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RESUMO

Campomanesia pubescens (DC.) O. Berg, também conhecida como gabiroba
pilosa, pertence a familia Myrtaceae. Este género apresenta 25 espécies distribuidas
do México a Argentina, e 15 delas sdo nativas do Brasil, e podem ser encontradas
nos estados da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Sao Paulo, Goias, Distrito Fede-
ral, Mato Grosso do Sul e no Tocantins. O objetivo deste trabalho foi avaliar o teor de
compostos fendlicos, identificar os constituintes volateis (6leo essencial), determinar
a atividade antioxidante e antimicrobiana de partes da planta (raiz, caule, folha e fru-
to). Os teores de compostos fendlicos totais determinados pelo método de Folin-
Ciocalteau, foi de 19,3 para a raiz, 114,0 caule, 115,0 folha e 31,0 para o fruto, ex-
pressos em equivalente de 4cido gélico / grama de amostra. O teor de proantociani-
dinas foi de 1,9 para a raiz, 7,6 caule, 17,3 folha e 2,1 para o fruto em equivalentes
de catequina/grama de amostra. A atividade antioxidante foi avaliada pelo o método
de sequestro de radical livre 2,2—difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Os valores de CEsg
encontrados para 0s extratos metandlicos foram: fruto 56,6 pug/mL, folha 6,6 pg/mL,
caule 7,4 pg/mL e para a raiz 8,0 pg/mL. Os resultados mostraram que C. pubes-
cens € uma boa fonte natural de antioxidantes. Os 6leos essenciais foram analisa-
dos por CG/EM. Os principais compostos identificados na raiz foram Biciclogerma-
creno, Espatulenol, Germacreno-D e Viridiflorol, ao passo que, para o 6leo essencial
do caule, foram identificados como principais o Eucaliptol, Espatulenol e Bicicloger-
macreno. O 6leo essencial dos frutos contém aproximadamente 80% de monoterpe-
nos, destacando-se Limoneno e Eucaliptol. O dleo essencial das folhas é constituido
por 55,36% de sesquiterpenos e 0s componentes principais sao Biciclogermacreno,
Germacreno-D e Eucaliptol. Os 6leos essenciais apresentaram atividade antimicro-
biana contra bactérias Gram-positiva e Gram-negativa testadas, e estes resultados

podem levar a uma alternativa para o controle de bactérias em doencas bucais.



ABSTRACT

Campomanesia pubescens (DC) O. Berg, better known as “gabiroba pilosa”
belongs to the Myrtaceae family. The genus has 25 species distributed from Mexico
to Argentina, and 15 species are natives of Brazil, and can be found in Bahia, Espiri-
to Santo, Minas Gerais, S&o Paulo, Goias, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul and
Tocantins states. The objective of this study was to evaluate the content of phenolic
compounds, identify volatile constituents (essential oils), and estimate antioxidant
and antimicrobial activities of plant parts (root, stem, leaf and fruit). The levels of total
phenolics determined by Folin-Ciocalteau method for the root was 19.3, stem 114,0 ,
leaf 115.0 and fruit 31.0, expressed in Galic acid equivalents (GAC) per gram of
sample. The proanthocyanidins content was 1.9 for the root, stem 7.6, leaf 17.3 and
fruit 2,1 , in catechin equivalents per gram of sample. The antioxidant activity was
evaluated by free radical scavenging method using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH). The CEsp results found for methanolic extracts were: fruit 56.6 pg/mL, leaf
6.6 pg/mL, stem 7.4 pug/mL and root 8.0 ug/mL. The results showed that C. pubes-
cens is a good source of natural antioxidants. The essentials oils were analyzed by
GC/MS. The major compounds identified in root were Bicyclogermacrene, Spathule-
nol, Germacrene-D and Viridiflorol; while that for the essential oil of the stem were
identified as the main Eucalyptol, Spathulenol and Bicyclogermacrene. In the shoots
of Campomanesia pubescens fruit whose essential oil contains approximately 80%
monoterpenes, especially Limonene and Eucalyptol. The essential oil of leaves is
composed by 55.36% of sesquiterpenes and the major components are Bicycloger-
macrene, Germacrene-D and Eucalyptol. The essential oils showed antimicrobial
activity against Gram-positive and Gram-negative tested; these results can lead to an

alternative control of bacteria in oral diseases.
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1. Introducéo

1.1 Cerrado brasileiro

Atualmente os problemas ambientais ultrapassam fronteiras, ndo diferencian-
do sua localizacdo geografica. Uma catastrofe ambiental, seja causada pela nature-
za ou pelo ser humano, ir4 ocasionar mudancas em varios paises, como por exem-
plo, a demanda por alimentos. Isto porque, em uma economia globalizada, as safras
agricolas interferem mundialmente na sua oferta para a populagdo mundial. Portan-
to, cada vez mais se intensificam as atividades agricolas explorando até entdo areas
onde o ser humano ainda néo tinha acesso. Diante deste contexto, se faz necessario
cada vez mais compreender o ecossistema no qual uma sociedade esta inserida,
ndo s6é compreender sua existéncia, mas também o impacto que ira causar a sua
auséncia.

O cerrado € um dos ecossistemas do Brasil que esta se reduzindo, devido a
exploracgéo feita pelo homem. Recentemente, esfor¢os vém sendo realizados para a
manutencao e conservacao dessas areas, tendo em vista a importancia da biodiver-
sidade vegetal e da fauna nelas presentes (SILVA, 2006). A flora do cerrado possui
diversas espécies frutiferas com grande potencial de utilizacdo agricola, que séo
tradicionalmente utilizadas pela populacdo local como, por exemplo, a gabiroba. Os
frutos, em geral, s&o consumidos in natura ou na forma de sucos, licores, sorvetes,
geléias e doces e o consumo aumenta paulatinamente devido ao valor nutritivo e
aos efeitos terapéuticos. A utilizacdo da polpa de frutas congeladas esta em expan-
sao nas industrias de produtos lacteos (sorvetes, doces e outros) o que aumenta o
interesse dos produtores e dos consumidores. Informacdes a respeito das caracte-
risticas quimicas e do valor nutricional dos frutos do cerrado séo ferramentas impor-
tantes para avaliacdo do consumo e formulacdo de novos produtos (KUSKOSKI et
al., 2006).
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1.2 Compostos fendlicos

E crescente o interesse em substancias que possuam propriedades antioxi-
dantes, que sédo fornecidos ao organismo humano como alimentos ou como medi-
camentos preventivos especificos. Em plantas que possuem propriedades medici-
nais e atividade antioxidante, séo relatadas a presenca de polifendis, especialmente
acidos fendlicos e flavonoides (IGNAT, 2011). InUmeros estudos realizados com
compostos fendlicos, especialmente os flavondides demonstram a capacidade dos
mesmos em captarem radicais livres (atividade antioxidante). Os compostos fendli-
cos existem no reino vegetal com a funcéo de defender as plantas. Sao eles que
protegem os vegetais dos ataques fisicos como o dos raios solares (ultravioletas) e
dos ataques biologicos de fungos, virus e bactérias. Estrategicamente 0s compostos
fendlicos estdo concentrados nas folhas, casca e sementes dos vegetais para que
eles cumpram com eficiéncia esse papel. Eles possuem potentes atividades antioxi-
dante, antimicrobiana e antiviral que Ihes proporcionam virtudes terapéuticas.

Os compostos fendlicos, encontrados nas plantas sdo de fundamental impor-
tancia e vem despertando interesses nos ultimos anos por causa de suas funcdes
bioativas e sdo considerados como metabdlitos secundérios. Devido a grande diver-
sidade de processos metabodlicos na formacdo das substancias fendlicas, é dificil
estimar o seu teor quantitativo nos tecidos das plantas de um modo absoluto.

Estes compostos apresentam diversas fungdes: atuam como radicais livres,
como inibidores de crescimento, protetores das plantas ao stress ambiental e ainda
como mecanismo de defesa a pragas e doencas. As plantas podem sintetizar e a-
cumular uma vasta gama destes metabdlitos secundarios em resposta a um stress
fisiologico. Outros apresentam uma forte absor¢édo aos raios ultravioletas, funcionan-
do como protetores dos constituintes das ceélulas primarias mais vulneraveis (DNA,
RNA, outros.) (EVARISTO; LEITAO, 2001).
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1.2.1 Flavonbéides

Os flavondides constituem uma ampla classe de compostos naturais, sinteti-
zados por plantas. Tais compostos naturais possuem uma série de propriedades
bioquimicas e farmacoldgicas que tem despertado grande interesse dos cientistas.
Sao extensamente encontrados na natureza, em sementes e graos de varias frutas e
vegetais e também ocorrem em diferentes plantas medicinais. O consumo de ali-
mentos ricos em flavondides deve ser estimulado, afim de que a populacdo possa se
beneficiar do valor nutricional e dos potenciais efeitos terapéuticos destes compostos
(ARAUJO et al., 2005; ZHANG & LIN, 2007).

Os Flavonoides sao estruturas polifendlicas de baixo peso molecular encon-
tradas naturalmente nas plantas, apresentam 15 atomos de carbono em seu nucleo
fundamental constituido por dois anéis arométicos, A e B e um anel heterociclico
oxigenado C formando um sistema (Cs-C3-Cs) (IGNAT 2011). A Figura 1 apresenta o

esqueleto basico de um flavondide.

Figura 1: Estrutura basica dos flavondides.

Atualmente sé@o conhecidos cerca de 4200 flavondides que desempenham as
mais variadas funcdes bioldgicas no organismo humano (PEDRIALI, 2005). Eles pro-
tegem as plantas contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, além de insetos,
fungos, virus e bactérias.

Os flavonoides encontrados nas folhas podem ser diferentes daqueles pre-
sentes nas flores, galhos, raizes ou frutos, podendo apresentar diferentes concen-
tracOes dependendo do orgéo vegetal em que se encontra (MACHADO et al., 2008).

A Figura 2 mostra exemplos de varios tipos de flavondides.
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Antocianidina

Flavona Flavonol Chalcona Aurona

Figura 2: Estruturas quimicas dos flavondides.

Flavonodides possuem capacidade de inibir a xantina oxidase, enzima respon-
savel pela oxidacdo de tecidos, sendo, portanto, capazes de inibir a formacéo de
radicais livres e o “combate” do envelhecimento precoce. A capacidade de remocéao
de radicais livres pelos flavonoides pode prevenir processos de estresse oxidativo,
gue causam morte celular como a degeneracédo de neurbnios e membranas celula-
res (SMITH et al, 1987; GIASSON et al, 2002; LIN et al, 2002).

As proantocianidinas sao bioflavondides ativos que podem ser encontrados
em inumeras plantas. As concentracfes variam de planta a planta, mas as concen-
tracbes mais elevadas podem ser encontradas no extrato de semente de uva. E
considerado um forte antioxidante, mais potente que a vitamina C e E. As proantoci-
anidinas tém um importante papel nas doencas imunoldgicas, circulatorias e também
em patologias do sistema nervoso. As principais fontes alimentares de proantociani-
dinas aléem das uvas sdo as macas, ameixas, leguminosas, vinho tinto, cha, suco,
cacau e chocolate (NANDAKUMAR et al., 2008, SERRANO et al., 2009, WANG et
al., 2011).
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As proantocianidinas ou taninos condensados sdo polimeros de alto peso mo-
lecular que tem como precursoras unidades monoméricas de (catequinas e epicate-
quinas) em unido com flavan-3,4-didis ou leaconantocianidinas, naturalmente encon-
tradas em folhas, frutos, sementes, castanhas e cascas de muitas plantas (EFRAIM
2004; REZENDE 2008). O esqueleto basico de um flavan-3-0is e a estrutura de uma
proantocianidina sdo mostrados na Figura 3.

(b)

Figura 3: Estrutura do flavan-3-6is (a) e a condensacao de duas moléculas de fla-

van-3-0is originando uma proantocianidina (b).

Antocianidinas sado pigmentos fendlicos naturais instveis responsaveis pela
coloracdo vermelha, azul ou purpura de varias espécies de frutas, flores, ou plantas.
Elas normalmente sdo encontradas nas cascas dos frutos, como no caso da uva,

acerola, porém em alguns casos estdo presentes também na polpa e em outras par-



18

tes do vegetal, como raizes, tronco, cascas e folhas. Atuam como antioxidante e pro-
tegem as plantas dos raios UV. S&o muito importantes na polinizagao e reproducéo
das plantas (LIMA et al., 2006, MALACRIDA & MOTTA, 2005). O uso de antocianidi-
nas como corante em alimento tem atraido interesse devido ao seu efeito terapéutico
e potencial nutricional.

Na Figura 4 sdo mostrados alguns exemplos de antocianidinas com as espé-

cies de plantas com os quais estes compostos foram identificados.
OH OH
OH OH
HO o O HO N O
O = O X OCH4
Z o Z on
OH OH

Cianidina Petunidina
(Centaurea cyanus) (Petunia hybrida)

OH

HO o’
O )
Z on
OH
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(Paeonia) (Delphinium consolida) (Pelargonium zonale)

Figura 4: Algumas estruturas quimicas de antocianidinas e espécies de origem.

1.2.2 Antioxidantes

Em estudos realizados nas ultimas décadas, mostram que dietas ricas em fru-
tos e hortalicas, vém contribuindo para saude e bem estar, reduzindo o risco de do-
encas cardiovasculares e algumas formas de cancer. Esse efeito positivo a saude
tem sido atribuido a alto teor de antioxidantes presentes nas plantas (KEVERS, et
al., 2011).

A oxidacdo € um processo metabdlico que leva a producédo de energia neces-
saria para as atividades essenciais das células. Entretanto, o metabolismo do oxigé-

nio nas células vivas também leva a producéo de espécies reativas de oxigénio (E-
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ROs), tais como radical hidroxila (‘OH), anion radical superoéxido (O') e hidroperoxila

(ROO ) (SOUSA et al., 2007). Esses oxidantes sdo compostos produzidos pelo me-

tabolismo normal do corpo e se ndo controlados podem provocar danos extensivos
ao DNA e oxidar lipidios e proteinas. O dano oxidativo tem sido associado ao desen-
volvimento de muitas doencas cronicas e doencas degenerativas como Alzheimer,
bem como esta envolvido no processo de envelhecimento, incluindo o cancer, doen-
cas cardiacas. Estudos clinicos e epidemiolégicos tém mostrado evidéncias de que
antioxidantes fendlicos de cereais, frutas e vegetais sdo os principais fatores que
contribuem para a baixa e significativa reducéo da incidéncia de doencas crbnicas e
degenerativas encontradas em popula¢gdes cujas dietas sdo altas na ingestdo des-
ses alimentos. Em consequiéncia a pesquisa por antioxidantes naturais tem aumen-
tado muito nos ultimos anos (ROESLER, 2007).

Antioxidantes sdo compostos que atuam inibindo e / ou diminuindo os efeitos
desencadeados pelos radicais livres e compostos oxidantes. Sdo importantes porque
com o combate aos processos oxidativos tem-se menores danos ao DNA e as ma-
cromoléculas, amenizando assim os danos cumulativos que podem desencadear
outras doencas como cancer, cardiopatias e cataratas (MAIA, 2007).

Como ja foram mencionados previamente, os polifendis sdo produtos secun-
darios do metabolismo vegetal que constituem um amplo e complexo grupo de fito-
quimicos, com mais de 8.000 estruturas conhecidas. Estes diversificados grupos de
compostos encontram-se divididos em varias classes, segundo o esqueleto carboni-
co, dentre as quais se destacam os acidos fendlicos e flavonoides, entre outros. A
capacidade antioxidante dos polifendis é devida, principalmente, as suas proprieda-
des redutoras, cuja intensidade da acéao antioxidante exibida por estes fitoquimicos é
diferenciada uma vez que depende, fundamentalmente, do numero e posi¢ao de hi-
droxilas presentes na molécula (MELO et al., 2008).

A vitamina C é também considerada um antioxidante natural que pode inibir o
desenvolvimento de doengas coronarias e de certos canceres (SEVERO et al.,
2009). A vitamina C em frutos é composta, em sua maior parte, pelo acido ascorbico
e sua forma oxidada, o acido desidroascorbico (DHA), que possuem um papel impor-
tante sob as reacdes de stress oxidativo.
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1.3 Oleos essenciais

O estudo cientifico dos componentes quimicos responsaveis pelo sabor ca-
racteristico das frutas justifica se pela importancia na qualidade dos frutos e seus
produtos. Os compostos volateis presentes nas frutas apresentam um exético e a-
romatico sabor, bastante apreciado pelos consumidores (NARAIN et al., 2004). O
sabor € principalmente uma resposta integrada as sensacdes do gosto e do aroma.
A sensacdo do gosto é atribuida, principalmente, a presenca dos compostos néo
volateis nos alimentos (tais como acgUcares, sais, acidos, limonina) determinando as
quatro sensac¢des basicas descritas como doce, salgado, azedo e amargo. A sensa-
cdo do aroma é bem mais complexa, pois o olfato humano pode discriminar entre
milhares de compostos volateis, normalmente conhecidos como 6leo essencial. Os
compostos volateis contribuem significativamente para o sabor caracteristico dos
alimentos (FRANCO et al., 2004).

Oleos essenciais sdo liquidos oleosos volateis munidos de aroma intenso e
guase sempre agradavel, provenientes do metabolismo secundario, existentes em
aproximadamente duas mil espécies e distribuidas em sessenta familias. Na fitote-
rapia, os Oleos volateis destacam-se pelas suas propriedades antibacterianas, anal-
gésicas, sedativas, expectorantes, estimulantes e estomaquicas. O maior problema
ao desenvolvimento da agroindustria produtora de 6éleos essenciais € a concorréncia
com similares sintéticos. Felizmente, a industria que mais necessita deste, a alimen-
ticia, tem substituido os produtos sintéticos por naturais, em funcdo das exigéncias
atuais dos mercados (FERRI, 1996). A obtencédo dos 6leos essenciais das plantas &
feita principalmente através da técnica de arraste a vapor e também pela prensagem
do pericarpo de frutos citricos. Sao constituidos principalmente de mono e sesquiter-
penos e de fenilpropanoides, metabolitos que conferem suas caracteristicas organo-
lépticas (B1ZZO et al., 2009).

O Brasil é o terceiro maior mercado mundial do setor de higiene pessoal, per-
fumaria e cosmética, e os 6leos essenciais sdo matérias primas de grande aplicacédo
nessas industrias (ABIHDPEC, 2011). O aumento na producdo e consumo de 0leo
essencial no Brasil € em grande parte devido ao desenvolvimento da industria brasi-
leira de cosméticos. Os 0Oleos essenciais também sdo empregados pelas industrias
de alimento, quimica e medicamentos (SOUZA et al., 2010). Maior parte da produ-

cao de oleo no Brasil é proveniente de 0leos essenciais de citricos que sédo subpro-
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dutos da industria de sucos, contribuindo com 5% do total de 6leos importados e o-
cupa um lugar de destaque entre os grandes exportadores internacionais (BIZZO et
al., 2009).

Farmacologia, botanica, microbiologia, fitopatologia, alimentos e preservacao
sdo algumas areas em que o0s 0Oleos essenciais podem ser aplicados. A andlise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) é indispensavel
para a avaliacdo qualitativa e quantitativa do 6leo essencial (DAFERERA et al.,
2000). A composicdo quimica do 6leo essencial de uma planta depende de uma sé-
rie de parametros, tais como condigcdes ambientais, estacdo de coleta, procedimento
de extracdo, condicbes de armazenamento das plantas coletadas até a extracédo, etc
(SEVERO et al., 2009).

1.4 Atividade antimicrobiana

As atividades antimicrobianas de compostos e 6leos essenciais oriundos das
plantas tém sido reconhecidas durante anos, mas recentemente estudos cientificos
vém confirmando essas propriedades. Varios grupos de pesquisadores estudam a
atividade biolégica de plantas medicinais de diversas regiées do mundo, orientados
pelo uso popular das espécies nativas. Por outro lado, os microrganismos que cau-
sam prejuizos a saude humana estdo se tornando resistente a maioria dos antimi-
crobianos conhecidos, o que incentiva ainda mais a procura por antibioticos de ocor-
réncia natural (DUARTE, 2006). Os Gleos essenciais de varias espécies de plantas
apresentam atividade antimicrobiana a um grande numero de bactérias incluindo
espécies resistentes a antibidticos e antifungicos. E também podem apresentar acao
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (STIEVEN et al., 2009, DUARTE
et al., 2004).

No Brasil pesquisas relacionadas a produtos naturais e atividade antimicrobi-
ana vém crescendo nos ultimos anos. Entretanto, poucos dados estdo disponiveis
referentes a espécies nativas e exoticas. Esse baixo numero de registro é conse-
guéncia da disseminacao restrita dos resultados de pesquisa, geralmente apresen-
tados em eventos cientificos locais ou regionais. Sendo que as maiorias dos estudos
sao testes isolados com uma ou poucas espécies, geralmente baseada em informa-
¢cbes etnofarmacolodgicas, diferentemente de pesquisas que abrangem a flora de

uma regido definida, onde varias familias botanicas sao estudadas (DUARTE, 2006).



22

1.4.1 Cavidade bucal e microbiota bucal

A cavidade bucal possui estruturas anatémicas distintas, sendo compreendi-
das basicamente por um tecido duro (dente) e por tecidos moles como mucosas al-
veolares e ceratinizada e lingua. A renovacao constante das superficies por desca-
macao previne o acumulo de microrganismos. Entretanto, os dentes apresentam
uma superficie dura ndo-descamativa que favorece o desenvolvimento de grandes
depdsitos bacterianos. Ja a mucosa bucal é caracterizada por continua descamacao
das células epiteliais permitindo a rapida eliminacdo de bactérias aderidas ha muco-
sa (MARCOTTE e LAVOIE, 1998).

Durante a vida, todas as superficies do corpo sdo expostas a colonizacao por
uma grande variedade de microrganismos (LINDHE, 1999). Varios compartimentos
organicos do corpo humano abrigam uma série de microrganismos que infectam es-
ses locais, mesmo no estado saudavel, constituindo a microbiota prépria de cada
local. O motivo da ndo existéncia de uma microbiota Unica em todas as partes do
corpo deve-se inicialmente ao fato de cada regido ser um habitat diferente, com con-
dicbes ambientais diferentes. As composi¢cdes teciduais, 0s nutrientes necessarios
para cada microrganismos, teores de umidade, pH, taxas de oxigénio, receptores
para aderéncia bacteriana, entre outros, se diferem em cada parte do corpo. Com
iSso, 0s microrganismos colonizam certa regido e se adaptam as suas condicdes
ecologicas (DE LORENZO, 2004).

A microbiologia bucal é uma das mais complexas de todo o corpo humano.
Mais de 700 espécies bacterianas ja foram detectadas através de método molecula-
res, das quais somente 40% foram cultivadas em laboratoério (AAS et al., 2005).

Os microrganismos séo encontrados na saliva em popula¢gdes nao aderidas e
em comunidades organizadas, dentro de uma matriz complexa de produtos extrace-
lulares microbianos e compostos salivares crescendo nas superficies do esmalte
dental, conhecida como biofilme (MARSH, 2005), podendo estar aderidos nas super-
ficies do dente e lingua.

Apos a limpeza dos dentes, macromoléculas hidrofobicas sdo adsorvidas pe-
las superficies, formando um filme condicionante denominado pelicula adquirida.
Este filme é composto por uma variedade de glicoproteinas salivares (mucinas), an-
ticorpos, peptideos e outras moléculas organicas (CLARK et al., 1978). A pelicula

altera a carga e a energia livre de superficie, aumentando a eficiéncia da adesao
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bacteriana (LINDHE, 1999). A firme aderéncia de bactérias a superficie dental reves-
tida pela pelicula salivar é o primeiro passo essencial para a formacdo do biofilme
dental (Placa Dental) (MARSH, 2005).

1.5 O género Campomanesia

A familia Myrtaceae € uma das maiores da flora brasileira, composta por
mais de 130 géneros e 4000 espécies de arbusto e arvores representadas nas Amé-
ricas principalmente pelas plantas frutiferas. Apresentam-se com folhas simples, ge-
ralmente opostas e margens inteiras de coloragao sempre verde, caracteristicamen-
te, providas de glandulas produtoras de 6leo essenciais (LORENZI & SOUZA, 2008).

O género Campomanesia representado por arvores e arbustos pode ser en-
contrado do Norte da Argentina até Trindade e das costas brasileiras até o Peru,
Equador e Coldombia. S&o plantas poucas exigentes quanto ao tipo de solo. Algumas
delas crescem naturalmente em solo pobres em nutrientes, como é o caso de C. a-
damantium. Os frutos das Campomanesias destacam-se como importante alimento
para a fauna constituida por um grande nimero de passaros, pequenos mamiferos,
peixes e até répteis e representam 0s principais agentes dispersores das sementes
das espécies deste género. Floresce nos meses de setembro a novembro. Os frutos
amadurecem de novembro a dezembro apresentando formato redondo de coloracéo
gue varia do verde escuro ao verde-claro e amarelo espalhando aroma adocicado e
bastante agradavel (VALLILO et al., 2006b).

A maior parte das gabirobeiras pertence a familia Myrtacea e ao género
Campomanesia, que apresenta 25 espécies distribuidas do México a Argentina sen-
do 15 delas nativas do Brasil onde a espécie esta distribuida em Minas Gerais, Goi-
as e Espirito Santo chegando até o Rio Grande do Sul (PEIXOTO et al., 2005). Co-
mo excecdo a familia da Myrtacea pode-se citar a gabiroba-brava (Vitex multinervis
Schauer) que pertence a familia Verbenaceae, conhecida popularmente na flora flo-
restal paulista por Taruma-azeitona. Existem, também, algumas gabirobeiras que
pertence a familia Myrtacea, mas ndo ao género Campomanesia como a gabiroba
de cachorro (Abbevillea guabiroba Berg) e a gabiroba nativa (Abbevillea chrysophyl-
la Berg) (SOUSA et al., 2004). As gabirobeiras sao plantas pouco exigentes quanto
ao tipo de solo. No Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento se encon-

tram devidamente registrados onze espécies de gabirobeira (MINISTERIO DA A-
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GRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2009). Estas espécies estio a-
presentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Espécies de gabiroba catalogadas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento.

ESPECIES DE GABIROBA

NOME COMUM NOME CIENTIFICO N° REGIS- DATA REGISTRO
TRO
Gabiroba-adamantium Campomanesia adamantium O.Berg 23633 25/06/2008
Gabiroba do amazonas Campomanesia eugenioides 23634 25/06/2008
(Cambess) D Legrand
Gabiroba capoteira Campomanesia guazumifolia 23635 25/06/2008
(Cambess.) O. Berg
Gabiroba laurifélia Campomanesia laurifolia Gardner 23636 25/06/2008
Gabiroba da folha fina Campomanesia lineatifolia Ruiz & 23637 25/06/2008
Pav
Gabiroba branca Campomanesia neriflora(O.Berg) 23638 25/06/2008
Nied

Gabiroba cambuci Campomanesia phaea (O. Berg) 23639 25/06/2008
Landrum

Gabiroba pilosa ou peluda  Campomanesia pubescens (DC) 23640 25/06/2008
O.Berg

Gabiroba da grada Campomanesia reitziana D.Legrand 23641 25/06/2008

Gabiroba do campo Campomanesia sclechtendahliana 23642 25/06/2008

(O.Berg)Nied

Gabiroba de arvore Campomanesia xanthocarpa 23643 25/06/2008

O. Berg

Além dessas catalogadas se podem citar ainda: guabiroba de minas (Cam-
pomanesia fenzliana Berg), gabiroba do cerrado (Campomanesia coeruela Berg),
gabiroba-gratda (Campomanesia Klotzscheana Berg), gabiroba-mirim (Campoma-
nesia aprica Berg), etc. (SOUSA et al., 2004).

A gabirobeira vive em clima tropical quente com baixo indice pluviométrico,
devendo estar sempre exposta ao sol. A propagacao se da através de sementes,
que devem ser semeadas logo ap0s a extracdo do fruto porque perdem rapidamente
a capacidade germinativa. Pode ser cultivada em canteiros. Nao é exigente quanto
ao tipo de solo, crescendo inclusive em terrenos pobres. A colheita geralmente ocor-
re no més de novembro. No entanto, quando € cultivada apresenta maior preferéncia

pelos solos do tipo vermelho-amarelo. A necessidade de 4gua é moderada. Os fru-
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tos podem ser conservados em sacos plasticos na geladeira ou no congelador
(VALLILO et al., 2006a).

No Brasil a gabiroba € muito encontrada nos cerrados das regides Sul, Su-
deste e Centro Oeste. Sendo, também, disseminada para outros paises da América
do Sul, € muito encontrada na Argentina e Uruguai. No sul do Brasil, na regido norte
e oeste do Paran& além da variedade de cerrado difundem-se, também a variedade
arborea que alcanca a varios metros de altura, produzindo frutos com sabor e apa-
réncia da variedade de campo e cerrado, porém, quando maduros apresentam a cor
amarela. A composi¢cdo quimica compreende: proteinas, carboidratos, niacina sais
minerais e vitaminas do complexo B. A parte mais usada séo os frutos e brotos. A-
presenta propriedades medicinais, adstringente e antidiarreica. A infusdo das folhas
é relaxante para aliviar dores musculares, através de banhos de imersdo (VALLILO
et al., 2006a).

Geralmente a planta ocorre na forma de arbusto com 0,40 a 1,00 m de altura
e em moitas, suas flores sdo pequenas de coloracdo creme esbranquicada. Os fru-
tos sdo bagas comestiveis arredondados com polpa amarelada quando maduros,
suculenta, envolvendo as sementes, é de coloracao verde-amarelada e amadurecem
entre setembro e novembro. A primeira frutificagdo ocorre a partir de um a dois anos
apos o plantio. A gabirobeira pode ser utilizada na arborizacao urbana, de facil ma-
nutencdo, quase nao necessita de podas de conducédo e ainda produz abundante
floracdo branca o que Ihe confere aptiddo paisagistica. S8o valorizadas ainda suas

qualidades como planta melifera (PEIXOTO et al., 2005).
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1.6 A espécie Campomanesia pubescens (DC) O. Berg

A gabiroba da espécie Campomanesia pubescens (DC) O. Berg é um arbusto
de porte muito variavel de acordo com a fertilidade do solo, caracteristico do cerrado
e de campo principalmente sujo. Ocorre na Bahia, Distrito Federal, Goias, Mato
Grossa do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo e no Tocantins. Apresenta caule piloso, fo-
Ihas oblongas, membranaceas e pilosas nas duas faces, flores isoladas, axilares,
brancas, sépalas agudas triangulares e bractéolas lineares, fruto globuloso, comesti-
vel e saboroso (SOUSA et al., 2004). Na Figura 5 é apresentado um arbusto de gabi-

roba.

Figura 5: Fotografia de Campomanesia pubescens, no cerrado do municipio de U-
berlandia - MG.

Distingue-se de outras gabirobeiras arbustivas por ter geralmente, peddnculos
densamente pubescentes e normalmente mais longos que o broto floral, além de ter
folhas ainda imaturas por ocasido da antese e serem coriaceas na maturidade com
pubescéncia na face inferior. Flores solitarias, formadas em agosto-setembro. Frutos
com polpa suculenta de sabor acidulado que amadurecem em novembro-dezembro
(LORENZI et al., 2008). Seus frutos sdo usados para fazer licores, sucos e doces
(Figura 6). A infus@o de suas folhas é usada na medicina popular no tratamento de
diarréias e doencas na bexiga (SILVA et al., 2009a).
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Figura 6 — Fotografia do fruto de Campomanesia pubescens, no cerrado do munici-
pio de Uberlandia-MG.

As trés espécies de gabiroba mais difundida no Brasil sdo: gabiroba-
adamantium (Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg), gabiroba de arvore
(Campomanesia xanthocarpa O. Berg) e a gabiroba-pilosa ou peluda (Campomane-
sia pubescens (DC.) O. Berg). Destas trés espécies, as mais estudadas sdo Gabiro-
ba adamantium e a gabiroba de arvore.

Para a gabiroba adamantium se encontra na literatura estudos para determi-
nacdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante das folhas, os valores encon-
trados para compostos fendlicos podem contribuir diretamente a acdo antioxidante
do extrato das folhas (COUTINHO et al., 2008a).

Em outro estudo realizado, determinou-se composi¢cdo quimica dos compos-
tos volateis das folhas e frutos da gabiroba adamantium (COUTINHO et al., 2008b).
Identificacdo de terpenos no 6leo essencial de frutos de Campomanesia adamanti-
um (VALLILO et al., 2006a), estudos de germinacao (MELCHIOR et al., 2006), avali-
acado do potencial citotéxico e atividade antioxidante (RAMOS et al., 2007).

E para gabiroba de arvore sdo encontrados trabalhos referentes ao compor-
tamento farmacoldgico e propriedades toxicoldgicas dessas plantas (BIAVATTI et al.,
2004), composicdo quimica dos frutos (VALLILO et al., 2008), analise dos extratos
hidroalcodlicos das folhas e comportamento anti-ulcerogénica (MARKMAN et al.,
2004).
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1.6.1 Estudos referentes a espécie Campomanesia pubescens (DC) O. Berg

Para a gabiroba pilosa (C. pubescens) foram encontrados estudos na literatu-
ra referentes a composicdo quimica dos 6leos essenciais das folhas, frutos e flor
(SILVA et al., 2009b; CARDOSO & RE-POPP1, 2009). Aplicagéo dos frutos na fer-
mentacdo para producgdo de vinhos e um congresso referente a identificagédo de fla-
vanonas e chalconas (DUARTE et al., 2009; SILVA et al., 2007).

Estudo com o extrato das folhas de Campomanesia pubescens, foi ensaiado
para a avaliagdo do seu efeito toxico, utilizando para tal, dosagens de amostras san-
guineas de animais tratados com o extrato nas concentragdes de 250 mg/kg a 500
mg/kg, por um periodo de noventa dias. Nestas amostras foram investigadas possi-
veis alteracfes bioquimicas e hematolédgicas. Os resultados sugerem que 0s extra-
tos de Campomanesia pubescens foi eficaz em reduzir os niumeros de mondcitos,
indicando um possivel efeito antiinflamatério (GUERRERO, et al., 2010).

Em outro estudo foi avaliada a atividade antimicrobiana e a composi¢cao qui-
mica do extrato hexanico dos frutos de Campomanesia pubescens e Campomanesia
adamantium, frente a seis tipos de microrganismos, utilizando o método de micro
diluicdo para a determinagdo da concentracao inibitéria minima. Os microrganismos
usados para os ensaios foram: S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans, S. setubal, S.
cerevisiae e E. coli. Os extratos apresentaram atividade antimicrobiana frente a to-
dos os microrganismos testados, com CIM variando entre 5 ug/mL a 20 pg/mL
(CARDOSO et al., 2010a).
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Estudos avaliaram a atividade antioxidante, toxidade e composi¢cao por CG-
EM do extrato hexanico das folhas de C. pubescens. Para a atividade antioxidante
utilizou-se o método B-caroteno/acido linoléico e o método radical livre DPPH. O ex-
trato hexanico apresentou em sua composicdo sesquiterpenos hidrocarbonetos e
oxigenados e B-sitosterol. O extrato hexanico néo foi considerado toxico para a Ar-
temia salina (CARDOSO et al., 2008).

No que se refere ao aspecto botanico sdo encontrados mais publicacdes
(PERIOTTO, 2008; PEIXOTO et al. 2005; CARDOSO & SAJO, 2006; MORAIS &
LOMBARDI, 2006).

Uma revisao cuidadosa dos trabalhos realizados com a espécie Campomane-
sia pubescens até o presente momento indicam que, existam poucos dados disponi-
veis na literatura e ndo foram encontrados trabalhos em relacdo a composicao qui-
mica e atividade bioldgica para o caule e raiz desta espécie. Portanto, € possivel
perceber a importancia e a justificativa de se investigar esta planta do cerrado.
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2. Objetivos

Realizar os seguintes estudos quimicos e biologicos da espécie vegetal

Campomanesia pubescens:

* Quantificacédo dos teores de compostos fendlicos e de proantocianidinas.

+ Determinacao da atividade antioxidante.

* Obtencéo do Oleo essencial, seguir da andlise e identificacdo de compostos
volateis.

» Avaliagdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial frente a microrganis-

mos bucais.
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3. Metodologia

A Figura 7 mostra um fluxograma dos trabalhos efetuados para planta C.

Pubescens.
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3.1 Coleta da espécie

Espécimes de Campomanesia pubescens, foram coletadas entre os meses
de setembro a dezembro de 2009 no Municipio de Uberlandia MG, altitude de 660
m, segundo as coordenadas geograficas: latitude 18° 57’ 22.86” S e longitude 48°54"'
55.92" O. Os materiais foram acondicionados e transportados adequadamente ao
laboratdrio de Quimica dos Produtos Naturais do Instituto de Quimica da Universida-
de Federal de Uberlandia (UFU). Espécimen testemunha foi herborizado e incorpo-
rado ao acervo do Herbarium Uberlandense do Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), sob o registro de niumero 55888 para C. pubescens.
Figura 8 apresenta exsicatas de C. pubescens (DC.) O. Berg (a) e o documento
comprobatério (b).

(b)

Figura 8: Exsicatas de Campomanesia pubescens (DC.) O. Berg, Herbarium Uber-
landense.
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Para determinacao do teor e da constituicdo quimica do 6leo essencial e ati-
vidade antimicrobiana, foram utilizadas amostras frescas coletadas em pontos alea-
térios das plantas sempre no periodo da manha. As andlises das amostras foram

realizadas em triplicata.

3.2 Anélises Quimicas

As analises quimicas foram realizadas no laboratério de Quimica dos Produ-

tos Naturais do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia.

3.2.1 Preparos das amostras

Cerca de 1,0 Kg do material vegetal (raizes, caule ou folhas) foi seco a tem-
peratura ambiente por 7 dias, picado e triturado e a serragem resultante moida em
um moinho de bolas de porcelana. O po resultante de cada amostra foi armazenado
em sacos de polietileno e armazenado no freezer a -18,0°C até o momento das ana-
lises.

Aproximadamente 1,0 Kg de frutos foram misturados aleatoriamente forman-
do uma amostra composta e em seguida triturado e homogeneizado integralmente,
em multiprocessador, para posterior andlise. A polpa resultante foi armazenada em
sacos de polietileno e guardada no freezer a -18,0°C até o momento das analises.

Para a determinagdo da umidade utilizou-se uma balanca de luz infraverme-
lha da marca Kett, modelo FD-600. As amostras de aproximadamente 1,00 g foram
deixadas a uma temperatura de 105°C por quinze minutos até que o teor de umida-

de ficasse constante. Calculou-se o rendimento.
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3.3 Extracdo do 6leo essencial por hidrodestilac&o

Cerca de 100 g de (fruto, folha, caule e raiz) de C. pubescens foram coletadas
no periodo da manha, cortadas e submetidas a extracdo por hidrodestilacéo, utili-
zando o aparelho tipo Clevenger, montagem apresentada na Figura 9, por um perio-
do de 4 horas (MORAIS et al., 2009). O extrato organico foi recolhido com aproxima-
damente 50,0 mL de agua e extraido com diclorometano (3 x de 30,0 mL). Descartou
se a fase aquosa e a fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro. Em
seguida, filtrou-se. Para a remoc¢éao do solvente (diclorometano) foi utilizado um eva-
porador rotatorio. O 6Oleo foi recolhido e acondicionado em um frasco, sendo mantido
sob-refrigeracdo a temperatura de aproximadamente -18,0°C até o momento das
analises. A massa do 0leo essencial obtido foi pesada em uma balanca analitica, e

calculou-se percentagem correspondente de 6leo, em relacdo a massa da amostra.

Figura 9: Montagem do aparelho de Clevenger, para hidrodestilacdo.
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3.4 Extracdo etandlica para determinagdo de Fendis totais e proantocianidinas

Cerca de 50,0 gramas de amostra seca (raizes, caule, folhas e frutos) foi pe-
sada e extraida com aparelho de Soxhlet com etanol 95% (faixa de ebulicdo 78-79
°C) (Figura 10). Foi fixada uma velocidade/quantidade em torno de 6 a 8 sifonagens
por hora a temperatura constante e com fluxo de gotejamento entre 100 e 150 gotas
por minuto. As extracdes foram realizadas durante 6 horas.

Depois, filtrou-se e o filtrado foi evaporado em um evaporador rotatorio a
40°C até o volume ser reduzido para 30,0 mL, coletado em frasco ambar e armaze-
nado no freezer a -18,0°C até sua utilizacdo. Para quantificacdo do extrato, reco-
Iheu-se 1,0 mL do mesmo e secou-se em estufa a aproximadamente 105°C em um
frasco tarado, durante 6 horas. Em seguida, o solido resultante foi resfriado a tempe-
ratura ambiente em um dessecador e sua massa foi medida em uma balanca analiti-
ca (FERRI,1996).

Figura 10: Montagem para extracao continua utilizando o aparelho de Soxhlet.
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3.4.1 Determinacéao de fendis totais (FT), pelo método de Folin - Ciocalteau

Uma aliquota dos extratos etandlicos (raizes, caules, folhas e frutos) contendo
0,1 mL de amostra foi diluido em metanol e transferido para um baldo volumétrico de
200,0 mL e o volume final completado com metanol. Desta solugdo, retirou-se uma
aliquota de 0,5 mL que foi transferida para um tubo de ensaio. Adicionou-se 2,5 mL
de uma solucdo aquosa do reativo Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de carbonato de
sédio a 7,5%. A mistura foi incubada por 5 minutos em banho aquecido a 50°C e,
posteriormente, mediu-se a absorbancia a 760 nm, tendo como o branco o metanol e
todos os reagentes menos o extrato. O teor de fendis totais (FT) foi determinado por
interpolacdo da absorbancia das amostras com uma curva de calibracdo construida
com padrdes de acido galico (10, 20, 40, 60 e 80 pg mL™) e os resultados foram ex-
pressos como mg de EAG (equivalente de acido galico) por grama de extrato (JA-
COBSON, et al., 2005; SOUSA et al., 2007; FERRI, 1996).

3.4.2 Determinacdo de taninos condensados (proantocianidinas).

Retirou-se uma aliquota de 0,1 mL do extrato etandlico (raizes, caules, folhas
e frutos) e diluiu-se em metanol até o volume de 200,0 mL. Desta solugéo, retirou-se
uma aliguota de 2,0 mL e transferiu-se para um baldo volumétrico de 5,0 mL. Neste
mesmo baldo, adicionou-se 3,0 mL de uma solucdo de vanilina em acido sulfdrico
70 %, na concentracdo de 10,0 mg mL™. A mistura foi mantida em banho de 4gua a
uma temperatura de 50°C por 15 minutos. A amostra foi esfriada e a absorbancia
medida a 500 nm utilizando como branco o metanol e todos os reagentes menos o
extrato. Determinou o teor de taninos condensados por interpolacdo da absorbancia
das amostras contra uma curva padréo, construida com padrdes de catequina (5, 10,
15, 20 e 30 pug mL™). Os resultados sdo expressos como mg de EC (equivalentes de
catequina) por grama de extrato (MORAIS et al., 2009).
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3.4.3 Andlise quantitativa da atividade antioxidante

Primeiramente foram preparados 50,0 mL de solucdo estoque de DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila) em metanol na concentracdo de aproximadamente 50 mg
mL™, a qual foi mantida sob-refrigeracdo e protegida da luz. Foram feitas diluices
de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20 e 10 mg mL™. A curva de calibrac&o foi construida a
partir dos valores da absorbancia a 517 nm de todas as solu¢des (10 a 50 mg mL™),
medidas em cubetas de vidro com percurso Optico de 1 cm e tendo como branco o
metanol. As medidas de absorbéancia foram efetuadas em triplicata.

A atividade antioxidante foi determinada, através do radical livre estavel
DPPH seguindo o método descrito por BRAND-WILLIAMS et al. (1995) e modificado
por YILDIRIM et al. (2001). Foi pesado cerca de 1,00 g da amostra bruta moida (rai-
zes, caule, folha e fruto) e submetida a extragdo com 10,0 mL metanol por 30 minu-
tos em banho de aquecimento a 40 °C. A solugéo obtida foi filtrada e teve seu volu-
me ajustado para 250,0 mL, enquanto que, para o fruto o volume foi ajustado para
50,0 mL. Para quantificacdo dos extrativos soluveis, 1,0 mL desta solucao foi reco-
Ihida e seca num frasco tarado a 105 °C, durante 6 horas e em seguida resfriado a
temperatura ambiente em um dessecador e pesado. O filtrado de cada amostra foi
submetido a 5 diluicdes sucessivas de 83%, 66%, 49%, 32% e 15% em metanol. A
concentracdo de DPPH no meio reacional foi calculada através de uma curva de ca-
libracdo obtida por regressao linear. Para cada solucéo foi tomada uma amostra de
0,10 mL e adicionado 3,90 mL de solucdo de DPPH (concentracdo aproximadamen-
te 40 pg mL™* em metanol) recentemente preparada. Também, foi feito um branco
nas mesmas condi¢des, mas sem o DPPH. Apos a adicdo do radical DPPH, as solu-
cOes fora deixadas em repouso e suas absorbancias registradas no comprimento de

onda de 517 nm durante uma hora, em intervalos de 5 minutos entre cada leitura.
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A porcentagem de atividade antioxidante (AA) foi determinada pela

equacgao 1:

AbvCl— (AbvA— AbvC2) x100
AbvCl

AA (%) = (equacéo 1)
Onde:
AbvC1 corresponde a absorbancia do controle 1 (0,10 mL de metanol + 3,90 mL de
DPPH-); AbvA corresponde a absorbancia da amostra ao final de 60 minutos e
AbvC2 corresponde a absorbéancia do controle 2 (0,10 mL de amostra + 3,90 mL de
metanol).

A porcentagem de DPPH remanescentes (CEsp), ou seja, a quantidade de

DPPH que néo reagiu com os antioxidantes da amostra € calculada pela equacéo 2.

— |DPPH
%DPPH remanescente™ wxm@
t0

Onde: t = € a concentracdo de DPPH no meio apds reacao com extrato.

t o = € a concentracdo de DPPH no inicio da reacdo (tempo zero).

A concentracao efetiva média (CEsp), que representa a concentracdo de a-
mostra necessaria para sequestrar 50 % dos radicais de DPPH, foi calculada plotan-
do-se a porcentagem de DPPH sequestrado versus as concentracdes dos extratos
de cada amostra (ARGOLO et al., 2004).
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3.5 Separacéo identificacdo de compostos volateis

A separacao e identificacdo dos constituintes volateis foram realizadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria (CG-EM) de massas num aparelho
da Shimadzu, modelo GC17A/QP5000. O programa de temperatura é de 60-240 °C
(3°C.min. ™); injetor no modo splittess a 220°C ; hélio a fluxo constante de
17mL.min.? O detector de massas opera com energia de impacto de 70 eV e sdo
captados os fragmentos de 40 a 650 u; temperatura da interface de 240 °C; tempe-
ratura da fonte de ions de 240°C. Um microlitro da amostra, dissolvido em dicloro-
metano, foi injetado. A identificagdo dos compostos foi feita por meio das bibliotecas
de espectros de massas da Wiley (7, 27, 139, 147 e 229) e por indices de Kovat.
Para obtencéo dos indices de Kovats, uma mistura de padrbes de alcanos (C9-C20)
é preparada usando hexano como solvente (ADAMS, 2001; FRANCO et al., 2004).

3.6 Andlise biolégica do 6leo essencial

As andlises de atividade antimicrobiana foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa em Microbiologia Aplicada da Universidade de Franca (LaPeMA), com a
colaboracéo do Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins.

A atividade antimicrobiana foi determinada utilizando o método da microdilui-
cdo em caldo segundo o CLSI para os microrganismos aerébios (CLSI, 2006) e CLSI
para os microrganismos anaerobios (CLSI, 2007). O preparo das solugdes, reagen-
tes empregados e a metodologia do experimento para a determinacdo das concen-

tracdes inibitérias minimas estédo descritos detalhadamente no Apéndice 1.
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4. Resultados e Discussoes

A umidade da raiz, caule, folha e fruto devem ser conhecidos a fim de que a
agua existente na planta ndo seja quantificada como produto em algumas analises

executadas. Os resultados dos teores de umidade estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Teores de umidade nas amostras da raiz, caule, folha e fruto.

AMOSTRAS TEOR DE UMIDADE (%)
Raiz 11,0+0,1
Caule 13,0+0,4
Folha 14,0+0,8
Fruto 85,0+0,4

Foi realizado o calculo do teor de umidade para evitar que a massa de agua
seja considerada nas andlises. Os dados obtidos mostram que os frutos apresenta-
ram maior teor de umidade, devido a sua polpa suculenta. Valores de umidades pro-
ximos para os frutos sdo descritos na literatura para Campomanesia adamantium
(VALLILO, et al., 2006b).

4.1 Teores de 6leo essencial

O teor médio de 6leo essencial, em porcentagem, foi obtido em relacdo a

massa da planta. O fruto apresentou maior rendimento do Oleo essencial 0,94 + 0,04
%, as folhas 0,64 + 0,06 % ,0 caule 0,15 + 0,01 % e para a raiz o rendimento foi de

0,12 £ 0,02 %. O fruto de C. pubescens apresentou um rendimento superior em

comparacao ao descrito para os 0leos essenciais do fruto e da flor de C. pubescens
da regidao Campo Grande MS onde foram encontrados valores de 0,10% e 0,04%
respectivamente (SILVA et al., 2009b, CARDOSO & POPPI, 2009). Em outro estudo,
o teor de 6leo essencial da flor de C. sessiflora e C. xanthocarpa, foram de 0,08% e
0,10% (CARDOSO et al., 2010b). Os teores de 6leos essenciais observados para a
folha, o caule e raiz de C. pubescens nédo puderam ser comparados com os da litera-
tura, pois ndo foram encontrados estudos comparativos da raiz e caule para essa

espécie.
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4.2 Extracdo etanolica

Os resultados da extracdo etandlica estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Massas e porcentagens dos extratos brutos da raiz, caule, folha e fruto da

gabiroba.
Amostras Massa obtida (g) Teor extrato etandlico (%)
Raiz 0,8+0,1 2,0+£0,2
Caule 3,4+0,3 7,0+0,6
Folha 7,4+0,2 15,0+0,4
Fruto 140+0,4 28,0+0,7

O fruto apresentou uma maior porcentagem de extrato etandlico do que as
outras amostras analisadas, indicando que este possui uma quantidade maior de

substancias sollveis nesse extrato do que as outras amostras.

4.3 Determinacgao do teor de fendis totais pelo método de Folin — Ciocalteau

A analise do teor compostos fendlicos totais (FT) utiliza o reagente de Folin-
Ciocalteau que forma um complexo de colora¢édo azul na presenca de agentes redu-
tores (SOUSA et al., 2007).

A partir da determinacao das absorbancias obtidas para as amostras de con-
centracdes conhecidas de acido galico, foi tracada uma curva de calibracdo da ab-

sorbancia em funcdo da concentracdo em pg mL™, Figura 11.
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Figura 11: Curva de Calibracao do acido galico.

Os resultados obtidos na determinacédo de fendis totais (FT) pelo método Fo-
lin-Ciocalteau, expressos como equivalentes de acido galico (EAG) por grama da

amostra, sao apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Teor de fendis totais (mg de EAG/g de extrato etandlico).

Extratos mg de EAG/ g de extrato etandlico
Raiz 19,3+£0,6
Caule 1140+£1,3
Folha 1150+1,8
Fruto 31,0£5,0

A partir dos resultados obtidos foi possivel confirmar a presenca e quantificar
o teor de fendis totais nos extratos testados. Os extratos da folha e caule avaliados
apresentaram altos teores de compostos fendlicos. Os menores teores de FT foram
registrados nos extratos etanolicos da raiz e frutos. Valores bem variados para os
teores destes compostos podem ser observados. Em comparacdo com os teores de
FT para o extrato etandlico bruto da folha de trés espécies de Eugenia (E. brasilien-
sis, E. beaurepaireana e E. umbelliflora) que foram de 162,6 , 138,0 e 128,1 mg g},

respectivamente, e para o caule destas mesmas espécies, foram encontrados valo-



43

res de 174,4 , 225,4 e 105,8 mg EAG/g de amostra, respectivamente (MAGINA et
al., 2010). Em outros estudos envolvendo a andlise de compostos fendlicos de frutos
de Eugenia uniflora L. (pitanga roxa) o teor de fenois foi de 3,25 equivalentes de ca-
tequina por grama de amostra (LIMA et al., 2002). Portanto, os valores de fendis to-
tais determinados da folha e caule de C. pubescens sdo menores em comparagao
com as trés espécies citadas. Ja o fruto em relagdo aos de outras plantas da familia
Myrtaceae, como jabuticaba, jambolao e aracéa vermelho (GONCALVES et al., 2009),
foi observado um decréscimo no contetdo de fendis totais que pode ser atribuido a
uma série de alteracbes quimicas e enzimaticas de determinados fendis durante o
processo de amadurecimento (ROBARDS et al.; 1999). Os resultados de FT encon-
trados na raiz sdo altos quando comparado com os resultados encontrados para a
raiz de carnalba (SOUSA et al., 2007).

Trabalhos descritos na literatura para a folha de C. adamantium coletadas em
quatro cidades diferentes do Mato Grosso do Sul, mostram que os valores de com-
postos fendlicos variam entre 7,2 mg g* e 21,2 mg g* para o teor de fendis totais
(COUTINHO et al., 2008a), resultados esses inferiores ao das folhas de C. pubes-
cens. Em outro estudo de BRUM, 2010 envolvendo extrato etanolico da folha e fruto
de C. pubescens apresentaram teores de fendis de (465,5 e 161,1 mg g™*) respecti-

vamente, resultados estes bem acima em relacdo aos descritos neste trabalho.
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4.4 Determinacao de taninos condensados (proantocianidinas)

A partir da leitura de absorbéancias das amostras de catequina em concentra-
¢Oes conhecidas foi tragou-se uma curva de calibracdo da absorbancia pela concen-

tracdo em pg mL™ mostrado na Figura 12.
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Figura 12: Curva de calibracdo da catequina.

Os valores de proantocianidinas obtidos foram expressos em equivalentes de

catequina (ECAT) por grama de extrato etandlico, mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Teor de proantocianidinas (mg de ECAT/g de extrato etandlico).

Extratos mg de ECAT/ g de extrato etandlico
Raiz 1,9+0,7
Caule 76+0,3
Folha 17,3+£0,5
Fruto 2,1+0,2
Aroeira (acetona) * 6,1mgg™
Aroeira (MeOH)* 31,2mgg™

* Valores encontrados por Queiroz et al., (2002).
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Os teores de proantocianidinas variaram significativamente entre as amostras.
A folha apresentou maior teor de proantocianidinas; o fruto e a raiz apresentaram
menores valores de proantocianidinas.

N&o h& estudos sobre os teores de proantocianidinas de partes de C. pubes-
cens, mas os valores encontrados para fruto e raiz sdo menores que os valores
normalmente encontrados para as madeiras de aroeira, pesquisados por Queiroz et
al. (2002), uma vez que a funcao protetora das proantocianidinas ndo seria impor-
tante para o fruto e a raiz. O caule e as folhas requerem essa prote¢cdo uma vez que

estdo constantemente expostos.

4.5 Andlise quantitativa da atividade antioxidante

Um dos métodos para se determinar o potencial antioxidante de uma amostra
€ 0 ensaio utilizando o DPPH que avalia a capacidade sequestrante de radicais li-
vres. O DPPH possui forte coloracédo arroxeada e ao se reduzir muda sua coloracéo
para amarelo, sendo que estd mudanca de cor é medida por espectrometria na regi-
ao do ultravioleta-visivel (UV-VIS), mais especificamente em 517 nm. A mudanca de
cor permite avaliar o desaparecimento do radical livie DPPH em solucédo devido a
formacao de espécies mais estaveis.

A partir da leitura das absorbancia obtidas para as amostras de concentracao
conhecida do radical livre DPPH, as quais estdo tracadas na curva de calibracao,

Figura 13.
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Figura 13: Curva de calibragdo do DPPH.
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Através dos resultados obtidos, tragcaram-se gréficos das atividades antioxi-
dantes (AA) em diferentes concentracdes (g mL™) dos extratos em funcéo do tem-
po para a raiz, caule, folha e fruto (Figuras 14, 16, 18 e 20). A partir das absorban-
cias foram construidos os graficos de consumo de DPPH em funcéo das diferentes
concentracfes dos extratos da raiz, caule, folha e fruto de C. pubescens Figuras 15,
17,19 e 21.
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Figura 14: Comportamento cinético do extrato metandlico da raiz frente ao DPPH.
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Figura 15: Grafico de consumo de DPPH em funcéo das diferentes concentracdes

da raiz.
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Figura 16: Comportamento cinético do extrato metandlico do caule frente ao DPPH.
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Figura 17: Gréfico do consumo de DPPH em funcéo das diferentes concentracdes

do caule.
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Figura 18: Comportamento cinético do extrato metandlico da folha frente ao DPPH.

Figura 19: Grafico do consumo de DPPH em funcao das diferentes concentracdes

da folha.
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Figura 20: Comportamento cinético do extrato metandlico do fruto frente ao DPPH.
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Figura 21: Grafico do consumo de DPPH em funcéo das diferentes concentracdes

do fruto.
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Os resultados da atividade antioxidante da raiz, caule, folha e fruto de C.
Pubescens sdo expressos através da concentracdo efetiva média CEsp, que
representa a concentracdo de amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais
de DPPH.

Tabela 6: Valores de CEsy dos extratos metandlico da raiz, caule, folha e fruto de C.

pubescens.
Amostras Raiz Caule Folha Fruto BHT
CEso (Mg mL 'l) 8,0+0,7 74 +0,6 6,6+1,6 56,6 + 2,3 6,5+0,1

De acordo com os resultados obtidos, o extrato metandlico da folha apresen-
tou uma maior capacidade de abstracdo de radicais livres, seguido do caule e raiz. O
fruto também apresentou um bom potencial antioxidante, mas quando comparado
com outras partes da planta mostrou uma menor atividade. Ao comparar os resulta-
dos obtidos na analise quantitativa da atividade antioxidante com o contetdo de fe-
nois presentes nas amostras, observa-se que o0s resultados sdo condizentes. Varios
estudos mostram que o CEsp encontra-se diretamente relacionado com o teor de
compostos fendlicos (WANG et al., 2004; CHANG et al., 2001; MAGINA et al., 2010).

O valor de CEsp encontrado para o extrato metandlico (raiz, caule, folha e fru-
to), em relacdo ao padrdo BHT, observou que o extrato metandlico do fruto teve um
valor mais alto de CEsp. A folha mostrou valor de CEsp (6,6) similar ao padrédo BHT.
Os resultados de CEsg encontrados para caule e raiz também sdo bons em compa-
racao ao padrdo BHT.

Na Tabela 7 se encontra os valores de atividade antioxidante de algumas
plantas (SOUZA et al., 2007).
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Tabela 7: Valores de atividade antioxidante CEs, de outras plantas em pg mL™.

Amostras CEsg
T. brasilienses (Folhas) “A- 44,53
méndoa-Brava”
T. brasilienses (Casca) 27,59
T. fagifolia (Folhas) “Capitéo- 42,23
do-mato”
C. macrophylun (Folhas) “Ca- 78,45
neleiro”
Q. grandiflora (Folhas) “Pau- 50,16
terra-do-cerrado’
C. prunifera (Raiz) “Carnauba” 111,14

Comparativamente aos dados da Tabela 7, observou-se que a raiz, caule e a
folha apresentam valores de CEsp muito bons e menores do que os encontrados na
literatura.

O fruto, que por sua vez, possui baixa quantidade de fendis totais apresentou
um elevado valor de CEsp, mas quando comparado com frutos de outras plantas do
cerrado, possui valores de CEsy menores do que a Cagaita, Pequi, Araticum e Lobei-
ra (ROESLER, et al., 2007), conforme a Tabela 8.

Tabela 8: Valores de atividade antioxidante CEsp de frutos de outras espécies do
cerrado em pg-mL™.

Amostra CEsg
Cagaita (casca + polpa) 387,47
Pequi (semente+ polpa) 298,75

Araticum (polpa) 148,82
Lobeira (semente + polpa) 162,97

Em um estudo da atividade antioxidante do extrato hexanico para as folhas de
C. pubescens CARDODO et al. (2008) relataram um baixo efeito de “sequestro” de
radical, mostrando que o método DPPH responde melhor para amostras mais pola-
res. Segundo COUTINHO et al. (2010) ensaios de atividade antioxidante das folhas
de C. adamantium coletadas em diferentes estacdes do ano mostraram também bai-
xa atividade antioxidante para extrato hexanico, enquanto que as amostras de extra-
to de acetato de etila das folhas apresentaram um valor mais elevado. No estudo da
determinacdo de compostos fenodlicos e avaliagdo da capacidade antioxidante das

folhas de C. adamantium os extratos apresentaram valores de atividade antioxidante
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com porcentuais de inibicdo de 52 a 92% para com radical livre DPPH (COUTINHO
et al., 2008a; 2009; 2010).

Em um estudo de atividade antioxidante dos frutos e folhas de C. pubescens
de Campo Grande MS, empregando o radical livre DPPH, os extratos etandlicos dos
frutos e folhas apresentaram percentuais de inibicdo (88,08%; 87,74%; 42,16%) e
(88,10%; 85,20%; 47,58%), respectivamente (BRUM et al., 2010). Para os extratos
metandlico dos frutos e folhas de C. pubescens do cerrado triangulo mineiro, sao
observados melhores valores de percentuais de inibicdo (82,90%; 68,41%; 57,65%)
para os frutos e (84,63%; 84,23%; 74,18%) as folhas, indicando melhor potencial
antioxidante. Para a atividade antioxidante dos extratos metandlico do caule e raiz
de C. pubescens nao foram encontrados estudos na literatura.

4.6 Identificac@o dos constituintes volateis por CG-EM

Na literatura foram relatados estudos referentes a analise do 0leo essencial
relativos as folhas, flores e frutos de C. pubescens da regido de Campo Grande MS,
regido Centro Oeste (SILVA et al., 2009a, 2009b; CARDOSO & POPPI, 2009), mas
até o momento nenhum relato foi encontrado para o 6leo essencial da raiz e caule.
Para a regiao especifica do cerrado Mineiro nenhum relato é citado na literatura refe-
rente ao estudo quimico de éleos essenciais de C. pubescens.

A tabela 9 mostra a composicao de 6leos essenciais da raiz, caule, folha e

fruto de C. pubescens.

Tabela 9: Composicdo do Oleo essencial de C. pubescens.

% TIC
Compostos MM Kl
Raiz Caule Folhas Frutos
1-hexeno X X X X 2.60 X
But-2-enoato de etila 116 X X X X 1.30
Furfural 96 836 1.07 X X X
Hex-3-en-1-o0l (Z) 100 859 X X X 1.60
Alfa-tujeno 136 930 X X 1.00 X
Alfa-pineno 136 939 X 1.49 1.70 7.71
Sabineno 136 975 X X 1.15 X
Beta-pineno 136 979 X X 0.60 2.65
Beta-mirceno 136 901 X X 0.68 3.01
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Alfa-terpineno 136 1017 X X 1.97 X
Limoneno 136 1029 X 3.29 1.82 25.98
1,8 Cineol Eucaliptol) 154 1031 X 24.54 8.17 24.57
Trans-beta-ocimeno 136 1050 X 0.61 X 1.98
Gama-terpineno 136 1060 X 0.91 3.69 1.23
Alfa terpinoleno 136 1089 X X 0.85 X
Linalol 154 1097 X 1.23 X 1.57
Trans-sabineno hidratado 154 1177 X 1.21 5.22 1.16
Alfa-terpineol 154 1189 X 4.31 2.72 6.92
Acetato de Linalila 200 1257 X 0.72 X X
Gama-elemeno 204 1338 X X 1.26 X
Acetato de beta terpenila 196 1349 X 453 1.10 X
Acetato de alfa terpenila 196 1372 413 X X X
n.i. ? 1379 1.75 X X X
Beta-elemeno 204 1391 1.20 0.64 1.51 X
Trans-cariofileno 204 1419 5.15 2.84 4.98 1.98
Aromadrendeno 204 1441 0.81 X 0.87 X
Alfa-humuleno 204 1455 0.97 X 1.14 0.61
Allo Aromadendreno 204 1460 0.64 X 0.83 X
Alfa amorfeno 204 1475 0.80 X 0.97 X
Germacreno-D 204 1485 9.02 5.07 9.38 0.89
Alfa selineno 204 1494 0.87 X 0.60 X
Biciclogermacreno 204 1500 14.65 7.59 12.54 2.17
Gama-cadineno 204 1514 0.76 X 0.60 X
Delta-cadineno 204 1523 3.21 1.17 2.29 1.45
Germacreno-B 204 1561 1.13 X 0.96 X
Espatulenol 220 1578 10.23 8.36 1.34 2.37
Viridiflorol 222 1590 7.45 411 3.59 1.69
n.i. 222 1597 4.74 2.21 3.07 1.64
Eudesmol <5-epi-7epi-alfa> 222 1605 1.01 0.68 0,95 X
n.i. 222 1640 0,98 5.87 X X
Cubenol <1-epi-> 222 1647 1.18 0.83 X X
n.i. 220,222 1645 6.71 1.91 1.68 X
Cubenol 222 1647 1.18 1.85 3.42 X
n.i 222 1657 8.71 2.89 4.64 1.01
n.i. 222 1660 1.59 1.22 X X
Hexadecanol 242 1838 0.83 X X X
Acido Hexadecandico 256 1897 3.85 X X X
Total X X 94.62 90,08 89.79 93,49

n. i. = ndo identificado, MM = massa molecular, KI = indice Kovats , TIC = total ions cromatograéfico
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A composicao do Oleo essencial presente nas amostras das folhas de C. pu-
bescens apresentou 55,36% em sesquiterpenos e 0s componentes principais foram
Biciclogermacreno (12,54%), Germacreno D (9,38%), Eucaliptol (8,17%) e Trans-
sabineno hidratado (5,22%) (Figura 22). Estes resultados contrastam com aqueles
encontrados para as folhas de 6leo de C. pubescens da regido de Campo Grandes
MS que apresentou 60,3% de monoterpenos e 34,5% de sesquiterpenos e 0s com-
postos majoritarios foram o Limoneno (22,4%), Alfa-pineno (13,4%) e Sabineno
(9,3%) (SILVA et al., 2009a). De acordo com LIMA (2008) essas diferencas ocorrem
devido a vérios fatores que afetam a composi¢cédo quimica dos 6leos como clima da
regido, qualidade do solo, horario de coleta e genético. Em geral a baixa intensidade
de luminosidade diminui a producdo de monoterpenos e pequenas variagdes diarias
de temperatura estimulam a producao de terpendides. Na Figura 25 é mostrado

cromatograma do 6leo essencial da folha de C. pubescens.

3

Biciclogermacreno 12,54 %

Qj

Eucaliptol 8,17 % Trans sabineno hidratado 5,22 %

Germacreno D 9,38 %

Figura 22: Formula estrutural dos compostos majoritarios encontrados na folha.
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Figura 23: Cromatograma (CG-EM) do 6leo essencial da folha de C. pubescens.

O dleo essencial presente na amostra de frutos apresentou maior concentra-
cdo de monoterpenos (80%), destacando-se Limoneno (25,98%) e Eucaliptol
(24,57%), Alfa-pineno (7,71%) e Alfa terpineol (6,92%) (Figura 24). Segundo Vallilo
et al. (2006a) a presenca de desses compostos no 6leo essencial, pode ser um dos
fatores responsaveis pelo aroma citrico observados nos frutos, principalmente o li-
moneno, o qual é o componente majoritario do 6leo volatil em varias espécies de
Citrus.

Os resultados encontrados para o 6leo essencial do fruto de C. pubescens di-
ferem radicalmente daqueles encontrados para o 6leo dos frutos do cerrado de
Campo Grande que apresentou teores sesquiterpenos 89,5% e apenas 7,9% de
monoterpenos, destacando-se Criptomeridiol (14,2%), Espatulenol (6,7%) e Globulol
(SILVA et al., 2009b).

A Figura 25 mostra o cromatograma do 6leo essencial do fruto de

C.pubescens.
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Figura 24: Férmula estrutural dos compostos majoritarios encontrados no fruto.
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Figura 25: Cromatograma (CG-EM) do 6leo essencial do fruto de C. pubescens.

No o6leo essencial do caule de C. pubescens, os constituintes majoritarios fo-

ram Eucaliptol (24,54%), Espatulenol (8,36%), Biciclogermacreno (7,59%) e Germa-
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creno D (5,07%) (Figura 26). A Figura 27 o cromatograma do 6leo essencial do cau-

5

Espatulenol &,36%
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Biciclogermacreno 7,59 % Cermacreno D 5,07 %

le.

Eucaliptol 24,54 %

%5

Figura 26: Férmula estrutural dos compostos majoritarios encontrados no caule.

i Fat.Time T2EI4 ZSeamd BE379  Inben 2,
2
2-Eucabptol
G-Germacreno D
7-Biciclogermacreno
E-Espatulenc]
T |8
6
3 45
1
. | X
L . AL T T T T T T T T T T
5 1] 15 20 25 30 35 40 45 50 55 &l &5 T T5

Figura 27: Cromatograma (CG-EM) do 6leo essencial do caule de C. pubescens.
O dleo essencial da raiz de C. pubescens se destaca dos outros por ter ape-

nas um representante de monoterpenos (acetato de Alfa-terpenila) e os sesquiterpe-
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nos sdo dominantes. Os componentes principais sao Biciclogermacreno (14,65%),
Espatulenol (10,23%), Germacreno D (9,02%) e Viridiflorol (7,45%) (Figura 28). O

cromatograma do 6leo essencial da raiz € mostrado na Figura 29.

Espatulenol 10,23 %

Biciclogermacreno 14,65 %

Hl)g
Viridiflorol 7,45 %%

Germacteno D 9,02 %%

Figura 28: Formula estrutural dos compostos majoritarios encontrados na raiz.
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Figura 29: Cromatograma (CG-EM) do 6leo essencial da raiz de C. pubescens.
Finalmente é importante ressaltar que os perfis do cromatograma sao muitos

semelhantes, apenas variagdes nas concentragdes sao observadas.
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A Tabela 10 encontra-se 0os compostos volateis majoritarios presentes em va-

rias partes da planta.

Tabela 10: Compostos volateis majoritarios presentes na folha, fruto, caule e raiz.

Componente Folha % Fruto % Caule % Raiz %

Alfa pineno 1,70 7,71 1,49 Ausente

Limoneno 1,82 25,98 3,29 Ausente

Eucaliptol 8,17 24,57 24,54 Ausente

Trans - sabineno Hidratado 5,22 1,16 1,21 Ausente

Alfa terpeneol 2,72 6,92 4,31 Ausente
Germacreno D 9,38 0,89 5,07 9,02
Biciclogermacreno 12,54 2,17 7,59 14,65
Espatulenol 1,34 2,37 8,36 10,23
Viridiflorol 3,59 1,69 4,11 7,45

Dos componentes encontrados no 6leo essencial do fruto, o Limoneno, esta
presente em maior porcentagem, este ja vém sendo amplamente utilizado nas indus-
trias de alimento, aliado ao interesse da aplicacdo de aroma natural em vez dos sin-
téticos (JUNIOR & PASTORE, 2007). O 6leo essencial da folha, o Biciclogermacreno
€ 0 constituinte majoritario. No caule, o Eucaliptol € o constituinte em maior porcen-
tagem. O Eucaliptol é usado em aplicacdes de aromaterapia, solvente industrial e
comercial, bem como o potencial para controle de insetos e ervas daninhas de forma
ambientalmente aceitavel, além de sua utilizacdo ja existente em produtos farmacéu-
ticos (BARTON, 2011). De acordo com a Tabela 10, na raiz os constituintes majorita-
rios foram os sesquiterpenos Germacreno D, Biciclogermacreno, Espatulenol e Viri-

diflorol.
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4.7 Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada, utilizando o método da
microdiluicdo em caldo, objetivando a determinacdo da concentracdo inibitéria mini-
ma dos 6leos essenciais da raiz, caule, folha e fruto de Campomanesia pubescens
testados. Outras técnicas poderiam ter sido empregadas para avaliar a susceptibili-
dade dos microrganismos frente as amostras dos Oleos. Entretanto, o0 método da
diluicdo em caldo é considerado a melhor opcéo segundo trabalho realizado, compa-
rando quatro diferentes técnicas mais comumente utilizadas nos laboratorios para
avaliacdo de atividade antimicrobiana (ALVES et al., 2008).

Os dleos essenciais da raiz, caule, folha e fruto da gabiroba (C. pubescens)
apresentaram atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicdo em caldo, dian-
te dos microrganismos indicadores aerdbios e anaerdbios avaliados. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Resultados das concentragdes inibitérias minimas para os 6leos essen-

ciais da gabiroba.

Resultados - pg/mL
ANAEROBIAS AEROBIAS
)]
<<
= .
a £ © o) n © © 0 3 ~
Q ER- BN e 8 28 0 & 2o §
= T 0 =) 5 o g Q = 9 T o ;O
o 2 o - 8 = < 5 o2 <
< S O S0 € Q g Q E o g 0 >8 O
P 5 2 9 KR “ O o 5°p¢
w < < v < W< < = £ <
3
<
Oleo do Fruto 250 125 1.000 >2.000 500 500 2.000
Oleo da Folha 500 125 1.000 2.000 500 500 1.000
Oleo do Caule 500 1.000 > 2.000 >2.000 2.000 >2.000 >2.000
Oleo da Raiz 62,5 250 >2.000 >2.000 2.000 >2.000 >2.000
CONTROLE 0,0922 0,1844 0,3688 7,375 0,3688 0,0922 14,75
Clorexidina

Os resultados da presente investigacao indicam que os 6leos essenciais da

espécie C. pubescens possuem atividade antibacteriana frente as bactérias bucais
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aerdbias e anaerdbias avaliadas. As concentracdes inibitérias minimas (CIM's) para
os 6leos essenciais estiveram entre 62,5 e 1.000 ug mL™ para as bactérias anaeré-
bias e entre 500 superior a 2.000 pg mL™ para as bactérias aerébias.

Os oOleos essenciais foram mais ativos frente as bactérias anaerodbias, pois
apresentaram menores valores de concentragdes inibitérias minimas quando compa-
rado as aerobias. Todos os 6leos foram ativos frente as bactérias anaerébias. Diante
dos valores de CIM o 6leo da raiz foi o mais ativo frente a F. nucleatum com uma
concentracao inibitoria de 62,5 pg mL™. J4 os 6leos essenciais do fruto e da folha
exibiram CIM de 125 pug mL™ a B. fragilis.

Com relagdo aos aerobios, os valores de CIM variaram entre 500 e 2000 ug
mL™. Dos 6leos testados, o da folha foi 0 mais ativo, com inibicdo de todos os mi-
crorganismos indicadores avaliados e com as mais baixas concentracdes inibitérias.
O d6leo do caule foi 0 menos ativo nas concentracdes testadas, apresentando inibi-
cdo somente contra S. mitis (2.000 ug mL™). A bactéria mais resistente aos 6leos
testados foi a E. faecalis com CIM de 2.000 pg mL™. Segundo BAJPAI et al. (2007),
alguns 6leos essenciais possuem maior atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas (aerdbias), pois as bactérias anaerdbias Gram-negativas apresentam
uma bicamada fosfolipidica na sua parede celular, sendo mais resistentes. Os resul-
tados deste trabalho séo discordantes e mostram a relevancia dos valores encontra-
dos uma vez que, os Oleos foram mais ativos frente as anaerdbias. A atividade anti-
bacteriana dos 6leos de C. pubescens pode estar relacionada com a presenca de
compostos terpénicos identificados por CG-EM, principalmente de monoterpenos e
sesquiterpenos. E possivel que existam, outros compostos presentes nos 6leos que
estejam contribuindo com o efeito antimicrobiano dos mesmos e até favorecendo
interacdes sinérgicas. Alguns compostos que foram encontrados em alta concentra-
¢cdo nos Oleos de C. pubescens, ja foram relatados na literatura com altos potenciais
antimicrobianos como: linalol, a-pineno, B-pineno, espatulenol, limoneno e eucaliptol
(1,8 Cineol) (SONBOLI et al 2006).

Poucos estudos com atividade antimicrobiana de o6leos essenciais frente a
bactérias bucais, foram encontrados na literatura.

Em um estudo de atividade antibacteriana com 6leos volateis de Lippia sidoi-
des frente as bactérias aerobias bucais foi encontrado valores de CIM iguais a 5.000
ng mL? para S. mutans e 10.000 pg mL™ para os microrganismos S. mitis, S. san-

guinis e S. salivarus (BOTELHO et al., 2007). No mesmo trabalho foi determinado a
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CIM para os compostos timol e carvacrol , com valores de 5000 e 2500 pg mL™ res-
pectivamente. Para os 0Oleos da raiz, caule, folhas e frutos de C. pubescens foram
observados menores valores de CIM tanto para o 6leo de Lippia sidoides como para
as substancias puras timol e carvacrol, indicando maior efeito antibacteriano. Em
outro estudo com o Oleo essencial da espécie Satureja Khuzistanica Jamzad contra
0Ss microrganismos bucais E. faecalis, S. mutans e S. sanguinis foram encontrados
concentracdes inibitérias de 310 pg mL™* (SEGHATOLESLAMI et al., 2009).

Com relacdo a outros tipos de bactérias citam-se os trabalhos de atividade
antimicrobiana. Ensaios de atividade antimicrobiana do 6leo essencial da folha e raiz
de Espeletiopis angustiofolia Cuatrec, foram observados atividade apenas contra
bactérias Gram-positivas. Os valores de CIM determinados para S. aureus, ambos
de 1000 pg mL™ para raiz e folha e E. faecalis de 240 pg mL™ para a raiz e 360 ug
mL™, folhas (MECCIA et al,. 2007).

Estudo dos compostos volateis das folhas de Myrciaria tenella, frente a oito li-
nhagem de bactérias foi realizada a atividade antimicrobiana, sendo que o 6leo vola-
til apresentou maior efeito contra a Enterobacter sp. e Shigella flexnerii . A primeira é
responsavel por infeccées nasocorinais e urinarias. J4 a segunda é responsavel pela
shigelose, que causa diarréia hemorragica, infeccdo e ulceracdes gastrintestinais
(SCHENEIDER et al 2008).

Outro estudo foi avaliado, a atividade antimicrobiana pelo método de microdi-
luicdo em caldo do 6leo essencial das inflorescéncias de Ocimum gratissimum L.,
(Alfavaca), demonstrou atividade antibacteriana frente a todas as bactérias testadas,
em destaques a atividade verificada frente as cepas resistentes de E. faecalis, S.
aureus e Escherichia coli. Os valores obtidos de CIM variaram respectivamente, en-
tre 500 - 2000 pg mL™ para bactérias Gram-positivas e 1000 — 2000 para as Gram-
negativas (SILVA et al ., 2010).

Diante das comparacdes dos valores de CIM com 0leos essenciais de outros
vegetais é possivel afirmar que oOleos da raiz, caule, folhas e fruto de C. pubescens
exibiram importante efeito antimicrobiano. Além disso, Aligianis et al. (2001) propu-
seram uma classificacdo para materiais vegetais com base nos resultados de CIM,
considerando como: forte inibicdo CIM até 500 pg mL™ : inibicdo moderada CIM en-
tre 600 e 1500 ug mL™ e como fraca inibicdo CIM acima de 1600 pg mL™ . Diante

desta classificacdo pode-se considerar que os 6leos de C. pubescens evidenciaram
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forte efeito antimicrobiano, uma vez que, a maioria das bactérias testadas sofreram
inibicdo com CIM entre 62,5 e 500 ug mL™ .

Portanto, os Oleos essenciais de Campomanesia pubescens podem vir a ser
empregados como uma alternativa natural em solucfes antissépticas bucais na pre-
vencao de doencas causadas por patdégenos orais, visto que 0s 0leos apresentaram

relevante atividade contra bactérias gram-positivas e gram-negativas.
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5. Conclusoes

» O alto teor de fendis totais encontrados na raiz, caule, folha e fruto da gabiro-

ba pilosa, fazem dessa planta uma excelente fonte natural de antioxidantes.

+ A atividade antioxidante foi evidenciada pelo método de DPPH, o fruto apre-
sentou um bom potencial antioxidante em comparacdo a frutos de outras
plantas do cerrado. O extrato metandlico da folha apresentou atividade antio-
xidante (CEsp) satisfatorio em relagdo ao padrdo BHT. Os extratos da raiz e

caule evidenciaram, também, boa atividade antioxidante.

« O odleo volatil do fruto apresentou de altas concentracdes de Limoneno, Euca-
liptol, Alfa Pineno e Alfa Terpineol. Na folha os constituintes majoritarios do
0leo essencial foram Biciclogermacreno, Germacreno D, Eucaliptol e Trans-
sabineno hidratado. No 6leo essencial do caule os principais componentes fo-
ram Eucaliptol, Espatulenol e Biciclogermacreno e no 6leo da raiz os sesqui-

terpenos foram os constituintes dominantes.

* Os estudos da atividade antimicrobiana do 6leo essencial revelaram inibicao
contra bactérias gram-positiva e gram-negativa. O 6leo da raiz apresentou
menor valor de CIM (62,5 ug mL™) para a bactéria F. nucleatum. Os resulta-
dos de CIM para o fruto e folha, mostram que os 6leos essenciais possuem
efeito antibacteriano com maior atividade frente as bactérias anaerdbias, com
menores valores de CIM, (125 ug mL™) fruto e folha para a bactéria B. fragi-

lis.

* Os bons resultados da atividade antimicrobiana para o 6leo essencial da gabi-
roba pilosa indicam que a planta apresenta potencial antimicrobiano que pode
ter aplicabilidade na producéo de novos agentes terapéuticos que atuam na

prevencao de doencas bucais.
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7.1 Microrganismos utilizados nos ensaios
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Para a determinagéo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial, obtidos a

partir de hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger, da raiz, caule, folha e fruto da

gabiroba foram utilizadas as seguintes cepas padrao provenientes da “American Ty-

pe Culture Collection” (ATCC), Streptococcus sanguinis (ATCC10556), Enterococcus
faecalis (ATCC 4082), Streptococcus mitis (ATCC 49456), Streptococcus mutans
(ATCC 25175), Aggregatibaxter actinomycetemcomitans (ATCC 43717), Fusobacte-
rium nucleatum (ATCC 25586) e Bacteroides fragilis (ATCC 25285) (Tabela 2).

Tabela 12 — Microrganismos, procedéncia, morfotipos e meios de culturas utilizados

na avaliacao da atividade antimicrobiana.

Microrganismo/Cepas Padréo Morfotipo Meio de culturado  Meio de cultura
ATCC inéculo do teste
Streptococcus sanguinis Coco Gram positivo TSA TSB
ATCC 10556
Enterococcus faecalis Coco Gram positivo TSA TSB
ATCC 4082
Streptococcus mitis Coco Gram positivo TSA TSB
ATCC 49456
Streptococcus mutans Coco Gram positivo TSA TSB
ATCC 25175
Aggregatibaxter actinomycetem- Coco Gram positivo TSA TSB
comitans ATCC 43717
Fusobacterium nucleatum Bacilo Gram negativo Schaedler Agar Caldo
ATCC 25586
Bacterdides fragilis Bacilo Gram negativo Schaedler Agar Caldo
ATCC 25285

TSB: Caldo
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7.2 Meios de cultura utilizados

Os meios de cultura utilizados para determinacéo da atividade antimicrobiana
pelo método de microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentracao inibitéria
minima foram Caldos Schaedler e Agar Schaedler suplementado para bactérias a-
naerdbias e caldo triptona de soja (TSB) e Agar sangue para bactérias aerdbias
descritas abaixo.

Caldo Schaedler (BD ®)

Composigéo:
Digestdo Pancreatica de Caseina.............coovvvvvvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeecee e 8,1g
Digestao Peptidica de Tecido ANiMal.........ccccoeeiiieiiiiiiiiiiiicee e, 2,59
Digestéo Papainica de farelo de SOja.........cccuueeeeeiiiiiiiiiien e 1,09
(DS 1 0 15T T 5,829
EXtrato de LeVEAUIA..........ccooiiiiieeeece et 5,09
Cloreto de SOAI0.........ooveieiiiceee et 1,79
FOSfato IPOtASSICO. .. ...ueeeieiieeiieiiie et 0,829
[ [0 1 = 0,019
L-CWSTINA ...ttt e e e e 0,49
TRIS (hidroximetil) aminOmMetano ............ccccoviiiiiiiiiiccceeee e, 3,09

Preparacao:

Dissolveu-se aproximadamente 28,4 g do p6 em 1000,0 mL de agua destilada, o
qgual foi homogeneizado e autoclavado por 15 minutos a 121 + 1 °C. ApGs a autocla-
vacao, foi suplementado com 1,0 mL de solucdo de Heminaa 5 mgmL™ e 1,0 mL de

solucdo de menadione a 1mg mL™.

Caldo triptona de soja TSB (BD ®©)

Composigao:
Peptona de CASEINA .....ccccvieee e e e 17,09
PEPLONA UE SOJA ..vvvvviniiiieii ettt e e e e e e e e e e 3,09
(€11 ol 01T P 2,59
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Hidrogenofosfato dipOtasSSICO........uuuuiiiiiiiiiiieeeee e 2,59
Preparacao:
Dissolveu-se cerca de 30,0 g do pé de TSB em 1000,0 mL de agua destilada,

o qual foi homogeneizado e autoclavado por 15 minutos a 121 + 1 °C.

Base para agar sangue (BD ®)

Composicao:
INfus@o de MUSCUIO CardiacCo ............cooviiiiiiiiiiiice e 2,09
Digestdo Pancreatica de CaseiNa .........c.ceeeeviiiiiiiiiieiiiiiiiiee e 13,09
EXIrato de |@VEAUIA ......ceveiieeeeeee e e 5,09
Cloreto de SOIO .......ccevveiiiiiccec e 5,09
AGAT .. 15,09

Preparacao:

Dissolveu-se cerca de 40,0g do p6 em 1000,0 mL de &gua destilada, o qual
foi aquecido e homogeneizado até a dissolucdo do p6 e autoclavado por 15 minutos
a 121 °C. Apds a autoclavagéo, a base foi resfriada de 45 a 50 °C e adicionado 5%
de sangue desfibrinado de carneiro e 25,0 mL dessa mistura colocados em placas
de Petri.

Agar Schaedler (BD ®)

Composigao:
Digestdo Pancreatica de Caseina..............ocevvvviiiiiiiieeieeceeeee 8,29
Digestao Peptidica de Tecido AniMal..........cccoeeeeiieiiiiiiiiiiiieecee e, 2,59
Digestao Papainica de farelo de SOja.........cceeveeieiiiiiiiiiiiiiiiiiieceee e 1,09
DTS 1 01T 5,89
EXIrato de LeVEAUIA...........uuiiiiiiie e eeeaees 5,09
Cloreto de SOUIO.........coeeiiiiiice e e e e e e e e e ae e 1,79
FOSTAtO AIPOTASSIO. ....ceiiiiiieeeeeii e 0,89
[ 1T o 01T = R 0,019
Y/ 11 - PSP 0,49
TRIS (hidroximetil) aminOmMetanO..........coooeeiiiiiiiiiiii e 3,09
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Preparacao:

Dissolveu-se aproximadamente 41,9 g do p6é em 1000,0 mL de agua destila-
da, o qual foi aguecido e homogeneizado até a completa dissolucao do p6, apds foi
autoclavado por 15 minutos a 121 °C. Logo em seguida, foi suplementado com 1,0
mL de solucdo de Hemina a 5 mg mL™, 1,0 mL de solucdo de menadione a
1mg mL™? e 5% de sangue desfibrinado de carneiro e distribuidos 30,0 mL em pla-
cas de Petri.

O vocabulo “suplementado”, no decorrer do texto, deve ser considerado como
a adicdo de 1,0 mL de solucdo de Hemina a uma concentracdo de 5 mgmLe 1,0
mL de menadione a uma concentracdo de 1,0 mg mL™ para cada 1,0 L de meio de

cultura.
Solucéao de Hemina

Dissolveu-se cerca de 0,5 g de Hemina em 10, 0 mL de NaOH a 1,0 N e adi-
cionou-se 90,0 mL de agua destilada esterilizada. Apos obter a solucdo na concen-
tracéo final de 5 mg mL™, esta foi filtrada em membrana filtrante de 0,22 um para um
tubo esterilizado.

Solucédo Menadione

Dissolveu-se em frasco esterilizado 0,1g de menadione em 100,0 mL de eta-
nol absoluto, obtendo-se uma solucdo na concentragéo de 1,0 mg mL™.
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7.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial da raiz, caule, folha e fruto da C.
pubescens foi determinada, utilizando método da microdiluicio em caldo para de-

terminagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM).
7.4. Preparo das amostras do Oleo essencial para o método de microdiluicao

Para a realizacao da técnica de microdiluicdo em microplaca, todas as amos-
tras selecionadas foram inicialmente preparadas com concentracdes de aproxima-
damente 8000 pg mL™ (solucdo de partida). Para conseguir esta concentracéo, dis-
solveu-se 2,0 mg de cada amostra em 250 pL de DMSO.

Em seguida preparam-se as seguintes solucoes:

Solugéo mée para o teste de microdiluicdo em caldo para aerdbios: Retirou-se
125 pL da solucédo de partida, colocou-se em um frasco de 10,0 mL e acrescentou-
se 1875 pL de caldo TSB, obtendo-se uma nova solucdo de concentracéo
500 pg mL™,

Solucdo mae para o teste de microdiluicdo em caldo para anaerdbios: Reti-
rou-se 162,5 yL da solucéo de partida e acrescentou-se 2437,5 yL de caldo Schae-

dler suplementado, obtendo-se uma nova solucdo de concentracdo 500 pg mL™.
7.5 Preparo do indculo

Com o auxilio de uma alca de platina esterilizada, foram transferidas culturas
de 24 horas dos microrganismos indicadores, crescidos no meio Agar triptona de
soja adicionado de 0,5% de sangue de carneiro, para tubos contendo caldo triptona
soja (Aerobios); o mesmo procedimento foi utilizado para preparacado das bactérias
anaerobias com crescimento de 72 h em &gar Schaedler. Padronizou-se o in6culo,
fazendo a comparacgao deste com o tubo 0,5 (1,5 x 10 8 UFC mL™) para bactérias na

escala Mc Farland. Esta preparacao do indculo foi realizada para todas as bactérias.
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7.6 Preparacao da droga padréo

A droga padréo utilizada para validacdo da técnica foi dicloridrato de clorexi-
dina. Primeiro pesou-se cerca de 1,0 mg da droga e dilui-se em 10,0 mL de agua
destilada esterilizada, tendo uma concentracéo de 0,1 mg mL™. Apés, transferiu 1,0
mL dessa primeira diluicdo para um tubo, contendo 4,0 mL de caldo Schaedler su-
plementado; essa Ultima diluicdo de concentracdo de 0,02 mg mL™ é a solucdo usa-
da para a realizacédo da técnica. Levou-se em consideracdo a poténcia de 100% da

droga.

7.7 Controles positivos e negativos

Para a determinacdo de atividade antimicrobiana pelo método da microdilui-
céo, utilizou-se como controle positivo, frente aos microrganismos indicadores, diclo-
ridrato de clorexidina. Para o método de CIM, as concentracfes de dicloridrato de
clorexidina variaram de 0,0115 pg mL™* a 5,9 pg mL™.

Ainda realizaram-se para o método de microdiluicdo em caldo os seguintes
controles: esterilidade dos caldos TSB e Schaedler; controle da cultura (inGculo);
esterilidade da clorexidina, esterilidade dos 6leos essenciais e controle do DMSO.

7.8 Método da microdiluicdo para determinacdo da concentracao inibitéria mi-

nima

A determinacdo de concentragdo inibitoria minima das solu¢des dos 6leos es-
senciais foi realizada segundo o método de microdiluicdo em caldo segundo o CLSI
para 0s microrganismos aerobios (CLSI, 2006) e o CLSI para 0s microrganismos
anaerobios (CLSI, 2007).

Realizou-se todo procedimento em capela de fluxo laminar, com os cuidados
necessarios; as vidrarias, ponteiras e os meios de cultura foram esterilizados. Foram
utilizados microplacas estéreis com 96 orificios. Cada orificio recebeu inoculo, caldo
triptona soja ou caldo Schaedler e amostra das solucdes preparadas, de tal maneira
gue o volume final em cada orificio foi de 100,0 uL para os microrganismos aerébios
e 200,0 pL para os anaerobios (Figura 11).
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Avaliaram-se as amostras das solugcdes nas seguintes concentracdes: 2000 a
12,5 pg mL™. Determinou-se, entdo, a menor concentracdo de cada amostra capaz
de inibir o crescimento dos microrganismos indicadores.

As microplacas foram seladas com parafilme e incubadas a 37 °C por 24 ho-
ras. As placas que contém S. mutans, S. sanguinis e S mitis foram incubadas em
microaerofilia pelo sistema de chama vela. Ap6s o periodo de incubacéo, foram adi-
cionados em cada orificio 30,0 pL de resazurina (Sigma) preparado em solucéo a-
guosa (0,01%) para bactérias. Este sistema revelador permite a observacao imediata
da atividade antimicrobiana da amostra testada, sendo que a cor azul representa
auséncia de crescimento bacteriano e a cor vermelha, a presenga de crescimento
bacteriano (Figura 12). Os microrganismos anaerobicos sdo incubados por 48 a 72
horas em camara de anaerobiose a 36 °C. Em seguida, utiliza-se o0 mesmo revelador
(resazurina) para a determinagdo das concentracdes inibitdérias minimas frente aos

microrganismos anaerobios.

Orificios com
Concentragies
‘Yariando entre
2000 e 12,5 pg fmL

Solugao de
extrato

e " e Ve S T

A

Caldo triptona
soja

Inéculo A placa é incubada

G=

' Total de 100 pL em | 24 horas.
cada orificio 8o desseLs i
(X ) (XA XA Para obtencao dos
(X 0066668 resultados, foi colo-
:: ::::::: cado 30 pg/mL de
E. .> X .. e Resazurina.
S88c006808e ¢
L X8 e (]

Figura 30: Esquema representativo das etapas desenvolvidas para o método de

microdiluico.
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Para todas as bactérias testadas, foi realizado o controle do solvente (DMSO)

nas concentracoes de 5 a 1%. Todos os extratos foram avaliados frente aos micror-

ganismos indicadores em triplicata.
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Figura 31: Exemplo de microplacas com solucdes dos extratos testadas frente a S.

mutans revelada com resazurina.



