 17,0%, OHc-1s: 15,6%, OHc-2s: 12,5%, OHc-3s: 16,3%) e limoneno
(OHc-1f: 5,4%, OHc-1s: 5,2%, OHc-2s: 9,8%, OHc-3s: 6,9%). A média desses
constituintes representou 72% do total da composigéao quimica identificada.

O perfil cromatografico obtido para os 6leos essenciais de C. scoparioides &
semelhante aqueles dos espécimens coletados nos estados do Amapa e Para (MAIA

et al., 2000b). Ja o perfil cromatografico de H. crenata se assemelha aquele tipo
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quimico do espécimen coletado em Melgago/PA em margo de 1999 (ZOGHBI et al.,
2002). As estruturas quimicas dos constitiuintes majoritarios identificados nos 6leos
essenciais das plantas em estudo estdo representadas nas Figuras 4 e 5. Os
cromatogramas das plantas estdo representados nas Figuras 6, 7, 8, 9, 10 e 11 (p.
53, 54, 55, 56, 57 e 58).

A

timol éter metilico do timol o — felandreno

Figura 4. Estruturas dos constituintes majoritarios identificados nos 6leos essenciais

de C. scopatrioides.

a—pineno B — pineno 1,8 cineol limoneno

Figura 5. Estruturas dos constituintes majoritarios identificados nos 6leos essenciais

de H. crenata.
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Figura 6. Cromatograma do 6leo essencial da amostra OCs-1f.

1. a-tujeno (0,3%), 2. ppineno (1,9%), 3. a-felandreno (12,1%), 4. p-cimeno (3,5%),
5. limoneno (0,2%), 6. pfelandreno (0,2%), 7. (E)-p-ocimeno (0,8%), 8. j~terpineno
(0,5%), 9. linalol (0,3%), 10. p-cimen-8-ol (0,3%), 11. timol, éter metilico (43,5%), 12.
timol (35,0%).



54

11
12
3
5
2 4
7 10
'.] i. J\E i Lﬂ .9 L 13 i

Figura 7. Cromatograma do 6leo essencial da amostra OCs-1s.

1. a-tujeno (0,3%), 2. ppineno (1,1%), 3. a-felandreno (12,6%), 4. p-cimeno (1,5%),
5. limoneno (0,1%), 6. pfelandreno (0,2%), 7. (E)-p-ocimeno (0,6%), 8. »terpineno
(0,4%), 9. linalol (0,3%), 10. p-cimen-8-ol (0,5%), 11. timol, éter metilico (44,7%), 12.
timol (37,0%), 13. eugenol (0,1%).
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Figura 8. Cromatograma do 6leo essencial da amostra OCs-3f.

1. a-tujeno (0,2%), 2. sabineno (0,2%), 3. #pineno (1,8%), 4. a-felandreno (12,1%),
5. p-cimeno (1,5%), 6. limoneno (0,1%), 7. pfelandreno (0,2%), 8. (E)-p-ocimeno
(0,5%), 9. syterpineno (0,4%), 10. linalol (0,2%), 11. p-cimen-8-ol (0,4%), 12. timol,
éter metilico (39,6%), 13. timol (40,0%), 14. eugenol (0,2%).
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Figura 9. Cromatograma do 6leo essencial da amostra OCs-3s.

1. a-tujeno (0,3%), 2. p-pineno (1,0%), 3. a-felandreno (14,3%), 4. p-cimeno (1,7%),
5. limoneno (0,1%), 6. pfelandreno (0,2%), 7. (E)-p-ocimeno (0,7%), 8. »terpineno
(0,3%), 9. linalol (0,2%), 10. p-cimen-8-ol (0,7%), 11. timol, éter metilico (47,7%), 12.
timol (26,4%), 13. eugenol (0,2%).



57

2
5
1
10
14
3 12
6
9
1[4 B 13 11515 s |
I (N Lol L | . T N socla e

Figura 10. Cromatograma do 6leo essencial da amostra OHc-1f.

1. a-tujeno (0,6%), 2. a-pineno (22,0%), 3. canfeno (2,7%), 4. sabineno (0,6%), 5. /-
pineno (17,0%), 6. mirceno (1,6%), 7. a-felandreno (0,2%), 8. yterpineno (1,1%), 9.
p-cimeno (2,0%), 10. limoneno (5,4%), 11. 1,8-cineol (17,6%), 12. "Y-terpineno
(3,5%), 13. terpinoleno (1,1%), 14. canfora (4,7%), 15. borneol (2,1%), 16. 4-
terpineol (1,0%), 17. p-cariofileno (1,0%).
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Figura 11. Cromatograma do 6leo essencial da amostra OHc-1s.

1. a-tujeno (0,5%), 2. a-pineno (19,5%), 3. canfeno (2,7%), 4. sabineno (0,1%), 5. /-
pineno (13,8%), 6. mirceno (1,3%), 7. a-felandreno (0,2%), 8. yterpineno (0,8%), 9.
p-cimeno (1,8%), 10. limoneno (4,4%), 11. 1,8-cineol (23,2%), 12. “Y-terpineno
(2,4%), 13. terpinoleno (0,8%), 14. céanfora (11,6%), 15. borneol (5,3%), 16. 4-
terpineol (2,7%), 17. a-terpineol (0,1%) 18. f-cariofileno (0,6%), 19. aromadendreno
(0,1%).
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5.3. AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS OLEOS ESSENCIAIS E
EXTRATOS METANOLICOS DAS PLANTAS

5.3.1. Método de descoloracdo do B-caroteno em placas de cromatografia em
camada delgada (CCD)

As amostras de 6leos essenciais e extratos metandlicos de C. scoparioides e
H. crenata, foram testadas qualitativamente quanto a deteccdo da capacidade
antioxidante, usando o teste de descoloracdo do f-caroteno em placas de
cromatografia em camada delgada (CCD) (p. 42).

Para as amostras de C. scoparioides, somente seus Oleos essenciais se
apresentaram com manchas amarelas remanescentes nas placas de CCD, apéds
espargimento da solugcdo de f-caroteno e exposigao a luz solar. Para as amostras
de H. crenata, aconteceu o contrario, ou seja, somente seus extratos metandlicos
que se revelaram frente a solucéo utilizada, mostrando-se no final do experimento,
com manchas remanescentes de coloragcao amarela. As indicacdes dessas manchas
sugerem presenca de substancias antioxidantes em sua composi¢ao quimica, o que

posteriormente foi quantificado através do método de sequestro de radicais DPPH.

5.3.2. Método de sequestro do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazila

O DPPH na presenga das amostras de Oleos essenciais e dos extratos
metandlicos de C. scoparioides e H. crenata descoloriu-se, devido a sua habilidade
de sequestro de hidrogénios. Os resultados obtidos através deste método para
avaliar a capacidade de sequestro de radicais das amostras, foram calculadas de

diferentes maneiras.
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5.3.2.1. Percentuais de inibicdo do radical DPPH e de sua concentragao
remanescente

Os resultados dos percentuais de inibicdo do radical DPPH e de sua
concentragdo remanescente induzidos pelas plantas, juntamente com os valores dos
erros padroes das médias, estdo mostrados nas Tabelas 7, 8, 9, 10 e 11, 12, 13, 14,
respectivamente. Os oleos essenciais de C. scoparioides, nas concentracdes de
46,6 a 186,5 ug/mL, tiveram um efeito de seqliestro sobre os radicais, variando de
46,02 a 82,05% de inibicdo, enquanto os Oleos de H. crenata, nas concentragdes de
3.558,0 a 15.417,0 pg/mL, apresentaram variacdo de inibicdo sobre o radical de
41,44 a 79,93%. Observa-se que os 6leos essenciais de C. scoparioides sao muito
mais efetivos no sequestro de radicais DPPH que os 6leos de H. crenata. Pois, para
um valor de 80% de inibigao, é preciso usar uma concentracdo de aproximadamente
83 vezes maior de H. crenata. Para os extratos de C. scoparioides e H. crenata, em
concentragdes de 40 a 100 pg/mL e de 7 a 40 ug/mL, teve-se um efeito de sequestro
dos radicais que variou de 47,65 a 93,96% e de 18,83 a 94,01%. Ja os extratos de
H. crenata sao 2,5 vezes mais eficientes no sequestro de radicais que os de C.
scoparioides. Observa-se que para se obter uma percentagem de inibigdo de 94%, &
preciso usar uma concentragao de 40 ug/mL para H. crenata e de 100 ug/mL para

C. scoparioides.

Tabela 7. Valores do percentual de inibicdo do radical DPPH para os o6leos

essenciais de C. scoparioides.

Concentracéo (ug/mL) Inibic&o (%)
OCs-1f OCs-1s OCs-3f OCs-3s
186,5 76,97 +141 80,88+1,05 82,05+1,62 80,30+1,74
93,3 6193+1,83 6799+1,00 69,28+090 64,73+0,79
46,6 46,02+0,88 51,28+0,32 53,59+0,87 51,27 +1,58

A ordem decrescente de sequestro de radicais DPPH entre os odleos
essenciais de C. scoparioides € OCs-1s > OCs-1f e OCs-3f > OCs-3s. Observa-se
que para o espécimen coletado no municipio de Santa Isabel/PA (Cs-1), a amostra
seca tem uma percentagem de inibigdo sobre o radical, ligeiramente maior que para

a amostra fresca, o que € inverso para os Oleos essenciais do material coletado na
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area da EMBRAPA/PA. Estes valores sdo correspondentes com as quantidades
relativas do costituinte timol, assim como ele em sinergismo com seu éter metilico,
presentes na composicado desses Oleos e que juntos, correspondem em média 78%
do total dessa composicdo. Repare nas amostras, as quantidades relativas de timol
(OCs-1s: 37,0%, OCs-1f: 35,0% e OCs-3f: 40,0%, OCs-3s: 26,4%) e timol + seu éter
metilico (OCs-1s: 81,7%, OCs-1f: 78,5% e OCs-3f: 79,6%, OCs-3s: 74,1%).

Tabela 8. Valores do percentual de inibicdo do radical DPPH para os o6leos

essenciais de H. crenata.

Concentracéo (ug/mL) Inibic&o (%)
OHc-1f OHc-1s
15.417,0 79,93 + 1,46 71,41 £ 0,52
5.781,0 64,51 + 1,27 57,63 + 1,17
3.558,0 41,44 £ 1,71 42,58 + 1,48

O efeito de sequestro de radicais DPPH para os Oleos essenciais de H.
crenata foi ligeiramente maior para a planta fresca. Esta suposta capacidade
antioxidante sugere que os valores de percentagem de inibigdo sobre o radical,
estejam relacionados com as quantidades relativas de a-pineno (OHc-1f: 22,0%,
OHc-1s: 19,5%), ppineno (OHc-1f: 17,0%, OHc-1s: 13,8%), limoneno (OHc-1f:
5,4%, OHc-1s: 5,2%), Y-terpineno (OHc-1f: 3,5%, OHc-1s: 2,4%) e terpinoleno
(OHc-1f: 1,1%, OHc-1s: 0,8%), que apesar desses dois ultimos nao fazerem parte
dos constituintes majoritarios, apresentam um forte efeito de sequestro de radicais
DPPH superior aqueles encontrados para o a-pineno, S-pineno e limoneno (CHOI,
2000). Pois, esses constituintes estdo em maior proporgdo na amostra fresca. Pode-
se dizer que o 1,8-cineol (OHc-1f: 17,6%, OHc-1s: 23,2%) foi o Unico dos
constituintes majoritarios que nao contribuiu diretamente na eficacia da capacidade

antioxidante das amostras, por que estava em maior quantidade na amostra seca.
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Tabela 9. Valores do percentual de inibicdo do radical DPPH para os extratos

metandlicos de C. scoparioides.

Concentracdo (ug/mL) Inibic&o (%)

ECs-1 ECs-3
100,0 82,09 £0,14 93,96 + 0,24
57,0 69,95 + 1,47 80,91 + 1,63
40,0 47,65+ 1,49 59,73 £ 1,44

Tabela 10. Valores do percentual de inibicdo do radical DPPH para os extratos

metandlicos de H. crenata.

Concentracéo (ug/mL) Inibic&o (%)

EHc-1 EHc-2 EHc-3
40,0 94,01+0,14  63,89+1,57 93,61+ 1,10
20,0 73,56 £+ 0,46 30,87 £ 0,63 59,59 + 1,76
10,0 38,71+0,46  15,03+0,86 34,36 £ 1,61
7,0 25,92 + 1,06 18,83+ 0,85

O maior efeito de sequestro de radicais DPPH entre os extratos metandlicos
de C. scoparioides, em todas as concentracdes testadas, € para a amostra ECs-3
que deve apresentar uma maior quantidade relativa dos fitoantioxidantes ativos,
pois, provavelmente, esses extratos possuem composi¢cdes quimicas semelhantes,
ja que seus Oleos essenciais sao qualitativamente iguais e quantitativamente
diferentes. O mesmo pode-se dizer para os extratos de H. crenata, que apesar da
amostra EHc-1 ter os maiores valores de percentagem de inibicdo sobre o radical

DPPH, também devem ter composi¢cdo quimica semelhantes.

Tabela 11. Valores do percentual da concentracao de DPPH remanescente para os

Oleos essenciais de C. scoparioides.

Concentracdo (ug/mL) %DPPHRgem (UM)

OCs-1f OCs-1s OCs-3f OCs-3s
186,5 22,37 19,44 17,53 18,86
93,3 36,81 31,65 31,25 34,63

46,6 53,28 50,53 45,16 48,31




63

Tabela 12. Valores do percentual da concentragcdo de DPPH remanescente para os

6leos essenciais de H. crenata.

Concentracéo (ug/mL) %DPPHRem (ULM)
OHc-1f OHc-1s
15.417,0 19,26 28,32
5.781,0 36,32 45,20
3.558,0 58,56 57,42

Tabela 13. Valores do percentual da concentracao de DPPH remanescente para os

extratos metandlicos de C. scoparioides.

Concentracao (ug/mL) %DPPHRgem (LM)
ECs-1 ECs-3
100,0 18,06 6,16
57,0 32,14 19,22
40,0 50,93 38,09

Tabela 14. Valores do percentual da concentracao de DPPH remanescente para os

extratos metandlicos de H. crenata.

Concentracao (ug/mL) %DPPHRgem (UM)
EHc-1 EHc-2 EHc-3
40,0 5,41 32,37 5,98
20,0 25,21 62,03 36,98
10,0 55,46 74,73 65,63

7,0 63,10 70,92
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5.3.2. 2. Concentragéao efetiva em 50% de capacidade (CEsp)

Os resultados da capacidade antioxidante das amostras, calculada pela
reducao de 50 % da concentragao inicial de DPPH, estdo apresentados nas Tabelas
15 e 16 e nas Figuras 12 e 13. Ressalta-se que quanto menor o valor da CEsg, maior
a capacidade antioxidante da amostra. Os 6leos essenciais de C. scoparioides e H.
crenata apresentaram uma CEsp que variou de 14,40 a 54,06 pg/mL e de 3.729,83 a
5.191,00 ug/mL, enquanto seus correspondentes extratos metandlicos de 11,27 a
33,64 pg/mL e de 15,22 a 31,55 ug/mL. O padrao positivo Trolox apresentou uma
CEso de 4,67 + 0,35 pg/mL. Portanto, todas as amostras mostraram-se cerca de 2 a
12 vezes menos ativas frente ao DPPH, exceto os 6leos essenciais de H. crenata
que se apresentaram cerca de 1000 vezes menos eficazes no sequestro de radicais,
todas em comparagao ao padrao utilizado. Com esses resultados, pode-se sugerir

uma provavel atividade antioxidante das amostras analisadas.

Tabela 15. Valores da concentracao efetiva em 50% de capacidade (CEsg) para os

Oleos essenciais de C. scoparioides e H. crenata.

Amostras CEso (ug/mL)
OCs-1f 54,06 + 1,37
OCs-1s 25,67+ 6,74
OCs-3f 14,40 + 1,13
OCs-3s 32,29 +1,37
OHc-1f 3.729,83 + 322,49
OHc-1s 5.191,00 + 1252,75

Tabela 16. Valores da concentragao efetiva em 50% de capacidade (CEsp) para os

extratos metandlicos de C. scoparioides e H. crenata.

Amostras CEsgo (ug/mL)
ECs-1 33,64 + 1,02
ECs-3 11,27 £ 1,10
EHc-1 15,22 + 0,38
EHc-2 31,56 £ 0,74

EHc-3 18,66 + 0,75
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Figura 12. Grafico comparativo entre os valores da CEsy dos 6leos essenciais de C.

scoparioides e H. crenata frente ao radical DPPH.
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Figura 13. Grafico comparativo entre os valores da CEsy dos extratos metandlicos

de C. scoparioides e H. crenata frente ao radical DPPH.
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5.4. AVALIACAO DA TOXICIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS E EXTRATOS
METANOLICOS DAS  PLANTAS FRENTE AS LARVAS DO
MICROCRUSTACEO ARTEMIA SALINA

Os resultados do teste de toxicidade mostraram que os 6leos essenciais e
extratos metandlicos de C. scoparioides e H. crenata apresentaram atividade
toxicologica frente ao microcrustaceo Artemia salina e sao biologicamente ativas. As
amostras sao geralmente consideradas ativas quando o teste de toxicidade frente a
Artemia salina for menor que 1000 pg/mL (MEYER, 1982). As avaliagbes da
toxicidade das amostras sobre Artemia conduziram aos resultados apresentados nas
Tabelas 17 e 18, juntamente com as concentragbes testadas, indices de

mortalidade, desvio padréo e coeficiente de correlagao.

Tabela 17. Toxicidade dos 6leos essenciais de C. scoparioides e H. crenata sobre

larvas do microcrustaceo Artemia salina.

Amostras Concentracdes Mortalidade Clsgo Desvio padrao Coeficiente de

(ug/mL) (%) (ug/mL) (€3] correlacéo
1 0
OCs1f 5 5
10 52,9 7.8 0,3 0,9708
________________________ 25 100
OCs3f 1 0
5 13,0
10 53,6 7.5 0,3 0,9774
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 25 1000
1 0
OHc1f 5 40,0
10 60,0 6,7 0,2 0,9750
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Tabela 18. Toxicidade dos extratos metandlicos de C. scoparioides e H. crenata

sobre larvas do microcrustaceo Artemia salina.

Amostras Concentracbes Mortalidade Clsg Desvio padréao Coeficiente de
png/mL (%) pmg/mL (€3] correlacéo
1 0
ECs1 25 10,0
50 40,0 77,6 7.1 0,9967
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 0 1000
10 0
ECs3 50 10,0
100 30,0 100,8 4.4 0,9904
________________________ 500 1000
1 10,0
10 46,7
EHc1 25 56,7
50 80,0 13,0 3,7 0,9825
100 86,7
500 95,0

As amostras de oleos essenciais OCs1f, OCs3f e OHc1f apresentaram uma
ClLso de 7,8; 7,5 e 6,7 ug/mL, enquanto que os extratos metandlicos ECs1, ECs3 e
EHc1 tiveram uma CLsy de 77,6; 100,8 e 13,0 pg/mL, respectivamente. O grafico
mostrado na Figura 14 é da comparacéo entre os valores das CLsy obtidos das

amostras de C. scoparioides e H. crenata frente a Artemia salina.
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Figura 14. Grafico comparativo entre os valores da CLsy dos Oleos essenciais e

extratos metandlicos de C. scoparioides e H. crenata frente a A. salina.
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Observa-se para as amostras Cs-1 e Cs-3, que seus 6leos essenciais sdo em
meédia cerca de doze vezes mais biologicamente ativos e téxicos que seus extratos
metandlicos, enquanto que para a amostra Hc-1, seu 6leo apresenta somente duas
vezes mais atividade toxicoldégica que seu extrato.

As trés amostras de Oleos essenciais em contato com as larvas, na
concentragdo de 25 yg/mL, apresentaram um indice de 100% de mortalidade apds
24h, ja para as amostras dos extratos metandlicos, na concentragado de 500 pg/mL,
tiveram indice de 95-100% de mortalidade, o que demonstra que quanto maior a
dose dessas amostras maior é o efeito toxico. Os 6leos essenciais por apresentarem
0s menores valores de CLsy que os extratos metandlicos sao mais toxicos.

O extrato de H. crenata demonstrou ter maior atividade biologica e
toxicolégica que os extratos alcodlicos de Ocimum gratissimum e O. tenuiflorum
(CL50=18,76 e 18,75 ug/mL), porém menor que para O. basilicum (CL5,=9,9 ug/mL),
todas espécies da familia Lamiaceae (PARRA, 2001).

Nos estudos de Oliveira et al. (1992), os resultados da pesquisa de toxicidade
em 55 extratos de plantas da familia Verbenaceae, demonstraram toxicidade em
concentragdes menores do que 1000 ug/mL, empregando Artemia salina.

Comparando-se os valores da CLsy, podemos observar a maior toxicidade
para OHc1f seguido de OCs3f > OCs1f > EHc1 > ECs1 > ECs3. A utilizagcdo de DMSO a
1 e 5% (v/v), para as amostras de 6leos e extratos, respectivamente, facilitou a
solubilizacido dos compostos para posterior adicdo de solugdo salina artificial e, o
bioensaio controle, indicou que as larvas nao foram afetadas pela composi¢cao da
mistura empregada como solvente.

As amostras de Oleos essenciais e extratos metandlicos testadas exibiram
diferente grau de toxicidade, provavelmente relacionado a composigdo quimica das
amostras biologicamente ativas.

A literatura relata que existe uma correlagéo entre a toxicidade geral frente a
Artemia salina e a citotoxicidade diante de linhagens celulares humanas de tumores
sélidos. Estudos experimentais mostram que para uma determinada droga, sua CLsg
referente a toxicidade frente a Artemia salina é dez vezes maior do que sua dose
efetiva (DEsp) obtida para a toxicidade frente as linhagens celulares de tumores
sélidos (MACLAUGHLIN, 1991).

Os resultados obtidos mostraram-se interessantes e sugerem que C.

scoparioides e H. crenata, que em fungao de seus valores de CLso, tém potencial
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atividade biologica e toxicologica frente ao microcrustaceo Artemia salina. A
avaliagdo da letalidade para esse tipo de larvas permite detectar compostos
bioativos em extratos e 6leos essenciais, facilitando o isolamento de compostos
biologicamente ativos, contribuindo para investigagdes quimicas e farmacoldgicas de
produtos naturais (TROTTER et al., 1983; FONTENELE et al., 1988; SOLIS et al.,
1993).
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6. CONCLUSOES

Os maiores valores em rendimentos dos 6leos essenciais de C. scoparioides
e H. crenata corresponderam as plantas frescas e com elevado teor de umidade.
Esses rendimentos sdo considerados expressivos, quando comparados com plantas
aromaticas tradicionais.

Os principais constituintes identificados no éleo de C. scoparioides foram o
éter metilico do timol, timol e a-felandreno, enquanto que os majoritarios de H.
crenata foram o a-pineno, 1,8-cineol, B-pineno e limoneno. O perfil cromatografico
desses 6leos € semelhante aqueles encontrados na literatura.

Dentre as amostras testadas segundo o método de descoloragdo do f-
caroteno, somente aquelas dos 6leos essenciais de C. scoparioides e dos extratos
metandlicos de H. crenata, se mostraram positivas, indicando qualitativamente a
presenca de substancias antioxidantes nessas amostras.

A alta capacidade antioxidante/redutor do radical livre DPPH frente as
amostras analisadas foram demonstradas e quantificadas. Este radical na presenca
das amostras em estudo descoloriu-se de violeta ao amarelo. Pode-se dizer que os
Oleos essenciais de C. scoparioides tiveram um forte efeito de sequestro sobre o
DPPH, devido as quantidades relativas do costituinte timol, assim como ele em
sinergismo com seu éter metilico. Ja para os dleos de H. crenata, esta suposta
capacidade antioxidante sugere que os valores de percentagem de inibigdo sobre o
radical, estejam relacionados com as quantidades relativas de a-pineno, #-pineno,
limoneno, ‘Y-terpineno e terpinoleno. Para os extratos metandlicos de C.
scoparioides e H. crenata foram obtidos efeitos de sequestro dos radicais, que
variaram de 47,65 a 93,96% e de 18,83 a 94,01%, respectivamente. As amostras
foram comparadas com o padréo positivo Trolox que apresentou uma CEsp de 4,67
Mg/mL, o que indica que todas as amostras mostraram-se cerca de 2 a 12 vezes
menos ativas frente ao DPPH, exceto os 6leos essenciais de H. crenata que se
apresentaram cerca de 1000 vezes menos eficazes no sequestro de radicais.

As amostras de oOleos essenciais e extratos metandlicos testadas frente as
larvas de Artemia salina, exibiram diferente grau de toxicidade, provavelmente
relacionado a composi¢cdo quimica e a concentragao dessas amostras. Os dleos
essenciais obtiveram menores valores de CLsy que os extratos metandlicos, o que

indica serem mais ativos biologicamente e mais toxicos.
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