
i 

 

 

 

 

JOÃO VICTOR MARTINS ANTUNES  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeito do 24-epibrassinolídeo na modulação do perfil de constituintes 

voláteis e nas atividades biológicas e antioxidante dos óleos essenciais das 

folhas de Mentha pulegium e de Mentha piperita (Lamiaceae) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAMPINAS 

2015 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS  

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOCIÊNCIAS E TECNOLOGIA DE 

PRODUTOS BIOATIVOS 

 

 

JOÃO VICTOR MARTINS ANTUNES  

 

 

 

Efeito do 24-epibrassinolídeo na modulação do perfil de constituintes 

voláteis e nas atividades biológicas e antioxidante dos óleos essenciais das 

folhas de Mentha pulegium e de Mentha piperita (Lamiaceae) 

 

 

 
Dissertação apresentada ao Instituto de Biologia, da Universidade 

Estadual de Campinas para obtenção do Título de Mestre em Ciências, 

na área de concentração em Fármacos, Medicamentos e Insumos para a 

Saúde. 

 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Marcos José Salvador. 

 

Este exemplar corresponde à versão final da Dissertação 

defendida pelo aluno João Victor Martins Antunes e orientada 

pelo Prof. Dr. Marcos José Salvador. 

 

 

 

CAMPINAS 



 

 

2015 

                                                                                                                                                       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

COMISSÃO EXAMINADORA  

 

 

Campinas, 13 de maio de 2015 

 

 

 

 

1. Prof. Dr. Marcos José Salvador:_______________________________________ 

(Universidade Estadual de Campinas ï UNICAMP, orientador) 

 

 

2. Prof. Dr. Felipe Rabello Lourenço:______________________________________ 

(Universidade de São Paulo - USP) 

 

 

3. Prof. Dr. Marco Aurélio Ramirez Vinolo:__________________________________ 

(Universidade Estadual de Campinas) 

 

 

4. Prof. Dr. Marcelo Carnier Dornelas:_____________________________________ 

(Universidade Estadual de Campinas ï UNICAMP) 

 

 

5. Prof. Dr. Fábio Ferreira Perazzo: _______________________________________ 

(Universidade Federal de São Paulo - UNIFESP) 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

RESUMO 

Alguns óleos essenciais apresentam atividade antimicrobiana, antioxidante e 
antiproliferativa frente a linhagens de células tumorais. Aumentos nas concentrações de clorofila, 
evidenciados após aplicação de brassinosteróides (hormônios que regulam o desenvolvimento 
vegetal), podem levar a maiores taxas de fotossíntese, que podem resultar em aumentos na 
quantidade de óleos essenciais, sugerindo a participação deste hormônio na atividade 
biossintética de metabólitos secundários vegetais, incluindo os mono- e sesquiterpenos da via 
dos derivados do isopreno que são importantes constituintes dos óleos essenciais. Foram usadas 
no estudo Mentha piperita e Mentha pulegium, pois são espécies com óleos essenciais muito 
utilizados no Brasil para fins alimentícios, cosméticos e medicinais (relatos de atividade 
antimicrobiana, antioxidante e citotóxica frente a algumas linhagens de células tumorais). Foi 
aplicado o 24-epibrassinolídeo em uma única concentração (10-7 M) no substrato onde as 
espécies vegetais foram cultivadas e as folhas foram coletadas para análises 15 e 52 dias após a 
aplicação do brassinosteróide. Os óleos essenciais das folhas de M. pulegium do grupo de 
plantas que recebeu o 24-epibrassinolídeo, demonstraram melhores resultados para os óleos 
essenciais das plantas de 15 dias de análise, no qual foram encontrados menores valores de CIM 
para as cepas indicadoras susceptíveis ao óleo essencial, podendo estar associado ao efeito 
sinérgico da ação dos constituintes majoritários (como por exemplo pulegona e mentol) com os 
minoritários que tiveram maior participação percentual na composição do óleo (com por exemplo 
limoneno e mentil acetato), constituintes estes com efeito antimicrobiano documentado em 
literatura. Por outro lado, o tratamento levou a mudanças no perfil dos constituintes voláteis dos 
óleos essenciais, tanto aos 15 como aos 52 dias após o tratamento, que possivelmente estão 
relacionadas à maior atividade antibacteriana. A atividade antiproliferativa frente a linhagens de 
células tumorais também foi potencializada no óleo essencial das plantas de M. pulegium que 
receberam o 24-epibrassinolideo. Os óleos essenciais das folhas de M. piperita demonstraram 
melhora efetiva no rendimento do óleo das plantas tratadas com o 24-epibrassinolideo. O óleo 
obtido das plantas tratadas com o 24-epibrassinolideo, comparado ao óleo 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 análise para o óleo 
essencial das folhas de M. piperita submetidas ao 24-epibrassinolídeo em relação ao grupo 
controle, onde foram encontrados menores valores de CIM, de TGI e maior valor de capacidade 
antioxidante no ensaio ORACFL, sendo que o efeito biológico pode ser devido ao efeito sinérgico 
de diferentes constituintes químicos do óleo essencial. Conclui-se que a utilização do 24-epi-
brassinolideo apresentou efeito modulador no perfil de constituintes voláteis, na atividade 
antioxidante e nas atividades antimicrobiana e antiproliferativa do óleo 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 químico e nas atividades do óleo 
essencial das folhas de M. pulegium e M. piperita deve ser pesquisado com mais detalhes em 
estudos sistemáticos. 

 

Palavras-Chave: Óleo essencial, antimicrobiano, antioxidante, antiproliferativo, Mentha. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

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 (10-7 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 ORACFL 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. 
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1. Introdução 

 

Os brassinosteróides são hormônios vegetais que regulam vários 

processos relacionados ao crescimento e desenvolvimento de plantas (Zullo & 

Adam, 2002). Dentre esses processos encontram-se o estímulo à síntese de 

pigmentos fotossintéticos, como as clorofilas (Hayat et al., 2006) ou a inibição da 

degradação desses pigmentos em plantas cultivadas sob estresses diversos 

(Janeczko et al., 2007). Em conformidade com essas observações, após 

aplicações desses hormônios, foram encontradas maiores concentrações de 

clorofilas em plantas de gerânio (Swamy & Rao, 2008) e Vigna radiata 

(Fariduddin et al., 2004). Aplicações de brassinosteróides também levaram a 

aumento nas concentrações 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 concentrações de clorofila evidenciados, após 

aplicação de brassinosteróides, podem se refletir em maiores taxas de 

fotossíntese 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 

fotossíntese, por sua vez, podem resultar em maior crescimento. Em 

concordância com essas observações, foram encontrados aumentos nas 

massas secas de plantas de gerânio e coleus após aplicações de 24-

epibrassinolideo, 28-homobrassinol²deo, stigmasterol e Ŭ tocoferol (Swamy & 

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 

brassinosteróides ao aumento de massa seca, a aplicação de clotrimazol, um 

inibidor de síntese desses hormônios, provocou reduções nas massas secas de 

folhas, caules e raízes de plantas de C. cajan (Dalio et al., 2011).  

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

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



 

 

 

2 

que a porcentagem de amido pode chegar a 40 % da massa seca nas folhas e 

que a partir dele são formados diversos compostos orgânicos celulares 

(Spoehr& Milner 1936). Há indicações de que os brassinosteróides exercem um 

papel regulador no metabolismo de carboidratos, visto que aplicações desses 

hormônios aumentaram as atividades de enzimas ligadas ao metabolismo de 

açúcares (Schluter et al., 2002; Yu et al., 2004) e a concentração 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 após aplicação de 28-homobrassinolídeo 

e 24-epibrassinolídeo foram relacionados a aumentos na síntese de óleos 

essenciais em plantas de gerânio. Os autores sugeriram que devido ao aumento 

nas concentrações de amido e açúcares totais, promovido pelo hormônio, pode 

ter havido um direcionamento de parte desses compostos para o metabolismo 

secundário, aumentando a concentração de geraniol (Swamy & Rao, 2008; 

2009). Aplicações de stigmasterol e Ŭ tocoferol tamb®m aumentaram a 

porcentagem de óleos essenciais em Pelargonium graveolens, sendo o citronelol 

e o linolol os constituintes que mais contribuíram para esse aumento (Ayad et 

al., 2009). Além disso, aplicação de substância análoga a brassinosteróides 

(spirostânico cetônico) resultou em maior quantidade de mentol nos óleos 

essenciais em Mentha arvensis (Maia et al., 2004).  

Óleos essenciais aparecem na literatura associados à atividade 

antimicrobiana, antioxidante e antiproliferativa frente a células tumorais com 

promissoras atividades biológicas. Em um estudo com 35 plantas medicinais 

comumente utilizadas no Brasil, Duarte et al. (2005) verificaram que óleos 

essenciais de 13 espécies inibiram o crescimento de Candida albicans. Pascoal 

et al. (2011) demonstraram atividade antioxidante e citotóxica frente a células 

leucêmicas para óleo essencial e correlacionaram estas atividades com sua 

composição química.  

Mentha piperita (L), comumente conhecida como ñmentaò ou ñmenta-

inglesaò e Mentha pulegium, conhecida popularmente como poejo, pertencem à 

família Lamiaceae. Esta família compreende diversas espécies que acumulam 
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óleos essenciais, sendo estas muito usadas na medicina popular para o 

tratamento de doenças do trato gastro-intestinal. Embora sejam do mesmo 

gênero, a composição química de óleo essencial dessas espécies varia 

consideravelmente. M. piperita apresenta a mentona, acetato de metila, 

limoneno, isomentona e pulegona como componentes majoritários e no óleo 

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 secundário de 

M. arvensis e por conseqüência no teor de constituintes químicos do seu óleo 

essencial têm sido descritos na literatura (Naeem et al., 2012), inclusive com 

esteróides análogos de brassinosteróides. A espécie M. pulegium apresenta 2% 

de óleo essencial em sua constituição e é amplamente usada na medicina 

popular para diversos fins, tais como: desordens digestivas, amenorréia e 

resfriados. Acredita-se, embora não haja ainda comprovação científica, que os 

óleos essenciais de M. pulegium tenham efeito antimicrobiano (Lorenzi & Matos, 

2002).  Assim, o estudo comparativo do efeito modulador de 24-epibrassinolídeo 

sobre a produção de metabólitos secundários constituintes de óleos essenciais 

de M. piperita, M. arvensis e M. pulegium torna-se relevante e pode levar a 

resultados promissores, uma vez que, devido às suas propriedades aromáticas 

e/ou biológicas, os óleos essenciais, incluindo os de espécies de Lamiaceae, 

apresentam aplicações nas áreas de Ciências Farmacêuticas, Odontologia, 

Agropecuária e Ciências e Tecnologia de Alimentos.  

 

2. Revisão de literatura 

2.1 Considerações gerais sobre brassinosteróides, aspectos químicos e 

influências na produção de óleo essencial 

 
Hormônios esteroidais são conhecidos há muito tempo nos animais, mas 

só recentemente eles foram descobertos nos vegetais (Steffens, 1991). As 

plantas possuem a capacidade de biossíntese de uma grande variedade de 

esteróides que possuem diversas funções hormonais largamente relatadas na 
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literatura (Khripach et al., 2000). A identificação de hormônios esteroidais em 

plantas foi resultado de aproximadamente 30 anos de pesquisas para 

identificação de substâncias promotoras de crescimento em pólen de variadas 

espécies vegetais (Steffens, 1991). Os esteróides são vitais para as plantas e os 

animais, pois eles agem como hormônios participando de vários processos 

fisiológicos fundamentais (Bhardwaj et al., 2011). Dentre as classes de 

hormônios vegetais, os brassinosteróides (BRs) apresentam importantes 

funções biológicas e possuem ampla ocorrência no reino vegetal (Bajguz et al., 

2003).  

O primeiro brassinosteróide isolado foi o brassinolídeo (Figura 1), a partir 

do pólen da Brassica napus (Grove et al., 1979). Os componentes do grupo dos 

brassinosteróides (BRs) podem ser classificados como C27, C28 ou C29 de acordo 

com o padrão de substituição de um grupo alquilo da cadeia lateral (Yokota, 

1997). Os BRs mais importantes, abundantes e comuns são: catasterona, 

brassinolideo, typhasterol e teasterona. Os dois primeiros têm maior atividade 

biológica e maior amplitude de efeitos (Solli, 2004). Os diversos componentes 

dessa nova classe de hormônios vegetais foram relatados em diversos trabalhos 

científicos e Fujioka & Sakurai (1997) mostraram uma extensa lista das famílias, 

gêneros, espécies e órgãos da planta a partir da qual os brassinosteróides têm 

sido identificados. Os brasinosteróides são encontrados em diferentes 

concentrações em todos os órgãos vegetais, apresentando maiores teores em 

tecidos mais jovens, em crescimento, e em menores concentrações em tecidos 

mais maduros (Borcioni, 2012). As maiores concentrações são identificadas nos 

grãos de pólen e sementes imaturas (Bajguz & Tretyn, 2003) e sua síntese 

ocorre a partir de outros dos seus fitoesteróides, como o campesterol e sitosterol 

(Zullo & Adam, 2002). Os BRs desempenham importantes funções na planta, 

pois atuam em baixas concentrações e são capazes de promover variadas 

ações fisiológicas, atuando no alongamento de epicótilo, hipocótilo e 

pedúnculos; divisão e diferenciação celular, alongamento e crescimento do tubo 

polínico, resistência a doenças, tolerância a estresses bióticos e abióticos, 
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senescência em plantas e produção de metabólitos secundários (Kauschmann 

et al., 1996; Mussig et al., 2002; Clouse, 2002; Zullo & Adam, 2002). 

 

 
Figura 1. Estrutura química do Brassinolídeo. 

 
Os brassinosteróides (BRs) iniciaram sua história através das pesquisas 

de Mitchell et al. (1970), quando foram isolados do pólen e mais tardiamente 

foram denominados ñbrassinasò (Yokota, 1999). Em 1979, a lactona esteroidal 

chamada brassinolídeo (BL) foi isolada a partir do pólen de Brassica napus 

(Grove et al., 1979), sendo determinada a estrutura por análises 

espectroscópicas (RMN, EI-MS, FAB-MS) e difração de raio X sendo 

classificado como (22R,23R,24S)-2Ŭ,3Ŭ,22,23-tetrahidroxi-24-metil-B-homo-7-

oxa-5Ŭ-colastan-6-ona. O segundo brassinosteróide 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)-2Ŭ,3Ŭ,22,23-tetrahidroxi-24-metil-

5Ŭ-colestan-6-ona. Desde a descoberta e isolamento do brassinolídeo, tem sido 

reportado na literatura mais de 50 componentes deste grupo de hormônios 

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

brassinoster·ides s«o derivados do 5 Ŭ-colestano, e suas variações estruturais 

ocorrem a partir do tipo e posição das funções 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 brassinosteróides de 
ocorrência natural (adaptado de Bajguz, 2003). 

 
 

Segundo Zullo et al., (2002), os brassinosteróides de origem natural 

possuem as seguintes características: 

a) Anel A mono ou até tri-oxigenado, sempre oxigenado no carbono 3; 

b) Anel B apresentando as funções 6-oxo-7-oxalactona, 6-cetona ou saturado; 

c) Todas as junções dos anéis A-D na conformação trans; 

d) a cadeia lateral se apresenta como de colestano, ergostano ou sitostano, 

diidroxilados em C-22/C-23, com configura«o 20ɓ,22Ŭ,23Ŭ, e podendo 

apresentar insaturação em C-24/C-28 e metilação em C-25. 

 

A biossíntese dos BRs ocorre no vegetal a partir do campesterol, 

sitosterol e colesterol. Enquanto o campesterol e sitosterol são abundantes nas 

membranas vegetais, o colesterol se apresenta em níveis mais baixos. Os três 

esteróis são transformados em um grande número de intermediários nas células 

vegetais, mas somente poucos desses metabólitos possuem significativa 
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atividade biológica (Clouse & Sasse, 1998; Sakurai, 1999). Verificou-se que a 

biossíntese do brassinolídeo BR, mais difundido e ativo nas plantas segundo 

Taiz e Zeiger (1998), tem seu início pela redução do campesterol a campestanol, 

que posteriormente ® oxidado a 6Ŭ-hidroxicampestanol e este a 6-

oxocampestanol (Suzuki et al., 1995a). Fujikota et al. (1995) demonstrou em seu 

experimento que a catasterona é 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 são interconversíveis, sendo o tifasterol oxidado dando origem à 

catasterona e esta dando origem ao brassinolídeo (Suzuki et al., 1994,1995). 

Essa provável rota biossíntética do brassinolídeo, devido conversão inicial do 

campestanol a 6Ŭ-hidroxicampestanol, é classificada como via de oxidação 

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

 
 
Figura 3. Biossíntese do brassinolídeo pela via de oxidação precose de C-6 (adaptado de Taiz & 
Zeiger, 1998). 
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Com o avanço das pesquisas, foi identificado também um par de 

compostos muito comuns nas plantas, o 6-desoxocastasterona e a castasterona, 

surgindo dessa forma a hipótese de outra via biossintética para o brassinolídeo. 

Choi et al., (1996, 1997) observou em culturas de células e em plântulas de 

fumo, arroz e pervinca a conversão de 6-desoxocastasterona para castasterona 

e também observou por meio de estudos utilizando marcadores nos precursores 

biossintéticos a presença de 6-desoxotifasterol e de 6-desoxoteasterona, que 

posteriormente foi convertida a 3-desidro-6-desoxoteasterona, após a 6-

desoxotifasterol, a 6-desoxocastasterona, a castasterona e por fim em 

brassinolídeo. Essa rota foi denominada via de oxidação tardia em C-6 (Figura 

4).   

 
 

Figura 4. Biossíntese do brassinolídeo pela oxidação tardia de C-6 (adaptado de Taiz & Zeiger, 
1998). 

 
 

Basicamente, a diferença entre as vias de biossíntese consiste em qual 

precursor vai dar origem à catasterona (precursor imediato do brassinolídeo), 

sendo que a mesma pode ser sintetizada a partir de duas rotas paralelas 
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(precoce e tardia de oxidação de C-6), sendo que na rota precoce ocorre a 

oxidação 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 após a introdução de 

hidroxilas na cadeia lateral e no C-2 do anel A. As duas rotas podem se conectar 

em vários 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 orgânicos. Esse metabolismo nos vegetais é dividido 

em metabolismo primário e secundário (Simões, 2002). O metabolismo primário 

é o conjunto de processos metabólicos que desempenham papel essencial na 

planta, como, por exemplo, a respiração, transporte de solutos e fotossíntese, 

sendo os compostos produzidos pelo metabolismo primário distribuídos 

universalmente nas plantas (aminoácidos, nucleotídeos, carboidratos, lipídeos, 

clorofila). O metabolismo secundário, por sua vez, não origina compostos de 

distribuição universal, pois não são necessários da mesma forma para todas as 

plantas (Bruneton, 2001). Os metabólitos secundários não apresentam papéis 

reconhecidos diretos nos processos de fotossíntese, respiração, transporte de 

solutos, translocação, síntese de proteínas e assimilação de nutrientes 

(processos primordiais para todas as plantas); também diferem dos metabólitos 

primários devido a sua distribuição restrita a uma espécie vegetal ou a um grupo 

de espécies relacionadas (Taiz & Zeiger, 1998). Embora o metabolismo 

secundário nem sempre seja primordial para que a planta complete seu ciclo de 

vida, apresenta sua importância na interação da planta com o ambiente (Briskin, 

2000), dentre as quais se pode citar a proteção da planta contra herbívoros e 

infecções por microrganismos patogênicos; ação como agente atrativo (odor, cor 

ou sabor) para auxiliar na polinização e dispersão de sementes; agentes na 

competição planta-planta e nas simbioses planta-microrganismos (Taiz & Zeiger, 

1998).  

Dentre os metabólitos secundários destacam-se os óleos essenciais, ou 

também comumente denominados, óleos voláteis. A ISO (International Standard 

Organization) define óleos essenciais como produtos obtidos de partes de 
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plantas através de destila«o por arraste com vapor dô§gua, bem como os 

produtos obtidos por compressão dos pericarpos de frutos cítricos (Costa et al., 

2008). Os óleos essenciais também podem ser chamados de óleos voláteis, 

essências, azeites etéreos ou azeites voláteis e constituem um grupo de 

substâncias líquidas, voláteis, responsáveis pelo odor aromático de diversas 

plantas (Matos & Matos, 1989). Basicamente podem ser considerados misturas 

complexas de substâncias voláteis, lipofílicas, geralmente odoríferas e líquidas. 

Os constituintes variam desde hidrocarbonetos terpênicos, álcoois simples e 

terpênicos, aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres, éteres, óxidos, peróxidos, furanos, 

ácidos orgânicos, lactonas, cumarinas e compostos com enxofre. Na mistura, 

tais compostos apresentam-se em diferentes concentrações; normalmente um 

deles é o composto majoritário, existindo outros em menores teores e alguns em 

baixíssimas quantidades (Simões et al., 2004). Também são denominados 

essência devido aroma pronunciado e intenso da maioria dos óleos essenciais, o 

que gera grande interesse comercial. A grande maioria dos óleos essenciais é 

constituída de derivados de terpenóides ou de fenilpropanóides, sendo que os 

primeiros preponderam. Os terpenóides são derivados de unidades do isopreno 

e os fenilpropanóides se formam a partir do ácido chiquímico, que forma as 

unidades básicas dos ácidos cinâmico e p-cumárico. Os terpenos e 

fenilpropanóides são metabólitos secundários que têm a sua origem a partir do 

metabolismo da glicose como representado na figura 5. 
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Figura 5. Origem dos terpenóides e fenilpropanóides (principais precursores dos óleos 
essencias) a partir do metabolismo de glicose (adaptado de Simões et al., 2004). 
 

Os óleos essenciais podem ocorrer, dependendo da família, em 

estruturas secretoras especializadas, como pêlos glandulares (Lamiaceae), 

células parenquimáticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), 

canais oleíferos (Apiaceae) ou bolsas lisígenas ou esquizolisígenas (Pinaceae, 

Rutaceae) (Marques et al., 2008). Embora todos os órgãos de uma planta 

possam acumular óleos voláteis, sua composição pode variar segundo a 

localização anatômica das estruturas produtoras (Deschamps et al., 2008). Os 

óleos voláteis por muito tempo foram considerados produtos sem importância 

fisiológica (Knobloch et al., 1986) e também produtos de desintoxicação 

(Mothes, 1980). Atualmente muitas funções são atribuídas aos óleos, como: 

inibidores de germinação, proteção contra predadores, proteção contra perda de 
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água e atração de polinizadores (Craveiro & Machado, 1986; Harbone, 1993). 

Devido a sua composição complexa, os óleos essenciais demonstram uma 

variedade de ações farmacológicas, tornando-os potenciais fontes para o 

desenvolvimento de novas drogas (Amaral, 2004). Os óleos essenciais possuem 

ação carminativa, antiespasmódica, cardiotônica, secretolítica, estimulante do 

sistema nervoso central, anestésica local, anti-inflamatória e anti-séptica 

(Simões et al., 2004). Além do grande interesse por parte das indústrias 

farmacêuticas, também há grande interesse por parte das indústrias de 

perfumarias, cosméticos e alimentícias devido algumas das substâncias contidas 

nesses óleos possuírem grande valor comercial, como por exemplo o mentol 

extraído das espécies de Mentha (Tancroso, 2013). A cada dia a demanda por 

esses óleos cresce a uma velocidade que exige dos produtores destas 

substâncias uma intensa busca por alternativas para conseguir atender à essa 

crescente demanda de mercado (Bizzo et al., 2009). Desde a identificação dos 

brassinosteroides no reino vegetal, estudos têm verificado a possibilidade de uso 

em cultivos agrícolas (Mandava et al., 1988) e análogos sintéticos têm sido 

criados para uso comercial (Cortes et al., 2003).  

Dentre as diversas classes de metabólitos secundários, em relação ao 

óleo essencial, destacam-se os isoprenóides (conhecidos também por terpenos 

ou terpenóides), cujo nome se relaciona com sua estrutura básica de cinco 

carbonos. Eles ocorrem em plantas como metabólitos primários (ubiquinona, 

plastoquinonas, giberelinas, carotenoides e outros) (Rodriguez-Concepción & 

Boronato, 2002). Isoprenóides também podem ser classificados como 

metabólitos secundários, desempenhando importantes funções ecológicas, 

como atração de polinizadores, proteção contra herbívoros e alelopatia (Paré & 

Tumlinson 1999). Os isoprenos são biosintetizados por duas rotas: via 

mevalonato, em que três moléculas de acetil-CoA são ligadas em reações 

sequenciais para formar ácido mevalônico, que é então pirofosforilado, 

descarboxilado e desidratado produzindo o isopentenil difosfato (IPP²) que é a 

unidade ativa básica na formação de terpenos; via metileritritol fosfato (MEP), 
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que forma o IPP² a partir de intermediários da glicólise ou do ciclo de redução 

fotossintética do carbono (Hadacek, 2002). 

Estes compostos terpenóides tem gerado grande interesse nas indústrias 

de aroma e fragrâncias, pois fazem parte de um mercado crescente e muito 

rentável. Muitos compostos usados por essas indústrias provêm de óleos 

essenciais (Prins, 2010). Porém um dos grandes desafios está no fato de que a 

produção de óleo essencial não depende apenas de fatores genéticos e do 

estágio de desenvolvimento das espécies vegetais de interesse, mas também de 

fatores ambientais que podem resultar em alterações fisiológicas e bioquímicas 

nas plantas, modificando a quantidade e a qualidade do óleo essencial (Prins, 

2010). A grande quantidade de fatores envolvidos na produção de óleo essencial 

dificulta o planejamento da produção de plantas aromáticas com objetivo de 

prospecção, sendo desejável o desenvolvimento de novas técnicas de manejo 

agronômico visando melhorar a produção de plantas com óleo e seus 

compostos específicos. Dentre os fatores que influenciam na produção de óleo 

essencial, podemos citar os reguladores de crescimento ou hormônios vegetais, 

sendo que neste contexto os brassinosteróides mostram promissoras 

contribuições. Para atender as exigências de mercado e indústria, se faz 

necessário manter uma produção de óleo essencial constante e de qualidade, 

principalmente em termos de composição química (Silva, 2002). 

A promoção da produção de óleo essencial de plantas medicinais e 

aromáticas com o uso de reguladores de crescimento tem sido relatada por 

vários 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 germinação, crescimento 

vegetativo, reprodução, maturação e senescência (Basra, 2000). O crescimento 

e desenvolvimento das plantas são regulados por medidas e o equilíbrio de 

diferentes grupos de reguladores de crescimento, que inibem ou promovem a 

tais processos, porém mesmo seu uso sendo habitual, ainda não há muitos 

trabalhos que demonstrem a influência desses compostos sobre a produção de 
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metabólitos secundários (Ortuño et al, 1999; Poyh e Ono, 2006). Segundo 

Shukla e Farooqi (1999), os hormônios vegetais ou também denominados 

reguladores de crescimento, estimulam o crescimento da planta e a biossíntese 

de terpeno em grande número de espécies de plantas aromáticas, o que resulta 

em alterações vantajosas quanto a qualidade e quantidade de terpenos 

produzidos. O uso desses reguladores de crescimento na produção agrícola de 

plantas com finalidade de extração de óleo tem aumentado devido sua influência 

positiva sobre a qualidade do produto, sendo adotados em países menores onde 

essa tecnologia se faz necessária para obtenção de maior rendimento em 

menores áreas de cultivo (Poyh e Ono, 2006).  

Muitos fatores têm sido classificados como influenciadores no 

desenvolvimento e produção de óleo essencial, como fatores endógenos em 

relação à toda a planta ou órgãos específicos e fatores exógenos (bióticos e 

abióticos) (Sangwan et al., 2001; Lima et al., 2003; Gobbo-Neto & Lopes, 2007). 

Sangwan et al. (2001) demonstra mais especificamente fatores que alteram 

quantitativamente e qualitativamente a produção de óleo, como a taxa 

fotossintética, o foto período, qualidade da luz, mudanças climáticas e sazonais, 

nutrição, umidade, salinidade, temperatura, estruturas de armazenamentos e 

reguladores de crescimento. 

Geralmente, os efeitos dos reguladores de crescimento sobre a produção 

de óleo em plantas, mesmo sendo possível a avaliação das alterações sobre o 

rendimento e conteúdo do óleo, é muito variável, sendo que em alguns casos 

podem ser notadas alterações químicas ou então não 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 fisiológicos e bioquímicos, quanto regulação gênica, há um 

grande número de maneiras que as aplicações desses compostos podem alterar 

a produção do óleo essencial (Shukla e Farooqi, 1990). 

Os BRs têm sido foco de grande atenção em pesquisas devido a sua 

importante atividade como promotor do crescimento vegetal, sendo objeto de 

estudo nas revisões (Núñez & Mazorra, 2001; Núñez 1999; Zullo & Adam 2002; 
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Rao et al., 2002; Bajguz & Tretyn 2003; Mazorra & Núñez, 2008. Após as 

primeiras sínteses químicas do brassinolídeo (Fung & Siddal, 1980; Ishiguro et 

al., 1980), foi realizado um grande esforço com a finalidade de sintetizar 

substâncias semelhantes (análogos), isolar novos brassinosteróides e verificar 

suas atividades biológicas e aplicações 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 já considerado um 

produto químico agrícola 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 esteróis vem de sua influência no desenvolvimento das plantas, 

refletindo também dessa forma na produção de óleo essencial. Segundo 

Khripach et al. (2000), os BRs que apresentam maior uso são o brassinolídeo, 

24-epibrassinolídeo e o 28-homobrassinolideo, pois demonstraram melhores 

resultados em bioensaios. Embora a atividade do brassínolideo seja maior que 

os demais, o uso de 24-epibrassinolídeo e 28-homobrassinolideo é maior devido 

sua maior estabilidade menor preço para produção por meio de síntese. Uma 

importante característica dos brassinosteróides é a capacidade de aumentar não 

só o rendimento do óleo essencial, mas também a qualidade das culturas 

tratadas, com ganhos em biomassa (Prusakova et al., 1999).  

O efeito dos brassinosteróides no crescimento das plantas é uma maneira 

de influenciar na produção de óleo essencial. A indução da produção de flores e 

folhas ou um aumento de forma geral da biomassa da planta pode resultar em 

rendimento de óleo mais elevado. De acordo com Maia et al. (2004) um dos 

promotores de crescimento mais utilizados é o espirostano (análogo de 

brassinosteróide) que tem sido utilizado para aumentar a produção de folhas e 

elevar o nível de óleo essencial de menta submetida à crescimento hidropônico. 

Da mesma maneira, de acordo com o que foi relatado por Swamy e Rao (2009), 

o 24-epibrassinolídeo (EBL), um brassinosteróide, causou significativo aumento 

no conteúdo e rendimento do óleo essencial de gerânio, quando aplicado à uma 

concentração de 3 µM, relatando aumento no teor de alguns componentes 

majoritários, como o geraniol, ao passo que o conteúdo de outros componentes 
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como linalol, isomentona e citronelou foram reduzidos após a aplicação do EBL 

em comparação ao grupo de plantas controle. Desta forma, a interação do EBL 

com a produção de óleo essencial do gerânio foi justificada como impacto sobre 

o crescimento da planta e de seu metabolismo, sendo sugerido pelos autores 

que o EBL também contribuiu no aumento do potencial genético intrínseco das 

plantas para a produção de óleo essencial, aumentando assim seu rendimento. 

Farooqi e Sharma (1988) demonstraram que a diminuição no tamanho da planta 

associada a uma produção mais elevada das folhas de Mentha arvensis L. 

ocasionou no aumento de óleo essencial em plantas tratadas com citocinas e 

ácido naftaleno acético (promotores de crescimento). Farooqi et al. (2003) 

demonstrou que em Mentha arvensis a utilização de 200 ppm de cinetina 

(regulador de crescimento não análogo de brassinosteróide) resultou num 

aumento significativo da produção de biomassa, que teve contribuição para o 

aumento na produtividade de óleo volátil. O aumento do desenvolvimento da 

planta refletindo no aumento da produtividade de óleo se justifica devido ao fato 

de os óleos essenciais ocorrerem em toda planta, e mais frequentes em flores e 

folhas (Reyes et al., 2010). Espécies de sálvia (Salvia officinalis) foram tratados 

com 100 mg.L-1 de ácido giberélico (GA) (fitormônio promotor de crescimento), e 

também apresentaram maior teor de óleo essencial em relação ao grupo não 

tratado devido aumento no número de folhas (Poyh e Ono, 2006). Maia et al., 

(2004) demonstrou que aplicações de diferentes formas de análogos de 

brassinosteróides (cetônicos e lactônicos espirostanos) resultaram em 

significativo aumento de matéria fresca de folhas e modulação dos componentes 

majoritários, 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-homobrassinolídeo (HBR) à uma concentração de 10-6 M houve 

considerável aumento no teor de óleo essencial. Houve também ligeiro aumento 

no teor de carvacrol e para-cimeno e um decréscimo na y-terpineno, ɓ - 

bisaboleno e mirceno. O autor associou o efeito do HBR no rendimento do óleo 

ao impacto causado no crescimento e metabolismo da planta, tendo o HBR a 

capacidade de desencadear o potencial genético intrínseco das plantas para 
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produzir maior quantidade de óleo essencial. Também com o aumento do 

desenvolvimento do vegetal, é gerado maiores níveis de carboidratos, que pode 

estar sofrendo desvio para rota dos metabólitos secundários, ocasionando 

maiores níveis de óleo essencial. Spoehr e Milner (1935) já haviam verificado 

que a porcentagem de amido (carboidrato) pode chegar a 40 % da massa seca 

nas folhas e que a partir dele são formados diversos compostos orgânicos 

celulares (Spoehr & Milner 1936). Há indicações de que os brassinosteróides 

exercem um papel regulador no metabolismo de carboidratos, visto que 

aplicações desses hormônios aumentaram as atividades de enzimas ligadas ao 

metabolismo de açúcares (Schluter et al., 2002; Yu et al., 2004) e a 

concentração de carboidratos, em espécies distintas (Schluter et al., 2002; Yu et 

al., 2004; Lisso et al. 2006; Dalio et al., 2011). 

Outra hipótese para justificar a influência dos brassinosteróides sobre a 

produção de óleo essencial é a sua influência sobre a formação e 

desenvolvimento de estruturas de armazenamento. Devido à alta toxicidade dos 

óleos essenciais, os mesmos são sintetizados e armazenados em estruturas 

especializadas (Gershenzon, 1994), desta forma a ocorrência dessas estruturas 

é um fator de grande importância na biossíntese de terpenos e 

consequentemente na produtividade de óleos essenciais. Fraternale et al. (2003) 

demonstrou em exemplares de Thimus mastichina tratadas com benziladenina 

(citocina promotora de crescimento) à uma concentração de 0,1 mg.L-1 para 

avaliação da formação da estrutura secretora de óleo (tricomas ou pelos 

glandulares) e também a produção de óleo essencial, que houve maior 

rendimento. Nas folhas de T. mastichina tratadas com benziladenina houve 

também maior densidade de tricomas. Embora não sendo demonstrado neste 

trabalho a relação direta entre a densidade dos tricomas e o rendimento do óleo 

essencial, foi sugerido pelos autores que o efeito da benziladenina como 

promotor de crescimento aumentando a densidade dos tricomas influenciou de 

forma direta a produção de óleo essencial. Erbilgin et al., (2006) demonstrou em 

exemplares de Picea abies tratadas com jasmonato (promotor de crescimento), 

um aumento do número de canais resiníferos (canais que 
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segregam resinas: substância formada por uma mistura de ácidos resínicos, 

óleos e álcool), associado ao aumento em até três vezes das concentrações de 

monoterpenos, como Ŭ- e ɓ- pineno e limoneno, tendo também maior 

rendimento na produção de óleo essencial. 

O acréscimo de rendimento na produção de óleo pode também estar 

associada ao aumento da fotossíntese causada pelos brassinosteróides. Swamy 

e Rao (2008, 2009) demonstraram isso em os estudos com gerânio. Estudos de 

Burbott e Loomis (1967) e Claark e Menari (1980) propuseram uma relação da 

fotossíntese com a produção de óleo em exemplares de Mentha piperita, 

demonstrando que o equilíbrio entre o desenvolvimento a utilização de 

fotossintatos foi um determinante de grande importância para acumulação de 

óleo essencial. De acordo com esse modelo de estudo, as taxas de fotossíntese 

e os fatores que afetam a fotossíntese podem ser fatores determinantes sobre a 

produção e acumulação de óleo essencial. Srivastava e Sharma (1991) também 

demonstraram a relação dos promotores de crescimento e a taxa fotossintética, 

pois o aumento da quantidade de óleo de Mentha arvensis foi ocasionado por 

causa do aumento de biomassa influenciada pela maior fotossíntese devido a 

aplicação de triacontanol (promotor de crescimento). Aplicações de 

brassinosteróides também levaram a aumentos nas concentrações 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 

concentrações de clorofila ficaram evidentes após aplicação de brasinosteróides, 

podendo refletir em maiores taxas de fotossíntese, conforme verificado após 

aplicações de brassinosteróides 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 fotossíntese, por sua vez, podem resultar em aumentos 

de massa seca. Em concordância com essas observações, foram encontrados 

aumentos nas massas secas de plantas de gerânio e coleus após aplicações de 

24-epibrassinolideo, 28-homobrassinol²deo, stigmasterol e Ŭ tocoferol (Swamy & 

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 ação dos brassinosteróides em relação à biossíntese do óleo também 

pode ser associada à sua ação em várias etapas metabólicas de formação do 

óleo. Dagenhardt e Lincoln (2006) demonstraram que a aplicação do promotor 

de crescimento metil-jasmonato (50 µL) em Iva frutenscens causou um aumento 

de cerca de dez vezes na produção de óleos voláteis, com aumento de 14 vezes 

em Ŭï pineno, 8 vezes em sabineno e 5 vezes em limoneno. Os autores 

associaram os resultados obtidos à ativação da enzima terpeno sintase por parte 

do metil-jasmonato, pois o mesmo tem influência em várias vias na Iva 

frutenscens como a do ácido chiquímico, mevalonato e metileritritol-4 fosfato. A 

administração de giberelina (14 µL) em exemplares de Artemisia annua 

apresentou aumento de aproximadamente quatro vezes na concentração do 

componente majoritário artemisinina em comparação com as plantas de 

controle, sendo esse resultado associado à ativação do ácido artemisinico e sua 

conversão à artemisinina, ocasionando o aumento desse componente (Zhang et 

al., 2005). Aplicações de metil-jasmonato (0,5µM) aumentaram significamente a 

quantidade de monoterpenos de manjericão (Ocimum basilicum). O teor de 

terpenos em plantas tratadas com metil-jasmonato foi relativamente maior do 

que 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 fenilpropanóides derivados de fenilalanina amónio-

liase (PAL), bem como um aumento do número de transcritos de enzimas 

presentes nas etapas subsequentes do caminho, o que explica o aumento 

eugenol. O efeito da aplicação de metil-jasmonato em enzimas associadas com 

a biossíntese de monoterpenóide não foi verificada. Os resultados encontrados 

foram indicativos de que as aplicações exógenas desse hormônio podem 

influenciar a produção de compostos presentes no óleo essencial de manjericão 

por regulação dos genes envolvidos no processo, promovendo aumento do 

número de transcritos de enzimas ligados a via metabólica dos compostos (Kim 

et al., 2006; Li et al. 2007). 

Apesar do uso de brassinosteróides ser promissor em relação à produção 

de óleo essencial, na literatura ainda não são encontradas muitas referências 

disponíveis sobre a relação dos BRs como moduladores na produção de óleo 

essencial e seus componentes, sendo muitas das correlações feitas baseadas 
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no efeito de outros promotores de crescimento vegetal. Há carência de trabalhos 

que avaliem o efeito dos BRs na produção dos metabólitos secundários, 

principalmente com o óleo essencial, sendo necessário mais estudos para que 

os mecanismos de modulação dos BRs em relação aos metabólitos secundários 

possam ser melhor elucidados. Dessa forma se faz necessário mais estudos 

para fornecer mais detalhes sobre a correlação dos BRs com o metabolismo 

secundário das plantas, principalmente relacionados à sua capacidade de 

modular a produção de óleos essenciais, pois é de grande interesse para as 

indústrias cosméticas, farmacêuticas e alimentícias.  
 

 

3. Objetivos  

Este estudo teve por objetivo geral avaliar o efeito do 24-epibrassinolídeo 

no crescimento vegetal e na modulação do perfil de constituintes voláteis e das 

atividades antimicrobiana, antiproliferativa e antioxidante dos óleos essenciais 

das folhas de M. pulegium e M. piperita. 

 

Foram objetivos específicos: 

1- Avaliar possíveis relações entre os efeitos de 24-epibrassinolídeo 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-epibrassinolídeo na quantidade e na constituição 

química dos óleos essenciais das folhas destas espécies vegetais;  

3- Avaliar o efeito do 24-epibrassinolídeo na atividade antimicrobiana (frente 

a bactérias e fungos) dos óleos essenciais das folhas destas espécies 

vegetais; 

4- Investigar o efeito do 24-epibrassinolídeo na atividade antiproliferativa 

(frente a linhagens de células tumorais humanas e em linhagem controle 

não tumoral) dos óleos essenciais das folhas destas espécies vegetais; 

5- Avaliar o efeito do 24-epibrassinolídeo na atividade antioxidante dos óleos 

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

 

4.1 Material vegetal e condições de cultivo  

 

Mudas de M. piperita e M. pulegium foram obtidas do Banco de 

Germoplasma de Plantas Aromáticas e Medicinais do Centro de Horticultura -

Setor de Plantas Aromáticas e Medicinais - Instituto Agronômico de Campinas 

(IAC/APTA), Campinas, SP, Brasil e foram cultivadas em casa de vegetação, 

sob luz e temperatura naturais, na área experimental externa do Departamento 

de Biologia Vegetal, Instituto de Biologia, Unicamp, Campinas, São Paulo, Brasil 

(22°49' S, 47°06' W e 670 m de altitude). A identificação botânica dos lotes de 

plantas fornecidos pelo IAC foi realizada pela Dra. Eliane G. Fabri (IAC/APTA).  

As temperaturas máximas e mínimas foram anotadas durante o período 

experimental. A irrigação foi feita por aspersores, três 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 períodos (aos 15 e 52 dias após a aplicação do 24-epibrassinolídeo) 

porque possíveis diferenças nos metabolismos, durante os dois períodos, 

poderiam resultar em óleos essenciais com perfil químico e atividades biológicas 

diferentes. Para tanto aos 15 dias de tratamento, com a ajuda de tesoura, foram 

retiradas porções similares de folhas das plantas controle e das plantas tratadas 

com o 24-epibrassinolideo para obtenção do óleo essencial e realização das 

análises químicas e biológicas, sendo as demais condições de cultivo mantidas 

inalteradas para as plantas estudadas que permaneceram em casa de 

vegetação até se completar os 52 dias de tratamento. 
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4.2 Aplicação de brassinosteróide nos substratos vegetais 

 

O 24-epibrassinolideo (Sigma - St. Louis, USA) foi dissolvido em etanol 

(1mg mL-1) e após, diluído em água até a concentração de 10-7M (concentração 

que está dentro da faixa fisiologicamente ativa para brassinosteróides, conforme 

Dalio et. al, 2011). O 24-epibrassinolídeo foi fornecido às plantas, em dose 

única, por aplicação no substrato, quinze dias antes da coleta dos dados. A 

aplicação foi realizada após o término do período de floração das espécies 

vegetais estudadas. 

 

4.3 Medida da massa da matéria seca das folhas, análise do teor de 

clorofilas e avaliação 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 (após 

secagem em estufa a 80oC, por 72 horas), em relação à massa das folhas 

frescas em plantas tratadas e não tratadas com o 24-epibrassinolídeo, sendo 

feitas coletas de material vegetal para análise (n=10) em dois períodos (aos 15 e 

52 dias após a aplicação do 24-epibrassinolídeo). 

 

4.3.2 Análise do teor de clorofilas nas folhas 

 

Foram comparados os teores de clorofilas de plantas tratadas e não 

tratadas com o 24-epibrassinolídeo, sendo feitas análises do material vegetal 

obtido em dois períodos (aos 15 e 52 dias após a aplicação do 24-

epibrassinolideo). Para isso, foi escolhida uma folha expandida e as avaliações 

em todas as plantas de uma mesma espécie, foram realizadas em folhas 

localizadas no mesmo nó. As medidas foram obtidas com o uso de aparelho 

portátil denominado clorofilômetro (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 Extração e análise de sacarose, açúcares solúveis totais e de amido 

nas folhas 

 

Extração 

Foi retirado 1 g de limbo foliar de plantas tratadas e não tratadas com o 

24-epibrassinolídeo, sendo feitas análises do material vegetal obtido em dois 

períodos (aos 15 e 52 dias após a aplicação do 24-epibrassinolídeo). O material 

foi macerando em almofariz, com MCW (metanol:clorofórmio:água), na 

proporção 12:5:3, v/v, conforme Bieleski & Turner (1966). Após 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 clorofórmio e 1,5 mL de água. Após a separação das 

fases, foi retirada a fase aquosa superior e descartada a fase inferior 

(clorofórmio). A fase aquosa foi concentrada em banho-maria a 45 oC por 8 

horas. Foram retirados 2 mL de cada amostra, que foram armazenados em 

freezer para dosagem posterior de açúcares solúveis totais e sacarose. Para a 

extração do amido, o precipitado obtido acima, foi suspenso em 10 mL de ácido 

tricloroacético (TCA) a 10 % (p/v). Após 24 horas, o extrato foi centrifugado a 

2000 g por 30 minutos (Fanem modelo 215) e o sobrenadante descartado. O 

precipitado foi suspenso em ácido perclórico a 30 % (v/v) para a digestão do 

amido (McCready et al., 1950). Após, foi novamente centrifugado a 2000 g por 

30 minutos e o sobrenadante, contendo os açúcares provenientes da digestão 

do amido, foi coletado para análise colorimétrica. 

 

Dosagem de sacarose 

 

Os teores de sacarose foram determinados de acordo com adaptação do 

método de Handel (1968). As amostras foram comparadas a uma curva analítica 



 

 

 

24 

de sacarose (0,0125-0,00125 mg/mL). Os tubos contendo 0,5 mL das soluções 

contendo açúcares receberam 0,5 mL de KOH a 30% e foram incubados em 

banho-maria a 100 o C por 10 minutos. Após esfriarem, os tubos receberam 0,5 

mL do reagente Fenol (5 % em H2O) e 0,5 mL de H2SO4 concentrado, sendo 

agitados e após esfriarem foi aferida a absorbância em Leitor de Microplacas 

Multidetec«o ñSynergy 2ò (BioTek®) a 490 nm. 

 

Dosagem de açúcares solúveis totais 

 

Os teores de açúcares solúveis totais foram determinados de acordo com 

adaptação do método de Graham & Smydzuk (1965). Foi obtida uma curva 

analitica para a glicose (0,0125-0,00125 mg/mL) para análises das amostras. As 

soluções receberam solução de fenol, conforme descrito acima. Os tubos, 

contendo as soluções receberam 0,5 mL do reagente Fenol (5 % em H2O) e 0,5 

mL de H2SO4 concentrado, sendo agitados e após esfriarem foi aferida a 

absorbância em Leitor de Microplacas Multidetec«o ñSynergy 2ò (BioTek®) a 

490 nm. 

 

Dosagem de amido 

 

Foi semelhante à dosagem de açúcares solúveis totais, mas os dados 

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

 

 

4.4 Extração dos óleos essenciais das folhas 

 

As folhas frescas de plantas tratadas e não tratadas com o 24-

epibrassinolídeo foram submetidas à hidrodestilação em aparelho do tipo 

Clevenger por 4 horas, seguindo metodologia descrita por Stefanello et al. 

(2008), sendo estudados o material vegetal obtido em dois períodos (aos 15 e 

52 dias após a aplicação do 24-epibrassinolideo). No final de cada destilação, os 
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óleos obtidos foram secos com Na2SO4 anidro e sua massa foi determinada. As 

amostras foram transferidas para frascos de vidro escuro e mantidos à 

temperatura de -18°C. 

 

4.5 Análise de voláteis e perfil químico por CG/EM dos óleos essenciais 

As análises por Cromatografia Gasosa com detecção 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 0,25µm) e operado de acordo com metodologia otimizada: 60 ºC por 3 min e, 

em seguida, foi programada uma rampa de 60-150 ºC com aumento de 2 ºC/min 

e depois mantido em isoterma a 150 ºC por 2 min e aumento de 150-250 ºC a 

uma taxa de aquecimento de 15 ºC/min, mantendo a isoterma 250 ºC por 3 min. 

O gás de arraste foi o hélio (1 mL/min) e a temperatura do injetor foi de 250ºC. 

As análises foram realizadas no modo de injeção split (split ratio 1:20, v/v). A 

análise 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 óleo essencial foram identificados por comparação de seus 

índices de retenção (em relação aos n-alcanos) e os espectros de massas por 

comparação com aqueles encontrados na literatura (McLafferty & Stauffer, 1989; 

Adam, 1995) e armazenados no banco de dados do espectrômetro (NIST 1998). 

As análises foram realizadas em triplicata.  

 

4.6 Avaliação da atividade antimicrobiana 

A ação antibacteriana e antifúngica foi determinada pelo método de 

microdiluição (Anvisa, 2011) seguindo a adequação de metodologia como 

descrita por Stefanello et al. (2008) e Salvador et al. (2002). Como indicadoras 

foram utilizadas bactérias e leveduras, cepas padrão e de campo. Dentre as 

bactérias Gram-negativas foram usadas: Escherichia coli - ATCC 10538, 
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Escherichia coli ï 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 ï ATCC 9341, 

Staphylococcus aureus - ATCC 6538, Staphylococcus aureus - ATCC 14458, 

Staphylococcus aureus ï 8- cepa de campo, Staphylococcus epidermidis ï 

ATCC 12228, Staphylococcus epidermidis ï 6epi cepa de campo, Bacillus 

subtilis ï Bs cepa de campo e Enterococcus faecalis ï ATCC 10100. Todas as 

bactérias foram cultivadas por 24 horas a 37 oC em Müller Hinton (Difco)-MHb. 

As leveduras usadas foram Candida albicans ï ATCC 1023, Candida albicans - 

ATCC 10231, Candida tropicalis Ct ï cepa de campo, Candida tropicalis ï ATCC 

157 Candida glabrata - ATCC 30070, Candida dubliniensis ATCC 777 e Candida 

parapsilosis - ATCC 22019, cultivadas por 24 horas a 37oC em ágar Sabouraud 

dextrose (ASD). As cepas das indicadoras usadas foram mantidas como culturas 

puras no Laboratório de Tecnologia Fitofarmacêutica e de Bioensaios do 

Departamento de Biologia Vegetal, Instituto de Biologia, Unicamp. Os testes 

para avaliação da atividade antimicrobiana e determinação da CIM foram 

conduzidos em placa de microdiluição de 96 poços, empregando-se 50 mL do 

Meio de cultura (caldo TSb ou ASD), 50 mL das amostras-testes em diferentes 

diluições ou os controles experimentais) e 10 mL do Inóculo Padronizado (5 x 108 

UFC/mL) de bactérias ou leveduras. A incubação das placas ocorreu a 37 oC por 

cerca de 24 horas para as bactérias e 48 horas para as leveduras. Decorrido o 

período de incubação a atividade antimicrobiana foi detectada visualmente e 

também pela adição de 20 µL da solução aquosa esterilizada a 0,5% de TTC 

(triphenyl tetrazolium chloride, Merck). A Concentração Inibitória Mínima (CIM, 

µL/mL) foi definida como a menor concentração 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 referência a amostra controle 

negativo e controle do inóculo (Stefanello et al., 2008; Salvador et al., 2002). Os 

óleos essenciais foram avaliados em concentrações que variaram de 0,15 e 10 

µL/mL. Como controles positivos foram utilizados bacitracina (0,2UI/mL) para as 
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bactérias e cetoconazol (100 µg/mL) para os fungos e como controle negativo, o 

diluente, propilenoglicol/RPMI-1640 (1:19, v/v). A incubação das placas ocorreu 

a 37 oC por cerca de 24 horas para as bactérias e 48 horas para as leveduras. 

Decorrido o período de incubação, o efeito de inibição do desenvolvimento 

microbiano foi mensurado em termos de CIM em µL/mL.  

Os experimentos foram realizados em duplicata, para cada cepa indicadora 

utilizada. As cepas indicadoras são mantidas como culturas puras no Laboratório 

de Tecnologia Fitofarmacêutica e de Bioensaios do DBV/IB/Unicamp. 

 

4.7 Avaliação da atividade antiproliferativa frente a linhagens de células 

tumorais e linhagem controle 

 Os óleos essenciais foram avaliados quanto a sua atividade 

antiproliferativa em painel de células tumorais humanas sendo que a inibição de 

crescimento foi calculada a partir da dosagem de proteínas utilizando-se o 

ensaio da sulforrodamina B (SBR) de acordo com Skehan et al. (1990). Para a 

realização dos experimentos foram utilizadas as seguintes linhagens de células 

tumorais nas suas respectivas densidades de inoculação: pulmão (NCI-460: 4,0 

x 104), mama (MCF-7: 6,0 x 104), mama resistente (NCI-ADR: 5,0 x 104), 

melanoma (UACC-62: 4,0 x104), ovário (OVCAR03: 6,5 x 104) e próstata (PC03: 

4,5 x 104) e a linhagem controle, não tumoral, queratinócito (Hakat: 4,0 x104). As 

células foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640, com 5% de soro fetal 

bovino inativado a 37 ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2 (Skehan et al., 

1990). Foram inoculados 100 µL de células em RPMI 1640/SFB a 

10%/gentamicina 50 µg/mL, nas suas respectivas densidades de inoculação, em 

placas de 96 poços e incubadas a 37 ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2. 

Após 24 horas, as amostras foram adicionadas em concentrações crescentes de 

0,25 a 250 µg/mL. Após 48 horas as células foram fixadas com 50 µL de ácido 

tricloroacético a 50% a 4ºC e incubadas por 1 hora a 4 ºC. Em seguida as placas 

foram lavadas com água destilada e mantidas em temperatura ambiente até a 

secagem. A coloração foi obtida pela adição de 50µLde sulforrodamina B a 0,4 

% dissolvido em ácido acético a 1%, durante um período de 30 minutos. As 
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placas foram incubadas a 4 ºC, lavadas 4 vezes com ácido acético a 1% e secas 

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

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

nm em um leitor de microplacas. Como controle positivo utilizou-se o 

quimioterápico Doxorrubicina nas mesmas concentrações 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 suspensão celular (controle do inóculo) e o branco das 

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

resultados foram calculados pelas médias das absorbâncias descontadas de 

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

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

crescimento foi calculada segundo as seguintes fórmulas: Se T > T1 Ÿ est²mulo 

de crescimento celular; Se T Ó T0< T1 Ÿ atividade citost§tica: %C = 100 x [(T-

T0)/( T1-T0)]; Se T< T0 Ÿ atividade citocida: %C = 100 x [(T-T0)/ T0]; Onde: T = 

média da absorbância da célula tratada ï absorbância amostra sem célula; T1 = 

absorbância do branco de células; T0 = absorbância do controle de células na 

placa T0.  Os resultados foram expressos em termos de TGI (do inglês total 

growth inhibition, que é a concentração necessária para que ocorra 0% de 

crescimento celular calculadas por regressão não linear, tipo sigmoidal, 

utilizando-se software Origin 8.0. 

 

4.8 Avaliação da atividade antioxidante 

 Os óleos essenciais tiveram sua capacidade antioxidante avaliada pelos 

métodos CCD-DPPH e ORAC-FL de acordo com metodologia descrita por 

Pascoal et al. (2011).  

 

Ensaio autobiográfico para avaliação da redução do radical DPPH em CCD: 

   A avaliação da atividade antioxidante foi inicialmente avaliada em 

ensaio de triagem (qualitativo) empregando o ensaio autobiográfico utilizando o 

radical livre DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) e placas cromatográficas de 
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cromatografia em camada delgada (CCD) como descrito por Pascoal et al. 

(2011). Assim, 10 µL de uma diluição do óleo essencial em metanol (1:250, v/v) 

e dos controles experimentais foram aplicadas em placa de CCD (sílica gel 60, 

GF254, Fluka). Esta placa foi burrifada a temperatura ambiente com solução 

metanólica 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 púrpura (cor 

característica 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 não produziram nenhuma manhcha amarela). As análises 

foram realizadas em triplicata. 

 

Ensaio ORACFL   

A capacidade antioxidante dos óleos essenciais, em termos quantitativos, 

foi avaliada utilizando-se o ensaio ORACFL com fluoresceína como sonda 

fluorescente e AAPH (2,2ô-Azobis (2-amidiopropane) dihydrochloride) como fonte 

de radical livre (Prior et al., 2003; Wu et al., 2004). Os experimentos foram 

realizados em placas de microdiluição de 96 poços com modificações (Salvador 

et al., 2006). Para tanto foram preparadas soluções estoques dos óleos 

essenciais (50 mg/mL) em tampão fosfato/DMSO (99:1, v/v) e diluídas 100, 500, 

1000, 5000 e 10000 vezes com tampão fosfato.  O Trolox (substância de 

referência (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) - análogo 

da vitamina E) foi utilizado como amostra de referência e analisado nas 

concentrações de 12,5; 25; 50; 100 e 200 mM. A leitura foi realizada utilizando-se 

filtro fluorescente (excitação l=485nm e emissão l=528nm) em leitor de 

microplaca monitorando a cinética de reação a cada 2 min por um período de 70 

min (temperatura=37oC). Como controle negativo utilizou-se o diluente e como 

controle positivo a quercetina. Os resultados foram expressos como µmol de 

Trolox equivalente (TE) por grama de óleo essencial (µM de TE/g). Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata.   
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4.9 Delineamento experimental e análise estatística 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Foram 

utilizados dois tratamentos (presença e ausência de hormônio) e dois períodos 

de análise (15 dias e 52 dias de tratamento) para cada espécie vegetal, com 10 

repetições por tratamento (n=10), sendo que cada repetição foi constituída por 

um vaso contendo uma planta. A análise estatística utilizada foi o teste t-Student 

com 5% de significância. Para as análises dos óleos essenciais foi utilizada 

apenas uma amostra por tratamento, constituída por porção de todas as plantas 

de um mesmo tratamento, devido à necessidade de maior quantidade de 

biomassa para extração. As análises de óleos 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 coordenação do Prof. Dr. Marcos José Salvador. O projeto contou com a 

colaboração 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 Científica III do Instituto Agronômico ï 

IAC/APTA, que também colaborou com informações referentes ao cultivo das 

espécies (período de adubação, período de colheita, etc). Na realização dos 

experimentos para a avaliação da atividade antitumoral contou-se com a infra-

estrutura e colaboração de pesquisadores da Área de Farmacologia do Centro 

de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrárias (CPQBA)-UNICAMP e do Centro 

Integrado de Pesquisas Oncohematológicas da Infância (CIPOI)-UNICAMP.  
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5. Resultados   

 

A aplicação de 24-epibrassinolídeo em M. pulegium e M. piperita levou a 

alterações no perfil cromatográfico dos óleos essenciais de suas folhas e na 

atividade biológica e antioxidante desses óleos essenciais. Os resultados são 

apresentados a seguir. 

 

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

clorofilas e avaliação dos teores de carboidratos.  

 

5.1.1 Análise do teor de clorofilas nas folhas 

 

O Índice de Teor de Clorofila (CCI) nas folhas de M. pulegium aos 15 dias 

não aumentou com o tratamento com 24-epibrassinolídeo quando comparado ao 

grupo controle (Figura 6). Por outro lado, na amostragem de 52 dias após sua 

aplicação, o tratamento com 24-epibrassinolídeo aumentou o teor de clorofila 

nas folhas de M. pulegium em relação ao tratamento controle (Figura 6). Nestes 

casos foi observado que 15 dias após o tratamento com 24-epibrassinolídeo, o 

grupo controle apresentou média de 4,48 CCI ao passo que o grupo submetido 

ao tratamento apresentou média 4,80 CCI. Na amostragem de 52 dias após 

tratamento hormonal, o grupo controle apresentou valor médio de 5,36 CCI ao 

passo que o grupo submetido ao tratamento apresentou média de 6,16 CCI 

(Figura 6). 
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Figura 6. Comparação dos Índices de Teor de clorofila (CCI) entre os tratamentos controle (Controle) e 
com aplicação de 24- epibrassinolídeo (24-Epi) em folhas de Mentha pulegium, 15 dias e 52 dias após a 

aplicação do 24-epibrassinolídeo. Estatisticas: letras distintas indicam diferenças estatísticas significativas 
(t-Student, p<0,05). 
 

As análises do teor de clorofila nas folhas de M. piperita indicam que não 

houve variação significativa do conteúdo de clorofila com a aplicação do 24-

epibrassinolídeo, em relação ao grupo controle, em nenhum dos períodos de 

análise (Figura 7). Os valores médios dos índices de teor de clorofila ficaram 

entre 7,00 e 9,00 CCI nas amostras estudadas de M. piperita. 

 

 

Figura 7: Comparação dos Índices de Teor de clorofila (CCI) entre os tratamentos controle (Controle) e 
com aplicação de 24- epibrassinolídeo (24-Epi) em folhas de Mentha piperita, 15 dias e 52 dias após a 
aplicação do 24-epibrassinolídeo. Estatisticas: letras distintas indicam diferenças estatísticas significativas 
(t-Student, p<0,05). 
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5.1.2 Medida da massa da matéria seca das folhas 

Na análise da medida da massa seca em relação à massa vegetal fresca 

das folhas de M. pulegium foi observado que no período de 15 dias, o grupo que 

recebeu o 24-epibrassinolídeo aumentou a massa seca em relação a massa 

vegetal fresca das folhas, verificando-se aumento de aproximadamente 7% 

desse parâmetro em relação ao grupo controle. Contudo, 52 dias após a 

aplicação do 24-epibrassinolídeo, o comportamento observado foi o contrário, 

com diminuição da massa seca em relação a massa vegetal fresca das folhas de 

M. pulegium (Figura 8). 

 

Figura 8: Massa seca (MS) em relação à Massa Vegetal fresca (MV) de folhas de plantas de Mentha 

pulegium, após aplicação de 24-Epibrassinolideo (24-Epi). Estatisticas: letras distintas indicam diferenças 

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

 

A medida de massa seca em relação à massa vegetal fresca das folhas 

de M. piperita apresentou comportamento semelhante ao da espécie M. 

pulegium, como demonstrado na figura 9. 

 

Figura 9: Massa seca (MS) em relação à Massa Vegetal (MV), de folhas de plantas de Mentha piperita, 

após aplicação de 24-Epibrassinolideo (24-Epi). Estatisticas: letras distintas indicam diferenças estatísticas 

significativas (t-Student, p<0,05). 
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5.1.3 Avaliação dos teores de carboidratos 

Em relação à dosagem de amido nas folhas de M. pulegium, verificou-se 

comportamento variado nas análises de 15 e 52 dias após a aplicação do 24-

epibrassinolideo, comparado ao grupo controle.  Aos 15 dias de tratamento, o 

teor de amido não 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 concentração média de amido de 50,2 mg/g, ao passo que o grupo 

tratado apresentou teor de amido de 49,8 mg/g. Aos 52 dias, o grupo submetido 

ao tratamento apresentou concentração de amido menor, apresentando média 

de 29,4 mg/g e o grupo controle apresentou teor de amido de 51,0 mg/g.  

 

 

Figura 10. Concentração de amido em folhas de Mentha pulegium em relação à massa vegetal (mg/g) 15 

dias após a aplicação de 24-epibrassinolídeo (24-Epi) e 52 dias após a aplicação de 24-epibrassinolídeo. 

Estatísticas: letras distintas indicam diferenças estatísticas significativas (t-Student, p<0,05). 

 

 

O teor de amido nas folhas de M. piperita não seguiu o mesmo 

comportamento apresentado para as folhas de M. pulegium. As folhas de M. 

piperita de plantas que receberam o 24-epibrassinolídeo apresentaram nas 

análises de 15 dias aumento na concentração de amido em relação ao grupo 

controle. Aos 52 dias de tratamento, verificou-se aumento no teor de amido das 

folhas em relação ao período de 15 dias, mas o conteúdo de amido não variou 
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aos 52 dias quando comparado ao grupo de plantas controle com o grupo 

tratado com o 24-epibrassinolídeo (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 concentração de 

amido de 50,5 mg/g. Aos 52 dias não foi observada diferença significativa entre 

o grupo controle que apresentou média de 70,8 mg/g e o grupo tratado que 

apresentou teor de amido de 72,7 mg/g.  

 

 

Figura 11. Concentração de amido em folhas de Mentha piperita em relação à massa vegetal (mg/g) 15 

dias após a aplicação de 24-epibrassinolídeo (24-Epi). Estatísticas: letras distintas indicam diferenças 

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

 

Em relação à concentração de açúcares solúveis totais nas folhas de M. 

pulegium, após 15 dias de tratamento o grupo controle apresentou concentração 

média de 244,3 mg/g e o grupo submetido ao tratamento apresentou média de 

325,2 mg/g. Já aos 52 dias após o tratamento com o 24-epibrassinolídeo a 

concentração de açúcares solúveis 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. Concentração de açúcares solúveis totais em folhas de M. pulegium em relação à massa 

vegetal (mg/g) 15 dias após a aplicação de 24-epibrassinolídeo (24-Epi) e 52 dias após a aplicação de 24-
epibrassinolídeo. Estatisticas: letras distintas indicam diferenças estatísticas significativas (t-Student, 
p<0,05). 

 

O comportamento apresentado nas amostras de M. piperita para o teor de 

açúcares solúveis totais foi diferente, não demonstrando diferença entre o grupo 

controle e tratado aos 15 dias e verificando maior concentração no grupo tratado 

em relação 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 concentração de açúcares solúveis totais nas folhas de M. 

piperita não difere entre o grupo de 52 dias tratado com 24-epibrassinolídeo com 

o grupo de plantas controle e o grupo tratado de 15 dias de tratamento (Figura 

13). O grupo submetido ao tratamento com 24-epibrassinolídeo apresentou na 

amostragem de 15 dias concentração média de açúcares solúveis totais de 

238,2 mg/g, enquanto o grupo controle apresentou concentração media de 249,2 

mg/g. Aos 52 dias o grupo tratado apresentou concentração média de 240,9 

mg/g ao passo que o grupo controle apresentou 130,9 mg/g de açúcares 

solúveis totais nas folhas. 
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Figura 13. Concentração de açúcares solúveis totais em folhas de M. piperita em relação à massa vegetal 

(mg/g) 15 dias após a aplicação de 24-epibrassinolídeo (24-Epi). Estatisticas: letras distintas indicam 
diferenças estatísticas significativas (t-Student, p<0,05). 
 

 

Quanto aos níveis de sacarose, o comportamento observado também não 

nos permite sugerir um efeito significativo do 24-epibrassinolídeo. Para M. 

pulegium, aos 15 dias o grupo submetido ao tratamento com 24-epibrassinolideo 

apresentou concentração média de sacarose de 219,31 mg/g e o grupo controle 

240,47 mg/g. Por outro lado, foram observadas maiores concentrações 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). 

 

 

Figura 14. Concentração de sacarose em folhas de M. pulegium em relação à massa vegetal (mg/g) 15 

dias após a aplicação de 24-epibrassinolídeo (24-Epi)  e 52 dias após a aplicação de 24-epibrassinolídeo. 
Estatisticas: letras distintas indicam diferenças estatísticas 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 após 

aplicação do 24-epibrassinolídeo o grupo tratado apresentou teores maiores de 

sacarose, verificando-se no grupo tratado com 24-epibrassinolídeo concentração 

de sacarose de 704,7 mg/g ao passo que o grupo não 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).  

 
 

 
 
 
Figura 15. Concentração de sacarose em folhas de M. piperita em relação à massa vegetal (mg/g) 15 dias 

após a aplicação de 24-epibrassinolídeo (24-Epi). Estatisticas: letras distintas indicam diferenças 
estatísticas significativas (t-Student, p<0,05). 
 

 

5.2 Avaliação da atividade biológica dos óleos essenciais 

 

5.2.1 Análise de atividade antimicrobiana dos óleos essenciais 

(Concentração Inibitória Mínima ï CIM) 

 

Os resultados dos ensaios para avaliação de atividade antimicrobiana 

foram apresentados em termos de ñConcentração Inibitória Mínimaò (CIM, 

µL/mL) que foi definida como a menor concentração 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 referência a amostra controle 

negativo e controle do inóculo (Stefanello et al., 2008; Salvador et al., 2002). 

Para o óleo essencial das folhas de M. pulegium, em relação à CIM, foi possível 

observar concentrações mínimas bem variadas entre 15 e 52 dias de tratamento 

com o 24-epibrassinolídeo (Tabelas 1 e 2). O óleo essencial do grupo submetido 
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ao tratamento com o 24-epibrassinolídeo apresentou maior atividade 

antimicrobiana em temos de CIM frente às indicadoras S. thiphymurium, 

K.rhizophila e C. dubliniensis que nas análises de 15 e 52 dias apresentaram 

CIM 50% menor que a do grupo controle. De maneira geral, o óleo essencial das 

folhas de M. pulegium do grupo de plantas que recebeu o 24-epibrassinolídeo, 

se comparado ao óleo do grupo controle, demonstraram melhores resultados 

para os óleos essenciais das plantas de 15 dias de análise, onde foram 

encontrados menores valores de CIM para as cepas indicadoras susceptíveis ao 

óleo essencial (Tabelas 1 e 2). 

 

Tabela 1. Atividade antimicrobiana expressa em termos de concentração 
inibitória mínima (CIM) de óleos essenciais de folhas de Mentha pulegium 
com tratamento com 24-epibrassinolídeo (C/24-epi) e sem tratamento (S/24-
epi),15 dias após aplicação do 24-epibrassinolideo. 

Micro-organismos 
15 dias CIM (µL/mL) 

 

S/ 24-epi C/ 24-epi 

Escherichia coli ATCC 10538 
 

-* - 

Escherichia coli ATCC 10799 
 

- - 

Proteus vulgaris cepa de campo Pv 
 

- - 

Salmonella thiphymurium cepa de campo St 
 

10 5 

Enterobacter aerogenes cepa de campo Ea 
 

- - 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
    - - 

Kocuria rhizophila ATCC 9341 

 

- 5 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 
- - 

Staphylococcus aureus ATCC 14458 
- - 

Staphylococcus aureus cepa de campo 8- (penicilinase negativo) 
- - 

Staphylococcus aureus cepa de campo 7+ (penicilinase positivo) 
- - 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 
- - 

Staphylococcus epidermidis cepa de campo 6epi 
- - 

Bacillus subtilis cepa de campo Bs  - - 

Enterococcus faecalis cepa de campo Ef  - - 

Candida albicans ATCC 1023  10 10 

Candida albicans ATCC 10231  10 10 

Candida tropicalis ATCC 157  5 10 

Candida tropicalis cepa de campo Ct  1,25 10 

Candida glabrata ATCC 30070   5 - 

Candida dubliniensis ATCC 777  5 2,5 

Candida parapsilosis ATCC 22019 
 10 10 

*- = efeito antimicrobiano não observado até a maior concentração avaliada de 10 µL/mL.  
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Tabela 2. Atividade antimicrobiana expressa em termos de concentração 

inibitória mínima (CIM) de óleos essenciais de folhas de Mentha pulegium 

com tratamento com 24-epibrassinolídeo (C/24-epi) e sem tratamento (S/24-

epi), 52 dias após aplicação do 24-epibrassinolideo. 

Micro-organismos 
52 dias CIM (µL/mL) 

 
S/ 24-epi C/ 24-epi 

Escherichia coli ATCC 10538 
 

-* - 

Escherichia coli ATCC 10799 
 

- - 

Proteus vulgaris cepa de campo Pv 
 

- - 

Salmonella thiphymurium cepa de campo St 
 

10 5 

Enterobacter aerogenes cepa de campo Ea 
 

10 -  

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - - 

Kocuria rhizophila ATCC 9341 

 

- 10 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 - - 

Staphylococcus aureus ATCC 14458 - - 

Staphylococcus aureus cepa de campo 8- (penicilinase negativo) - - 

Staphylococcus aureus cepa de campo 7+ (penicilinase positivo) - - 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 - - 

Staphylococcus epidermidis cepa de campo 6epi - - 

Bacillus subtilis cepa de campo Bs 
 

- - 

Enterococcus faecalis cepa de campo Ef 
 

- - 

Candida albicans ATCC 1023  5 10 

Candida albicans ATCC 10231  - - 

Candida tropicalis ATCC 157  10 10 

Candida tropicalis cepa de campo Ct  10 10 

Candida glabrata ATCC 30070   - - 

Candida dubliniensis ATCC 777  10 5 

Candida parapsilosis ATCC 22019  5 5 

*- = efeito antimicrobiano não observado até a maior concentração avaliada de 10 µL/mL. 
 

 

 

 

Os valores de CIM para os óleos essenciais obtidos das folhas de M. 

piperita tratada com 24-epibrassinolídeo e do grupo de plantas controle não 

tradadas são apresentados nas Tabelas 3 e 4. De maneira geral, o óleo 
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essencial das folhas de M. piperita do grupo de plantas que recebeu o 24-

epibrassinolídeo demonstrou melhor atividade antibacteriana se comparado ao 

óleo essencial do grupo controle para as amostras de 52 dias de análise, no qual 

foram encontrados menores valores de CIM para as cepas indicadoras 

susceptíveis ao óleo essencial (Tabelas 3 e 4). 

 

Tabela 3. Atividade antimicrobiana expressa em termos de concentração 

inibitória mínima (CIM) de óleos essenciais de folhas de Mentha piperita com 

tratamento com 24-epibrassinolídeo (C/24-epi) e sem tratamento (S/24-epi), 15 

dias após aplicação do 24-epibrassinolideo. 

Micro-organismos 

15 dias CIM (µL/mL) 

  S/ 24-epi C/ 24-epi 

Escherichia coli ATCC 10538 
 

-* - 

Escherichia coli ATCC 10799 
 

10 - 

Proteus vulgaris cepa de campo Pv 
 

5,0 - 

Salmonella thiphymurium cepa de campo St 
 

10 10 

Enterobacter aerogenes cepa de campo Ea 
 

10 10 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 0,3 5,0 

Kocuria rhizophila ATCC 9341 

 

2,5 2,5 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 - - 

Staphylococcus aureus ATCC 14458 - 10 

Staphylococcus aureus cepa de campo 8- (penicilinase negativo) - - 

Staphylococcus aureus cepa de campo 7+ (penicilinase positivo) - - 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 - - 

Staphylococcus epidermidis cepa de campo 6epi - - 

Bacillus subtilis cepa de campo Bs 

 

- - 

Enterococcus faecalis cepa de campo Ef   10 - 

Candida albicans ATCC 1023 
 

10 10 

Candida albicans ATCC 10231 
 

5,0 10 

Candida tropicalis ATCC 157 
 

1,2 1,2 

Candida tropicalis cepa de campo Ct 
 

0,3 0,3 

Candida glabrata ATCC 30070  
 

0,3 0,3 

Candida dubliniensis ATCC 777 
 

0,3 0,3 

Candida parapsilosis ATCC 22019   0,3 0,3 

*- = efeito antimicrobiano não observado até a maior concentração avaliada de 10 µL/mL.  
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Tabela 4. Atividade antimicrobiana expressa em termos de concentração 

inibitória mínima (CIM) de óleos essenciais de folhas de Mentha piperita com 

tratamento com 24-epibrassinolídeo (C/24-epi) e sem tratamento (S/24-epi), 52 

dias após aplicação do 24-epibrassinolideo. 

Micro-organismos 
52 dias CIM (µL/mL) 

  S/ 24-epi C/ 24-epi 

Escherichia coli ATCC 10538 
 

1,2 0,3 

Escherichia coli ATCC 10799 
 

5,0 2,5 

Proteus vulgaris campo 
 

2,5 2,5 

Salmonella thiphymurium 
 

2,5 5,0 

Enterobacter aerogenes 
 

10 *- 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 5,0 10 

Kocuria rhizophila 

 

2,5 2,5 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 - - 

Staphylococcus aureus ATCC 14458 5,0 2,5 

Staphylococcus aureus cepa de campo 8- (penicilinase negativo) 10 10 

Staphylococcus aureus cepa de campo 7+ (penicilinase positivo) 5,0 5,0 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 5,0 5,0 

Staphylococcus epidermidis cepa de campo 10 10 

Bacillus subtilis 

 

1,2 2,5 

Enterococcus faecalis   10 - 

Candida albicans ATCC 1023 
 

10 10 

Candida albicans ATCC 10231 
 

5,0 10 

Candida tropicalis cepa de campo 
 

1,2 1,2 

Candida tropicalis ATCC 157 
 

0,3 0,3 

Candida glabrata ATCC 30070  
 

0,3 0,3 

Candida dubliniensis  ATCC 777 
 

0,3 0,3 

Candida parapsilosis ATCC 22019   0,3 0,3 

*- = efeito antimicrobiano não observado até a maior concentração avaliada de 10 µL/mL.  

  

 

 

 

 



 

 

 

43 

5.2.2 Avaliação da atividade antiproliferativa dos óleos essenciais frente a 

linhagens de células 

 

Foi avaliada a atividade antiproliferativa frente a linhagens de células 

tumorais e linhagem de célula não tumoral (Hacat, keratinócitos humanos) dos 

óleos essenciais das folhas de M. pulegium, tratadas ou não com 24-

epibrassinolídeo, obtidos após 15 e 52 dias de tratamento (Tabela 5). Os 

resultados mostraram que o óleo essencial de M. pulegium apresentou atividade 

antiproliferativa frente as linhagens de células tumorais U251 (glioma), MCF-7 

(mama), OVCAR-3 (ovario), NCI-ADR/RES (ovário resistente a múltiplos 

fármacos), HT29 (cólon) e K562 (leucemia) com valores de TGI (concentração 

que leva a inibição total do crescimento das células) entre 12,66 e 154,28 µg /mL 

e que frente a linhagem de células controle, não tumoral, HaCat, keratinocitos 

humano, o valor de TGI foi de 94,1 a >250 µg/mL, sendo que os óleos essências 

oriundos das plantas tratadas com 24-epibrassinolideo foi >250 µg/mL.  Foi 

possível verificar também que o óleo obtido após 15 dias do tratamento com o 

24-epibrassinolídeo apresentou valores menores de TGI para as linhagens em 

que se mostrou ativo (Tabela 9), sugerindo melhora na atividade biológica deste 

óleo essencial após o tratamento com o 24-epibrassinolídeo. No caso do 

tratamento de 52 dias, os resultados se mostraram similares ao das plantas 

controle, com exceção da linhagem U251 (glioma), onde o TGI foi menor do que 

o das plantas controle, verificando-se também que a citotoxicidade frente a 

linhagem não tumoral HaCat diminuiu para o óleo essencial oriundo das plantas 

tratadas com 24-epibrassinolídeo. 
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Tabela 5. Atividade antiprolifetativa do óleo essencial de Mentha pulegium. 

Amostras  Valores de TGI em µg/mL frente as diferentes linhagens 
celulares* 

 U251 MCF-7 NCI/ADR/RES OVCAR-
3 

HT29 K562 HaCat 

M. pulegium-15d 133,88 >250 >250 51,75 >250 >250 113,93 

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 

(controle positivo) 

1,68  0,16 5,30 0,30 0,56 17,23 0,73 

*TGI ï Total Growth Inhibition ï Concentração que leva a inibição de crescimento total (100%), em µg/mL, 
valores expresso como média de ensaios em triplicata e com coeficientes de variação inferiores a 5%; U251 
(glioma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovário resistente a múltiplos fármacos);  786-0 (rim); OVCAR-3 
(ovário);  HT-29 (cólon);  K562 (leucemia); HaCat, linhagem de célula não cancerosa (keratinocitos 
humanos).  

 

 

Para os óleos essenciais das folhas de M. piperita obtidos de plantas 

tratadas ou não tratadas com 24-epibrassinolídeo, foi possível analisar que o 

óleo essencial das folhas de M. piperita apresentou atividade antiproliferativa 

frente as linhagens de células tumorais e não se mostrou citotóxico frente a 

linhagem de células controle, não tumoral, HaCat, keratinócitos humano (TGI 

>250 µg/mL).  Foi possível verificar melhora na atividade biológica deste óleo 

essencial após o tratamento com o 24-epibrassinolídeo, principalmente, para o 

óleo 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 óleo essencial de Mentha piperita. 

Amostras  Valores de TGI em µg/mL frente as diferentes linhagens 
celulares* 

 U251 MCF-7 NCI/ADR/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 

brassinolideo-15d 

135,00 130,00 45,00 36,21 180,00 120,00 >250 

M. piperita com 24 epi 

brassinolideo-52d 

128,00 115,00 38,00 34,40 >250 >250 >250 

Doxorrubicina 

(controle positivo) 

1,68 0,16 5,30 0,30 0,56 17,23 0,73 

*TGI ï Total Growth Inhibition ï Concentração que leva a inibição de crescimento total (100%), em µg/mL, 

valores expresso como média de ensaios em triplicata e com coeficientes de variação inferiores a 5%; U251 
(glioma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovário resistente a múltiplos fármacos);  786-0 (rim); OVCAR-3 
(ovário);  HT-29 (cólon);  K562 (leucemia); HaCat, linhagem de célula não cancerosa (keratinocitos 
humanos).  

 

 

5.2.3 Avaliação de atividade antioxidante dos óleos essenciais 

 

A atividade antioxidante dos óleos essênciais obtidos das folhas de M. pulegium 

e M. piperita submetidas ou não ao tratamento com o 24-epibrassinolideo foi 

avaliada utilizando-se dois ensaios: o ensaio DPPH em CCD (qualitativo) e o 

ensaio ORACFL (quantitativo). Os valores de atividade antioxidante para os óleos 

essenciais das folhas de M. pulegium demonstram considerável 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 µmol TE/g (Salvador et al., 2006). No entanto, o óleo das plantas de M. 

pulegium que receberam o 24-epibrassinolídeo não apresentou aumento na sua 

capcidade antioxidante, comparado ao óleo do grupo controle, sendo possível 

verificar diminuição da atividade antioxidante do óleo 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 óleo essencial das folhas de Mentha 

pulegium. 

Amostra* 

ORACFL
a  

(µmol TE/g) 

Ensaio DPPHb 

Controle 15d 2624,00 (1,42) (a) Atividade forte 

24-epi 15d 2531,82 (11,56) (a) Atividade forte 

Controle 52d 2943,61 (11,60) (a) Atividade forte 

24-epi 52d 2001,45 (2,72) (b) Atividade forte 

(E)-Cariofilenoc 1,40 (0,40) Atividade forte 

Quercetinac 5,60 (0.90) Atividade forte 

*Amostra: Oleo essencial de plantas controle  não submetidas ao tratamento com 24-epibrassinolideo  após 
15 dias cultivo (Controle 15d) e amostras de óleo de plantas submetidas ao tratamento com 24-
epibrassinolideo 15 dias após o tratamento (24-epi 15d). aResultados apresentados como média 
(coeficiente de variação) do ensaio em triplicata e expressos em termos de micromol de Trolox equivalentes 
por grama de óleo. Ensaio baseado em CCDC, utilizando o radical livre DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl). cControles positivos: Resultados  no ORAC apresentados como média (coeficiente de 
variação) do ensaio em triplicata e expressos como trolox relativo equivalente Estatisticas: letras distintas 
indicam diferenças estatísticas significativas (t-Student, p<0,05). 

 

Os resultados da avaliação da atividade antioxidante dos óleos essenciais 

das folhas de M. piperita mostraram, comparado ao óleo obtido das folhas do 

grupo de planta controle, apresentaram atividade antioxidante e esta atividade 

foi intensificada para os óleos das plantas que receberam o tratamento com o 

24-epibrassinolideo nos dois períodos de analise (Tabela 8, Figura 17). 

Tabela 8. Atividade antioxidante do óleo essencial das folhas de Mentha 

piperita. 

 

Amostra* 

ORACFL
a  

(µmol TE/g) 

Ensaio DPPHb 

Controle 15d 802,31 (5,25) (a) Atividade media 

24-epi 15d 919,39 (11,08) (a) Atividade media 

Controle 52d 1047,39 (5,74) (b) Atividade forte 

24-epi 52d 1241,55 (4,95) (a) Atividade forte 

(E)-Cariofilenoc 1,40 (0,40) Atividade forte 

Quercetinac 5,60 (0.90) Atividade forte 

 
*Amostra: Oleo essencial de plantas controle  não submetidas ao tratamento com 24-epibrassinolideo  após 15 dias 
cultivo (Controle 15d) e amostras de óleo de plantas submetidas ao tratamento com 24-epibrassinolideo 15 dias após o 
tratamento (24-epi 15d). aResultados apresentados como média (coeficiente de variação) do ensaio em triplicata e 
expressos em termos de micromol de Trolox equivalentes por grama de óleo. Ensaio baseado em CCDC, utilizando o 
radical livre DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). cControles positivos: Resultados  no ORAC apresentados como média 
(coeficiente de variação) do ensaio em triplicata e expressos como trolox relativo equivalente. Estatisticas: letras distintas 
indicam diferenças estatísticas significativas (t-Student, p<0,05). 
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5.3 Avaliação do rendimento e análise por CG/EM dos constituintes 

químicos dos óleos essenciais  
5.3.1 Avaliação do rendimento dos óleos essenciais 

O rendimento (título em volume, %) de óleo essencial extraído das folhas 

de M. pulegium diferiu entre grupo controle e o grupo que foi exposto ao 24-

epibrassinolídeo nos dois períodos de análise, 15 e 52 dias após o tratamento. 

Foi observado que no primeiro período de análise (15 dias) o grupo tratado com 

24- epibrassinolídeo apresentou rendimento de 0,17% ao passo que o grupo 

controle apresentou rendimento de 0,14%, demonstrando uma razão de 

aproximadamente 20% a mais de óleo extraído do grupo tratado em relação ao 

grupo controle. No segundo período de análise (52 dias) foi observado 

comportamento contrário, no qual o grupo tratado apresentou rendimento de 

0,15% ao passo que o grupo controle demonstrou rendimento de 0,17%, 

evidenciando uma razão de aproximadamente 13% a mais de óleo extraído do 

grupo controle em relação ao grupo tratado com o brassinosteróide. Este 

comportamento pode ser associado ao fato dos brassinosteróides modularem 

positivamente a biossíntese de terpenos como mostrado por Ayad et al. (2009), 

o que levaria ao maior rendimento do óleo essencial para o grupo exposto ao 

24-epibrassinolídeo 15 dias. Porém é possível que aos 52 dias as concentrações 

do 24-epibrassinolídeo já não são tão altas nos tecidos e células da planta como 

aos 15 dias, sendo justificável um decaimento da influência do brassinosteróide 

no processo de biossíntese de derivados do isopreno, tais como os 

monoterpenos e sesquiterpenos que são constituintes importantes de óleos 

essenciais, refletindo também no menor rendimento de óleo essencial 

comparado ao rendimento anterior.  

O rendimento da extração do óleo essencial das folhas de M. piperita 

diferiu entre os grupos, indicando de forma geral, que o tratamento com o 24-

epibrassinolídeo foi efetivo na melhora do rendimento em termos de título em 

volume nos dois períodos de análise. Aos 15 dias após o tratamento com o 24-

epibrassinolídeo 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 óleo que o grupo controle). Aos 52 dias após 
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o tratamento, o grupo controle apresentou rendimento de 0,16%, ao passo que o 

grupo tratado manteve seu rendimento em 0,17% (aproximadamente 6% a mais 

de óleo que o grupo controle).  

 

5.3.2 Análise por CG/EM dos constituintes químicos dos óleos essenciais 

 

Ao analisar os dados relacionados aos constituintes químicos do óleo 

essencial detectados em analise por CG-EM, verificou-se que o 24-

epibrassinolídeo pode ter influenciado na modulação de constituintes químicos 

voláteis dos óleos obtidos das plantas que foram tratados com este 

brassinosteróides (Figuras 18, 19, 20 e 21). Observou-se também variação entre 

a contituição do óleo essencial das plantas controle entre os dois períodos de 

análise. Portanto, na análise destes dados teve o olhar voltado para a 

comparação dos valores de percentagem de área dos contituintes detectados 

por CG-EM dentro de cada período de análise (15 e 52 dias após o tratamento 

com o 24-epibrassinolídeo, avaliando os grupos tratados e não tratados com o 

brassinosteróide), bem como análise destes grupos entre os dois períodos de 

análise. Nas figuras 18 e 19 são apresentados os cromatogramas das análises 

por CG-EM sendo destacadas as substâncias majoritárias identificadas no óleo 

essencial de M. pulegium obtido 15 dias após tratamento com o brassinosteróide 

e nas figuras 20 e 21 estão apresentados os constituintes majoritários nos 

cromatrogramas do óleo obtido 52 dias após tratamento com 24-

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

obtidas 15 dias após o inicio do experimento com representação da ordem majoritária: 1º Pulegona, 2º 

Neoisomentol, 3º Mentol, 4º Verbenona, 5º Piperitona. 

 

 

Figura 19. Cromatograma (CG-EM) do óleo essencial das folhas de Mentha pulegium obtidos de amostras 

15 dias após o tratamento com 24-epibrassinolídeo com representação da ordem majoritária:1º Pulegona, 

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

obtidas 52 dias após o inicio do experimento com representação da ordem majoritária: 1º Pulegona, 2º 

Verbenona, 3º Neoisomentol, 4º Mentol, 5º Piperitona. 

 

 

Figura 21. Cromatograma (CG-EM) do óleo essencial das folhas de Mentha pulegium obtidos de amostras 

52 dias após o tratamento com 24-epibrassinolídeo com representação da ordem majoritária:1º Pulegona, 

2º Verbenona, 3º Neoisomentol, 4º Mentol, 5º Piperitona. 
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Na tabela 9, que compara os tratamentos 15 dias após a administração 

do brassinosteróide, foi possível perceber uma tendência de aumento da 

porcentagem de picos minoritários em relação ao total, como por exemplo do 

alfa-pineno, que demonstrou acréscimo de 0,12% em relação 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 óleo essencial 

que tiveram diferenças 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 

(redução 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 óleo essencial das folhas de Mentha 

pulegium obtido 15 dias após tratamento com 24-epibrassinolídeo.  

 

Constituintes identificados com base no índice de retenção e perfil de fragmentação no espectro de massas 

em CG-EM (NIST, 2005) e listados de acordo com a ordem de eluição na coluna Durabond-DB5 (30m) e 

por Índice de retenção de Kovats, baseado em série homóloga de n-alcanos. Análise em triplicata. 

Diferença (Dif.). 

 

Na tabela 10, que compara os tratamentos 52 dias após administração do 

hormônio, nota-se tendência de redução dos picos minoritários, como por 

exemplo o sabineno (redução de 0,01% no grupo tratado com 24-

epibrassinolideo), 3-octanol (redução de 0,03% no grupo tratado com 24-

epibrassinolideo), beta pineno (redução de 0,27% no grupo tratado com 24-

epibrassinolídeo) e isomentol acetato (redução de 0,46% no grupo tratado com 
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24-epibrassinolídeo). Os constituintes majoritórios também apresentaram 

importantes variações, como por exemplo a pulegona, que na comparação entre 

grupo tratado e não 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 óleo essencial das folhas de Mentha 

pulegium obtido 52 dias após tratamento com 24-epibrassinolideo.  

 

Constituintes identificados com base no índice de retenção e perfil de fragmentação no espectro de massas 

em CG-EM (NIST, 2005) e listados de acordo com a ordem de eluição na coluna Durabond-DB5 (30m) e 

por Índice de retenção de Kovats, baseado em série homóloga de n-alcanos. Análise em triplicata. 

Diferença (Dif.). 


