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RESUMO

Alguns 6leos essenciais apresentam atividade antimicrobiana, antioxidante e
antiproliferativa frente a linhagens de células tumorais. Aumentos nas concentragdes de clorofila,
evidenciados apés aplicacdo de brassinosteroides (hormonios que regulam o desenvolvimento
vegetal), podem levar a maiores taxas de fotossintese, que podem resultar em aumentos na
guantidade de O6leos essenciais, sugerindo a participacdo deste hormdnio na atividade
biossintética de metabdlitos secundéarios vegetais, incluindo os mono- e sesquiterpenos da via
dos derivados do isopreno que sao importantes constituintes dos 6leos essenciais. Foram usadas
no estudo Mentha piperita e Mentha pulegium, pois sdo espécies com 6leos essenciais muito
utilizados no Brasil para fins alimenticios, cosméticos e medicinais (relatos de atividade
antimicrobiana, antioxidante e citotéxica frente a algumas linhagens de células tumorais). Foi
aplicado o 24-epibrassinolideo em uma Unica concentracdo (107 M) no substrato onde as
espécies vegetais foram cultivadas e as folhas foram coletadas para andlises 15 e 52 dias apoés a
aplicacdo do brassinosterdide. Os Oleos essenciais das folhas de M. pulegium do grupo de
plantas que recebeu o 24-epibrassinolideo, demonstraram melhores resultados para os 6leos
essenciais das plantas de 15 dias de andlise, no qual foram encontrados menores valores de CIM
para as cepas indicadoras susceptiveis ao 6leo essencial, podendo estar associado ao efeito
sinérgico da acao dos constituintes majoritarios (como por exemplo pulegona e mentol) com os
minoritarios que tiveram maior participacdo percentual na composi¢do do 6leo (com por exemplo
limoneno e mentil acetato), constituintes estes com efeito antimicrobiano documentado em
literatura. Por outro lado, o tratamento levou a mudancas no perfil dos constituintes volateis dos
Oleos essenciais, tanto aos 15 como aos 52 dias apos o tratamento, que possivelmente estao
relacionadas a maior atividade antibacteriana. A atividade antiproliferativa frente a linhagens de
células tumorais também foi potencializada no 6leo essencial das plantas de M. pulegium que
receberam o 24-epibrassinolideo. Os 0Oleos essenciais das folhas de M. piperita demonstraram
melhora efetiva no rendimento do 6leo das plantas tratadas com o 24-epibrassinolideo. O 6leo
obtido das plantas tratadas com o 24-epibrassinolideo, comparado ao 6leo essencial do grupo
controle, apresentou resultados indicativos de maior atividade antibacteriana, maior capacidade
antioxidante e de maior atividade antiproliferativa frente a linhagens de células tumorais. Este
comportamento foi verificado principalmente para as amostras de 52 dias de analise para o 6leo
essencial das folhas de M. piperita submetidas ao 24-epibrassinolideo em relacdo ao grupo
controle, onde foram encontrados menores valores de CIM, de TGl e maior valor de capacidade
antioxidante no ensaio ORACFL, sendo que o efeito bioldgico pode ser devido ao efeito sinérgico
de diferentes constituintes quimicos do 6leo essencial. Conclui-se que a utilizacdo do 24-epi-
brassinolideo apresentou efeito modulador no perfil de constituintes volateis, na atividade
antioxidante e nas atividades antimicrobiana e antiproliferativa do 6leo essencial das folhas de M.
pulegium e M. piperita para algumas cepas de microorganismos e para algumas linhagens de
células tumorais. No entanto, o efeito modulador no perfil quimico e nas atividades do 6leo
essencial das folhas de M. pulegium e M. piperita deve ser pesquisado com mais detalhes em
estudos sistematicos.

Palavras-Chave: Oleo essencial, antimicrobiano, antioxidante, antiproliferativo, Mentha.
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ABSTRACT

Some essential oils have antimicrobial, antioxidant and antiproliferative activities against
tumor cell lines. Increases in the concentrations of chlorophyll, evidenced after administration of
brassinosteroids (hormones that regulate plant development) may lead to higher rates of
photosynthesis, which may result in increases in the number of essential oils, suggesting a
possible role of this hormone in the biosynthetic activity of secondary metabolites plants, including
mono- and sesquiterpenes track of isoprene derivatives which are important constituents of the
essential oils. Were used in the study Mentha piperita and Mentha pulegium, as are species with
essential oils widely used in Brazil for food, cosmetic and medical (antimicrobial activity reports,
antioxidant and cytotoxic against some tumor cell lines). The 24-epibrassinolide was applied in a
single concentration (107 M) on the substrate where the plants were grown and leaves were
collected for analysis 15 and 52 days after application of brassinosteroid. The essential oils from
M. pulegium leaves of plants of the group receiving the 24-epibrassinolide demonstrated better
results in the essential oils of the plants 15 days' analysis, which presented low MIC values for the
indicator strains susceptible to oil essential and can be associated to the synergistic effect of the
action of the main constituents (such as pulegone and menthol) with minority which had a higher
percentage share in the oil composition (limonene and with menthyl acetate), these constituents
with documented antimicrobial effect literature. On the other hand, treatment led to changes in the
profile of volatile constituents of essential oils, both at 15 and at 52 days after treatment, likely
related to higher antibacterial activity. The antiproliferative activity against tumor cell lines was
also enhanced in the essential oil of plant M. pulegium receiving 24-epibrassinolide. The essential
oils from leaves of M. piperita demonstrated effective improvement in the yield of oil from plants
treated with the 24-epibrassinolide. The oil obtained from plants treated with the 24-
epibrassinolide, compared to the essential oil of the control group, presented results indicating
greater antibacterial activity, increased antioxidant capacity and greater antiproliferative activity
against tumor cell lines. This behavior was observed mainly for samples 52 days of analysis for
the essential oil of M. piperita leaves subjected to 24-epibrassinolide in the control group, which
presented low values of CIM, TGI and higher value of antioxidant capacity ORACF. the test, and
the biological effect may be due to the synergistic effect of different chemical constituents of
essential oil. It is concluded that the use of 24-epibrassinolide presented in modulating effect
profile of volatile constituents in the antimicrobial and antioxidant activity and antiproliferative
activities of essential oil from M. pulegium and M. piperita leaf for some strains of
microorganisms, some tumor cell lines. However, the modulatory effect on the chemical profile
and the activities of the essential oil of the leaves of M. pulegium and M. piperita should be
investigated in more detail in systematic studies.

Keywords: Essential oil, antimicrobial, antioxidant, antiproliferative, Mentha.
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1. Introducéo

Os brassinosterdides sdo hormoénios vegetais que regulam varios
processos relacionados ao crescimento e desenvolvimento de plantas (Zullo &
Adam, 2002). Dentre esses processos encontram-se o estimulo & sintese de
pigmentos fotossintéticos, como as clorofilas (Hayat et al., 2006) ou a inibicdo da
degradacdo desses pigmentos em plantas cultivadas sob estresses diversos
(Janeczko et al., 2007). Em conformidade com essas observacfes, apos
aplicagbes desses hormonios, foram encontradas maiores concentragdoes de
clorofilas em plantas de geranio (Swamy & Rao, 2008) e Vigna radiata
(Fariduddin et al., 2004). Aplicacbes de brassinosterdides também levaram a
aumento nas concentracdes de pigmentos fotossintéticos em plantas de arroz
(Anuradha & Rao, 2003) e de Cajanus cajan (Dalio et al., 2011) cultivadas sob
estresse salino.

Os aumentos nas concentracbfes de clorofila evidenciados, apos
aplicacdo de brassinosterdides, podem se refletir em maiores taxas de
fotossintese em diversas espécies (Fariduddin et al., 2004; Ogweno et al., 2008;
Swamy & Rao, 2008; Xia et al., 2009; Dalio et al., 2011). Maiores taxas de
fotossintese, por sua vez, podem resultar em maior crescimento. Em
concordancia com essas observacdes, foram encontrados aumentos nas
massas secas de plantas de geranio e coleus apos aplicagcdes de 24-
epibrassinolideo, 28-ch o mobr assi nol 2 deo, stigmaster ol
Rao, 2008; 2009; 2010; Ayad et al., 2009) e de plantas de arroz cultivadas sob
estresse salino e tratadas com 24-epibrassinolideo (Anuradha & Rao, 2001;
Ozdemir et al., 2004). Corroborando, os resultados relacionando o efeito de
brassinosterdides ao aumento de massa seca, a aplicacdo de clotrimazol, um
inibidor de sintese desses horménios, provocou reducdes nas massas secas de
folhas, caules e raizes de plantas de C. cajan (Dalio et al., 2011).

Grande parte da massa seca das folhas pode ser constituida por amido.

Em um trabalho na década de 30 Spoehr e Milner (1935) j4 haviam verificado



gue a porcentagem de amido pode chegar a 40 % da massa seca nas folhas e
gue a partir dele sdo formados diversos compostos organicos celulares
(Spoehr& Milner 1936). Ha indicacdes de que os brassinosterdides exercem um
papel regulador no metabolismo de carboidratos, visto que aplicacoes desses
horménios aumentaram as atividades de enzimas ligadas ao metabolismo de
acucares (Schluter et al., 2002; Yu et al., 2004) e a concentracdo de
carboidratos em espécies distintas (Schluter et al., 2002; Yu et al., 2004; Lisso et
al. 2006; Dalio et al., 2011).

Maiores teores de carboidratos apds aplicacdo de 28-homobrassinolideo
e 24-epibrassinolideo foram relacionados a aumentos na sintese de O6leos
essenciais em plantas de geranio. Os autores sugeriram que devido ao aumento
nas concentrac6es de amido e agUcares totais, promovido pelo horménio, pode
ter havido um direcionamento de parte desses compostos para 0 metabolismo

secundario, aumentando a concentracdo de geraniol (Swamy & Rao, 2008;

2009). Aplicacbes de st i gmaster ol e U tocoferol

porcentagem de 6leos essenciais em Pelargonium graveolens, sendo o citronelol
e o linolol os constituintes que mais contribuiram para esse aumento (Ayad et
al., 2009). Além disso, aplicacdo de substancia andloga a brassinosterdides
(spirostanico cetbnico) resultou em maior quantidade de mentol nos 6éleos
essenciais em Mentha arvensis (Maia et al., 2004).

Oleos essenciais aparecem na literatura associados a atividade
antimicrobiana, antioxidante e antiproliferativa frente a células tumorais com
promissoras atividades biolégicas. Em um estudo com 35 plantas medicinais
comumente utilizadas no Brasil, Duarte et al. (2005) verificaram que 06leos
essenciais de 13 espécies inibiram o crescimento de Candida albicans. Pascoal
et al. (2011) demonstraram atividade antioxidante e citotéxica frente a células
leucémicas para Oleo essencial e correlacionaram estas atividades com sua

composicao quimica.

Mentha piperita (L), comument e conheci da nmewano

i n gl eMeatba pulegium, conhecida popularmente como poejo, pertencem a

familia Lamiaceae. Esta familia compreende diversas espécies que acumulam

t amt

i ment



Oleos essenciais, sendo estas muito usadas na medicina popular para o
tratamento de doencas do trato gastro-intestinal. Embora sejam do mesmo
género, a composi¢cdo quimica de Oleo essencial dessas espécies varia
consideravelmente. M. piperita apresenta a mentona, acetato de metila,
limoneno, isomentona e pulegona como componentes majoritarios e no 6leo
essencial de M. pulegium o principal componente é a pulegona, seguida por
mentona e isomentona (Hussain et al., 2010; Lorenzi & Matos, 2002). Estudos
do efeito modulador de algumas moléculas sobre o metabolismo secundario de
M. arvensis e por consequéncia no teor de constituintes quimicos do seu 6leo
essencial tém sido descritos na literatura (Naeem et al., 2012), inclusive com
esterdides analogos de brassinosterdides. A espécie M. pulegium apresenta 2%
de Oleo essencial em sua constituicdo e € amplamente usada na medicina
popular para diversos fins, tais como: desordens digestivas, amenorréia e
resfriados. Acredita-se, embora ndo haja ainda comprovacao cientifica, que os
Oleos essenciais de M. pulegium tenham efeito antimicrobiano (Lorenzi & Matos,
2002). Assim, o estudo comparativo do efeito modulador de 24-epibrassinolideo
sobre a producdo de metabdlitos secundarios constituintes de Oleos essenciais
de M. piperita, M. arvensis e M. pulegium torna-se relevante e pode levar a
resultados promissores, uma vez que, devido as suas propriedades aroméaticas
elou biolégicas, os 6leos essenciais, incluindo os de espécies de Lamiaceae,
apresentam aplicacbes nas areas de Ciéncias Farmacéuticas, Odontologia,

Agropecuaria e Ciéncias e Tecnologia de Alimentos.

2. Revisao de literatura

2.1 ConsideracGes gerais sobre brassinosterdides, aspectos quimicos e

influéncias na producéo de 6leo essencial

Hormaonios esteroidais sdo conhecidos ha muito tempo nos animais, mas
s6 recentemente eles foram descobertos nos vegetais (Steffens, 1991). As
plantas possuem a capacidade de biossintese de uma grande variedade de

esterdides que possuem diversas fungcées hormonais largamente relatadas na



literatura (Khripach et al., 2000). A identificacdo de horménios esteroidais em
plantas foi resultado de aproximadamente 30 anos de pesquisas para
identificacdo de substancias promotoras de crescimento em pélen de variadas
espécies vegetais (Steffens, 1991). Os esterbides séo vitais para as plantas e os
animais, pois eles agem como hormdnios participando de varios processos
fisiologicos fundamentais (Bhardwaj et al., 2011). Dentre as classes de
hormoénios vegetais, o0s brassinosteroides (BRs) apresentam importantes
funcBes bioldgicas e possuem ampla ocorréncia no reino vegetal (Bajguz et al.,
2003).

O primeiro brassinosteroide isolado foi o brassinolideo (Figura 1), a partir
do pdlen da Brassica napus (Grove et al., 1979). Os componentes do grupo dos
brassinosterdides (BRs) podem ser classificados como C27, C2s ou Cz9 de acordo
com o padrdo de substituicdo de um grupo alquilo da cadeia lateral (Yokota,
1997). Os BRs mais importantes, abundantes e comuns sdo: catasterona,
brassinolideo, typhasterol e teasterona. Os dois primeiros tém maior atividade
biolégica e maior amplitude de efeitos (Solli, 2004). Os diversos componentes
dessa nova classe de horménios vegetais foram relatados em diversos trabalhos
cientificos e Fujioka & Sakurai (1997) mostraram uma extensa lista das familias,
géneros, espécies e 6rgaos da planta a partir da qual os brassinosterdides tém
sido identificados. Os brasinosterdides s&do encontrados em diferentes
concentracfes em todos 0s 6rgdos vegetais, apresentando maiores teores em
tecidos mais jovens, em crescimento, e em menores concentracdes em tecidos
mais maduros (Borcioni, 2012). As maiores concentracdes séo identificadas nos
grdos de pdlen e sementes imaturas (Bajguz & Tretyn, 2003) e sua sintese
ocorre a partir de outros dos seus fitoesterdides, como o campesterol e sitosterol
(Zullo & Adam, 2002). Os BRs desempenham importantes fungcbes na planta,
pois atuam em baixas concentracfes e sdo capazes de promover variadas
acOes fisiologicas, atuando no alongamento de epicotilo, hipocétilo e
pedunculos; divisdo e diferenciacdo celular, alongamento e crescimento do tubo

polinico, resisténcia a doencas, tolerdncia a estresses bidticos e abidticos,



senescéncia em plantas e producdo de metabolitos secundarios (Kauschmann
et al., 1996; Mussig et al., 2002; Clouse, 2002; Zullo & Adam, 2002).

HO & g- BRASSINOLIDEO

Figura 1. Estrutura quimica do Brassinolideo.

Os brassinosteroides (BRs) iniciaram sua histéria através das pesquisas
de Mitchell et al. (1970), quando foram isolados do pélen e mais tardiamente
foram denominados fAbrassinaso (Yokot a, 1999
chamada brassinolideo (BL) foi isolada a partir do pdlen de Brassica napus
(Grove et al, 1979), sendo determinada a estrutura por analises
espectroscopicas (RMN, EI-MS, FAB-MS) e difracdo de raio X sendo
classificado como (22R,23R,24S)-2 U, 3 U ,-tétrahideod-24-metil-B-homo-7-
oxa-5 kkolastan-6-ona. O segundo brassinosteroide isolado por Yokota et al.
(1982) foi a catasterona (CS) a partir de galhos de Castanea crenata, sendo sua
estrutura determinada como (22R,23R,24S)-2 U, 3 U ,-tétrahid®@-24-metil-
5 kkolestan-6-ona. Desde a descoberta e isolamento do brassinolideo, tem sido
reportado na literatura mais de 50 componentes deste grupo de hormdnios

vegetais de origem natural (Yokota, 1999; Bajguz & Tretyn, 2003). Os

C«

brassinoster - i des <clestana e suaswaridgdes estruturais
ocorrem a partir do tipo e posicdo das funcdes ligadas aos anéis A e B e a
cadeia lateral (Figura 2) (Yokota, 1995, 1997).
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Figura 2. Diferentes substituintes no anel A, B e cadeia lateral de brassinosterdides de
ocorréncia natural (adaptado de Bajguz, 2003).

Segundo Zullo et al., (2002), os brassinosteréides de origem natural
possuem as seguintes caracteristicas:
a) Anel A mono ou até tri-oxigenado, sempre oxigenado no carbono 3;
b) Anel B apresentando as fun¢des 6-0xo-7-oxalactona, 6-cetona ou saturado;
c) Todas as juncdes dos anéis A-D na conformacéo trans;
d) a cadeia lateral se apresenta como de colestano, ergostano ou sitostano,
diidroxilados em C-22/C-2 3, com conf 2808l € «poden@0 b

apresentar insaturacdo em C-24/C-28 e metilacdo em C-25.

A biossintese dos BRs ocorre no vegetal a partir do campesterol,
sitosterol e colesterol. Enquanto o campesterol e sitosterol sdo abundantes nas
membranas vegetais, 0 colesterol se apresenta em niveis mais baixos. Os trés
esterdis sdo transformados em um grande nimero de intermediarios nas células

vegetais, mas somente poucos desses metabdlitos possuem significativa
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atividade biolégica (Clouse & Sasse, 1998; Sakurai, 1999). Verificou-se que a
biossintese do brassinolideo BR, mais difundido e ativo nas plantas segundo
Taiz e Zeiger (1998), tem seu inicio pela reducdo do campesterol a campestanol,
gue posterior ment e -hidoxicampdstdnald e esta a 664
oxocampestanol (Suzuki et al., 1995a). Fujikota et al. (1995) demonstrou em seu
experimento que a catasterona € um precursor biossintético de tifasterol e
teasterona (Fujikota et al., 1995; Suzuki et al., 1995; Fujikota & Sakurai, 1997b;
Zullo, 2002). Foi verificado também que a teasterona e tifasterol, em pervinca,
fumo e tomate séo interconversiveis, sendo o tifasterol oxidado dando origem a
catasterona e esta dando origem ao brassinolideo (Suzuki et al., 1994,1995).
Essa provavel rota biossintética do brassinolideo, devido converséo inicial do

campestanol a 6U-hidroxicampestanol, é classificada como via de oxidacio

precoce em C-6 (Fujikota & Sakurai, 1997a, 1997b), como mostrado na figura 3.

Via de oxidag&o precoce de C-6

—»
HO Y
HO' OH
Campesterol Campestanol 6a-hidroxicampestanol
Lo
OH
-«
HO
o
"o Teasterona Q Catasterona 6-oxocampestanol

HO™ Tifasterol HOY Brassinolideo

Figura 3. Biossintese do brassinolideo pela via de oxidacao precose de C-6 (adaptado de Taiz &
Zeiger, 1998).



Com o avanco das pesquisas, foi identificado também um par de
compostos muito comuns nas plantas, o 6-desoxocastasterona e a castasterona,
surgindo dessa forma a hipdtese de outra via biossintética para o brassinolideo.
Choi et al., (1996, 1997) observou em culturas de células e em plantulas de
fumo, arroz e pervinca a conversdo de 6-desoxocastasterona para castasterona
e também observou por meio de estudos utilizando marcadores nos precursores
biossintéticos a presenca de 6-desoxotifasterol e de 6-desoxoteasterona, que
posteriormente foi convertida a 3-desidro-6-desoxoteasterona, apos a 6-
desoxotifasterol, a 6-desoxocastasterona, a castasterona e por fim em
brassinolideo. Essa rota foi denominada via de oxidacao tardia em C-6 (Figura
4).

Via de oxidacdo tardia de C-6

OH

HO HO
Campestanol 6-desoxoteasterona

HO,,

6-desoxotifasterol 3-desidro-6-desoxoteasterona

HO,, —»

HO™ Brassinolideo

Castasterona

Figura 4. Biossintese do brassinolideo pela oxidacdo tardia de C-6 (adaptado de Taiz & Zeiger,
1998).

Basicamente, a diferenca entre as vias de biossintese consiste em qual

precursor vai dar origem a catasterona (precursor imediato do brassinolideo),

sendo que a mesma pode ser sintetizada a partir de duas rotas paralelas
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(precoce e tardia de oxidacdo de C-6), sendo que na rota precoce ocorre a
oxidacdo no C-6 do anel B antes do acréscimo das hidroxilas vicinais na cadeia
lateral do C-22 e C-23, e na rota tardia o C-6 é oxidado apds a introducéo de
hidroxilas na cadeia lateral e no C-2 do anel A. As duas rotas podem se conectar
em varios pontos distintos, criando dessa forma uma rede biosintética complexa
(Taiz & Zeiger, 1998).

Os vegetais, por meio de seu metabolismo, produzem uma grande
variedade de compostos organicos. Esse metabolismo nos vegetais é dividido
em metabolismo primario e secundario (Simdes, 2002). O metabolismo primario
€ 0 conjunto de processos metabdlicos que desempenham papel essencial na
planta, como, por exemplo, a respiracao, transporte de solutos e fotossintese,
sendo os compostos produzidos pelo metabolismo primario distribuidos
universalmente nas plantas (aminoacidos, nucleotideos, carboidratos, lipideos,
clorofila). O metabolismo secundario, por sua vez, ndo origina compostos de
distribuicdo universal, pois ndo sdo necessarios da mesma forma para todas as
plantas (Bruneton, 2001). Os metabdlitos secundarios ndo apresentam papeéis
reconhecidos diretos nos processos de fotossintese, respiracdo, transporte de
solutos, translocacdo, sintese de proteinas e assimilacdo de nutrientes
(processos primordiais para todas as plantas); também diferem dos metabdlitos
priméarios devido a sua distribuicdo restrita a uma espécie vegetal ou a um grupo
de espécies relacionadas (Taiz & Zeiger, 1998). Embora o metabolismo
secundario nem sempre seja primordial para que a planta complete seu ciclo de
vida, apresenta sua importancia na interagao da planta com o ambiente (Briskin,
2000), dentre as quais se pode citar a protecdo da planta contra herbivoros e
infeccBes por microrganismos patogénicos; acdo como agente atrativo (odor, cor
ou sabor) para auxiliar na polinizacdo e dispersdo de sementes; agentes na
competicdo planta-planta e nas simbioses planta-microrganismos (Taiz & Zeiger,
1998).

Dentre os metabdlitos secundarios destacam-se 0s 0leos essenciais, ou
também comumente denominados, 6leos volateis. A ISO (International Standard

Organization) define 6leos essenciais como produtos obtidos de partes de



plantas através de destii a- «0o por arraste com vapor

produtos obtidos por compressao dos pericarpos de frutos citricos (Costa et al.,
2008). Os 6leos essenciais também podem ser chamados de Oleos voléateis,
esséncias, azeites etéreos ou azeites volateis e constituem um grupo de
substancias liquidas, volateis, responsaveis pelo odor aromatico de diversas
plantas (Matos & Matos, 1989). Basicamente podem ser considerados misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas.
Os constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, Oxidos, peroxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas, cumarinas e compostos com enxofre. Na mistura,
tais compostos apresentam-se em diferentes concentragdes; normalmente um
deles é o composto majoritario, existindo outros em menores teores e alguns em
baixissimas quantidades (Simfes et al.,, 2004). Também sdo denominados
esséncia devido aroma pronunciado e intenso da maioria dos 6leos essenciais, 0
qgue gera grande interesse comercial. A grande maioria dos 6leos essenciais é
constituida de derivados de terpendides ou de fenilpropandides, sendo que os
primeiros preponderam. Os terpendides sao derivados de unidades do isopreno
e os fenilpropandides se formam a partir do acido chiquimico, que forma as
unidades bésicas dos &cidos cindmico e p-cumarico. Os terpenos e
fenilpropandides sdo metabdlitos secundarios que tém a sua origem a partir do

metabolismo da glicose como representado na figura 5.
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Figura 5. Origem dos terpendides e fenilpropandides (principais precursores dos Oleos
essencias) a partir do metabolismo de glicose (adaptado de Simoes et al., 2004).

Os Oleos essenciais podem ocorrer, dependendo da familia, em
estruturas secretoras especializadas, como pélos glandulares (Lamiaceae),
células parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae),
canais oleiferos (Apiaceae) ou bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae,
Rutaceae) (Marques et al., 2008). Embora todos os o6rgdos de uma planta
possam acumular Oleos volateis, sua composicdo pode variar segundo a
localizacdo anatdbmica das estruturas produtoras (Deschamps et al., 2008). Os
Oleos volateis por muito tempo foram considerados produtos sem importancia
fisiologica (Knobloch et al., 1986) e também produtos de desintoxicacao
(Mothes, 1980). Atualmente muitas fungbes sdo atribuidas aos 6leos, como:

inibidores de germinacéo, protecao contra predadores, protecao contra perda de
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agua e atracao de polinizadores (Craveiro & Machado, 1986; Harbone, 1993).
Devido a sua composicdo complexa, 0os Oleos essenciais demonstram uma
variedade de acbBes farmacoldgicas, tornando-os potenciais fontes para o
desenvolvimento de novas drogas (Amaral, 2004). Os 6leos essenciais possuem
acao carminativa, antiespasmaodica, cardiotonica, secretolitica, estimulante do
sistema nervoso central, anestésica local, anti-inflamatdria e anti-séptica
(Simdes et al., 2004). Aléem do grande interesse por parte das industrias
farmacéuticas, também ha& grande interesse por parte das industrias de
perfumarias, cosméticos e alimenticias devido algumas das substancias contidas
nesses 6leos possuirem grande valor comercial, como por exemplo o mentol
extraido das espécies de Mentha (Tancroso, 2013). A cada dia a demanda por
esses Oleos cresce a uma velocidade que exige dos produtores destas
substancias uma intensa busca por alternativas para conseguir atender a essa
crescente demanda de mercado (Bizzo et al., 2009). Desde a identificacdo dos
brassinosteroides no reino vegetal, estudos tém verificado a possibilidade de uso
em cultivos agricolas (Mandava et al., 1988) e analogos sintéticos tém sido
criados para uso comercial (Cortes et al., 2003).

Dentre as diversas classes de metabdlitos secundérios, em relacdo ao
Oleo essencial, destacam-se 0s isoprendides (conhecidos também por terpenos
ou terpendides), cujo nome se relaciona com sua estrutura basica de cinco
carbonos. Eles ocorrem em plantas como metabdlitos primarios (ubiquinona,
plastoquinonas, giberelinas, carotenoides e outros) (Rodriguez-Concepcion &
Boronato, 2002). Isoprendides também podem ser classificados como
metabdlitos secundéarios, desempenhando importantes funcdes ecoldgicas,
como atracao de polinizadores, protecdo contra herbivoros e alelopatia (Paré &
Tumlinson 1999). Os isoprenos sao biosintetizados por duas rotas: via
mevalonato, em que trés moléculas de acetil-CoA sado ligadas em reacodes
sequenciais para formar acido mevalénico, que € entdo pirofosforilado,
descarboxilado e desidratado produzindo o isopentenil difosfato (IPP2) que é a

unidade ativa basica na formacdo de terpenos; via metileritritol fosfato (MEP),
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gue forma o IPP2 a partir de intermediarios da glicélise ou do ciclo de reducédo
fotossintética do carbono (Hadacek, 2002).

Estes compostos terpendides tem gerado grande interesse nas industrias
de aroma e fragrancias, pois fazem parte de um mercado crescente e muito
rentavel. Muitos compostos usados por essas industrias provém de Oleos
essenciais (Prins, 2010). Porém um dos grandes desafios esta no fato de que a
producdo de d6leo essencial ndo depende apenas de fatores genéticos e do
estagio de desenvolvimento das espécies vegetais de interesse, mas também de
fatores ambientais que podem resultar em alteracdes fisioldgicas e bioquimicas
nas plantas, modificando a quantidade e a qualidade do 6leo essencial (Prins,
2010). A grande quantidade de fatores envolvidos na producgédo de 6leo essencial
dificulta o planejamento da producdo de plantas aromaticas com objetivo de
prospeccao, sendo desejavel o desenvolvimento de novas técnicas de manejo
agrondmico visando melhorar a producdo de plantas com 6leo e seus
compostos especificos. Dentre os fatores que influenciam na producédo de d6leo
essencial, podemos citar os reguladores de crescimento ou hormdnios vegetais,
sendo que neste contexto o0s brassinosteréides mostram promissoras
contribuicdes. Para atender as exigéncias de mercado e industria, se faz
necessario manter uma producdo de 6leo essencial constante e de qualidade,
principalmente em termos de composicdo quimica (Silva, 2002).

A promocdo da producdo de 6leo essencial de plantas medicinais e
aromaticas com o uso de reguladores de crescimento tem sido relatada por
varios trabalhos na literatura (Aftab et al., 2010; Khan et al., 2007; Misra et al.,
1991; Naeem et al., 2011; Sangwan et al., 2001). Desde 1940, os reguladores
de crescimento naturais e sintéticos tem sido usados na agricultura para o
controle dos processos de desenvolvimento, como a germinagao, crescimento
vegetativo, reproducdo, maturacédo e senescéncia (Basra, 2000). O crescimento
e desenvolvimento das plantas séo regulados por medidas e o equilibrio de
diferentes grupos de reguladores de crescimento, que inibem ou promovem a
tais processos, porém mesmo seu uso sendo habitual, ainda ndo ha muitos

trabalhos que demonstrem a influéncia desses compostos sobre a producéo de
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metabdlitos secundarios (Ortufio et al, 1999; Poyh e Ono, 2006). Segundo
Shukla e Farooqi (1999), os horménios vegetais ou também denominados
reguladores de crescimento, estimulam o crescimento da planta e a biossintese
de terpeno em grande numero de espécies de plantas aromaticas, o que resulta
em alteracbes vantajosas quanto a qualidade e quantidade de terpenos
produzidos. O uso desses reguladores de crescimento na producéo agricola de
plantas com finalidade de extragdo de 6leo tem aumentado devido sua influéncia
positiva sobre a qualidade do produto, sendo adotados em paises menores onde
essa tecnologia se faz necessaria para obtencdo de maior rendimento em
menores areas de cultivo (Poyh e Ono, 2006).

Muitos fatores tém sido classificados como influenciadores no
desenvolvimento e producdo de Oleo essencial, como fatores enddgenos em
relacdo a toda a planta ou 6rgéaos especificos e fatores exdégenos (bibticos e
abidticos) (Sangwan et al., 2001; Lima et al., 2003; Gobbo-Neto & Lopes, 2007).
Sangwan et al. (2001) demonstra mais especificamente fatores que alteram
guantitativamente e qualitativamente a producdo de 6leo, como a taxa
fotossintética, o foto periodo, qualidade da luz, mudancas climaticas e sazonais,
nutricdo, umidade, salinidade, temperatura, estruturas de armazenamentos e
reguladores de crescimento.

Geralmente, os efeitos dos reguladores de crescimento sobre a producéo
de 6leo em plantas, mesmo sendo possivel a avaliacdo das alteracdes sobre o
rendimento e contetdo do 6leo, é muito variavel, sendo que em alguns casos
podem ser notadas alteracdes quimicas ou entdo ndo ter nenhum efeito
significativo. Desta forma, levando em conta a capacidade de os reguladores de
crescimento influenciarem o crescimento e desenvolvimento da planta afetando
tanto processos fisiologicos e bioguimicos, quanto regulagdo génica, ha um
grande numero de maneiras que as aplicacdes desses compostos podem alterar
a producéao do oleo essencial (Shukla e Farooqi, 1990).

Os BRs tém sido foco de grande atengcdo em pesquisas devido a sua
importante atividade como promotor do crescimento vegetal, sendo objeto de

estudo nas revisdes (Nufiez & Mazorra, 2001; Naiiez 1999; Zullo & Adam 2002;
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Rao et al., 2002; Bajguz & Tretyn 2003; Mazorra & Nufiez, 2008. Apds as
primeiras sinteses quimicas do brassinolideo (Fung & Siddal, 1980; Ishiguro et
al., 1980), foi realizado um grande esforco com a finalidade de sintetizar
substancias semelhantes (analogos), isolar novos brassinosterdides e verificar
suas atividades biologicas e aplicacbes na agricultura (Zullo & Adam, 2002).
Desde 1970, muitos experimentos tem sido feitos para investigar o potencial do
BRs na agricultura (Mandava 1991; Maugh, 1981), sendo ja considerado um
produto quimico agricola a partir da década de oitenta (Fujita, 1985; Abe , 1989;
Takeuchi et al., 1992; . Khripach et al, 1993). O grande interesse gerado no uso
desses esterdis vem de sua influéncia no desenvolvimento das plantas,
refletindo também dessa forma na producdo de o6leo essencial. Segundo
Khripach et al. (2000), os BRs que apresentam maior uso sdo o brassinolideo,
24-epibrassinolideo e o 28-homobrassinolideo, pois demonstraram melhores
resultados em bioensaios. Embora a atividade do brassinolideo seja maior que
os demais, o0 uso de 24-epibrassinolideo e 28-homobrassinolideo é maior devido
sua maior estabilidade menor preco para producdo por meio de sintese. Uma
importante caracteristica dos brassinosteroides € a capacidade de aumentar ndo
s6 o rendimento do Oleo essencial, mas também a qualidade das culturas
tratadas, com ganhos em biomassa (Prusakova et al., 1999).

O efeito dos brassinosterdides no crescimento das plantas é uma maneira
de influenciar na producédo de 6leo essencial. A inducdo da producéo de flores e
folhas ou um aumento de forma geral da biomassa da planta pode resultar em
rendimento de 6leo mais elevado. De acordo com Maia et al. (2004) um dos
promotores de crescimento mais utilizados é o espirostano (analogo de
brassinosterdide) que tem sido utilizado para aumentar a producéo de folhas e
elevar o nivel de 6leo essencial de menta submetida a crescimento hidropénico.
Da mesma maneira, de acordo com o que foi relatado por Swamy e Rao (2009),
0 24-epibrassinolideo (EBL), um brassinosteroide, causou significativo aumento
no conteudo e rendimento do 6leo essencial de geranio, quando aplicado a uma
concentracédo de 3 pM, relatando aumento no teor de alguns componentes

majoritarios, como o geraniol, ao passo que o conteudo de outros componentes
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como linalol, isomentona e citronelou foram reduzidos apos a aplicacdo do EBL
em comparacao ao grupo de plantas controle. Desta forma, a interacdo do EBL
com a producao de 6leo essencial do geranio foi justificada como impacto sobre
0 crescimento da planta e de seu metabolismo, sendo sugerido pelos autores
gue o EBL também contribuiu no aumento do potencial genético intrinseco das
plantas para a producédo de 6leo essencial, aumentando assim seu rendimento.
Faroogi e Sharma (1988) demonstraram que a diminui¢do no tamanho da planta
associada a uma producdo mais elevada das folhas de Mentha arvensis L.
ocasionou no aumento de 0Oleo essencial em plantas tratadas com citocinas e
acido naftaleno acético (promotores de crescimento). Farooqi et al. (2003)
demonstrou que em Mentha arvensis a utilizacdo de 200 ppm de cinetina
(regulador de crescimento ndo analogo de brassinosterdide) resultou num
aumento significativo da producdo de biomassa, que teve contribuicdo para o
aumento na produtividade de 6leo volatil. O aumento do desenvolvimento da
planta refletindo no aumento da produtividade de 6leo se justifica devido ao fato
de os Oleos essenciais ocorrerem em toda planta, e mais frequentes em flores e
folhas (Reyes et al., 2010). Espécies de salvia (Salvia officinalis) foram tratados
com 100 mg.L* de &cido giberélico (GA) (fitormbnio promotor de crescimento), e
também apresentaram maior teor de 6leo essencial em relagdo ao grupo nao
tratado devido aumento no niumero de folhas (Poyh e Ono, 2006). Maia et al.,
(2004) demonstrou que aplicacdes de diferentes formas de analogos de
brassinosterdides (cetbnicos e lactbnicos espirostanos) resultaram em
significativo aumento de matéria fresca de folhas e modulagdo dos componentes
majoritarios, como por exemplo o mentol em espécies de Mentha arvensis L.
Eskandari et al.(2013) demonstrou que em exemplares de Satureja khuzestanica
tratadas com 28-homobrassinolideo (HBR) a uma concentracdo de 10-® M houve
consideravel aumento no teor de 0leo essencial. Houve também ligeiro aumento
no teor de carvacrol e para-cimeno e um decréscimo na y-t er pi ne
bisaboleno e mirceno. O autor associou o efeito do HBR no rendimento do 6leo
ao impacto causado no crescimento e metabolismo da planta, tendo o HBR a

capacidade de desencadear o potencial genético intrinseco das plantas para
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produzir maior quantidade de Oleo essencial. Também com o aumento do
desenvolvimento do vegetal, é gerado maiores niveis de carboidratos, que pode
estar sofrendo desvio para rota dos metabdlitos secundérios, ocasionando
maiores niveis de 6leo essencial. Spoehr e Milner (1935) ja haviam verificado
gue a porcentagem de amido (carboidrato) pode chegar a 40 % da massa seca
nas folhas e que a partir dele sdo formados diversos compostos organicos
celulares (Spoehr & Milner 1936). Ha indicacdes de que os brassinosterdides
exercem um papel regulador no metabolismo de carboidratos, visto que
aplicacdes desses hormbnios aumentaram as atividades de enzimas ligadas ao
metabolismo de acuUcares (Schluter et al., 2002; Yu et al., 2004) e a
concentracdo de carboidratos, em espécies distintas (Schluter et al., 2002; Yu et
al., 2004, Lisso et al. 2006; Dalio et al., 2011).

Outra hipétese para justificar a influéncia dos brassinosterdides sobre a
producdo de Oleo essencial € a sua influéncia sobre a formacédo e
desenvolvimento de estruturas de armazenamento. Devido a alta toxicidade dos
Oleos essenciais, 0s mesmos sdo sintetizados e armazenados em estruturas
especializadas (Gershenzon, 1994), desta forma a ocorréncia dessas estruturas
€ um fator de grande importdncia na biossintese de terpenos e
consequentemente na produtividade de éleos essenciais. Fraternale et al. (2003)
demonstrou em exemplares de Thimus mastichina tratadas com benziladenina
(citocina promotora de crescimento) a uma concentracdo de 0,1 mg.L! para
avaliacdo da formacdo da estrutura secretora de Oleo (tricomas ou pelos
glandulares) e também a producdo de O6leo essencial, que houve maior
rendimento. Nas folhas de T. mastichina tratadas com benziladenina houve
também maior densidade de tricomas. Embora ndo sendo demonstrado neste
trabalho a relacdo direta entre a densidade dos tricomas e o rendimento do 6leo
essencial, foi sugerido pelos autores que o efeito da benziladenina como
promotor de crescimento aumentando a densidade dos tricomas influenciou de
forma direta a producédo de Oleo essencial. Erbilgin et al., (2006) demonstrou em
exemplares de Picea abies tratadas com jasmonato (promotor de crescimento),

um aumento do numero de canais resiniferos (canais que
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segregam resinas: substancia formada por uma mistura de acidos resinicos,
Oleos e alcool), associado ao aumento em até trés vezes das concentracoes de
monoterpenos,e <bpimoeo eUimoneno, tendo também maior
rendimento na producao de 6leo essencial.

O acréscimo de rendimento na producdo de Oleo pode também estar
associada ao aumento da fotossintese causada pelos brassinosterdides. Swamy
e Rao (2008, 2009) demonstraram isso em o0s estudos com geranio. Estudos de
Burbott e Loomis (1967) e Claark e Menari (1980) propuseram uma relagéo da
fotossintese com a producdo de Oleo em exemplares de Mentha piperita,
demonstrando que o equilibrio entre o desenvolvimento a utilizacdo de
fotossintatos foi um determinante de grande importancia para acumulacéo de
Oleo essencial. De acordo com esse modelo de estudo, as taxas de fotossintese
e os fatores que afetam a fotossintese podem ser fatores determinantes sobre a
producdo e acumulacao de 6leo essencial. Srivastava e Sharma (1991) também
demonstraram a relacdo dos promotores de crescimento e a taxa fotossintética,
pois 0 aumento da quantidade de 6leo de Mentha arvensis foi ocasionado por
causa do aumento de biomassa influenciada pela maior fotossintese devido a
aplicacdo de triacontanol (promotor de crescimento). Aplicacbes de
brassinosterdides também levaram a aumentos nas concentracfes de
pigmentos fotossintéticos em plantas de arroz (Anuradha & Rao, 2003) e de C.
cajan (Dalio et al., 2011), cultivadas sob estresse salino. Os aumentos nas
concentracdes de clorofila ficaram evidentes apés aplicacdo de brasinosteréides,
podendo refletir em maiores taxas de fotossintese, conforme verificado apos
aplicacGes de brassinosterodides distintos, em diversas espécies (Fariduddin et
al., 2004; Ogweno et al., 2008; Swamy & Rao, 2008; Xia et al., 2009; Dalio et al.,
2011). Maiores taxas de fotossintese, por sua vez, podem resultar em aumentos
de massa seca. Em concordancia com essas observacdes, foram encontrados
aumentos nas massas secas de plantas de geranio e coleus apoés aplicacdes de
24-epibrassinolideo, 28-h o mobr assi nol 2 deo, stigmasterol e
Rao, 2008; 2009; 2010; Ayad et al., 2009) e da massa seca de plantas de arroz,
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cultivadas sob estresse salino e tratadas com 24-epibrassinolideo (Anuradha &
Rao, 2001; Ozdemir et al., 2004).

A acédo dos brassinosteréides em relacdo a biossintese do 6leo também
pode ser associada a sua acdo em varias etapas metabdlicas de formacéo do
Oleo. Dagenhardt e Lincoln (2006) demonstraram que a aplicacdo do promotor
de crescimento metil-jasmonato (50 pL) em Iva frutenscens causou um aumento
de cerca de dez vezes na producéo de 0Oleos volateis, com aumento de 14 vezes
e m i (pineno, 8 vezes em sabineno e 5 vezes em limoneno. Os autores
associaram os resultados obtidos a ativacdo da enzima terpeno sintase por parte
do metil-jasmonato, pois o0 mesmo tem influéncia em varias vias na Iva
frutenscens como a do acido chiquimico, mevalonato e metileritritol-4 fosfato. A
administracdo de giberelina (14 pL) em exemplares de Artemisia annua
apresentou aumento de aproximadamente quatro vezes na concentracdo do
componente majoritario artemisinina em comparacdo com as plantas de
controle, sendo esse resultado associado a ativacdo do acido artemisinico e sua
conversao a artemisinina, ocasionando o aumento desse componente (Zhang et
al., 2005). Aplicacbes de metil-jasmonato (0,5uM) aumentaram significamente a
guantidade de monoterpenos de manjericdo (Ocimum basilicum). O teor de
terpenos em plantas tratadas com metil-jasmonato foi relativamente maior do
gue o teor de terpenos nas plantas do grupo de controle. Ocorreu também um
aumento de eugenol em 56% e L-linalol em 43%. Os autores notaram um
aumento de produtos da via fenilpropandides derivados de fenilalanina amaonio-
liase (PAL), bem como um aumento do numero de transcritos de enzimas
presentes nas etapas subsequentes do caminho, o que explica o aumento
eugenol. O efeito da aplicacdo de metil-jasmonato em enzimas associadas com
a biossintese de monoterpendide nao foi verificada. Os resultados encontrados
foram indicativos de que as aplicacdes exdgenas desse horménio podem
influenciar a producdo de compostos presentes no 6leo essencial de manjericao
por regulagcdo dos genes envolvidos no processo, promovendo aumento do
namero de transcritos de enzimas ligados a via metabdlica dos compostos (Kim
et al., 2006; Li et al. 2007).

Apesar do uso de brassinosteroides ser promissor em relacdo a producao
de 6leo essencial, na literatura ainda ndo sdo encontradas muitas referéncias
disponiveis sobre a relacdo dos BRs como moduladores na producdo de oleo
essencial e seus componentes, sendo muitas das correlagdes feitas baseadas
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no efeito de outros promotores de crescimento vegetal. Ha caréncia de trabalhos
que avaliem o efeito dos BRs na producdo dos metabdlitos secundarios,
principalmente com o 6leo essencial, sendo necessario mais estudos para que
0s mecanismos de modula¢do dos BRs em relacao aos metabdlitos secundarios
possam ser melhor elucidados. Dessa forma se faz necessario mais estudos
para fornecer mais detalhes sobre a correlacdo dos BRs com o metabolismo
secundério das plantas, principalmente relacionados a sua capacidade de
modular a producdo de 6leos essenciais, pois € de grande interesse para as
industrias cosméticas, farmacéuticas e alimenticias.

3. Objetivos

Este estudo teve por objetivo geral avaliar o efeito do 24-epibrassinolideo
no crescimento vegetal e na modulacéo do perfil de constituintes volateis e das
atividades antimicrobiana, antiproliferativa e antioxidante dos Oleos essenciais

das folhas de M. pulegium e M. piperita.

Foram objetivos especificos:

1- Avaliar possiveis relacdes entre os efeitos de 24-epibrassinolideo sobre o
crescimento (medida da massa da matéria seca), teor de clorofila e teores
de carboidratos das folhas de M. pulegium e M. piperita;

2- Analisar o efeito do 24-epibrassinolideo na quantidade e na constituicao
guimica dos 0leos essenciais das folhas destas espécies vegetais;

3- Auvaliar o efeito do 24-epibrassinolideo na atividade antimicrobiana (frente
a bactérias e fungos) dos Oleos essenciais das folhas destas espécies
vegetais;

4- Investigar o efeito do 24-epibrassinolideo na atividade antiproliferativa
(frente a linhagens de células tumorais humanas e em linhagem controle
nao tumoral) dos 6leos essenciais das folhas destas espécies vegetais;

5- Avaliar o efeito do 24-epibrassinolideo na atividade antioxidante dos 6leos

essenciais das folhas destas espécies vegetais.
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4. Material e métodos

4.1 Material vegetal e condicdes de cultivo

Mudas de M. piperita e M. pulegium foram obtidas do Banco de
Germoplasma de Plantas Aromaticas e Medicinais do Centro de Horticultura -
Setor de Plantas Aromaticas e Medicinais - Instituto Agronémico de Campinas
(IAC/APTA), Campinas, SP, Brasil e foram cultivadas em casa de vegetacéo,
sob luz e temperatura naturais, na area experimental externa do Departamento
de Biologia Vegetal, Instituto de Biologia, Unicamp, Campinas, Sao Paulo, Brasil
(22°49' S, 47°06' W e 670 m de altitude). A identificacdo boténica dos lotes de
plantas fornecidos pelo IAC foi realizada pela Dra. Eliane G. Fabri (IAC/APTA).
As temperaturas maximas e minimas foram anotadas durante o periodo
experimental. A irrigacdo foi feita por aspersores, trés ou mais vezes por dia,
dependendo da necessidade. As mudas de M. piperita e M. pulegium cresceram
em bandejas, de 30 x 20 cm contendo terra especial para cultivo (duas partes de
terra para uma parte de areia). Optou-se por fazer as coletas de material vegetal
em dois periodos (aos 15 e 52 dias apds a aplicacdo do 24-epibrassinolideo)
porque possiveis diferengcas nos metabolismos, durante os dois periodos,
poderiam resultar em 6leos essenciais com perfil quimico e atividades bioldgicas
diferentes. Para tanto aos 15 dias de tratamento, com a ajuda de tesoura, foram
retiradas porcdes similares de folhas das plantas controle e das plantas tratadas
com o 24-epibrassinolideo para obtencdo do 6leo essencial e realizacdo das
analises quimicas e bioldgicas, sendo as demais condi¢cdes de cultivo mantidas
inalteradas para as plantas estudadas que permaneceram em casa de

vegetacao até se completar os 52 dias de tratamento.
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4.2 Aplicacédo de brassinosterdide nos substratos vegetais

O 24-epibrassinolideo (Sigma - St. Louis, USA) foi dissolvido em etanol
(Img mL?) e apds, diluido em Agua até a concentracéo de 10-’M (concentracéo
gue esta dentro da faixa fisiologicamente ativa para brassinosteréides, conforme
Dalio et. al, 2011). O 24-epibrassinolideo foi fornecido as plantas, em dose
Gnica, por aplicacdo no substrato, quinze dias antes da coleta dos dados. A
aplicacdo foi realizada ap6s o término do periodo de floragdo das espécies

vegetais estudadas.

4.3 Medida da massa da matéria seca das folhas, analise do teor de
clorofilas e avaliacdo dos teores de carboidratos

4.3.1 Medida da massa da matéria seca das folhas

Foram verificados os valores (g) de massas secas das folhas (apés
secagem em estufa a 80°C, por 72 horas), em relacdo a massa das folhas
frescas em plantas tratadas e nao tratadas com o 24-epibrassinolideo, sendo
feitas coletas de material vegetal para analise (n=10) em dois periodos (aos 15 e
52 dias apés a aplicacao do 24-epibrassinolideo).

4.3.2 Andlise do teor de clorofilas nas folhas

Foram comparados os teores de clorofilas de plantas tratadas e né&o
tratadas com o 24-epibrassinolideo, sendo feitas andlises do material vegetal
obtido em dois periodos (aos 15 e 52 dias ap6s a aplicacdo do 24-
epibrassinolideo). Para isso, foi escolhida uma folha expandida e as avaliacdes
em todas as plantas de uma mesma espécie, foram realizadas em folhas
localizadas no mesmo nd. As medidas foram obtidas com o uso de aparelho

portatii  denominado clorofildmetro  (Opti-Sciences, modelo CCM-200),
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verificando o teor de clorofila na faixa de comprimento de onda de 940 e 660 nm
(Yadava, 1986).

4.3.3 Extracdo e analise de sacarose, agUcares soluveis totais e de amido

nas folhas

Extracao

Foi retirado 1 g de limbo foliar de plantas tratadas e ndo tratadas com o
24-epibrassinolideo, sendo feitas analises do material vegetal obtido em dois
periodos (aos 15 e 52 dias apés a aplicacdo do 24-epibrassinolideo). O material
foi macerando em almofariz, com MCW (metanol:cloroférmio:dgua), na
propor¢cdo 12:5:3, v/v, conforme Bieleski & Turner (1966). Apos 24 horas sob
temperatura ambiente, o extrato foi centrifugado a 2000 g por 30 minutos
(Fanem modelo 215). O sobrenadante foi recuperado e, para cada 4 mL, foi
acrescentado 1 mL de cloroféormio e 1,5 mL de &gua. Apds a separacdo das
fases, foi retirada a fase aquosa superior e descartada a fase inferior
(cloroférmio). A fase aquosa foi concentrada em banho-maria a 45 °C por 8
horas. Foram retirados 2 mL de cada amostra, que foram armazenados em
freezer para dosagem posterior de aclcares solUveis totais e sacarose. Para a
extracdo do amido, o precipitado obtido acima, foi suspenso em 10 mL de &cido
tricloroacético (TCA) a 10 % (p/v). ApOs 24 horas, o extrato foi centrifugado a
2000 g por 30 minutos (Fanem modelo 215) e o sobrenadante descartado. O
precipitado foi suspenso em acido perclérico a 30 % (v/v) para a digestdo do
amido (McCready et al., 1950). Apoés, foi novamente centrifugado a 2000 g por
30 minutos e o sobrenadante, contendo os acucares provenientes da digestéao

do amido, foi coletado para analise colorimétrica.

Dosagem de sacarose

Os teores de sacarose foram determinados de acordo com adaptacao do

meétodo de Handel (1968). As amostras foram comparadas a uma curva analitica
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de sacarose (0,0125-0,00125 mg/mL). Os tubos contendo 0,5 mL das solucdes
contendo acucares receberam 0,5 mL de KOH a 30% e foram incubados em
banho-maria a 100 ° C por 10 minutos. Apos esfriarem, os tubos receberam 0,5
mL do reagente Fenol (5 % em H20) e 0,5 mL de H2SO4 concentrado, sendo
agitados e apos esfriarem foi aferida a absorbancia em Leitor de Microplacas
Mul tidetec-«o0o @ASyareOmm.y 20 (Bi oTek

Dosagem de acgucares soluveis totais

Os teores de acucares soluveis totais foram determinados de acordo com
adaptacdo do método de Graham & Smydzuk (1965). Foi obtida uma curva
analitica para a glicose (0,0125-0,00125 mg/mL) para analises das amostras. As
solucbes receberam solucdo de fenol, conforme descrito acima. Os tubos,
contendo as solucdes receberam 0,5 mL do reagente Fenol (5 % em H20) e 0,5

mL de H2SOs4 concentrado, sendo agitados e apds esfriarem foi aferida a

absorbéanciaem Lei t or de Microplacas Mul tfdetec-«o

490 nm.

Dosagem de amido

Foi semelhante a dosagem de acUcares soluveis totais, mas os dados

obtidos foram multiplicados por um fator de correcéo de 0,9 (Zanella, 2004).

4.4 Extracao dos Oleos essenciais das folhas

As folhas frescas de plantas tratadas e néo tratadas com o 24-
epibrassinolideo foram submetidas a hidrodestilacdo em aparelho do tipo
Clevenger por 4 horas, seguindo metodologia descrita por Stefanello et al.
(2008), sendo estudados o material vegetal obtido em dois periodos (aos 15 e

52 dias ap0s a aplicagéo do 24-epibrassinolideo). No final de cada destilag&o, os
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Oleos obtidos foram secos com Na2SO4 anidro e sua massa foi determinada. As
amostras foram transferidas para frascos de vidro escuro e mantidos a

temperatura de -18°C.

4.5 Analise de voléateis e perfil quimico por CG/EM dos Oleos essenciais

As analises por Cromatografia Gasosa com deteccdo por Espectrometria de
Massas (CG/EM) foram realizadas em equipamento CG/EM, Modelo
GC2010/QP2010 Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipado com
injector automatico AOC-20i (Shimadzu) e usando detector seletivo de
espectrometria de massas, uma coluna capilar Restek Rtx-5MS (30m x 0,32mm
ID 0,25um) e operado de acordo com metodologia otimizada: 60 °C por 3 min e,
em seguida, foi programada uma rampa de 60-150 °C com aumento de 2 °C/min
e depois mantido em isoterma a 150 °C por 2 min e aumento de 150-250 °C a
uma taxa de aquecimento de 15 °C/min, mantendo a isoterma 250 °C por 3 min.
O gas de arraste foi o hélio (1 mL/min) e a temperatura do injetor foi de 250°C.
As analises foram realizadas no modo de injecdo split (split ratio 1:20, v/iv). A
analise de EM foi realizada empregando voltage de 70 eV com interval de
monitoramento de 0,3 s para massas no interval entre 40 e 350 Da. Os
componentes do 6leo essencial foram identificados por comparacdo de seus
indices de retencédo (em relacdo aos n-alcanos) e os espectros de massas por
comparacao com aqueles encontrados na literatura (McLafferty & Stauffer, 1989;
Adam, 1995) e armazenados no banco de dados do espectrometro (NIST 1998).

As andlises foram realizadas em triplicata.

4.6 Avaliacao da atividade antimicrobiana

A acgdo antibacteriana e antifungica foi determinada pelo método de
microdiluicdo (Anvisa, 2011) seguindo a adequacdo de metodologia como
descrita por Stefanello et al. (2008) e Salvador et al. (2002). Como indicadoras
foram utilizadas bactérias e leveduras, cepas padrdo e de campo. Dentre as

bactérias Gram-negativas foram usadas: Escherichia coli - ATCC 10538,
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Escherichia coli i ATCC 10799, Proteus vulgaris - Pv cepa de campo,
Salmonella thiphymurium Sth cepa de campo, Enterobacter aerogenes Ea cepa
de campo e Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853. Dentre as bactérias
Gram-positivas foram utilizadas: Kocuria rhizophila 7 ATCC 9341,
Staphylococcus aureus - ATCC 6538, Staphylococcus aureus - ATCC 14458,
Staphylococcus aureus i 8- cepa de campo, Staphylococcus epidermidis i
ATCC 12228, Staphylococcus epidermidis i 6epi cepa de campo, Bacillus
subtilis T Bs cepa de campo e Enterococcus faecalis i ATCC 10100. Todas as
bactérias foram cultivadas por 24 horas a 37 °C em Miiller Hinton (Difco)-MHb.
As leveduras usadas foram Candida albicans i ATCC 1023, Candida albicans -
ATCC 10231, Candida tropicalis Ct i cepa de campo, Candida tropicalis i ATCC
157 Candida glabrata - ATCC 30070, Candida dubliniensis ATCC 777 e Candida
parapsilosis - ATCC 22019, cultivadas por 24 horas a 37°C em &gar Sabouraud
dextrose (ASD). As cepas das indicadoras usadas foram mantidas como culturas
puras no Laboratério de Tecnologia Fitofarmacéutica e de Bioensaios do
Departamento de Biologia Vegetal, Instituto de Biologia, Unicamp. Os testes
para avaliacdo da atividade antimicrobiana e determinacdo da CIM foram
conduzidos em placa de microdiluicdo de 96 pocos, empregando-se 50 ni do
Meio de cultura (caldo TSb ou ASD), 50 nL das amostras-testes em diferentes
diluicdes ou os controles experimentais) e 10 nL do Inéculo Padronizado (5 x 108
UFC/mL) de bactérias ou leveduras. A incubacéo das placas ocorreu a 37 °C por
cerca de 24 horas para as bactérias e 48 horas para as leveduras. Decorrido o
periodo de incubacdo a atividade antimicrobiana foi detectada visualmente e
também pela adicdo de 20 pyL da solu¢do aquosa esterilizada a 0,5% de TTC
(triphenyl tetrazolium chloride, Merck). A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM,
pL/mL) foi definida como a menor concentracdo das amostras-teste que inibiu
em 100% o crescimento microbiano por leitura em leitor de microplaca no
comprimento de onda de 570 nm e tendo como referéncia a amostra controle
negativo e controle do in6culo (Stefanello et al., 2008; Salvador et al., 2002). Os
Oleos essenciais foram avaliados em concentracdes que variaram de 0,15 e 10

pL/mL. Como controles positivos foram utilizados bacitracina (0,2Ul/mL) para as
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bactérias e cetoconazol (100 pg/mL) para os fungos e como controle negativo, o
diluente, propilenoglicol/RPMI-1640 (1:19, v/v). A incubacéo das placas ocorreu
a 37 °C por cerca de 24 horas para as bactérias e 48 horas para as leveduras.
Decorrido o periodo de incubacdo, o efeito de inibicdo do desenvolvimento
microbiano foi mensurado em termos de CIM em pL/mL.

Os experimentos foram realizados em duplicata, para cada cepa indicadora
utilizada. As cepas indicadoras sdo mantidas como culturas puras no Laboratorio
de Tecnologia Fitofarmacéutica e de Bioensaios do DBV/IB/Unicamp.

4.7 Avaliacdo da atividade antiproliferativa frente a linhagens de células
tumorais e linhagem controle

Os oOleos essenciais foram avaliados quanto a sua atividade
antiproliferativa em painel de células tumorais humanas sendo que a inibi¢cdo de
crescimento foi calculada a partir da dosagem de proteinas utilizando-se o
ensaio da sulforrodamina B (SBR) de acordo com Skehan et al. (1990). Para a
realizacdo dos experimentos foram utilizadas as seguintes linhagens de células
tumorais nas suas respectivas densidades de inoculagéo: pulméo (NCI-460: 4,0
x 10%, mama (MCF-7: 6,0 x 10%), mama resistente (NCI-ADR: 5,0 x 10%),
melanoma (UACC-62: 4,0 x10%), ovario (OVCARO03: 6,5 x 10%) e préstata (PCO3:
4,5 x 104 e a linhagem controle, ndo tumoral, queratinécito (Hakat: 4,0 x104). As
células foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640, com 5% de soro fetal
bovino inativado a 37 °C em atmosfera imida com 5% de CO:2 (Skehan et al.,
1990). Foram inoculados 100 pL de células em RPMI 1640/SFB a
10%/gentamicina 50 pg/mL, nas suas respectivas densidades de inoculagédo, em
placas de 96 pocos e incubadas a 37 °C em atmosfera umida com 5% de COx.
Apos 24 horas, as amostras foram adicionadas em concentragdes crescentes de
0,25 a 250 pg/mL. Apos 48 horas as células foram fixadas com 50 pL de acido
tricloroacético a 50% a 4°C e incubadas por 1 hora a 4 °C. Em seguida as placas
foram lavadas com agua destilada e mantidas em temperatura ambiente até a
secagem. A coloracgao foi obtida pela adicdo de 50uLde sulforrodamina B a 0,4

% dissolvido em acido acético a 1%, durante um periodo de 30 minutos. As
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placas foram incubadas a 4 °C, lavadas 4 vezes com acido acético a 1% e secas

novamente em temperatura ambiente. O corante foi solubilizado com solucéo de

Trizma base (10 uM, pH 10,5) e a leitura espectrofotométrica realizada em 540

nm em um leitor de microplacas. Como controle positivo utilizou-se o
guimioterapico Doxorrubicina nas mesmas concentracbes das amostras em

teste e como controle negativo o diluente DMSO/RPMI-1640 (0,1%). Foram

analisados também em cada placa teste um branco do meio de cultura (sem

células), um branco da suspensao celular (controle do in6culo) e o branco das

amostras teste. Cada amostra foi analisada, pelo menos, em triplicata. Os

resultados foram calculados pelas médias das absorbancias descontadas de

seus respectivos brancos e foi determinada a inibicdo de crescimento (IG). Com

os valores médios de absorbancia de cada amostra, a porcentagem de

crescimento foi calculada segundo as seguintes formulas: Se T>T:1Y est 2 mul o
decresci mento ced<diYargt iSei dfad® Tci tost8ti ca: 9
To)/(T1-To); SeT<ToY ati vidade citoc-To@}OneCT= 100 x
média da absorbancia da célula tratada i absorbancia amostra sem célula; T1 =

absorbancia do branco de células; To = absorbancia do controle de células na

placa To. Os resultados foram expressos em termos de TGl (do inglés total

growth inhibition, que € a concentracdo necessaria para que ocorra 0% de

crescimento celular calculadas por regressdo nao linear, tipo sigmoidal,

utilizando-se software Origin 8.0.

4.8 Avaliacéo da atividade antioxidante

Os Oleos essenciais tiveram sua capacidade antioxidante avaliada pelos
métodos CCD-DPPH e ORAC-FL de acordo com metodologia descrita por
Pascoal et al. (2011).

Ensaio autobiografico para avaliacéo da reducéo do radical DPPH em CCD:

A avaliacdo da atividade antioxidante foi inicialmente avaliada em
ensaio de triagem (qualitativo) empregando o ensaio autobiografico utilizando o
radical livre DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) e placas cromatogréaficas de
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cromatografia em camada delgada (CCD) como descrito por Pascoal et al.
(2011). Assim, 10 pL de uma diluicdo do 6leo essencial em metanol (1:250, v/v)
e dos controles experimentais foram aplicadas em placa de CCD (silica gel 60,
GF254, Fluka). Esta placa foi burrifada a temperatura ambiente com solucao
metandlica a 0,2% de DPPH (Sigma-Aldrich). A placa de CCD ficou exposta a
luz ambiente por 30 min e os constituintes ativos com atividade antioxidante
presente nas amostras-teste como manchas amarelas em um fundo purpura (cor
caracteristica do radical DPPH). A atividade antioxidante relativa foi avaliada
como forte (para as amostras que produziram uma intensa mancha amarela),
media (para as amostras que produziram uma mancha amarelo claro) e fraca
(para as amostras que nao produziram nenhuma manhcha amarela). As analises

foram realizadas em triplicata.

Ensaio ORACFL

A capacidade antioxidante dos 6leos essenciais, em termos quantitativos,
foi avaliada utlizando-se o ensaio ORACr. com fluoresceina como sonda
fluorescente e AAPH (2 , -Rz0bis (2-amidiopropane) dihydrochloride) como fonte
de radical livre (Prior et al., 2003; Wu et al., 2004). Os experimentos foram
realizados em placas de microdiluicdo de 96 pocos com modificagbes (Salvador
et al.,, 2006). Para tanto foram preparadas solucdes estoques dos Oleos
essenciais (50 mg/mL) em tampao fosfato/DMSO (99:1, v/v) e diluidas 100, 500,
1000, 5000 e 10000 vezes com tampdo fosfato. O Trolox (substancia de
referéncia (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) - analogo
da vitamina E) foi utiizado como amostra de referéncia e analisado nas
concentragdes de 12,5; 25; 50; 100 e 200 M. A leitura foi realizada utilizando-se
filtro fluorescente (excitacdo | =485nm e emisséo | =528nm) em leitor de
microplaca monitorando a cinética de reag¢ao a cada 2 min por um periodo de 70
min (temperatura=37°C). Como controle negativo utilizou-se o diluente e como
controle positivo a quercetina. Os resultados foram expressos como pumol de
Trolox equivalente (TE) por grama de Oleo essencial (UM de TE/g). Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.
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4.9 Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Foram
utilizados dois tratamentos (presenca e auséncia de horménio) e dois periodos
de analise (15 dias e 52 dias de tratamento) para cada espécie vegetal, com 10
repeticdes por tratamento (n=10), sendo que cada repeticdo foi constituida por
um vaso contendo uma planta. A analise estatistica utilizada foi o teste t-Student
com 5% de significancia. Para as analises dos 6leos essenciais foi utilizada
apenas uma amostra por tratamento, constituida por porcao de todas as plantas
de um mesmo tratamento, devido a necessidade de maior quantidade de
biomassa para extracdo. As analises de 0leos essenciais foram feitas em

triplicata.

4.10 Equipe envolvida no projeto

Todos os experimentos referentes ao desenvolvimento do projeto foram
realizados no Departamento de Biologia Vegetal, Instituto de Biologia, Unicamp,
sob a coordenacédo do Prof. Dr. Marcos José Salvador. O projeto contou com a
colaboracdo da Profa. Dra. Claudia Regina Baptista Haddad (Departamento de
Biologia Vegetal-IB/UNICAMP) que colaborou na parte dos experimentos de
cultivo e que envolveram a Fisiologia Vegetal. As mudas foram fornecidas pela
Dra. Eliane Gomes Fabri, Pesquisadora Cientifica Ill do Instituto Agronémico i
IAC/APTA, que também colaborou com informacgdes referentes ao cultivo das
espécies (periodo de adubacédo, periodo de colheita, etc). Na realizacdo dos
experimentos para a avaliagdo da atividade antitumoral contou-se com a infra-
estrutura e colaboracéo de pesquisadores da Area de Farmacologia do Centro
de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agrarias (CPQBA)-UNICAMP e do Centro
Integrado de Pesquisas Oncohematologicas da Infancia (CIPOI)-UNICAMP.
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5. Resultados

A aplicacdo de 24-epibrassinolideo em M. pulegium e M. piperita levou a
alterac6es no perfil cromatografico dos Oleos essenciais de suas folhas e na
atividade biolégica e antioxidante desses 0Oleos essenciais. Os resultados séo

apresentados a seguir.

5.1. Medida da massa da matéria seca das folhas, analise do teor de

clorofilas e avaliacdo dos teores de carboidratos.

5.1.1 Anélise do teor de clorofilas nas folhas

O indice de Teor de Clorofila (CCI) nas folhas de M. pulegium aos 15 dias
ndo aumentou com o tratamento com 24-epibrassinolideo quando comparado ao
grupo controle (Figura 6). Por outro lado, na amostragem de 52 dias apos sua
aplicacdo, o tratamento com 24-epibrassinolideo aumentou o teor de clorofila
nas folhas de M. pulegium em relacdo ao tratamento controle (Figura 6). Nestes
casos foi observado que 15 dias apds o tratamento com 24-epibrassinolideo, o
grupo controle apresentou média de 4,48 CCIl ao passo que o grupo submetido
ao tratamento apresentou média 4,80 CCl. Na amostragem de 52 dias apos
tratamento hormonal, o grupo controle apresentou valor médio de 5,36 CCl ao
passo que o grupo submetido ao tratamento apresentou média de 6,16 CCI
(Figura 6).
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Figura 6. Comparagéo dos indices de Teor de clorofila (CCl) entre os tratamentos controle (Controle) e
com aplicacdo de 24- epibrassinolideo (24-Epi) em folhas de Mentha pulegium, 15 dias e 52 dias apos a
aplicacdo do 24-epibrassinolideo. Estatisticas: letras distintas indicam diferengas estatisticas significativas
(t-Student, p<0,05).

As analises do teor de clorofila nas folhas de M. piperita indicam que néo
houve variagdo significativa do contetdo de clorofila com a aplicagdo do 24-
epibrassinolideo, em relacdo ao grupo controle, em nenhum dos periodos de
analise (Figura 7). Os valores médios dos indices de teor de clorofila ficaram

entre 7,00 e 9,00 CCI nas amostras estudadas de M. piperita.
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Figura 7: Comparacéo dos Indices de Teor de clorofila (CCIl) entre os tratamentos controle (Controle) e
com aplicacdo de 24- epibrassinolideo (24-Epi) em folhas de Mentha piperita, 15 dias e 52 dias apds a
aplicacao do 24-epibrassinolideo. Estatisticas: letras distintas indicam diferencas estatisticas significativas
(t-Student, p<0,05).
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5.1.2 Medida da massa da matéria seca das folhas

Na analise da medida da massa seca em relacdo a massa vegetal fresca
das folhas de M. pulegium foi observado que no periodo de 15 dias, o grupo que
recebeu o 24-epibrassinolideo aumentou a massa seca em relagdo a massa
vegetal fresca das folhas, verificando-se aumento de aproximadamente 7%
desse parametro em relacdo ao grupo controle. Contudo, 52 dias apos a
aplicacdo do 24-epibrassinolideo, o comportamento observado foi o contrario,
com diminuicdo da massa seca em relacdo a massa vegetal fresca das folhas de
M. pulegium (Figura 8).
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Figura 8: Massa seca (MS) em relacdo a Massa Vegetal fresca (MV) de folhas de plantas de Mentha
pulegium, apds aplicagéo de 24-Epibrassinolideo (24-Epi). Estatisticas: letras distintas indicam diferencas
estatisticas significativas (t-Student, p<0,05).

A medida de massa seca em relacdo a massa vegetal fresca das folhas
de M. piperita apresentou comportamento semelhante ao da espécie M.
pulegium, como demonstrado na figura 9.
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Figura 9: Massa seca (MS) em relacdo a Massa Vegetal (MV), de folhas de plantas de Mentha piperita,
apos aplicacao de 24-Epibrassinolideo (24-Epi). Estatisticas: letras distintas indicam diferencas estatisticas
significativas (t-Student, p<0,05).
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5.1.3 Avaliacéo dos teores de carboidratos

Em relagdo a dosagem de amido nas folhas de M. pulegium, verificou-se
comportamento variado nas analises de 15 e 52 dias ap6s a aplicacdo do 24-
epibrassinolideo, comparado ao grupo controle. Aos 15 dias de tratamento, 0
teor de amido nédo variou entre o grupo tratado e controle, e aos 52 dias as
folhas do grupo que recebeu o 24-epibrassinolideo apresentaram teor de amido
significativamente reduzido (Figura 10). Para M. pulegium o grupo controle
apresentou concentracdo média de amido de 50,2 mg/g, a0 passo que 0 grupo
tratado apresentou teor de amido de 49,8 mg/g. Aos 52 dias, 0 grupo submetido
ao tratamento apresentou concentracdo de amido menor, apresentando média

de 29,4 mg/g e o grupo controle apresentou teor de amido de 51,0 mg/g.
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Figura 10. Concentracéo de amido em folhas de Mentha pulegium em relagdo a massa vegetal (mg/g) 15
dias apos a aplicacdo de 24-epibrassinolideo (24-Epi) e 52 dias ap6s a aplicacdo de 24-epibrassinolideo.
Estatisticas: letras distintas indicam diferengas estatisticas significativas (t-Student, p<0,05).

O teor de amido nas folhas de M. piperita ndo seguiu 0 mesmo
comportamento apresentado para as folhas de M. pulegium. As folhas de M.
piperita de plantas que receberam o 24-epibrassinolideo apresentaram nas
analises de 15 dias aumento na concentracdo de amido em relacdo ao grupo
controle. Aos 52 dias de tratamento, verificou-se aumento no teor de amido das

folhas em relagéo ao periodo de 15 dias, mas o conteudo de amido ndo variou
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aos 52 dias quando comparado ao grupo de plantas controle com o grupo
tratado com o 24-epibrassinolideo (Figura 11). Para as amostras de M. piperita o
teor de amido aos 15 dias de tratamento do grupo controle foi de 43,3 mg/g, ao
passo que grupo tratado com o 24-epibrassinolideo apresentou concentracao de
amido de 50,5 mg/g. Aos 52 dias nao foi observada diferenca significativa entre
0 grupo controle que apresentou média de 70,8 mg/g e o grupo tratado que

apresentou teor de amido de 72,7 mg/g.
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Figura 11. Concentracdo de amido em folhas de Mentha piperita em relagcdo a massa vegetal (mg/g) 15
dias ap6s a aplicacdo de 24-epibrassinolideo (24-Epi). Estatisticas: letras distintas indicam diferengas

estatisticas significativas (t-Student, p<0,05).

Em relacdo a concentracdo de acguUcares sollveis totais nas folhas de M.
pulegium, apds 15 dias de tratamento o grupo controle apresentou concentracao
meédia de 244,3 mg/g e o grupo submetido ao tratamento apresentou média de
325,2 mg/g. Ja aos 52 dias apdés o tratamento com o 24-epibrassinolideo a
concentracdo de acucares sollUveis totais nas folhas de M. pulegium para o
grupo controle foi de 298,7 mg/g e para o grupo tratado foi de 243,5 mg/g
(Figura 12).
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Figura 12. Concentragcdo de acglcares sollveis totais em folhas de M. pulegium em relagdo a massa
vegetal (mg/g) 15 dias apds a aplicacdo de 24-epibrassinolideo (24-Epi) e 52 dias apds a aplicagcdo de 24-
epibrassinolideo. Estatisticas: letras distintas indicam diferencas estatisticas significativas (t-Student,
p<0,05).

O comportamento apresentado nas amostras de M. piperita para o teor de
acucares sollveis totais foi diferente, ndo demonstrando diferenca entre o grupo
controle e tratado aos 15 dias e verificando maior concentra¢cao no grupo tratado
em relacdo ao grupo controle aos 52 dias de tratamento, como demonstrado na
figura 13. No entanto, quando comparados os resultados de 15 e 52 dias entre
si, verificou-se que a concentracdo de acglcares soluveis totais nas folhas de M.
piperita ndo difere entre o grupo de 52 dias tratado com 24-epibrassinolideo com
0 grupo de plantas controle e o grupo tratado de 15 dias de tratamento (Figura
13). O grupo submetido ao tratamento com 24-epibrassinolideo apresentou na
amostragem de 15 dias concentracdo média de acucares sollveis totais de
238,2 mg/g, enquanto o grupo controle apresentou concentracdo media de 249,2
mg/g. Aos 52 dias o grupo tratado apresentou concentracdo média de 240,9
mg/g ao passo que o grupo controle apresentou 130,9 mg/g de acucares

solliveis totais nas folhas.
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Figura 13. Concentragdo de aguUcares sollveis totais em folhas de M. piperita em relacdo a massa vegetal
(mg/g) 15 dias ap6s a aplicacdo de 24-epibrassinolideo (24-Epi). Estatisticas: letras distintas indicam
diferencas estatisticas significativas (t-Student, p<0,05).

Quanto aos niveis de sacarose, o0 comportamento observado também néo
nos permite sugerir um efeito significativo do 24-epibrassinolideo. Para M.
pulegium, aos 15 dias o grupo submetido ao tratamento com 24-epibrassinolideo
apresentou concentracdo media de sacarose de 219,31 mg/g e o grupo controle
240,47 mg/g. Por outro lado, foram observadas maiores concentracdes de
sacarose no grupo tratado aos 52 dias, apresentando 325,18 mg/g de sacarose

ao passo de que o grupo controle apresentou 231,85 mg/g. (Figura 14).

15 dias 52 dias

Sacarose (Mg / Q)
Sacarose (Mg / g)

Controle AU-epi v Controle Ueepi
Figura 14. Concentragcdo de sacarose em folhas de M. pulegium em relacdo a massa vegetal (mg/g) 15

dias apo6s a aplicagdo de 24-epibrassinolideo (24-Epi) e 52 dias ap6s a aplicagédo de 24-epibrassinolideo.
Estatisticas: letras distintas indicam diferencas estatisticas significativas (t-Student, p<0,05).
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Os teores de sacarose nas folhas de M. piperita apresentaram
comportamento parecido ao da espécie M. pulegium, pois apenas 52 dias apos
aplicacdo do 24-epibrassinolideo o grupo tratado apresentou teores maiores de
sacarose, verificando-se no grupo tratado com 24-epibrassinolideo concentracao
de sacarose de 704,7 mg/g ao passo que 0 grupo nao tratado apresentou
540,5mg/g. Na amostragem de 15 dias o grupo tratado apresentou teor de

sacarose 291,5 mg/g e o grupo controle de 285,3 mg/g (Figura 15).

15 dias 52 dias

Hi

m
HH o

Sacarose (Mg / g)
Sacarose (Mg / g)
-

Controle 24-epi Controle U-epi

Figura 15. Concentracéo de sacarose em folhas de M. piperita em relagdo a massa vegetal (mg/g) 15 dias
ap6s a aplicacdo de 24-epibrassinolideo (24-Epi). Estatisticas: letras distintas indicam diferencas
estatisticas significativas (t-Student, p<0,05).

5.2 Avaliacdo da atividade biolégica dos 6leos essenciais

5.2.1 Andlise de atividade antimicrobiana dos 06leos essenciais

(Concentracéo Inibitéria Minima i CIM)

Os resultados dos ensaios para avaliacdo de atividade antimicrobiana
foram apresent ad o sConeentracdoelnibitaisz Mirdneao (GIM,
pL/mL) que foi definida como a menor concentracdo das amostras-teste que
inibiu em 100% o crescimento microbiano por leitura em leitor de microplaca no
comprimento de onda de 570nm e tendo como referéncia a amostra controle
negativo e controle do indculo (Stefanello et al., 2008; Salvador et al., 2002).
Para o 6Oleo essencial das folhas de M. pulegium, em relacdo a CIM, foi possivel
observar concentrag6es minimas bem variadas entre 15 e 52 dias de tratamento
com o 24-epibrassinolideo (Tabelas 1 e 2). O 6leo essencial do grupo submetido
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ao tratamento com o 24-epibrassinolideo apresentou maior atividade
antimicrobiana em temos de CIM frente as indicadoras S. thiphymurium,
K.rhizophila e C. dubliniensis que nas analises de 15 e 52 dias apresentaram
CIM 50% menor que a do grupo controle. De maneira geral, o 6leo essencial das
folhas de M. pulegium do grupo de plantas que recebeu o 24-epibrassinolideo,
se comparado ao 6leo do grupo controle, demonstraram melhores resultados
para 0s Oleos essenciais das plantas de 15 dias de andlise, onde foram
encontrados menores valores de CIM para as cepas indicadoras susceptiveis ao
Oleo essencial (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Atividade antimicrobiana expressa em termos de concentracéo
inibitéria minima (CIM) de Oleos essenciais de folhas de Mentha pulegium
com tratamento com 24-epibrassinolideo (C/24-epi) e sem tratamento (S/24-
epi),15 dias apos aplicacdo do 24-epibrassinolideo.

Micreorganismos 15 dias CI_M (HL/mL) )

S/ 24epi C/ 24epi
Escherichia cAlTCC 10538 - -
Escherichia cAITCC 10799 } -
Proteus vulgadspa de campo Pv - -
Salmonella thiphymuriema de campo St 10 5
Enterolicter aerogenespa de campo Ea - -
Pseudomonas aerugind§&C 27853 ) -
Kocuria rhizophaCC 9341 - 5

Staphylococcus aur@I<C 6538 -
Staphylococcus aur@d<C 14458 -
Staphylococcus aureepa de campe(fenicilinase negativo)

Staphylococcus aureepa de campo 7+ (penicilinase positivo)
Staphylococcus epidermi@icsC 12228 -

Staphylococcus epidermigis de campo 6epi
Bacillus subtitiepa de campo Bs - -

Enterococcus faecaéipa de campo Ef - -

Candtla albicanATCC 1023 10 10
Candida albicaA3CC 10231 10 10
Candida tropicai$CC 157 5 10
Candida tropicatepa de campo Ct 1,25 10
Candida glabrad@CC 30070 5 -

Candida dublinier&BCC 777 S) 2,5
Candida parapsilo8BCC 22019 10 10

*. = efeito antimicrobiano n&do observado até a maior concentragdo avaliada de 10 pL/mL.
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Tabela 2. Atividade antimicrobiana expressa em termos de concentracéo
inibitéria minima (CIM) de Oleos essenciais de folhas de Mentha pulegium
com tratamento com 24-epibrassinolideo (C/24-epi) e sem tratamento (S/24-

epi), 52 dias apoés aplicacdo do 24-epibrassinolideo.

Micreorganismos 52 dias CIM (L/mL) .
S/ 24epi C/ 24epi

Escherichia cAlTCC 10538 - -
Escherichia cAlTCC 10799 - -
Proteus vulgadspa de campo Pv -
Salmonella thiphymuriema de campo St 10 5
Enterobacter aerogeoesa de campo Ea 10 -
Pseudomonas aerugin®s&C 27853 - -
Kocuria rhizophaCC 9341 - 10

Staphylococcus aur&d€C 6538 - -
Staphylococcus aural€C 14458 - -
Staphylococcus aureepa de campe(Benicilinase negativo) - -
Staphylococcus aureepa de campo 7+ (penicilinase positivo) - -
Staphylococcus epidermdisC 12228 - -

Staphylococcus epidermips. de campo 6epi - -
Bacillus stiiscepa de campo Bs - -

Enterococcus faecaéipa de campo Ef - -

Candida albicaA3CC 1023 5 10
Candida albicaA3CC 10231 - -
Candida tropicadi$CC 157 10 10
Candida tropicatispa de campo Ct 10 10
Candida glabra&@ CC 30070 - -
Candida dublinien&BCC 777 10 5
Candida parapsilo&iBCC 22019 5 5

* = efeito antimicrobiano ndo observado até a maior concentracao avbiata de 10

Os valores de CIM para os 6leos essenciais obtidos das folhas de M.
piperita tratada com 24-epibrassinolideo e do grupo de plantas controle ndo
tradadas sao apresentados nas Tabelas 3 e 4. De maneira geral, o 0leo
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essencial das folhas de M. piperita do grupo de plantas que recebeu o 24-
epibrassinolideo demonstrou melhor atividade antibacteriana se comparado ao
0leo essencial do grupo controle para as amostras de 52 dias de analise, no qual
foram encontrados menores valores de CIM para as cepas indicadoras
susceptiveis ao 6leo essencial (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Atividade antimicrobiana expressa em termos de concentracao
inibitéria minima (CIM) de 6leos essenciais de folhas de Mentha piperita com
tratamento com 24-epibrassinolideo (C/24-epi) e sem tratamento (S/24-epi), 15

dias apdés aplicacdo do 24-epibrassinolideo.

15 dias CIM (uL/mL)
Micreorganismos S/ 24-epi C/ 24-epi
Escherichia cAlTCC 10538 - -
Escherichia c&lTCC 10799 10 -
Proteus vulgadspa de campo Pv 5,0 )
Salmonella thiphymuriema de campo St 10 10
Enterobacter aerogeoesa de campo Ea 10 10
Pseudomona®ruginosaTCC 27853 03 5,0
Kocuria rhizophaCC 9341 2,5 2,5

Staphylococcus aurdd€C 6538 } }

Staphylococcus aur@d<C 14458 } 10
Staphylococcus aureepa de campe(Benicilinase negativo) } }
Staphylococcus aureepa de campo 7-+pédinase positivo)
Staphylococcus epidermrid@icsC 12228 } }

Staphylococcus epidermigis de campo 6epi
Bacillus subtiiepa de campo Bs - -

Enterococcus faecaéipa de campo Ef 10 -

Candida albicaA3CC 1023 10 10
Candida allsinsATCC 10231 50 10
Candida tropicaN$CC 157 1.2 1,2
Candida tropicatispa de campo Ct 03 0,3
Candida glabrad@CC 30070 0,3 0,3
Candida dublinien&&CC 777 0.3 0.3
Candida parapsilo8BCC 22019 0,3 0,3

* = efeito antimicrobiado observado até a maior concentracdo avaliadarde 10
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Tabela 4. Atividade antimicrobiana expressa em termos de concentracao
inibitéria minima (CIM) de 6leos essenciais de folhas de Mentha piperita com
tratamento com 24-epibrassinolideo (C/24-epi) e sem tratamento (S/24-epi), 52

dias apdés aplicacdo do 24-epibrassinolideo.

Micro-organismos 52 dias CIM_ (WL/mL) .
S/ 24-epi C/ 24-epi

Escherichia cAlfCC 10538 1,2 0,3
Escherichia cAlfCC 10799 5,0 2,5
Proteus vulgaris campo 2,5 2,5
Salmonk thiphymurium 2,5 5,0
Enterobacter aerogenes 10 *

Pseudomonas aeruginds&C 27853 5,0 10
Kocuria rhizophila 2,5 2,5
Staphylococcus aureus ATCC 6538 - -

Staphylococcus aureus ATCC 14458 5,0 2,5
Staphylococcus aureepa de campe(Benicilase negativo) 10 10
Staphylococcus aureega de campo 7+ (penicilinase positi 5,0 5,0
Staphylococcus epidermidisC 12228 5,0 5,0
Staphylococcus epidermefig de campo 10 10
Bacillus subtilis 1,2 2,5
Enterococcus faecalis 10 -

Candida bicans ATCC 1023 10 10
Candidaalbicans ATCC 10231 5,0 10
Candidaropicalis cepa de campo 1,2 1,2
Candidaropicalis ATCC 157 0,3 0,3
Candidaylabrata ATCC 30070 0,3 0,3
Candidalubliniensis ATCC 777 03 0,3
Candidaarapsilosis ATCC 22019 0,3 0,3

* = efeito antimicrobiano ndo observado até a maior concentracéo gvaliatla de 10

42



5.2.2 Avaliacéo da atividade antiproliferativa dos 6leos essenciais frente a

linhagens de células

Foi avaliada a atividade antiproliferativa frente a linhagens de células
tumorais e linhagem de célula ndo tumoral (Hacat, keratin6citos humanos) dos
Oleos essenciais das folhas de M. pulegium, tratadas ou ndo com 24-
epibrassinolideo, obtidos apdés 15 e 52 dias de tratamento (Tabela 5). Os
resultados mostraram que o 6leo essencial de M. pulegium apresentou atividade
antiproliferativa frente as linhagens de células tumorais U251 (glioma), MCF-7
(mama), OVCAR-3 (ovario), NCI-ADR/RES (ovéario resistente a multiplos
farmacos), HT29 (c6lon) e K562 (leucemia) com valores de TGI (concentracao
gue leva a inibicao total do crescimento das células) entre 12,66 e 154,28 ug /mL
e que frente a linhagem de células controle, ndo tumoral, HaCat, keratinocitos
humano, o valor de TGI foi de 94,1 a >250 pg/mL, sendo que os 0leos esséncias
oriundos das plantas tratadas com 24-epibrassinolideo foi >250 pg/mL. Foi
possivel verificar também que o 6leo obtido apds 15 dias do tratamento com o
24-epibrassinolideo apresentou valores menores de TGI para as linhagens em
gue se mostrou ativo (Tabela 9), sugerindo melhora na atividade biol6gica deste
Oleo essencial ap0s o tratamento com o 24-epibrassinolideo. No caso do
tratamento de 52 dias, os resultados se mostraram similares ao das plantas
controle, com excecdo da linhagem U251 (glioma), onde o TGI foi menor do que
o das plantas controle, verificando-se também que a citotoxicidade frente a
linhagem ndo tumoral HaCat diminuiu para o 6leo essencial oriundo das plantas

tratadas com 24-epibrassinolideo.
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Tabela 5. Atividade antiprolifetativa do 6leo essencial de Mentha pulegium.

Amostras Valores de TGl em pg/mL frente as diferentes linhagens
celulares*

U251 MCF-7  NCI/ADR/RES OVCAR- HT29 K562 HaCat
3

M. pulegium-15d 33,88 >250 >250 51,75 >250 >250 13,93
M. pulegium-52d >250 >250 >250 67,45 199,49 >250 94,11
M. pulegium com 24 epi brassinolideo-15d (76,39 12,66 24,24 46,05 154,28 112,74 >250
M. pulegium com 24 epi brassinolideo-52d 85,57 >250 >250 65,50 162,46 150,15 >250
Doxorrubicina 1,68 0,16 5,30 0,30 0,56 17,23 0,73

(controle positivo)

*TGI 7 Total Growth Inhibition i Concentragdo que leva a inibicdo de crescimento total (100%), em pg/mL,
valores expresso como média de ensaios em triplicata e com coeficientes de variagao inferiores a 5%; U251
(glioma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovario resistente a multiplos farmacos); 786-0 (rim); OVCAR-3
(ovario); HT-29 (colon); K562 (leucemia); HaCat, linhagem de célula ndo cancerosa (keratinocitos
humanos).

Para os oleos essenciais das folhas de M. piperita obtidos de plantas
tratadas ou nado tratadas com 24-epibrassinolideo, foi possivel analisar que o
Oleo essencial das folhas de M. piperita apresentou atividade antiproliferativa
frente as linhagens de células tumorais e ndo se mostrou citotoxico frente a
linhagem de células controle, ndo tumoral, HaCat, keratin6citos humano (TGl
>250 ug/mL). Foi possivel verificar melhora na atividade biol6gica deste 6leo
essencial apos o tratamento com o 24-epibrassinolideo, principalmente, para o
Oleo essencial das plantas de 52 dias do tratamento que apresentou valores
menores de TGI para as linhagens em que se mostrou ativo (Tabela 6).
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Tabela 6. Atividade antiprolifetativa do 6leo essencial de Mentha piperita.

Amostras Valores de TGl em pg/mL frente as diferentes linhagens
celulares*

U251 MCF-7  NCIADR/RES  OVCAR-3 HT29 K562  HaCat
M. piperita-15d 155,00 182,00 57,34 49,58 >250 146,75 >250
M. piperita-52d 152,00 180,00 55,00 51,04 >250 >250 >250
M. piperita com 24 epi | 135,00 130,00 45,00 36,21 180,00 120,00 >250
brassinolideo-15d
M. piperita com 24 epi | 128,00 115,00 38,00 34,40 >250 >250 >250
brassinolideo-52d
Doxorrubicina 1,68 0,16 5,30 0,30 0,56 17,23 0,73
(controle positivo)

*TGI T Total Growth Inhibition i Concentragdo que leva a inibicdo de crescimento total (100%), em pg/mL,
valores expresso como média de ensaios em triplicata e com coeficientes de variacéo inferiores a 5%; U251
(glioma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovério resistente a multiplos farmacos); 786-0 (rim); OVCAR-3
(ovario); HT-29 (colon); K562 (leucemia); HaCat, linhagem de célula ndo cancerosa (keratinocitos
humanos).

5.2.3 Avaliagao de atividade antioxidante dos 6leos essenciais

A atividade antioxidante dos 6leos essénciais obtidos das folhas de M. pulegium
e M. piperita submetidas ou ndo ao tratamento com o 24-epibrassinolideo foi
avaliada utilizando-se dois ensaios: o ensaio DPPH em CCD (qualitativo) e o
ensaio ORACkFL (quantitativo). Os valores de atividade antioxidante para os 6leos
essenciais das folhas de M. pulegium demonstram consideravel capacidade
antioxidante tanto no ensaio qualitativo, quanto quantitativo (Tabela 7, Figura
16). No ensaio quantitativo ORACFL, a atividade é considerada significativa no
ensaio ORACFL quando o valor da capacidade antioxidante for maior ou igual a
800 pmol TE/g (Salvador et al., 2006). No entanto, o 6leo das plantas de M.
pulegium que receberam o 24-epibrassinolideo n&o apresentou aumento na sua
capcidade antioxidante, comparado ao 6leo do grupo controle, sendo possivel
verificar diminuicdo da atividade antioxidante do 6leo essencial das plantas
tratadas do grupo de 52 dias de tratamento com o brassinosteroide (Tabela 7,
Figura 16).
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Tabela 7. Atividade antioxidante do 6leo essencial das folhas de Mentha

pulegium.
ORACr? Ensaio DPPH
Amostra* (umol TE/qQ)
Controle 15d 2624,00 (1,42)a) Atividade forte
24-epi 15d 2531,82 (11,56{a) Atividade forte
Controle 52d 2943,61 (11,60fa) Atividade forte
24-epi 52d 2001,45 (2,72]b) Atividade forte
(E)-Cariofilenc 1,40 (0,40) Atividade forte
Quercetina 5,60 (0.90) Atividade forte

*Amostra: Oleo essencial de plantas controle ndo submetidas ao tratamento com 24-epibrassinolideo apoés
15 dias cultivo (Controle 15d) e amostras de o6leo de plantas submetidas ao tratamento com 24-
epibrassinolideo 15 dias apds o tratamento (24-epi 15d). ®Resultados apresentados como média
(coeficiente de variagcdo) do ensaio em triplicata e expressos em termos de micromol de Trolox equivalentes
por grama de O6leo. Ensaio baseado em CCDC, utlizando o radical livre DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl). °Controles positivos: Resultados no ORAC apresentados como média (coeficiente de
variagéo) do ensaio em triplicata e expressos como trolox relativo equivalente Estatisticas: letras distintas
indicam diferengas estatisticas significativas (t-Student, p<0,05).

Os resultados da avaliacdo da atividade antioxidante dos 6leos essenciais
das folhas de M. piperita mostraram, comparado ao 6leo obtido das folhas do
grupo de planta controle, apresentaram atividade antioxidante e esta atividade
foi intensificada para os 6leos das plantas que receberam o tratamento com o
24-epibrassinolideo nos dois periodos de analise (Tabela 8, Figura 17).

Tabela 8. Atividade antioxidante do 6leo essencial das folhas de Mentha
piperita.

ORACr? Ensaio DPPH
Amostra* (umol TE/qQ)

Controle 15d

802,31 (5,25)a)

Atividade media
Atividade media

24-epi 15d 919,39 (11,08]a)
Controle 52d 1047,39 (5,74)b) Atividade forte
24-epi 52d 1241,55 (4,95)a) Atividade forte
(E)-Cariofilend 1,40 (0,40) Atividade forte
Quercetina 5,60 0.90) Atividade forte

*Amostra: Oleo essencial de plantas controle ndo submetidas ao tratamento com 24-epibrassinolideo apds 15 dias
cultivo (Controle 15d) e amostras de 6leo de plantas submetidas ao tratamento com 24-epibrassinolideo 15 dias apés o
tratamento (24-epi 15d). *Resultados apresentados como média (coeficiente de variacdo) do ensaio em triplicata e
expressos em termos de micromol de Trolox equivalentes por grama de 6leo. Ensaio baseado em CCDC, utilizando o
radical livre DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). °Controles positivos: Resultados no ORAC apresentados como média
(coeficiente de variag&o) do ensaio em triplicata e expressos como trolox relativo equivalente. Estatisticas: letras distintas
indicam diferencas estatisticas significativas (t-Student, p<0,05).
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5.3 Avaliacdo do rendimento e andlise por CG/EM dos constituintes
guimicos dos 6leos essenciais
5.3.1 Avaliacdo do rendimento dos 6leos essenciais

O rendimento (titulo em volume, %) de 6leo essencial extraido das folhas
de M. pulegium diferiu entre grupo controle e o grupo que foi exposto ao 24-
epibrassinolideo nos dois periodos de analise, 15 e 52 dias ap0s o tratamento.
Foi observado que no primeiro periodo de analise (15 dias) o grupo tratado com
24- epibrassinolideo apresentou rendimento de 0,17% ao passo que O grupo
controle apresentou rendimento de 0,14%, demonstrando uma razdo de
aproximadamente 20% a mais de 6leo extraido do grupo tratado em relacéo ao
grupo controle. No segundo periodo de analise (52 dias) foi observado
comportamento contrario, no qual o grupo tratado apresentou rendimento de
0,15% ao passo que o0 grupo controle demonstrou rendimento de 0,17%,
evidenciando uma razdo de aproximadamente 13% a mais de Oleo extraido do
grupo controle em relacdo ao grupo tratado com o brassinosteréide. Este
comportamento pode ser associado ao fato dos brassinosteréides modularem
positivamente a biossintese de terpenos como mostrado por Ayad et al. (2009),
0 que levaria ao maior rendimento do 6leo essencial para o grupo exposto ao
24-epibrassinolideo 15 dias. Porém é possivel que aos 52 dias as concentracdes
do 24-epibrassinolideo ja ndo séo tao altas nos tecidos e células da planta como
aos 15 dias, sendo justificavel um decaimento da influéncia do brassinosteréide
no processo de biossintese de derivados do isopreno, tais como 0s
monoterpenos e sesquiterpenos que sdo constituintes importantes de 6leos
essenciais, refletindo também no menor rendimento de 6leo essencial
comparado ao rendimento anterior.

O rendimento da extracdo do 6leo essencial das folhas de M. piperita
diferiu entre os grupos, indicando de forma geral, que o tratamento com o 24-
epibrassinolideo foi efetivo na melhora do rendimento em termos de titulo em
volume nos dois periodos de analise. Aos 15 dias ap0s o tratamento com 0 24-
epibrassinolideo o grupo controle apresentou rendimento de aproximadamente
0,14%, ao passo que o grupo tratado apresentou rendimento de 0,17%
(aproximadamente 21% a mais de Oleo que o grupo controle). Aos 52 dias apés
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o tratamento, 0 grupo controle apresentou rendimento de 0,16%, ao passo que 0
grupo tratado manteve seu rendimento em 0,17% (aproximadamente 6% a mais

de 6leo que o grupo controle).

5.3.2 Andlise por CG/EM dos constituintes quimicos dos Oleos essenciais

Ao analisar os dados relacionados aos constituintes quimicos do 6leo
essencial detectados em analise por CG-EM, verificou-se que o 24-
epibrassinolideo pode ter influenciado na modulacédo de constituintes quimicos
volateis dos Oleos obtidos das plantas que foram tratados com este
brassinosterdides (Figuras 18, 19, 20 e 21). Observou-se também variacdo entre
a contituicdo do 6leo essencial das plantas controle entre os dois periodos de
analise. Portanto, na analise destes dados teve o olhar voltado para a
comparacao dos valores de percentagem de area dos contituintes detectados
por CG-EM dentro de cada periodo de analise (15 e 52 dias ap0s o tratamento
com o 24-epibrassinolideo, avaliando os grupos tratados e nédo tratados com o
brassinosterdide), bem como andlise destes grupos entre os dois periodos de
analise. Nas figuras 18 e 19 séo apresentados os cromatogramas das analises
por CG-EM sendo destacadas as substancias majoritarias identificadas no 6leo
essencial de M. pulegium obtido 15 dias apds tratamento com o brassinosteroide
e nas figuras 20 e 21 estdo apresentados 0s constituintes majoritarios nos
cromatrogramas do Oleo obtido 52 dias ap6s tratamento com 24-

epibrassinolideo (Tabelas 9 e 10).
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Figura 18. Cromatograma (CG-EM) do dleo essencial das folhas de Mentha pulegium, amostras controle

obtidas 15 dias apds o inicio do experimento com representacdo da ordem majoritaria: 1° Pulegona, 2°

Neoisomentol, 3° Mentol, 4° Verbenona, 5° Piperitona.
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Figura 19. Cromatograma (CG-EM) do 6leo essencial das folhas de Mentha pulegium obtidos de amostras
15 dias ap6s o tratamento com 24-epibrassinolideo com representagdo da ordem majoritaria:1° Pulegona,

2° Neoisomentol, 3° Mentol, 4° Verbenona, 5° Piperitona.
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Figura 20. Cromatograma (CG-EM) do dleo essencial das folhas de Mentha pulegium, amostras controle

obtidas 52 dias apds o inicio do experimento com representacdo da ordem majoritaria: 1° Pulegona, 2°

Verbenona, 3° Neoisomentol, 4° Mentol, 5° Piperitona.
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Figura 21. Cromatograma (CG-EM) do 6leo essencial das folhas de Mentha pulegium obtidos de amostras
52 dias apos o tratamento com 24-epibrassinolideo com representagdo da ordem majoritaria:1° Pulegona,

2° Verbenona, 3° Neoisomentol, 4° Mentol, 5° Piperitona.
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Na tabela 9, que compara os tratamentos 15 dias apds a administracéo
do brassinosterdide, foi possivel perceber uma tendéncia de aumento da
porcentagem de picos minoritarios em relagdo ao total, como por exemplo do
alfa-pineno, que demonstrou acréscimo de 0,12% em relacdo ao grupo controle,
como também o limoneno (acréscimo de 0,27%), 3-octanol (acréscimo de
0,15%), 4-isopropil-1-mentil-2-cicloexen-1-ol (acréscimo de 0,12%) e isopulegol
(acréscimo de 0,38%). Notou-se também outros componentes do 6leo essencial
que tiveram diferencas mais significativas, como por exemplo o neoisomentol
(acréscimo de 1,45% no grupo tratado com 24-epibrassinolideo), mentol
(acréscimo de 0,74% no grupo tratado com 24-epibrassinolideo), pulegona
(reducdo de 1,6% no grupo tratado com 24-epibrassinolideo) e verbenona
(decréscimo de 1,79% no grupo tratado com 24-epibrassinolideo).
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Tabela 9. Constituintes identificados por CG-EM no 6leo essencial das folhas de Mentha

pulegium obtido 15 dias apds tratamento com 24-epibrassinolideo.

Mentha pulegium - 15 dias
Componentes Ind. Reten¢do s{ 24-epi ¢f 24-epi Dif. Tratamentos|

Alfa Pineno 928 0,18 + 0,03055 0,3 +0,02082 0,12
Canfeno 942 0,03+ 0,01528 0,05 +0,01155 0,02
n-Propilbenzeno 948 0,04 +0,02517 0,07 +0,01732 0,03
o-Etilmetilbenzeno 956 0,14 + 0,05686 0,21+0,01528 0,07
Sabineno 968 0,05+ 0,00577 0,09+ 0,005777 0,04

L-beta-pineno 971 0,17 £ 0,01000 0,27+£0,01528 0,1
3-Octanona 985 0,08 £0,01155 0,1+ 0,00577 0,02
3-Octanol 996 0,82 + 0,01000 0,97 +0,02887 0,15
Limoneno 1024 0,45+ 0,02517 0,72 +0,01000 0,27
Eucaliptal 1026 0,08 +0,00577 0,12 +0,00577 0,04
3-Octil acetato 1125 0,23 +£0,01155 0,3 +0,00577 0,07
4-isopropil-1-mentil-2-ciclohexe 1146 0,36 +0,01523 0,43 + 0,00000 0,12
Isomentona 1150 3,85 +0,15535 3,82+0,01528 -0,03
D-isomentona 1160 3,74+0,11790 3,45 +£0,02082 -0,29
Neoisomentol 1165 19,19 + 0,03693 20,64 + 0,07000 1,45
Isopulegol 1173 2,43 + 0,05686 2,81+40,01528 0,38
Mentol 1182 12,37+0,56347 | 13,11 +0,02646 0,74
y-Terpineol, dihydro- 1188 0.60+0,11547 0,48 £0,00577 -0,12
3-fenilbutanal 1222 0,32+0,04041 0,210,00 -0,12
Pulegona 1241 28,94+ 0,88021 27,34+ 0,24440 -1,6
Piperitona 1253 6,89+ 0,32868 7,41+0,04163 0,52
Isopiperitenona 1269 0,28 £ 0,05774 0,2 £ 0,00 -0,08
Mentilacetato 1274 1,51 + 0,05508 1,55+ 0,01528 0,04
Isomentol acetato 1305 1,21+ 0,04583 1,17+ 0,01155 -0,04
Verbenona 1340 12,03 £0,76350 10,24 +0,27495 -1,79
Cariofileno 1411 0,8 £ 0,02646 0,75+ 0,00577 -0,05
Alfa Cariofileno 1444 1,17+ 0,02786 1,07+£0,01732 -0,1
(-)-Germacreno D 1473 0,3 £0,01000 0,23+ 0,00 -0,05

Constituintes identificados com base no indice de retengéo e perfil de fragmentacao no espectro de massas
em CG-EM (NIST, 2005) e listados de acordo com a ordem de elui¢cdo na coluna Durabond-DB5 (30m) e
por indice de retencdo de Kovats, baseado em série homologa de n-alcanos. Andlise em triplicata.
Diferenca (Dif.).

Na tabela 10, que compara os tratamentos 52 dias apds administracéo do
hormdénio, nota-se tendéncia de reducdo dos picos minoritarios, como por
exemplo o sabineno (reducdo de 0,01% no grupo tratado com 24-
epibrassinolideo), 3-octanol (reducdo de 0,03% no grupo tratado com 24-
epibrassinolideo), beta pineno (reducéo de 0,27% no grupo tratado com 24-

epibrassinolideo) e isomentol acetato (reducédo de 0,46% no grupo tratado com
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24-epibrassinolideo). Os constituintes majoritorios também apresentaram
importantes variacdes, como por exemplo a pulegona, que na comparagao entre
grupo tratado e néo tratado apresentou acréscimo de 1,62% no grupo tratado
com 24-epibrassinolideo, a verbenona (acréscimo de 2,13% no grupo tratado
com 24-epibrassinolideo), mentol (decréscimo de 1,10% no grupo tratado com
24-epibrassinolideo) e neoisomentol (decréscimo de 1,54% no grupo tratado

com 24-epibrassinolideo).

Tabela 10. Constituintes identificados por CG-EM no 6leo essencial das folhas de Mentha

pulegium obtido 52 dias ap6s tratamento com 24-epibrassinolideo.

Constituintes identificados com base no indice de retencgéo e perfil de fragmentag¢édo no espectro de massas
em CG-EM (NIST, 2005) e listados de acordo com a ordem de eluicdo na coluna Durabond-DB5 (30m) e
por indice de retencdo de Kovats, baseado em série homologa de n-alcanos. Andlise em triplicata.
Diferenca (Dif.).
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