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1. INTRODUCAO
1.1. Plantas medicinais e resisténcia microbiana aos antibioticos

As propriedades antimicrobianas de substancias e 6leos essenciais que as
plantas contém como produtos de seu metabolismo secundario tém sido
reconhecidas empiricamente durante séculos, mas foram cientificamente
confirmadas apenas atualmente. Varios grupos de pesquisadores tém estudado a
atividade biolégica de plantas medicinais originarias de diversas regides do mundo,
orientados pelo uso popular das espécies nativas. Por outro lado, os microrganismos
que causam prejuizos a saude humana estdao se mostrando resistentes a maioria
dos antimicrobianos conhecidos, 0 que tem incentivado ainda mais a procura por
antibiéticos de ocorréncia natural.

Extratos e Oleos essenciais de varias espécies mostraram-se eficientes no
controle do crescimento de fungos relacionados a infec¢des superficiais da pele
(Adam et al., 1998), sobre bactérias patogénicas bucais (Cecanho et al., 1998,
1999), e sobre uma ampla variedade de microrganismos, incluindo bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas (Galli et al., 1985).

Ha que se considerar ainda que, na atualidade, as bactérias que causam
prejuizos a saude humana possuem resisténcia a maioria dos antimicrobianos. O
microrganismo Streptococcus pneumoniae € resistente a aminoglicosideos,
penicilina, cefalosporina, cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina e trimetoprim. A
linhagem de Staphylococcus aureus responsavel pelas infecgées hospitalares,
desenvolveu resisténcia a todos os antimicrobianos, com exceg¢do da vancomicina,
podendo ser este fato um risco para a humanidade. A situagdo € ainda mais critica
uma vez que alguns enterococcus adquiriram resisténcia também a vancomicina
(Souza, 1998). O surgimento de linhagens de S. aureus resistentes a vancomicina
significaria um retrocesso a era pré-antibidtica. Para Souza (1998) varias medidas
tecnolégicas sdo sugeridas para resolver o problema da resisténcia das bactérias,
uma delas € a procura de novos antimicrobianos a partir de espécies vegetais.

Salmonella € um género de bactéria amplamente distribuido na natureza que
pode infectar além das aves, o homem e outros animais causando uma toxinfecgao
alimentar denominada salmonelose (Back et al., 2006). Pode causar infecg¢ao clinica

ou subclinica em aves, podendo estas permanecer como reservatorio e fonte de



infeccbes em humanos. Em humanos os surtos ou diarréias esporadicas estdo
associados ao consumo de ovos crus ou mal cozidos e de aves, causando febre,
célicas abdominais e diarréia muitas vezes com grumos de sangue. A doenca dura
entre 4 e 7 dias sendo mais grave em idosos, criancas, gestantes e
imunodeprimidos, podendo se disseminar através da corrente sanguinea para outros
6rgaos cansando a morte. As principais complicacdes sao artrite, cistite, meningite,
endocardite, pericardite e pneumonia (Uehara et al., 2003).

Durante a avaliagdo de extratos e 0Oleos essenciais de cerca de 50 espécies
medicinais e aromaticas pertencentes a CPMA (Colecédo de Plantas Medicinais e
Aromaticas do CPQBA), para controle de dez diferentes espécies de bactérias,
plantas aromaticas normalmente utilizadas na culindria foram capazes de inibir a
Salmonella sp, destacando-se a Mentha piperita. Assim, o objetivo principal deste
trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do éleo essencial de diferentes
espécies de Mentha contra S. choleraesuis.

1.2 Aspectos sociais, culturais e econdomicos de plantas Medicinais

Planta Medicinal é definida pela Organizacao Mundial de Saude (OMS) como
sendo “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que
podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semi-sintéticos” (OMS, 1998).

Segundo a Secretaria de Vigilancia Sanitaria, em sua portaria no.6 de 31 de
Janeiro de 1995, fitoterapico € “todo medicamento tecnicamente obtido e elaborado,
empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais com finalidade profilatica,
curativa ou para fins de diagndstico, com beneficio para o usuario.” Fitofarmacos “é
a substancia ativa, isolada de matérias-primas vegetais ou mesmo mistura de
substancias ativas de origem vegetal”.

O Brasil é possuidor da maior biodiversidade do planeta com uma imensa
flora nativa, sendo que uma grande parte dessa flora &€ medicinal e muitas ainda
desconhecidas ou pouco estudadas. Sabe-se também que mesmo com uma grande
biodiversidade fazemos uso de muitas plantas medicinais exoéticas, nas quais 0s
valores de importacao superam os de exportacdo de plantas medicinais. Com isso,
observa-se que faltam mais investimentos e incentivos para pesquisas nessa area, o

que pode ser orientado através da Etnobotanica, ou seja, através do conhecimento



do uso popular de nossa flora nativa. Esse conhecimento se baseia em estudos na
area de antropologia, boténica, arqueologia, farmacologia, medicina, geografia,
fitoquimica, religido, histéria e outras ciéncias (Schultes e Reis, 1997).

A Etnobotanica ndo atua sozinha no estudo de plantas medicinais, mas em
conjunto com a Etnofarmacologia, que atua na exploragcéo cientifica interdisciplinar

de agentes biologicamente ativos (Amorozo, 1996).

Estudar e conhecer o uso de plantas medicinais tem trés implicacées distintas
(Amorozo, 1996; Elisabetsky, 2001), resgatar o patriménio cultural tradicional, para
manter a sobrevivéncia do mesmo; otimizar os usos populares correntes com prego
mais acessivel; e organizar e disponibilizar informacées de modos de utilizacdo em

processos tecnoldgicos.

Y

Em relagdo a otimizagdo dos usos populares correntes, de acordo com a
OMS, um tergo da populagdo mundial ndo tem acesso a medicamentos essenciais,
com isso é importante que invista na medicina alternativa (WHO, 2002).

O uso de plantas pelo homem data de milhares de anos e essa relacao
tornou-se cada vez mais importante, tendo como principal fun¢do a dieta alimentar.
E com o tempo as comunidades tornaram-se mais organizadas, passando a
selecionar as plantas que eram mais Uteis, independente se como medicamentos ou
alimentos (Ming,1996; Ledo & Ribeiro, 1999).

Conforme as comunidades se desenvolviam e alteravam a forma de viver
ficavam mais propicias ao aparecimento de doencas, e 0 uso de plantas se tornou
importante nos tratamentos das pessoas e na prevengdo de doengas, com isso
passaram a receber o nome de plantas medicinais, conhecidas assim até hoje
(Oliveira et al.,2004).

As plantas medicinais sdao consideradas patriménio cultural e suas praticas e
beneficios sdo transmitidos a cada geracado, desde antes do desenvolvimento da
medicina atual (Rodriguez & Méndez, 1997). Portanto as plantas medicinais sao
encontradas em diversas comunidades do mundo inteiro e sendo por fatores
culturais, folcléricos ou histéricos apresentam alta importdncia para cura das
pessoas.

Contudo, o0 avango na area de tecnologia, das ciéncias quimicas, biologicas,

proporcionou uma evolugdo na medicina, e com isso as plantas medicinais
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passaram a ser substituidas por medicamentos sintéticos ou semi-sintéticos e outras
formas de tratamentos mais eficientes. Mas devido a baixa renda financeira da
maioria da populagdo o uso de plantas medicinais ainda é frequente, o que permite
que pesquisadores busquem informacdes nesses ambientes sobre novas
propriedades e novas plantas, facilitando os estudos nessa area de pesquisa.

O cultivo de plantas medicinais é de grande importancia econémica, pois esta
cada vez mais procurado pelas industrias farmacéuticas, de cosméticos e de
alimentos. Calcula-se que em torno de 500 mil hectares por ano de plantas
medicinais, entre elas a familia Lamiaceae, sendo a Mentha arvensis L., Mentha
piperita, Mentha sapicata L., as principais, com producdo mundial de
respectivamente, 8.600, 2.367 e 880 toneladas (Simbes & Spitzer, 2001).

O consumo de plantas medicinais tem crescido muito e com isso aumenta-se
0 cultivo das espécies. A maioria das espécies nativas usadas pelas industrias
farmacéuticas é obtida através do processo de extrativismo, sendo que este possui
algumas desvantagens, como baixo rendimento, desuniformidade na colheita,
mistura de outras espécies, além da atividade predatéria que pode ocasionar a

erosao genética de muitas espécies nativas.
1.3 Plantas Medicinais e Atividade Antimicrobiana

A utilizagcdo de plantas como fonte de medicamentos é predominante nos
paises em desenvolvimento como uma solucdo alternativa para problemas de
saude, estando bem estabelecido em algumas culturas e tradicdes, especialmente
na Asia, América Latina e Africa (Shale et al., 1999).

Com o conhecimento basico das propriedades de plantas medicinais tem
crescido a fabricagdo e uso de remédios caseiros e esse aumento da
automedicacgao tem estimulado um interesse do potencial clinico e farmacolégico em
plantas medicinais e a seguranca do seu uso (Rodriguez-Fragoso, et al., 2007).

No Brasil mesmo com a rica flora e biodiversidade, apenas cerca de 44
espécies e 22 familias com atividade positiva estdo disponiveis, incluindo plantas
nativas exoticas (Duarte et al. 2005).

No Brasil, a maior parte das pesquisas refere-se a testes isolados com
uma ou poucas espécies, geralmente contidas em informacdes etnofarmacolégicas,

diferente dos trabalhos que enfocam a flora de uma regido especifica, onde varias
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familias botanicas sao estudadas. Um estudo mais aprofundado seria mais efetivo,
principalmente se a investigacao abordasse o potencial farmacolégico de espécies
de um determinado género, guiado pelo uso popular, como o estudo desenvolvido
por Silva e Cechinel (2002) para plantas do género Bauhinia spp. No presente
trabalho as Mentha spp serdo avaliadas por apresentarem propriedades
antimicrobianas (Sivropoulou et al., 1995; Sartoratto et al., 2004; Duarte et al., 2005;
Yadegarinia et al., 2006).

Com a enorme biodiversidade nos diferentes biomas brasileiros possibilita-se
um acréscimo na demanda por produtos naturais pelas industrias de cosméticos e
farmacéuticos, e com isso impulsionam a pesquisa cientifica e a busca por novos
medicamentos.

Mudancas ambientais podem afetar a planta por varios modos, incluindo
contaminacgdes, que tem como consequéncia efeitos toxico, e interagdes com outras
drogas e ervas (Rodriguez-Fragoso, et al., 2007). A planta pode ser contaminada por
meio de produtos herbais, metais pesados, como mercurio, chumbo, (Gagnier et al.,
2006) e isso pode ocorrer de forma proposital, adicionando substancias aos
produtos, ou micro-organismos, toxinas microbianas, trazendo sérios riscos a saude.

O uso indiscriminado de drogas antimicrobianas tem gerado cepas com alto
grau de resisténcia. Com isso, a busca por novas substancias com propriedades
antimicrobianas tem crescido muito, e assim colaboram na terapéutica de saude,
principalmente na area odontolégica (Kunamoto, 2002; Jewtuchowicz et al., 2007).

Delaquis et al. (2002) estudaram a concentracdo minima inibitéria (MIC) de
6leos essenciais sobre bactérias Gram (+) e Gram (-). Demonstraram que os 6leos
essenciais de Anethum graveolens, Eucalyptus dives e sementes e folhas de C.
sativum foram testados e obteve-se resultado efetivo do dleo essencial de C.
sativum contra Pseudomonas fragi, Escherichia coli, Salmonella tuphimurium,

Staphylococus aureus, S. cerevisae e Listeria monocytogenes.

1.4 Reacoes adversas das plantas medicinais

Determinadas plantas possuem substancias altamente perigosas. Isso tem

sido mostrado através de pesquisas, devido ao uso de milhares de anos de plantas

medicinais, as pesquisas mostraram que diversas contem substéncias muito
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agressivas e por isso devem ser usadas com muita cautela e respeitando seus
riscos.

Exemplos de toxicidade de substancias em plantas podem ser os efeitos
hepatotoxicos de apiol, safrol, lignanas e alcaléides, além de acado téxica renal
provocada por terpenos e saponinas; dermatites causadas por espécies com alta
concentracao de lactonas sesquiterpénicas. Muitas substancias isoladas de vegetais
que sdo considerados medicinais apresentam atividade genotdxica ou citotdxica e
mostram alta relagdo com incidéncia de tumores (Hoene, 1939; Veiga Jr et al., 2005)

O confrei (Symphytum officinale L.) € uma planta usada na medicina como
cicatrizante devido a presenca de alantoina, mas possui também alcalbides
pirrolizidinicos, que sdo hepatotdxicos e carcinogénicos (Buckel, 2007; Veiga Jr et
al., 2005). Existem outras plantas medicinais com perigosos riscos toxolégicos, como
as especies do género Senecio, a jurubeba (Solanum paniculatum L.), ipeca
(Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A. Rich.), arnica (Arnica Montana L.), que podem
provocar irritacao gastrointestinal. A cascara sagrada (Rhamnus purshiana DC)
causa disturbios gastrointestinais, como diarréia grave; o cambara (Lantana camara
L.) efeitos hepatotoxicos, entre outras plantas.

Essas plantas medicinais devem ser usadas com muito cuidado,
principalmente por gestantes, pois diversas substancias agem como abortivas.

A hipersensibilidade € um dos efeitos colaterais causados pela utilizagcao de
plantas medicinais, podendo diversificar de dermatites temporarias até um choque
anafilatico. Essas dermatites podem ser provocadas somente pelo contato com a
planta. Em cosméticos que contém na sua formula extratos ou substéancias isoladas
tem causado grande efeito sobre esse ultimo caso. Tanto os profissionais que
manipulam como os usuarios podem contrair essa doenga (Simdes et al., 1999;
Veiga et al., 2005).

1.5 Aspectos gerais de Mentha spp

A origem do nome Mentha provém da palavra grega “Menthe”, a qual

conforme a mitologia grega Menthe era amada pelo Deus dos infernos, o Plutéo,

isso provocou enfurecimento da esposa de Plutdo, Perséfone a qual transformou a
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Menthe numa planta destinada a crescer na entrada de cavernas que davam acesso
ao inferno, essa planta era a Hortela (Teske & Trentini, 1997).

O género Mentha, pertencente a familia Lamiaceae, tem origem européia, foi
introduzida no nordeste dos Estados Unidos e Canadd, e atualmente é cultivada em
todo o mundo, devido ao uso medicinal, aplicacdes farmacéuticas e como fragrancia
e flavorizante (McKay e Blumberg, 2006). Adaptam-se muito bem nos climas
tropicais, suportando temperaturas baixas, entretanto temperaturas mais elevadas
podem reduzir o rendimento do 6leo essencial (Corréa Junior et al.,1994). O género
Mentha engloba vérias espécies, entre elas M. piperita, M.spicata, M. aquatica.

As mentas sado plantas perenes, herbaceas, rizomatosas, folhas opostas,
pecioladas ou sésseis, apresentando flores pequenas, verticiladas e pedunculadas,
arranjadas em verticilos axilares ou inflorescéncias terminais (Dimitri, 1980).

Muitas das préticas fitoterapicas tem sido realizadas no empirismo e folclore,
ao invés de se basear em dados cientificos para seu uso como pratica clinica (McKay
e Blumberg, 2006). As espécies de Mentha se encontram entre os ingredientes de
chas, remédios de uso popular para tratamento de doencas como desordens
biliares, enterites, gastrites, entre outras (McKay e Blumberg, 2006). Além disso, seu
Oleo essencial é usado em formulagdes de cosméticos (Nair, 2001), suplementos
alimentares (Friedman, 1991), como expectorante e inalante, descongestionante,
enxaguatoério bucal e digestivo, apesar da FDA (1992) dizer que esse 6leo da
Mentha spp nao é efetivo para esses fins.

Conforme a idade da planta, a regido geografica, o clima e condicbes de
processamentos e as diversidade de espécies os componentes quimicos sao
diferentes (Spirling e Daniels, 2001; Xu et al., 2003; Rodriguez-Fragoso et al., 2007).
Os elementos volateis principais encontrados no 6leo essencial da Mentha spp sao
mentol (33-60%), mentona (15-32%), isomentona (2-8%), 1,8 cineol (eucaliptol) (5-
13%), acetato de metila mentil (2-11%) mentofurana (1-10%), limoneno (1-7%), B-
mirceno (0,1-1,7%), B-cariofileno (2-4%), pulegona (0,5-1,6%) e carvona (1%) (Pitter
e Ernest, 1998).

Dentre esses compostos 0 mentol e a mentona sé&o os elementos que tem
se destacado em varios estudos como fracdes ativas do 6leo essencial da Mentha
spp. A atividade antimicrobiana desses elementos difere em relagédo aos diferentes
acessos da Mentha e também em relagdo as diferentes cepas de uma mesma
espécie de bactérias (Sivropoulou et al., 1995; Mahady et al., 2005).
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Comparando-se o mentol e a mentona, Furahata et al. (2000) e Iscan et al.
(2002), em estudo in vitro, sugerem que o mentol € o responsavel pela atividade
antimicrobiana dos O6leos. Este demonstrou sua atividade em varias espécies
bacterianas, o Clostridium sporogenes, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomona aeruginosa, Salmonella pullorum, Staphylococcus
aureus, Streptococcus faecalis and Comamonas terrigena (Schuhmacher et al.,
2003). Além de evidéncias sugerindo acao protetora contra o virus do herpes Melzer
et al., 2004).

Nair (2001) assegura o uso do éleo essencial de Mentha spp. em aplicacoes
cosméticas, devendo a pulegona ser usada a concentracdo maxima de 1%, pois
superior a esse valor torna-se téxica. Ainda que com baixa toxicidade o 6leo, pode
apresentar alguns casos de sensibilidade tépica (Bonamonte et al., 2001).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal — Plantas Medicinais

As plantas medicinais selecionadas para o estudo no presente trabalho
pertencem a CPMA - Colecdo de Plantas Medicinais e Aromaticas do
CPQBA/UNICAMP*, sendo as espécies adaptadas a nossa regido (Tabela 1).
Durante o estudo, as plantas foram avaliadas quanto a fase de desenvolvimento e
época adequada para colheita. Foram utilizadas amostras das partes aéreas das
plantas frescas para obtencédo dos 6leos essenciais. A secagem das plantas foi feita
a 40 °C, em estufa com circulacdo de ar, até que estas apresentassem peso

constante.
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Tabela 1. Plantas medicinais do CPQBA/UNICAMP estudadas (OE= 6leo essencial)

Planta Medicinal Familia No. CPMA Preparo
Mentha sp Lamiacea 1940 OE
Mentha arvensis L. Lamiacea 1932 OE
Mentha sp Lamiacea 1926 OE
Mentha canadensis L. Lamiacea 1917 OE

2.2 Determinacao do teor de umidade das plantas medicinais

O teor de umidade das plantas foi determinado apds secagem em estufa a
105 °C durante 24 horas. Este foi utilizado nos calculos de rendimento em 6leo
essencial das plantas medicinais.

2.3 Obtencao dos d6leos essenciais de Mentha spp

A extracao dos 6leos essenciais foi realizada por hidrodestilacdo em sistema
do tipo Clevenger, pesando-se cerca de 100 g das partes aéreas da planta fresca
em balao de fundo redondo de 1000 mL, adicionando-se 700 mL de agua destilada e
procedendo-se a destilacdo, a temperatura de ebulicdo da agua, por 3 horas. Em
seguida, a fase aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 50 mL) e a fase organica
obtida submetida a secagem com sulfato de sédio anidro, filirada sob algodao e o

solvente evaporado a secura.

*A CPMA/CPQBA foi credenciada junto ao CGEN como fiel depositaria de amostras de componentes do patriménio
genético através da deliberagdo do CGEN no. 82 de 09/12/2004. Publicada no DOU em 08/03/2005
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2.4 Micro-organismos

As bactérias avaliadas quanto a susceptibilidade aos 6leos essenciais de
Mentha spp. foram Staphylococcus aureus ATCC 6538, S. epidermides ATCC
12228, Pseudomonas aeruginosa ATCC 13388, Salmonella choleraesuis ATCC
10708, Escherichia coli ATCC 11775, Enterococcus faecium CCT 5079, Bacillus
subtilis ATCC 6051, Rhodococcus equi ATCC 25729 e Micrococcus luteus ATCC
4698.

2.5 Meios de cultura

O meio para manutencdo das bactérias foi o Nutriente Agar e 0 meio de
cultura para os testes de atividade antimicrobiana foi o Caldo Mueller-Hinton.

2.6 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de Mentha spp
pelo método da microdiluicao (CLSI, 2005)

Em uma microplaca esterilizada de 96 orificios ou pogos foram depositados
100 pL de caldo Mueller-Hinton, com exceg¢do da coluna 12, utilizada para os
controles. Na coluna 1 - linha A foram acrescentados 100 uL do éleo essencial
testado, de concentragdo conhecida (uma substancia diferente para cada numero ou
coluna). Em seguida, 100 uL do conteudo do orificio foram homogeneizados com o
meio e transferidos para o orificio da linha seguinte (B), repetindo-se este
procedimento até a linha H, de modo a se obter uma concentragdo decrescente do
6leo. Os 100 puL finais foram desprezados. Em seguida, 100 uL de uma suspensao
do micro-organismo de crescimento recente (24 horas), cuja turvacao foi comparada
a escala de McFarland no 0,5 e diluidos para concentragéo final de 10* células/mL
foram adicionados. As placas foram seladas com parafilm® e incubadas por 24h a
48h a 37 °C. Apos este periodo foram acrescentados 20 mL de uma solugdo aquosa
de TTC (cloreto de trifenil tetrazolium) a 0,5%, e a placa re-incubada por 3 horas na
referida temperatura. A MIC foi definida como a menor concentragdo do éleo capaz
de impedir o aparecimento de coloracdo vermelha, ou seja, capaz de inibir o

crescimento bacteriano. Para verificar a esterilidade do meio de cultura e controle do
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crescimento do micro-organismo, bem como, dos materiais vegetais testados os

mesmos eram colocados individualizados nas placas de Elisa.

2.7 Analise dos dleos por cromatografia em camada delgada

A identificacdo das classes de substancias presentes nos 6leos das plantas
medicinais foi feita por cromatografia em camada delgada.

2.8 Analise dos oleos e fracoes de melhor atividade por CG-EM

A identificacdo dos constituintes dos 6leos e fracdes que apresentarem o0s
melhores resultados de atividade antimicrobiana sera feita em cromatdgrafo gasoso
Agilent Technologies 6890N, equipado com detector seletivo de massas Agilent
Technologies 5975 e coluna capilar HP-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um diametro).
Temperaturas: injetor = 220°C, detetor = 280°C, coluna = 60°C, 3°C.min-1, 240°C (7
minutos). Vazao do gas de arraste (He super seco) = 1,0 mL.min-1. A amostra do
Oleo essencial ou fracdo sera solubilizada em acetato de etila para as andlises. O
indice de Retencdo (RI) ser4 determinado pela co-injecdo de padrdes de
hidrocarbonetos. Os constituintes dos éleos serao identificados por comparagcéao com
dados da literatura (Adams, 2007), perfis da biblioteca Nist 05, e pela co-injecado de

padrées auténticos, quando disponiveis.
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3. RESULTADOS

3.1. Rendimento em o6leo essencial

As plantas medicinais estudadas foram obtidas em coletas no periodo da
manha no campo experimental do CPQBA - UNICAMP. Os dados sobre a data da
coleta, rendimento em éleo essencial, massa da planta e teor de umidade estdo

representados na Tabela 2.

Tabela 2. Rendimento em 06leo essencial (OE) - % (base seca) das plantas medicinais
estudadas.

Planta Medicinal (OE) Data da Massa planta Teor de Massa de Rendimento
coleta fresca umidade Oleo em bleo
)] (%) (9) (%)
Mentha sp 28/01/2010 1,854 81,51 0,662 1,009
Mentha arvensis L. 28/01/2010 1,858 86,79 2,161 2,518
Mentha sp 28/01/2010 1,852 79,77 0,644 0,502
Mentha canadensis L. 28/01/2010 1,885 47,08 2,220 0,510

3.2. Atividade antimicrobiana

Os Oleos essenciais de Mentha spp foram testados para atividade
antimicrobiana contra 9 espécies de bactérias. Os resultados da concentracédo

minima inibitéria (MIC) dos 6leos essenciais estdo apresentados na Tabela 3.
3.3. Analise quimica dos 6leos essenciais
3.3.1. Cromatografia em Camada Delgada
Os resultados da cromatografia em camada delgada dos 6leos essenciais de

M. canadensis L. (CM 05), Mentha sp (CM 30), M. arvensis L. (CM 36) e Mentha sp
(CM 52) estao apresentados na Figura 1.
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana (MIC — mg/mL) dos éleos essenciais das espécies de
Mentha estudadas.

Espécies Medicinais / Acesso

Micro-organismos Menthasp Mentha arvensisL. Menthasp Mentha canadensis L.

CM52 CM 36 CM 30 CM 05

S. aureus * * * *
S. epidermides * * * *
P. aeruginosa * * * *
S. choleraesuis 1,0 1,0 1,0 1,0
E. faecium * * * *
E. coli * * * *
B. subtilis * * * *
M. luteus * * * *
R. equi * * * *
*> 1,0 mg/mL

CM05 CM30 CM36 CM 52

Figura 1. Cromatografia em Camada Delgada dos 6leos essenciais de Mentha spp. (OB=

6leo bruto).
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3.3.2. Anadlise dos constituintes quimicos por CG-EM (Cromatografia Gasosa

acoplada a Espectrometro de Massas)

A composicao quimica dos 6leos essenciais das espécies de Mentha estao

representados nas Figuras 2 a 11 e Tabelas 4 a 6.
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Figura 2. Cromatograma do 6leo essencial de M. canadensis L. (CM-05).
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Figura 3. Cromatograma expandido (5-32 min) da amostra do 6leo essencial de
M. canadensis L. (CM-05)



Tabela 4. Compostos identificados, tempo de retencao (tR), indice de retencao (IR) e

porcentagem relativa (%) do éleo essencial de M. canadensis L. (CM 05)

tgr (min) IR Identificagdo % rel.
6,47 997 3-octanol 0,24
7,47 1027 Limoneno 0,82
8,78 1066 hidrato de cis-sabineno 0,51
9,98 1102 Linalol 4,34
11,96 1152 Mentona 0,48
12,93 1177 terpin-4-ol 0,29
13,77 1198 trans-dihidro-carvona 9,45
14,83 1224 cis-carveol 0,89
15,45 1239 M = 152 1,05
15,96 1251 Carvona 74,84
19,17 1328 acetato de dihidro carveol 2,04
20,36 1357 Eugenol 0,26
20,59 1362 acetato de cis carveila 0,73
21,38 1382 beta-bourboneno 0,69
22,78 1416 trans-cariofileno 1,31
24,53 1459 cis-muurola-4(14),5-dieno 0,33
25,25 1477 gama-muuroleno 0,57
25,86 1492 Biciclogermacreno 0,32
26,90 1519 cis-calameneno 0,58
30,43 1612 <1,10-DI-EPI->cubenol 0,26
Total: 100
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Figura 4 - Cromatograma da amostra do 6leo essencial de Mentha sp (CM 30)
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Figura 5. Cromatograma expandido (20-44 min) da amostra do 6leo essencial

de Mentha sp (CM-30).

Tabela 5. Compostos identificados, tempo de retencao (tR), indice de retencao (IR) e

porcentagem relativa (%) do 6éleo essencial de Mentha sp (CM 30).

tg (min) IR Identificagao % rel.
20,71 1365 6xido de piperitenona 28,05
22,05 1398 M =166 3,59
22,37 1406 alfa-gurjuneno 1,67
24,39 1456 beta-E-farneseno 18,58
25,26 1477 gama-muuroleno 17,38
26,19 1501 n.i. 1,30
26,94 1520 delta-cadineno 1,92
29,54 1588 Globulol 7,62
31,90 1652 alfa-cadinol 2,42
33,18 1687 n.i. 5,07
37,22 1802 2-etilhexil-salicilato 1,65
39,82 1881 homo-mentil-salicilato 3,39
42,66 1969 n.i. 7,35
Total 99,9

22



23

[ABundance
TIC: CM-36. D\ data.ns
10.099
5500000
5000000
4500000 16.2a7
4000000
3500000
3000000 PP
2500000
2000000 21.511
| 2o 581
1500000
20.22.790
1000000 15.6aa
(]
15.061
500000 1 s 27991,
3-2'6.(8.(10.:1: 2a.26. 6022 LT
N B T ST v v AT T SO Y ‘ : : :
5.00 10.00 15.00 Z20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
[Time——

Figura 6 - Cromatograma da amostra do 6leo essencial de Mentha arvensis L. (CM-36)
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Figura 7 - Cromatograma expandido (5-17 min) da amostra do 6leo essencial de
M. arvensis L (CM-36)
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Figura 8 - Cromatograma expandido (20-34 min) da amostra do 6leo essencial de M.
arvensis L (CM-36)
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Tabela 6. Compostos identificados, tempo de retencao (tR), indice de retencdo (IR) e
porcentagem relativa (%) do éleo essencial de M. arvensis L. (CM 36)

tr (min) IR Identificacao % rel.
322 - n.i. 0,27
6,02 978 1-octen-3-ol 0,38
8,09 1046 beta-ocimeno 0,29
10,10 1105 linalol 33,24
10,39 1112 n.i. 0,28
12,76 1172 cis-pinocanfona 0,37
13,57 1193 alfa-terpineol 11,77
13,73 1197 trans-dihidro-carvona 0,35
15,06 1229 nerol (ou cis-geraniol) 1,88
15,65 1243 carvona 2,76
16,25 1258 acetato de linalol 21,97
20,69 1365 acetato de nerila 3,54
21,51 1385 acetato de geranila 6,87
22,03 1397 cis-jasmona 0,26
22,79 1416 trans-cariofileno 3,88
24,38 1456 beta-E-farneseno 0,42
25,25 1477 gama-muuroleno 0,90
26,63 1512 M = 222 0,49
27,99 1548 elemol 1,16
29,58 1589 M = 222 5,75
29,69 1592 M = 204 0,30
31,05 1629 gama-eudesmol 0,60
31,71 1647 beta-eudesmol 0,63
31,83 1650 alfa-eudesmol 0,73
32,38 1665 bulnesol 0,90
Total 99,9
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Figura 9 - Cromatograma da amostra do 6leo essencial de Mentha sp. (CM-52)
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Figura 10 - Cromatograma expandido (5-18 min) da amostra do éleo essencial de
Mentha sp (CM-52)
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Figura 11 - Cromatograma expandido (19-30 min) da amostra do 6leo essencial de
Mentha sp (CM-52)



Tabela 7. Compostos identificados, tempo de retencao (tR), indice de retencao (IR) e
porcentagem relativa (%) do éleo essencial de Mentha sp (CM 52)

tg (min) IR Identificagao % rel.
322 - n.i. 0,41
7,46 1027 Limoneno 0,57
8,77 1066 hidrato de cis-sabineno 1,34
9,94 1101 Linalol 0,79
11,78 1148 para-ment-3-en-ol 1,08
12,85 1175 M=152 2,05
15,57 1241 Pulegona 52,20
15,66 1244 Carvona 2,00
16,78 1270 M =150 1,17
19,76 1342 Piperitenona 29,51
20,02 1349 M= 164 0,75
22,76 1415 trans-cariofileno 1,24
24,38 1456 beta-E-farneseno 0,77
25,26 1478 gama-muuroleno 4,44
25,86 1492 Biciclogermacreno 1,67

Total 99,9
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4. DISCUSSAO

O uso de recursos naturais no tratamento de distintas patologias tem voltado
com énfase. Ha décadas, tem-se verificado um aumento na demanda por plantas e
preparagdes de origem vegetal como recurso terapéutico (Giveon et al, 2004;
Mahady, 2001). Dai a necessidade de se inspirar novamente na natureza e de se
utilizar substancias de defesa inatas das plantas medicinais.

4.1 Rendimento em 6leo essencial

Os diferentes acessos de Mentha apresentaram rendimentos distintos em
6leo essencial, sendo o maior rendimento de 2,518% observado para a espécie M.
arvensis L. e o menor de 0,502% para a Mentha sp, observados na Tabela 2.

4.2 Atividade Antimicrobiana

Muitos micro-organismos causadores de doengcas em humanos tém se
tornado resistentes aos antibiéticos devido ao uso inadequado e indiscriminado.

Em relacdo a atividade antimicrobiana, os resultados do presente trabalho
mostram que os acessos de Mentha spp nao foram capazes de inibir a maioria dos
micro-organismos estudados até a concentragdo de 1 mg/mL, maxima concentragao
avaliada (Tabela 3). No entanto, o 6éleo essencial de todos os acessos de Mentha
foram capazes de inibir a S. choleraesuis a 1 mg/mL.

Duarte et al. (2005) propuseram com base em um trabalho de Aligiannis et al.
(2001), que concentracoes inibitérias minimas (MIC) de até 0,50 mg/mL, de 0,55 a
1,50 mg/mL e acima de 1,50 mg/mL apresentam, respectivamente, forte, moderada
e fraca atividade antimicrobiana. Desse modo, podemos considerar que os 0Oleos
brutos das plantas estudadas foram capazes de inibir a S. choleraesuis com
atividade moderada.

Comparando os resultados obtidos neste trabalho com os encontrados na
literatura, Duarte et al. (2004) observaram que M. piperita inibiu a S. choleraesuis
com valor de MIC de 0,6 mg/mL, atividade também moderada.
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4.3 Analise quimica dos 6leos essenciais de Mentha spp por CG-EM

A andlise da composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais de Mentha spp foi
avaliado por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)
e indicou os seguintes compostos majoritarios para cada acesso de Mentha:

Carvona (74,84%), trans-dihidro-carvona (9,45%), linalol (4,34%) e acetato de
dihidro carvol (2,04%) foram identificados no 6leo essencial de M. canadensis.
(Tabela 4). Oxido de piperitenona (28,05%), beta-E-farnesino (18,58%), gama-
muuroleno (17,38%) e globulol (7,62%) foram encontrados em Mentha sp (Tabela 5).
No 6leo essencial de M. arvensis L. foram identificados linalol (33,24%), acetato de
linalol (21,97%), alfa-terpineol (11,77%), acetato de geranila (6,87%). (Tabela 6). A
pulegona (52,20%), piperitenona (29,51%), gama-muuroleno (4,44%) e carvona
(2%) foram identificados em Mentha.sp ( Tabela 7)

Os diferentes acessos de Mentha tiveram de 99,9 a 100% dos compostos
quimicos identificados.

Apesar de todos os 6leos essenciais estudados terem sido obtidos de plantas
pertencentes ao género Mentha, pode-se observar que os mesmos diferiram em
suas composi¢des quimicas.

Através dos resultados obtidos no presente trabalho ndo é possivel afirmar se
a atividade antimicrobiana observada para os acessos de Mentha spp contra S.
choleraesuis foi devido a agcdo de um composto particular, ou se a um efeito
sinergistico dos compostos presentes no 6leo. Estudos adicionais deverdo ser
realizados de modo a testar a agcdo dos compostos majoritarios separadamente,
sobre a S. choleraesuis.
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5. CONCLUSOES

O rendimento em 6leo essencial variou em fungédo da espécie de Mentha spp
estudada.

Os Oleos essenciais de Mentha spp apresentaram atividade antimicrobiana
efetiva apenas para S. choleraesuis, com MIC de 1mg/mL, sendo considerada
moderada.

Os compostos quimicos encontrados nos diferentes acessos de Mentha
diferiram entre si, embora alguns sejam comuns entre um ou mais acessos.

A atividade antimicrobiana observada para os acessos de Mentha spp contra
S. choleraesuis pode ser devido a acdo de um composto particular, ou um efeito
sinergistico dos compostos presentes no 6leo.

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Adam, K.; Sivropoulou, A.; Kokkini, S.; Lanaras, T.; Arsenakis, M. Antifungal activities of
Origanum vulgare subsp. hirtum, Mentha spicata, Lavandula angustifolia, and Salvia
fruticosa Essential Oils against Human Pathogenic Fungi. J. Agric. Food Chem. 46: 1739-
1745, 1998.

Aligiannis N, Kalpoutzakis E, Chinou IB, Mitakou S, Gikas E, Tsarbopoulos A. Composition
and antimicrobial activity of the essential oils of five taxa of Sideritis from Greece. J. Agric
Food Chem. 2001

Amorozo, M.C.M. A abordagem etnobotanica na pesquisa de plantas medicinais. In: Di
Stasi, LC. Plantas medicinais: arte e ciéncia. Sdo Paulo: UNESP,1996. p. 47-68

Back A.; Beltrao N.; Ledo J.A. (2006). Monitoria e controle de salmonella: aspectos praticos.
VIl Simposio Brasil Sul de Avicultura, 04-06 de abril, Chapecé.

Bonamonte D, Mundo L, Daddabbo M, Fotti C. Allergic contact dermatitis from Mentha
spicata (spearmint). Contact Dermatitis. 2001 Nov; 45(5): 298.

Buckel J. Literature review: should nursing take aromatherapy more seriously? Br J. Nurs.
2007. p.116-20.

Cecanho, R.; Koo, H.; Rosalen, P. L. J. A.; Pierobon, C. N.; Park, Y. K.; Rehder, V. L. G;;
Atividades antimicrobianas de extratos de plantas medicinais sobre patégenos bucais. XV
Simpésio de Plantas Medicionais do Brasil, Aguas de Lindéia — SP, 14-17 de outubro de
1998.

Cecanho, R.; Koo, H.; Rosalen, P. L. J. A.; Park, Y. K.; Cury, J. A. Efeito do extrato
hidroetandlico de Mikania laevigata sobre o crescimento bacteriano e a produgédo de
glucamos por estreptococcus do grupo mutans. Anais da XIV Reunido Anual da FESBE



30

(Federacao da sociedade de Biologia Experimental, v. 14, p290 (resumo # 12.095),
Caxambu — MG, 25-28 de agosto de 1999.

CLSI (2005). Metodologia dos Testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por
Diluicdo para Bactéria de Crescimento Aerdbico - 6 ed. M7-A6, Vol. 23, no. 2.

Corréa Junior, C. Cultivo de plantas medicinais, condimentares e aromaticas. 2 ed.
Jaboticabal: FUNEP, 1994. p.162.

Delaquis PJ; Stanich K; Girard B; Mazza G; Antimicrobial activity of individual and mixed
fractions of dill, cilantro, coriander and eucalyptus essential oils. Inte J Food Microbiol.
2002. p.74-101.

Dimitri, M. J. Enciclopedia Argentina de agricultura e jardineira. Buenos Aires: ACME, 1980.
p.929-930.

Duarte M.C.T, Figueira, G.M, Sartoratto A, Rehder V.L, Delarmelina C. Anti-Candida activity
of Brazilian medicinal plants. J Ethnopharmacol. 2005. p.97: 305-11.

Duarte M.C.T, Sartoratto A, Machado A.L.M, Delarmina C, Figueira G.M, Rehder V.L.
Composition and antimicrobial activity of essential oils from aromatic plants used in Brasil.
Brasilian Journal of Microbiology, 2004.

Elisabetsky, E. Etnofarmacologia como ferramenta na busca de substancias ativas. In:
Simdes, C.M.O et al [Ed). Farmacognosia: da planta ao medicamento. 3 ed. Porto
Alegre/Florianopolis: Ed.Universidade/UFRGS/Ed UFSC, 2001.Cap. 6, p.91-104.

FDA. Modification in voluntary filling of cosmetic product ingredient and cosmetic raw
composition statements. Final rule. Fed Register 1992; 52:3128-30

Friedman G. Treatment of the irritable bowel. Gastroenterol Clin North Am 1991; 20:325-33.
Furuhata K, Dogasaki C, Hara M, Fukuyama M. Antibacterial activities of several herbes
Legionella pneumophila. J Azabu Univ 2000. p.15-20.

Galli, A.; Franzetti, L.; Briguglio, D. Attivita antimicrobica in vitro di oli essenziali ed estratti di
spezie di uso alimentare. Industrie alimentari, 463-466, maio de 1985.

Gagnier J.J, DeMelo J, Boom H, Rochon P, Bombardier C. Quality of reporting of
randomized controlled trials of herbal medicine interventions. Am J Med. 2006; 119:1-11.

Giveon S.M, Liberman N, Klang S, Kahan E. Are people WHO use “natural drugs” aware of
their potentially harmful side effects and reporting to family physician? Patient Educ.
Couns. 2004.

Hoene FC. Plantas e substancia vegetais téxicas e medicinais. Graphicars: Sao Paulo,1939.

Iscan G, Kirimer N, kurkcuoglu M, Baser KHC, Demirci F. Antimicrobial screening of Mentha
piperita essencial oils. Journal of Agricultural and Food Chemistry 2002; 50: 3943-46.

Jewtuchowicz V.M, Brusca M.l, Mujica M.T, Gliosca L.A, Finquelievich J.L, Lovannitti C.A,
Rosa A.C. Subgengival distribution of yeast and their antifungal susceptibility in
immunocompetent subjects with and without dental devices. Acta Odontol Latinoam.
2007; 20(1):17-22.

Kunamoto CA. Candida Biofilms. Current Opinion in Microbiology. 2002. 5:608-611.



31

Ledo, M.G, Ribeiro, K.L.M.S. Plano Municipal de desenvolvimento rural comodoro:
subprojeto de plantas medicinais. Cuiaba, MT. Brasil. 1999. Disponivel em:
<http://www.esalqg.usp.br/siesalg/pm/finalcomodoro.pdf. Acesso em 29 agosto de 2010.

Mahady GB, Pendland SL, Stoia A Hamill FA, Fabricant D, Dietz BM, Chadwick LR. In vitro
susceptibility of Helicobacter pylori to botanical extracts used traditionally for the treatment
of gastrointestinal disorders. Phytother Res. 2005; 19:988-91.

McKay DL, Bumberg JB. A review of the bioactivity and potential health benefits of
peppermint tea (Mentha piperita L.). Phytoterapy Research 2006; 20: 619-33.

Ming, L.C. et al. Yield of essencial oilof and citral content in different parts of lemongrass
leaves (Cymbopogon citrates) Poaceae. Acta Horticulturae, n.426, p.555-559, 1996

Melzer J, Rosch W, Reichling J, Brigmoli R, Saller R. Meta-analysis: phytoterapy of
funcitional dyspepsia with the herbal drug preparation STW 5 (Iberogast). Aliment
Pharmacol Ther. 2004.

Nair B. Final report on the safety assessment of Mentha piperita (Peppermint) Oil, Mentha
piperita (Peppermint) Leaf Extract, Mentha piperita (Peppermint) Leaf, and Mentha
piperita (Peppermint) Leaf Water. Int J Toxicol. 2001; 20 Suppl 3:61-73.

Oliveira, JEZ; Amaral, CLF e Casali, VWD. Recursos genéticos e perspectivas do
melhoramento de plantas medicinais. Disponivel em:
http://www.cpatsa.embrapa.br/livrorg/medicinaismelhoramento.doc. Acesso em 12 agosto
de 2010.

OMS, Bulletin of the World Health Organization. Regulatory situation of herbal medicines. A
worldwide review, Geneva, 1998.

Pitter MH, Hernest E. Pepperment oil for irritable bowel syndrome: a critical review and
methaanalysis. Am J Gastroenterol 1998; 93: 1131-35.

Rodriguez, F.J.M & Méndez, J.B.J. La medicina tradicional en las universidades médicas.
Revista Cubana de Plantas Medicinales. V.2, n.1, p.35-41, Jan. 1997

Rodriguez-Fragoso L, Reyes-Esparza J, Burchiel SW, Herrera-Ruiz D, Torres E. Risks and
benefits of commonly used herbal medicine in Mexico. Toxicol Appl Pharmacol. 2007;
227(1):125-35.

Sartoratto A, Machado ALM, Delarmelina C, Figueira GM, Duarte MCT, Rehder VLG.
Composition and antimicrobial acitivity of essential oils from aromatic plants used in
Brazil. Br J Microbiol. 2004; 35:275-80.

Shale TL, Stirk WA., van Staden J. Screening of medicinal plants used in Lesotho for
antibacterial and anti-inflammatory activity, J Ethnopharmacol. 1999; 67:347-54.

Schultes RE & Reis SV. Ethnobotany: evolution of a discipline. Oregon: Dioscorides Press,
414,1997.

Silva KL & Cechinel Filho V. Plantas do género Bauhinia: composigdo quimica e potencial
farmacoldgico. Quimica Nova. 2002; 25: 449-54.

Simdes MO, Schenkel EP, Gosmann G, Mello JCP, Mentz LA, Petrovick PR. orgs.;
Farmacognosia: da planta ao medicamento; Ed. Universidade/UFRGS/ Ed. da UFSC:
Porto Alegre/ Florianépolis, 1999.



32

Simées, C.M.O. & Spitzer, V. Oleos Volateis. In: Simdes, C.M.O et al.(ed). Farmacognosia:
da planta ao medicamento. 3ed. Porto Alegre/Florianopolis:
Ed.Universidade/UFRGS/Ed.UFSC, 2001. Cap.18, p. 397-425.

Sivropoulou A, Kokkimi S, Lanaras T, Arsenakis M. Antimicrobial activity of mint essential
oils. J Agric Food Chem. 1995; 43:2384-88.

Souza E. C. — Bactérias ultraresistentes: uma guerra quase perdida. Ciéncia Hoje 138(23):
26-35, 1998.

Spirling L.l, Daniels I.R. Botanical perspectives on health peppermint: more than just an
after-dinner mint. J R Soc Health. 2001; 121(1):62-63.

Teske, M.; Trentini, M. M. Herbarium compéndio de fitoterapia. 3. Ed. Curitiba: Herbarium,
1997. p. 182-184.

Veiga Jr. V.F, Maciel M.A.M, Pinto A.C. Plantas Medicinais: Cura Segura? Quimica Nova.
2005; 28: 519-525.

WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION. WHO Policy perspectives on medicines:
medicina tradicional — necesidades crecientes y potencial. Geneva, 6, 2002.

Uehara O.Y.; Miyazaki N.H.; Sakata M.V. (2003). Gravidade de surto de doencas
transmitidas por alimentos: relato de cinco casos internados em consequéncia de surto
de diarréia na cidade de Sao Caetano do Sul, em maio de 2002. Rev. Net Dta 3: 11-18.
Disponivel na URL: http://www.cve.saude.sp.gov.br <Doengas transmitidas por agua e
alimentos><REV NET DTA>.

Xu P, JiaW, Bi L, Liu X, Zhao Y. Studies on components and quality of essencial oil from
Mentha piperita L. produced in Xinjiang, China. Chem Ind Forest Prod 2003; 23: 43-45.

Yadegarinia D, Gachkar L, Rezaei M.B, Taghizadeh M, Astaneh S.A, Rasooli I. Biochemical
activities of Iranian Mentha piperita L. and Myrtus communis L. essential oils.
Phytochemistry. 2006 Jun; 67(12):1249-55



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	1. INTRODUÇÃO
	2. MATERIAL E MÉTODOS
	3. RESULTADOS
	4. DISCUSSÃO
	5. CONCLUSÕES
	6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

